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RESUMEN

Investigadores de la Universidad Nacional Autbnoma de México, desarrollaron una
serie de derivados de estradiol, los cuales se denominaron en forma genérica como
17B-aminoestrégenos (AEs). ElI Pentolame, Butolame, difieren de los estrégenos
naturales, ya que poseen una modificacion en el ndcleo esteroideo en la posicion
del carbono 17, donde un grupo OH es substituido por un grupo amino-alcohol. A
su vez también se encuentra el Aminoestrol un AEs que carece de la cadena
alquilica o sustituyente en el grupo amino del C-17 en el esteroide. El objetivo de
este estudio fue determinar y analizar las caracteristicas farmacolégicas de los AEs
en el musculo liso de las vias aéreas (MLVA) de cobayo. En estudios preliminares
en érganos aislados de musculo liso traqueal de cobayo se observé que los AEs
(Pentolame) eran capaces de producir hiperreactividad del MLVA. En este estudio
los AEs, produjeron un corrimiento hacia la izquierda de la curva de concentracion
respuesta (potencia) a la Histamina (His), al carbacol (Cch) y al KCI, en el siguiente
orden: El Pentolame (10 y 32 uM) a la His y al KCl, solo tuvo efecto a 32 uM con el
CCh. EIl Butolame (10 y 32 uM) a la His, 10 uM con el Cch y (32 uM) al KCI. El
Aminoestrol mostré efecto solamente a 32 uM con el KCI. No tuvo efecto con la
histamina ni con el carbacol. En Conclusién: nuestros resultados sugieren que el
Pentolame y Butolame inducen hiperreactividad a la histamina, KCl y al Cch, y el
Aminoestrol solo induce hiperreactividad con el KCI. La potencia en la respuesta es
proporcional al numero de carbonos del grupo amino-alcohol de los AEs. La eficacia
del Pentolame, Butolame y Aminoestrol es la misma para la His, Cch y el KCI. En
vista de que los AEs han sido propuestos como una alternativa para el tratamiento de
Remplazo hormonal y como anticonceptivos orales, se debe tener cuidado especial
de no administrarlos a pacientes con asma ya que podrian agravar Sus crisis

asmaticas.



LISTA DE ABREVIATURAS

ABREVIATURA SIGNIFICADO

AO Anticonceptivos orales

Ach Acetilcolina

AEs 17B-aminoestrogenos

Ca?* 16n calcio

[Ca?*]i Concentracion de Ca?* intracelular

Cch Carbacol

CLM Cadena ligera de la miosina

DAG Diacilglicerol

EEM Error estandar de la media

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
TEV Enfermedad Tromboembdlica venosa
FEV1 Volumen espiratorio forzado enlsegundo
GPCRs Receptores acoplados a proteinas G

IP3 Inositol 1,4-5 trisfosfato

H* I[6n Hidroégeno

His Histamina

K* I6n Potasio



kDa Kilodaltones

MLCK Cinasa de la cadena ligera de la miosina
MLVA Musculo liso de la via aérea

MP Membrana plasmatica

Na* ion Sodio

NCXrev Intercambiador Na*/Ca?* en su forma reversa
PIP2 Fosfatidil inositol 4,5 bisfosfato

PLCsp Fosfolipasa C beta

PKC Proteina cinasa C

r coeficiente de correlacion

RE Reticulo Endoplasmico

RIP3 Receptor de trisfosfato de inositol

ROC Canales operados por el receptor

ROCK RhoA-Cinasa

RS Reticulo sarcoplasmico

RyR Receptor de rianodina

SERCA ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico
SOC Canal operado por el almacén

TRH Terapia de remplazo hormonal

VDCC-L Canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo L
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INTRODUCCION
Los 17B-aminoestrégenos (AES)

Las mujeres durante su edad reproductiva tienen una menor incidencia de
enfermedades cardiovasculares y tromboembdlicas, comparados con hombres de
la misma edad, esta diferencia se atribuye al efecto protector de los estrogenos
circulantes. Esta proteccion parece disminuir durante la menopausia o cuando se
realiza una extirpacion quirdrgica de los ovarios, seguido de un estado de
hipoestrogenismo, induciendo cambios metabdlicos en varios tejidos y érganos. Los
estrogenos exdgenos se utilizan comunmente en la terapia de reemplazo hormonal
(TRH) durante la menopausia y como anticonceptivos orales (AO), existen
numerosos estudios que han evaluado los beneficios y riesgos asociados con su
uso (55; 61).

La TRH es comUnmente utilizada por mujeres posmenopausicas, para disminuir
los sintomas de la menopausia, pero su uso puede aumentar la probabilidad de la
enfermedad tromboembdlica venosa (ETV) de 2 a 4 veces (6). Entre los
tromboembolismos mas comunes que presentan las mujeres son trombosis venosa
profunda, embolia pulmonar y accidente cerebrovascular. Este hecho derivo en la
busqueda de compuestos con actividad estrogénica con menores efectos adversos
(48).

Un grupo de investigadores de la Universidad Nacional Autonoma de México,
desarrollo una serie de derivados de estradiol, los cuales se denominaron en forma
genérica como 17B-aminoestrégenos (AES). En este contexto, el Pentolame [173-(-
5-hidroxi-1-butilamino)-1,3,5 (10)estratrien —3-ol] y el Butolame [17p-(-4-hidroxi-1-
butilamino)-1,3,5 (10) estratrien —3-o0l] son un grupo de estrogenos que se sintetizan
a partir de la estrona ( 23; 41), difieren de los estrogenos naturales, ya que poseen
una modificacion en el nacleo esteroideo en la posicién del carbono 17, donde un
grupo OH es substituido por un grupo amino-alcohol. El Aminoestrol (AEz, 3-hidroxi-

1, 3,5(10)-estrantrieno-17B3-amino) a diferencia de los 17B-aminoestrogenos



previamente descritos, carece de la cadena alquilica o sustituyente en el grupo
amino del C-17 en el esteroide (Figura 1).

Estradiol Aminoestrol
H OH H
WA W e A
wH v
Butolame Pentolame

Figura 1. Estructura quimica de los aminoestrégenos

La administracion de dosis altas de AEs en animales de laboratorio han demostrado
no ser trombogénicos, por lo que estos agentes se estan proponiendo para su uso
clinico en la TRH durante la menopausia y como AO en pacientes con

predisposicién a trombosis.
Los AEs y el musculo liso de las vias aéreas

La realizacion de esta tesis utilizando AEs en la contraccion del musculo liso de las
vias aéreas de cobayo se baso en 2 aspectos principales, los cuales a continuacion

puntualizaré brevemente:



1. Los AEs y su posible uso clinico

En los dltimos afios va en aumento el interés de los AEs para utilizarse en la clinica
como una alternativa en la TRH, ya que muestran una actividad antitrombotica
cuando son administrados, lo cual difiere de los estrogenos exdgenos utilizados en
TRH y anticonceptivos hormonales (43; 32). Sin embargo, en experimentos
preliminares realizados en el laboratorio de investigacion en asma de la Facultad de
Medicina, encontramos que el Pentolame producia hiperreactividad del masculo liso
traqueal de cobayo a la histamina. Estos resultados nos invitaron a explorar con
mayor profundidad sobre los posibles efectos adversos que podrian tener los AEs
en mujeres que reciban estos compuestos para el tratamiento de TRH o como AO
y que padezcan enfermedades de vias respiratorias, como el asmay la enfermedad

pulmonar obstructiva cronica, (EPOC).
2. Las hormonas sexuales femeninas y su influencia en las vias aéreas

Los AEs difieren Unicamente del estradiol al sustituir el grupo hidroxilo del carbono 17,
por un grupo amino-alcohol, proporcionandole una serie de nuevas caracteristicas
farmacoldgicas. Existen numerosos reportes que indican que la prevalencia de varias
enfermedades respiratorias (EPOC y Asma) esté relacionada con el género, estatus

endocrino y la edad.

Estudios recientes han relacionado el asma y sus estados de crisis, con los niveles
hormonales presentados durante ciertas etapas de la vida. Durante la infancia la
prevalencia del asma es mayor en los nifios en comparacion con las nifias de la misma
edad (= 10 afos) (7; 11; 21; 38; 53), 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 afos). Por ello varios grupos han
propuesto la importancia de las hormonas femeninas en el asma, cabe mencionar que
las mujeres asmaticas presentan mas crisis asmaticas graves en comparacion con las
crisis presentadas por los hombres (2; 6; 7; 34). Conociendo la similitud de los AEs y el
estradiol, resulta importante determinar el efecto que tienen estos farmacos en el
MLVA.



Importancia del Asma

El asma afecta a 235 millones de personas en el mundo, siendo la enfermedad cronica
mas frecuentes en niflos (OMS 2011). En México aproximadamente el 9% de su
poblacion padece asma, teniendo en el pais el 5° lugar dentro de las 20 enfermedades
no transmisibles, en el 2009 se estim6 que hubo 318 689 nuevos casos de asma, se
ha calculado a partir de esa fecha que hay un crecimiento anual aproximando de 9.1
% de nuevos casos. Se ha estimado que la incidencia anual de asma en adultos es de
4.6 a 5.9 por 1,000 en mujeres y de 3.6 a 4.4 por 1,000 en hombres (INEGI 2009).

El asma se define como una enfermedad inflamatoria crénica de las vias aéreas en
la que participan diversas células y mediadores quimicos; se acompafa de una mayor
reactividad del musculo liso traqueobronquial (hiperreactividad de las vias aéreas).
Esta inflamacion provoca en forma recurrente tos, sibilancias, disnea y aumento de la
funcidn respiratoria, principalmente en la noche o en la madrugada, estos episodios se
asocian generalmente a una obstruccion extensa y variable del flujo aéreo que a
menudo es reversible de forma espontanea o como respuesta al tratamiento (GINA
2006). Sin embargo, hay otras caracteristicas en el asma, como el remodelado de la
via aérea (hipertrofia e hiperplasia), engrosamiento de la capa de colagena subepitelial
y edema (49), todas estas caracteristicas también nos llevan a una hiperreactividad

bronquial.

El uso rutinario de las pruebas de funcion respiratoria permitié delimitar la respuesta
normal de las vias aéreas, de aquella otra que se presentaba en algunos individuos de
manera exagerada ante estimulos especificos e inespecificos, término denominado
hiperreactividad bronquial, que es una de las caracteristicas esenciales de la
enfermedad y desde 1962 es determinada como un segundo criterio diagnéstico por

definicion.



Hiperreactividad bronquial

Es un incremento de la sensibilidad del musculo liso traqueobronquial ante estimulos
fisicos (aire, frio, etc.) o quimicos (agonistas colinérgicos, histaminergicos, etc.) Esto
provoca que el MLVA responda de forma exagerada ante este tipo de estimulos,
induciendo un estrechamiento excesivo de la luz aérea y dificultando el paso del aire.
Este marcador caracteristico del asma, ha sido extremadamente estudiado, pero los

mecanismos involucrados no estan bien comprendidos.
Fisiologia del musculo liso de las vias aéreas

La funcién del MLVA es controlar el diametro de la luz traqueobronquial. Se encuentra
inervado por el parasimpético, que forma parte del sistema nervioso autbnomo. El
principal neurotransmisor parasimpatico es la acetilcolina (Ach) y esta fuertemente
involucrado en la regulacion de la contraccion del MLVA; las células del MLVA tienen
ademas diversos receptores (Ms, Hi, etc.), canales, por ejemplo, canales de ca®
dependientes de voltaje tipo L (VDCC-L), canales operados por el almacén (SOC) y
canales operados por el receptor (ROC), también a su vez participan diferentes
ATPasas, como la ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (SERCA), Y la ATPasa
de Ca?" de membrana plasmatica (PMCA) e intercambiadores de la membrana
citoplasmatica (NCX), todos ellos estan involucrados en la contraccion del MLVA (57).

Mecanismo de contraccion y relajacion del musculo liso de vias aéreas

La actividad contractii del musculo liso es controlado por neurotransmisores
(acetilcolina, sustancia P, ATP, etc.), hormonas (adrenalina, testosterona, estrégenos,
etc.), autacoides (histamina, prostaglandinas, tromboxanos, etc.) y otros eventos
fisiologicos (osmolaridad, flujo del aire, etc.). Sin embargo, el control de la actividad de
contraccion varia considerablemente en los diferentes tipos de musculos (esquelético,
liso y cardiaco) dependiendo de su funcion y localizacion. A pesar de la diversidad en
el control de la actividad contractil, el efecto final es la regulacion de [Ca?*]i y el grado

de fosforilacion, lo que determina la tension desarrollada en el musculo liso.
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Existen dos mecanismos de acople excitacion-contraccion del muasculo liso de las

vias aéreas: el acople electromecanico y el farmacomecanico.

El acople electromecanico: contraccion del MLVA inducida por despolarizacion

de la membrana plasmatica

Este acople opera a través del cambio en el potencial de membrana (despolarizacion
e hiperpolarizacion). La despolarizacion produce la apertura de los canales de Ca?* tipo
L dependientes de voltaje (VDCC-L) produciendo un incremento en las [Ca?*]i (50). La
hiperpolarizacion puede causar relajacion debido a la reduccion en la probabilidad de
apertura de los canales de Ca?* dependientes de voltaje y a la apertura de los canales
de K* (63).

La membrana plasmatica (MP) del MLVA tiene un potencial de reposo de -60 mV, el
cambio en el potencial de membrana- promovido por el movimiento de iones hacia el
espacio intracelular (principalmente Na*) provocan la despolarizacion, donde el
potencial de membrana toma valores menos negativos (mas positivo), o en su
defecto, la hiperpolarizacibn donde el potencial de membrana tiene valores mas
negativos (menos positivo), provocada por la entrada de iones CI a la célula y la

salida de iones K* al espacio extracelular (28).

La participacion de los VDCC-L en la contraccion del MLVA inducida por
despolarizacion es relevante ya que hasta ahora, se conocen mdultiples subtipos de
canales de Ca2?* dependientes de voltaje. Estos se han clasificado de acuerdo a su
umbral de activacion, los que se activan por voltaje bajo y los que se activan por voltaje
alto. En el MLVA interesa sobre todo el subtipo L (“Long lasting”) que pertenece al grupo
de los que se activan por voltaje alto. Los canales de Ca?* son proteinas pentaméricas,
de las cuales la subunidad a1 es la mas importante y determina el subtipo (19). Los
canales pertenecientes a este grupo se caracterizan por ser bloqueados por las

dihidropiridinas, como la nifedipina (65).
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El acople farmacomecéanico: contraccion del MLVA via receptores acoplados a

proteinas G y generacion de IPs.

En el MLVA los miocitos tienen una concentracion intracelular de Ca ([Ca?*]i) de ~128
nM en estado de reposo; (30; 51) aunque, cuando las células son estimuladas por
agonistas broncoconstrictores como la acetilcolina, la serotonina, la histamina, etc., las
[Ca?*]i se incrementan ~500-700 nM (10; 51). La unién de estos agonistas con sus
receptores membranales acoplados a proteinas G (GPCR) del tipo Gaq, promovera la
activacion de la fosfolipasa Cg (PLCg) que hidroliza al fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato
(PIP2), presente en pequefias cantidades en los fosfolipidos de membrana, formando
dos importantes mediadores intracelulares: diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-
trisfosfato (IPs). El DAG permanece embebido en la membrana plasmatica (MP) y
ejerce diferentes efectos celulares: puede formar acido araquidénico o bien activar a la
proteina cinasa C (PKC; llamada asi por su dependencia al Ca?*); ambos procesos
activan otras cascadas de sefalizacion (1). Por su parte, el IP3, que es una molécula
soluble en agua, se acopla a los receptores de IP3 del reticulo sarcoplasmico (RS) y
promueve la salida de Ca?* (46; 59; 62).

El incremento de la [Ca?*]i promueve la formacion del complejo Ca?*-calmodulina, la
interaccidon de este complejo con la subunidad catalitica de la cinasa de cadena ligera
de miosina(MLCK) permite la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina en la serina
19 (Ser 19) de la cadena ligera de miosina (CLM) de 20 kDa. La miosina fosforilada
cataliza, en presencia de actina, la hidrdlisis de adenosina trifosfato (ATP) a adenosina
difosfato (ADP) y la liberacion de energia subsiguiente posibilita el desplazamiento de
los filamentos de actina a lo largo de la miosina, iniciando el proceso de contracciéon
muscular (14; 29; 30; 36). Al mismo tiempo, se activa otra via de sefializacién, la RhoA-
Cinasa (ROCK), cuya funcion es inactivar a la fosfatasa de la cadena ligera de la
miosina (MLCP), encargada de desfosforilar a la CLM, permitiendo el mantenimiento

de la contraccion. Este proceso es conocido también como sensibilizacion al Ca?* (63).

La eliminacion directa de los agonistas broncoconstrictores (Cch e His), la apertura de

canales de K* dependientes de Ca?* y/o el incremento de AMPc y la consecuente
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hiperpolarizacién de la MP, y por otro lado, la recaptura de [Ca?*]i por medio del reticulo
sarcoplasmico y la exclusion del [Ca?']i por medio de ATPasas de Ca®* de MP,
promueven el regreso de [Ca?*]i a niveles basales, inactivando a ROCK, permitiendo
que la MLCP desfosforile a la cadena ligera de la miosina de 20 Kda y el musculo se
relaje. (63)

13



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Estudios preliminares en el laboratorio nos hicieron especular sobre un posible efecto
potenciador de los 17B-aminoestrogenos (Pentolame, Butolame, Aminoestrol) en la
contraccion del musculo liso traqueal de cobayo a diferentes agonistas, lo cual resulta
importante explorar, en vista de que los AEs quieren ser utilizados en la clinica como
terapia de reemplazo hormonal (TRH) y como anticonceptivos orales (AO). Por lo tanto,
este estudio es importante ya que describe por primera vez los efectos bioldgicos que

puedan tener los AEs sobre el MLVA.
HIPOTESIS

Los 17B-aminoestrogenos son capaces de inducir hiperreactividad del musculo liso

traqueal de cobayo a diferentes agonistas (Cch e His) y a un agente quimico (KClI).
OBJETIVOS
General

% Evaluar el efecto de los 173-aminoestrogenos sobre la contraccion inducida por

Histamina (His), Carbacol (Cch) y KCl en los anillos traqueales de cobayo.
Particulares

s+ Comparar el efecto que muestran los AEs sobre las contraccion es provocada
por Cch (0.01, 0.032, 0.1, 0.32, 1, 10, 32 uM), His (0.1, 0.32, 1, 10, 32 y 100
pUM).

% Caracterizar la participacion del VDCC-L en la contraccién inducida por KCI (10,
20, 40, 80 mM) en un medio incubado con AEs

¢+ Comparar a cada AEs y su numero de carbonos del grupo amino-alcohol con
respecto al efecto provocado sobre las contracciones inducidas por Cch, His y
KCI
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MATERIALES Y METODOS
Sistema de registro para tejido aislado.

Durante la etapa experimental se sacrificaron 60 cobayos machos de 300-400 g de la
cepa Hartley, con una sobre dosis de pentobarbital sédico por via peritoneal, de los que
se extrajo la trdquea finamente disecada, limpiando el exceso de tejido conjuntivo y
tejido epitelial adyacente, todo este proceso fue realizado en una camara de diseccion
con solucion de Krebs-Ringer en condiciones que aseguraban la integridad de la
traguea. A continuacion la traquea fue seccionada en ocho segmentos cada uno con
cuatro anillos de cartilago, colocandose posteriormente en una camara cada uno, en
donde los segmentos traqueales se colgaron a una tension de 1 g, hasta que fueron
totalmente estables después de 30 min, la cdmara se mantuvo a una temperatura de
37°Cy contenia solucién de Krebs-Ringer con la siguiente composicion: NaCl 118 mM,
NaHCO3 25 mM, glucosa 11 mM, KCl 4.6 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgS0Oa4 1.2 mM, CaClz
2 mM. La solucién fue burbujeada con una mezcla de carbogeno (95% O2 y 5% COx)
manteniendo un pH estable en intervalos fisiologicos (7.3-7.4). La tension isométrica
fue registrada con un transductor de tension modelo FT03, (Grass Instruments, West
Warwick, RI, USA) conectado a un sistema integrador de sefiales CyberAmp 380,
(Axon Instruments, Foster City, CA, EUA) ademas de una interfase Digidata 1440A,
(Axon Instruments). Para obtener los datos y registros de la contraccion del musculo
liso traqueal de cobayo se utiliz6 una computadora con el software AxoScope version
10.2, (Axon Instruments, Foster City, CA, EUA).

Con el propdsito de normalizar las respuestas de los tejidos, éstos se estimularon tres
veces con 60 mM de KCI durante 20 min o hasta alcanzar la respuesta maxima de
contraccion. Posteriormente, se siguié con el protocolo experimental sefialado a

continuacion.
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Figura 2. Registro original del protocolo experimental de la contraccion inducida por una curva acumulativa de KCI, preincubado
por 30 min con diferentes concentraciones de AEs.
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Figura 3. Registros originales del protocolo de la contraccion inducida por una curva acumulativa de Histamina, cuando son

incubados previamente (30 min) con Pentolame a diferentes concentraciones.
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Los tejidos fueron incubados desde el principio con indometacina 1 pM, para
inhibir la sintesis de prostaglandinas relajadoras del MLVA. Después del 3¢
estimulo de KClI, los tejidos fueron incubados durante 30 min con Pentolame (10
y 32 uM), Aminoestrol (1, 10 y 32 uM) y Butolame (1, 10 y 32 uM), se utilizé como
control para cada experimento un tejido que carecia de incubacion de AEs, la
contraccion a la tercera respuesta de KCIl fue considerada como el 100 % de la
respuesta. Después de los 30 min de incubacion se realizO la curva
concentracién-respuesta para carbacol, (0.01, 0.032, 0.1, 0.32, 1, 10, 32 uM),
Histamina (0.1, 0.32, 1, 10, 32y 100 pM) y KCI (10, 20, 40, 80 mM). La CEso
definir abreviatura (potencia) representa la concentracion del agonista (Cch e
His) con el cual se obtuvo el 50 % de la respuesta maximay refleja la sensibilidad
del tejido a este agonista. Para cada experimento se calculé la CEso mediante
analisis de regresion lineal simple, empleando los valores de logaritmo de la
concentracion del agonista (Cch e His), en el caso de KCI solamente se utilizé la
concentracion en mM, La respuesta maxima (eficacia) expresa los gramos de

tension obtenidos en el punto mas alto de la contraccion.

FARMACOS

Todos los reactivos que se utilizaron fueron obtenidos de Sigma Chem Co (St.
Louis MO). Pentolame, Butolame y Aminoestrol fueron donados por el laboratorio
de farmacologia endocrina (Facultad de medicina. UNAM) y se sintetizaron
utilizando el método descrito por Lemini y col (1998, 1993) a partir de estrona (3-

hidroxi-1, 3,5(10)-estratieno-17-ona) donada por Syntex de México.
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Histamina

La histamina (2-(4-imidazoil) etilamina, se forma en el organismo por la
descarboxilacion de aminoacido L-histidina, una reaccion catalizada por la
enzima histidina descarboxilasa, se encuentra en la mayoria de los tejidos, la
mayor parte de la histamina tisular se encuentra en forma unida dentro de
granulos en mastocitos (células cebadas) o basofilos y en células de mucosa de
vias aéreas. Los mastocitos son especialmente abundantes en enfermedades
alérgicas como asma, rinitis y dermatitis. La histamina ejerce sus acciones
biol6gicas uniéndose con receptores celulares especificos localizados en la
membrana citoplasmatica. Los tres diferentes receptores de la histamina que se
han caracterizado hasta la fecha se designan Hi, H2y Hs. La histamina es un
agonista para la contraccion del MLVA por estimulacion de los receptores Hi (3).
Estos receptores estan acoplados a una proteina Gg, involucrada en la formacién
de IP3 (13; 33; 39). En el MLVA de humano y bovino, la histamina produce la

formacion de IP3 aunque de menor magnitud con respecto al carbacol (4; 13; 15).

CH,CH,NH,

NH N

A

Figura 4. Molécula de histamina

Carbacol

Los nervios colinérgicos son una de las principales inervaciones excitatorias del
MLVA. El carbacol es un agonista de los receptores colinérgicos nicotinicos y

muscarinicos resistentes a la accion de la acetilcolinesterasa. Los receptores
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colinérgicos muscarinicos estan divididos en 5 tipos, del M1 al Ms, de los cuales
en el MLVA se han observado el M2 y el M3, que estan acoplados a proteinas
Go/Giy Gqrespectivamente. La estimulacion de los tipos M1, M3y Ms general IP3,
movilizando Ca ?* del RS, mientras que los subtipos M2 y M4 inhiben a la adenilato
ciclasa disminuyendo al AMPc intracelular y favorecido la contraccion (22; 60,
64). Adicionalmente, los receptores M2 producen la apertura de canales
cationicos inespecificos (64). Estos canales cationicos permiten la entrada de
Ca?* durante la respuesta sostenida y para su activacion es necesario el
incremento transitorio de la [Ca?*]i que se produce por la liberacién del Ca?* del
RS por la activacion de los receptores M3 (35; 64).

0 H,C
/|L [ CHy
HN7 07 " cH

3

Figura 5. Molécula de carbacol

Cloruro de potasio.

La participacion de los VDCC-L en la contraccion del MLVA inducida por
despolarizacion ha sido reconocida por la comunidad cientifica que estudia el
MLVA. El cloruro de potasio es un agente utilizado para activar y abrir los VDCC-
L, el aumento en la concentracion de KCl en el medio extracelular cambia el
potencial de membrana de aproximadamente -60 mV a -20 mV (43),

despolarizando y abriendo los VDCC-L.
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ANALISIS ESTADISTICOS

La significancia estadistica de las diferencias entre los grupos se estimd por
analisis de varianza (ANDEVA) de una via. Las diferencias entre el grupo control
y los grupos tratados se estimaron por la prueba de Dunnett. Los resultados se
consideraron significativos cuando el valor de p fue menor a 0.05. Todos los
experimentos se realizaron por lo menos 5 veces. Los resultados se expresaron

como el promedio * el error estandar de la media (EEM).
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RESULTADOS

1. El Pentolame produce un corrimiento a la izquierda en la repuesta de

contraccién inducida por la histamina.

La administracion de histamina al tejido traqueal produjo una respuesta de contraccion
que fue dependiente de la concentraccion utilizada ( 107-104 M), (Figura 6 A). La curva
concentracion-respuesta a la histamina se desplazé a la izquierda (Figura 6 A), se
encontraron diferencias significativas en la CEso (Potencia) en 10 y 32 uM de Pentolame
con respecto a su control (Tabla 1). En la respuesta maxima (Eficacia) no hubo

diferencias significativas (Figura 6 C).
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Figura 6. A) Curva concentracion-respuesta de histamina en anillos traqueales
de cobayo, incubados a diferentes concentraciones de Pentolame. B) Analisis
respectivo de CEso, ** p<0.01 utilizando ANDEVA y prueba de Dunnett. C)
Analisis de la respuesta de contraccion maxima.
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Tabla 1. Potencia de histamina con Pentolame( **p<0.01)

N=5 Control Pentolame [10 uM ] Pentolame [32 uM ]
CEso [UM] 3.4818 1.3193** 0.6180**
EEM 1.0936 0.5469 0.2250
r 0.9877 0.9863 0.9755

Para corroborar el efecto del Pentolame sobre la contraccion inducida por un agonista

unido a GPCRs (His), se realizd una curva concentracion-respuesta con Cch, dicho

agonista acoplado a GPCRs tiene una via de sefalizacion similar a la histamina.

2. El Pentolame a 32 uM produce un corrimiento a la izquierda en la contraccion

inducida por el carbacol.

La estimulacion con carbacol al musculo liso traqueal de cobayo, induce una respuesta

de contraccion que fue dependiente de la concentraccion utilizada (108-10-°M). (Figura

7 A). La curva concentracion-respuesta al carbacol se desplazo a la izquierda en las

preparacion previamente expuestas a Pentolame 10 y 32 pM (Figura 7 A). Se

encontraron diferencias significativas en la Potencia 32 uM de Pentolame con respecto

al control (Tabla 2). La Eficacia para ambas concentraciones de Pentolame no

mostraron diferencias significativas con respecto al control. (Figura 7 C).

24



A Carbacol con Pentolame
160 1 N=g
S 140}
B
<1201
£
21007 4 Control
5 80t } [ 10 um Pentolame
o
32 uM Pentolame
S5 60 } A s2p
0
o
S 40
5
O 20 +
2
0 - t t t $ ' '
-75 -7 -65 -6 -55 -5
Log [Carbacol](M)
B Carbacol con Pentolame Respuesta maxima
025+ Carbacol con Pentolame
[ ] Control o I B cControl
~ 0271 "] 10 uM Pentolame fmo e ) 10 uM Pentolame
2 32 uM Pentolame ; . / 7 3 uM Pentolame
Z 015 £
8 ‘:ﬂlﬂ
11} ¥ T o
O o1 5
'g, 60
0.05¢ ; “
8 20
0 T :

Figura 7. A) Curva Concentracién-respuesta a Carbacol en anillos traqueales de
cobayo, incubados a diferentes concentraciones de Pentolame. B) Analisis
respectivo de CEso, *p<0.05 utilizando ANDEVA y prueba de Dunnett. C) Analisis
de la respuesta de contraccion maxima.
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Tabla 2. Potencia de carbacol con Pentolame (*p<0.05)

N=9 Control Pentolame [10 uM ] | Pentolame [32 uM ]
CEso [UM] 0.1772 0.1332 0.0789*
EEM 0.0894 0.0965 0.0665
R 0.9534 0.9428 0.9439

Con el propésito de explorar el efecto del Pentolame sobre substancias constrictoras
gue no dependen de la activacion de GPCRs, se realizaron experimentos donde se
utilizé KCI a diferentes concentraciones como herramienta para despolarizar al MLVA
y producir una contraccién dependiente de Ca?* extracelular producido por la apertura
del canal de Ca?* dependiente de voltaje (50).

3. Efecto de potenciacion del Pentolame sobre la respuesta de contraccion

inducida por KCI.

La adicion de KCI al tejido traqueal produjo una despolarizaciéon del MLVA y una
subsecuente contraccién que fue dependiente de la concentraccion utilizada (10, 20,
40, 80 mM). (Figura 8 A). La curva concentracion-respuesta a KCI se desplazo a la
izquierda en las preparaciones previamente expuestas con 10 y 32 uM de Pentolame,
mostrando un aumento en la sensibilidad del tejido a este compuesto . (Figura 8 A). Se
encontraron diferencias significativas en la potencia a 10 y 32 uM de Pentolame con
respecto al control (Tabla 3). Pentolame 1 pM no modifico la respuesta a KCI . Con
respecto a la eficacia no hubo diferencias significativas para las 3 concentracion de

Pentolame utilizadas (Figura 8 C).
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Figura 8. A) Curva Concentracion-respuesta a KCl enanillos traqueales de
cobayo incubados a diferentes concentraciones de Pentolame. B) Analisis
respectivo de CEs0,*p<0.05, ** p<0.01 utilizando ANDEVA y prueba de Dunnett.
C) Analisis de la respuesta de contraccion maxima.
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Tabla 3. Potencia de KCI con Pentolame (**p<0.01, *p<0.05)
N=6 Control | Pentolame [1 uM] | Pentolame [10 uM] | Pentolame [32 uM]
CE 50 (mM) [ 33.8711 39.7315 15.8138* 10.9153**
EEM 6.0304 8.7930 12.6203 15.2820
r 0.9311 0.9705 0.8828 0.9044

Nuestros resultados demuestran que el Pentolame produce hiperreactividad del
MLVA de cobayo, cuando es estimulado por agonistas que producen contraccién como
el carbacol y la histamina (GPCRs), asi como por KCI (VDCC-L).

Para conocer el grado de eficacia y potencia que mostraban cada tipo de AEs, se
repitieron dichos experimentos utilizando diferentes AEs como el Butolame (cuya
caracteristica es que tiene un carbono menos que el pentolame) y el Aminoestrol (el
cual no tiene carbonos en el grupo amino). Nuestro principal objetivo era determinar la

relacion estructura quimica-actividad farmacologica de los AEs.

4.El Butolame produce una potenciaciéon sobre la repuesta de contraccion

inducida por la histamina

De igual forma que los experimentos de Pentolame primero se realiz6 una curva
concentracion-respuesta a His del tejido traqueal, el cual produjo una respuesta de
contraccién que fue dependiente de la concentraccion utilizada ( 107-10 M). (Figura 9
A). La curva concentracion-respuesta a la His se desplazd a la izquierda en las
preparaciones previamente expuestas con 10 y 32 uM de Butolame (Figura 9 A), Se
encontraron diferencias significativas en la potencia a 10 y 32 uM de Butolame con
respecto al control (Tabla 4).1 uM de Butolame no mostrdé ningun efecto en nuestras
preparaciones (Figura 9 B). En la eficacia no hay diferencias significativas a ninguna
concentracion del Butolame (Figura 9 C).
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Figura 9. A) Curva concentracion-respuesta a histamina en anillos traqueales de
cobayo incubados con diferentes concentraciones de Butolame. B) Analisis
estadistico de CEso,* p<0°05, ** p<0.01 utilizando ANDEVA 'y prueba de Dunnett.
C) Analisis de la respuesta de contraccién maxima.
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Tabla 4. Potencia de histamina con Butolame (**p<0.01)

N =7 [Control ]| Butolame [1 uM ] | Butolame [10 uM ] | Butolame [32uM]
CEso (UM)| 1.4913 1.4031 0.5030** 0.6217**
EEM 0.7006 0.4367 0.3276 0.3873
r 0.9792 0.9856 0.9722 0.9735

5. El Butolame no presenta efecto sobre la repuesta de contraccion inducida por
el carbacol.

Se realiz6 un curva concentracion-repuesta de carbacol ( 108-104°M), la cual induce
una respuesta de contraccion dependiente de la concentracion utilizada. (Figura 10 A).
La curva concentracion-respuesta al carbacol no tuvo diferencias significativas en la
potencia, ni en la eficacia, cuando los tejidos fueron incubados con Butolame (1, 10, 32
pUM). (Figura 10 By C).
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Figura 10. A) Curva concentracion-respuesta de Cch en anillos traqueales de
cobayo incubados con diferentes concentraciones de Butolame. B) Analisis
estadistico respectivo de CEso, *p<0.05 utilizando ANDEVA y prueba de Dunnett.
C) Analisis de la respuesta de contraccion maxima.
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Tabla 5. Potencia de carbacol con Butolame
N =7 Control | Butolame [1 uM ] | Butolame [10 puM ] | Butolame [32uM]
CEso (uM) | 0.0971 0.0910 0.0813 0.098
EEM 0.0046 0.0028 0.0464 0.0839
r 0.9636 0.9686 0.9582 0.9540

6. El Butolame (32 puM) produce un corrimiento a la izquierda en la contraccion

inducida por KCI.

La adicién de KCl al tejido traqueal produjo una contraccion que fue dependiente de la

concentraccion (10, 20, 40, 80 mM). (Figura 11 A). La curva concentracion-respuesta

a KCI se desplazé a la izquierda cuando fue incubada a 10 y 32 uM de butolame,

mostrando un aumento en la sensibilidad del tejido a este compuesto (Figura 11 A). Se

encontraron diferencias significativas en la potencia a 32 uM de Butolame con respecto

al control, Butolame 1y 10 uM no tuvieron ninguna diferencia significativa comparados

con el control (Tabla 6). La eficacia no mostro ninguna diferencia significativa para las

3 concentraciones de Butolame utilizadas (Figura 9 C).
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Figura 11. A) Curva Concentracién-respuesta de KCI enanillos traqueales de
cobayo, incubados a diferentes concentraciones de Butolame. B) Analisis
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Tabla 6. Potencia de KCI con Butolame (*p<0.05)
N=6 Control | Butolame [1 uM] | Butolame [10uM] | Butolame [32 uM]
CEso (mM) | 29.4056 29.5050 22.7373 13.8455*
EEM 1.4807 1.8070 8.0788 12.4201
r 0.8989 0.8996 0.8839 0.8668

Con estos resultados podemos observar que el numero de carbonos en la cadena
amino-alcohol influye de manera proporcional con respecto al efecto hiperreactor de
los AEs en el MLVA, ya que Pentolame mostré6 mayor potencia hiperreactora que el

Butolame.

Ambos compuestos tienen grupo amino y una cadena lateral de carbonos, por lo tanto
se realizaron experimentos para determinar cual grupo funcional podria ser
responsable del efecto hiperreactor. Por lo tanto utilizamos al Aminoestrol que solo

tiene el grupo amino para ver la relacion estructura quimica-actividad farmacoldgica.

7. EI Aminoestrol no potencia la repuesta de contraccién inducida por la

histamina.

La curvas concentracion-respuestas, fueron realizadas como anteriormente lo

describimos para His en presencia de Pentolame y Butolame.

La curva concentracidon-respuesta a la His se desplazé a la izquierda en las
preparaciones previamente expuestas con todas las concentraciones de Aminoestrol
(Figura 12 A). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas a ninguna
concentracion de Aminoestrol con respecto a su grupo control. (Figura 12 By Tabla 7).

La eficacia no mostraron ninguna diferencia significativa (Figura 12 C).
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Figura 12. A) Curva concentracion-respuesta de histamina en anillos traqueales
de cobayo, incubados a diferentes concentraciones de Aminoestrol. B) Analisis
respectivo mediante CEso, * p <0.05, utilizando ANDEVA 'y prueba de Dunnett. C)
Analisis de la respuesta de contraccion maxima.
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Tabla 7. Potencia de histamina con Aminoestrol
Aminoestrol
N =7 Control | Aminoestrol [1 uyM] | Aminoestrol [10 uM ] [32uM]
CEso (M) | 1.9962 1.0986 0.8715 0.8343
EEM 0.4532 0.4397 0.2783 0.3605
r 0.9775 0.9696 0.9761 0.9863

8. El Aminoestrol no tiene efecto sobre la repuesta de contraccién inducida por

el carbacol.

De igual forma se realizd una curva concentracion-respuesta al carbacol en estos
tejidos traqueales, observando que el tamafio de la contraccion es dependiente de la
concentracion (Figura 13 A). En los tejidos incubados con Aminoestrol no se modifico
la potencia ni la eficacia con respecto al control cuando fueron estimulados con Cch
(tabla 8), estos datos sugiere que el efecto de los AEs lleva una relacién con su grupo
funcional en el C17. (Figura 13 A), ya que el Butolame muestra una mayor potencia

gue Aminoestrol.
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Figura 13. A) Curva concentracion -respuesta de Carbacol en anillos traqueales
de cobayo, incubados a diferentes concentraciones de Aminoestrol. B) Analisis
respectivo mediante CEso, *p<0.05, utilizando ANDEVA y prueba de Dunnett. C)
Analisis de la respuesta de contraccion maxima.
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Tabla 8. Potencia de carbacol con Aminoestrol

N=5 Control | Aminoestrol [1 pM ]| Aminoestrol [10 uM ]| Aminoestrol [32uM]
CEso (M) | 0.08908 0.0989 0.0590 0.0742
EEM 0.0059 0.0231 0.0057 0.0138
r 0.9746 0.9592 0.9548 0.9634

9. EI Aminoestrol 32 uM desplaza la curva a la izquierda cuando el tejido es

contraido por KCI.

El MLVA fue sometido a una curva concentracion respuesta con KCI, como

anteriormente se ha descrito para los otros AEs (Figura 14 A). La incubacion de 1y 10

MM de Aminoestrol no modifico la curva concentracion respuesta, sin embargo La

incubacion con 32 pM de Aminoestrol modifico la CEso, siendo significativa en

comparacion con el control (Tabla 9). No existen diferencias significativas en la eficacia,

en ninguna concentracion de Aminoestrol (Figura 14 C).
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Figura 14. A) Curva concentracion-respuesta KCI en anillos traqueales de
cobayo, incubados a diferentes concentraciones de Aminoestrol. B) Analisis
respectivo mediante CEso, *p<0.05, utilizando ANDEVA y prueba de Dunnett. C)
Analisis de la respuesta de contraccion maxima.
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Tabla 9. Potencia de KCI con Aminoestrol (*p<0.05)

N=38

Control

Aminoestrol [1 uM]

Aminoestrol [10uM]

Aminoestrol [32 uM]

CE50 (m M)

29.0573

28.3281

27.0450

18.7478*

EEM

5.3250

1.6208

2.6626

3.0183

0.9084

0.8982

0.9030

0.8830

DISCUSION

Los resultados de la presente tesis muestran que los derivados de estradiol,
denominados en forma genérica como 17B-Aminoestrogenos (AEs), Pentolame,
Butolame tienen la capacidad de inducir un efecto hiperreactor sobre las contracciones
generadas por histamina, Carbacol y KCI en diferentes magnitudes en preparaciones
traqueales de cobayo. En el caso del Aminoestrol este fendmeno fue minimo y solo se

observo para el KCI.

Es bien conocido que existen diversos mediadores quimicos endégenos capaces de
producir hiperreactividad de las vias aéreas, como por ejemplo, los Cisteinil-
Leucotrienos, el Factor de Necrosis Tumoral, TXA2, PGD2 y el ATP (10; 52). Hasta la
fecha se desconoce si los estrégenos o derivados sintéticos producen este fenémeno.

En este trabajo, por primera vez se reporta la capacidad de los AEs para producir
hiperreactividad en el musculo liso traqueal de cobayo a diferentes agonistas. Este
hallazgo es importante, ya que estos AEs han sido propuestos para su uso clinico en
mujeres con terapia de reemplazo hormonal (TRH) después de la menopausia, como
anticonceptivos orales y como ansioliticos (AO) (32; 40). En vista de que podrian ser
administrados a pacientes con asma o enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), se deberia tener cuidado en su aplicacion debido a probables efectos
adversos de consecuencia grave o fatal (hiperreactividad bronquial y broncoespasmo

severo).
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Relacion estructura quimica- actividad farmacoldgica de los AEs

Diversos autores han concluido que la relacion entre la estructura de los AEs y sus
efectos a nivel de receptores de estrégeno son inversamente proporcional al nimero
de carbonos del grupo amino-alcohol en el C17 (32). Basado en esta informacion,
exploramos si esta misma relacion existia en la hiperreactividad del MLVA de cobayo
inducida por los AEs, por ello decidimos emplear el Pentolame, el cual posee 5
carbonos en su grupo amino-alcohol, posteriormente usamos el Butolame, con 4
carbonos en su grupo amino-alcohol y por ultimo utilizamos el Aminoestrol, cuya
caracteristica es que carece de cadena de carbonos. A continuacion discutiremos

punto por punto cada una de estas caracteristicas.

La Potencia de la hiperreactividad del MLVA a diferentes agonistas, es dependiente al

numero de carbonos del grupo amino-alcohol en el C17.

En este estudio in vitro realizado en el presente trabajo se encontrd que el Pentolame
es el AEs mas potente comparado con el Butolame y el Aminoestrol, ya que muestra
mayor potencia con la Hist, Cch y al KCI (Detallado en cada una de las tablas). Con
ello se determina que el numero de carbonos en el grupo amino-alcohol del C17 del
AEs es proporcional a la potencia cuando el MLVA es contracturado con diferentes

agonistas y KCI.

Los datos obtenidos comprueban que los AEs potencian la contraccion del MLVA a
diferentes agonistas, esto se conoce como hiperreactividad (55). La hiperreactividad
inducida por los AEs se observa mas cuando los tejidos son contracturados con
histamina y KCI; por el contrario, cuando se utiliza Cch solo se ve el fendbmeno con

pentolame y a la concentracién mas alta.

El hecho que los AEs producen mayor hiperreactividad a la histamina y al KCI en
comparacion con Cch, nos hace pensar que estas diferencias se deban a que los
mecanismos inducidos por estos agonistas para producir contraccién son distintos. El
inicio de la contraccion del musculo liso tragueobronquial depende del incremento de

Ca?* citosdlico. Los mecanismos responsables de incrementar las [Ca?*]i son variables
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y dependen del estimulo aplicado. En el caso de los agonistas colinérgicos, que son
los més estudiados, presentan una via de sefializacion a través de la estimulacion de
los receptores muscarinicos (Ms) y que involucra varias etapas que se describen a
continuacion: a) La estimulacion de los receptores Ms produce la formacion de IP3 que
a su vez produce la liberacion de Ca?* del RS por la unién del IPs con su receptor canal.
(4; 50). b) Entrada de Ca?* extracelular al espacio intracelular es a través de SOC,
ROC, Intercambiador Na*/Ca?* en su forma reversa (NCXrev) y en menor porcion el
CCDV-L, siendo estos mecanismos los principales responsables del aumento del
[Ca?*]i (25; 28). Por otro lado, los agonistas histaminérgicos también liberan Ca?* del
RS por la via del IP3, pero se ha propuesto que el incremento de las [Ca?']i depende
principalmente de la entrada de Ca?* extracelular principalmente a través de CCDV-L.
Ademas es conocido que la respuesta muscarinica a diferencia de la histaminérgica,
depende fuertemente de la produccion de IPs y la subsecuente liberacion de Ca?* del
RS. (24; 50) Recientemente encontramos que la patrticipacion de los CCDV-L en la
respuesta de contraccion al Cch es minima (25), mientras que la tension desarrollada

por la histamina depende principalmente de Ca?* extracelular (37).

Ya que las respuestas por His y Cch son a través de la activacion de GPCR y en base
a la diferencia en la hiperreactividad que mostraron a los AEs, investigamos si los AEs
modificaban la respuesta de contraccién a KCI, debido a que esta contraccién es
generada por la despolarizacion de la membranay la apertura del CCDV-L, permitiendo
el incremento de Ca?* citosolico e iniciando la contraccién (28). Nuestros datos
muestran que también existe una hiperreactividad del MLVA al KCI cuando es tratado
con estos AEs lo que explicaria porque estos compuestos tienen mayor efecto con la

histamina.

Hasta el momento se desconocen los mecanismos por los cuales los AEs producen
hiperreactividad a los diferentes agonistas estudiados en este trabajo y seria importante
exploralos a futuro. Por ejemplo, el TNFainduce hiperreactividad a la acetilcolina en el
MLVA de humano a través de la produccion de CD38/cADP ribosa, mediador
enddgeno que activa al receptor de Rianodina, el cual permite que se libere mas Ca?*

al medio citosolico (17). También es conocido que el LTD4, induce hiperreactividad a la
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histamina en MLVA de bovino a través de la activacion de las cinasa de tirosina,
probablemente via la activacion de MAPK ERK % (10). Por lo tanto, creemos
importante y necesario estudiar los mecanismos de este fendmeno y no descartamos

gue pueda ser multifactorial.
Relacion entre el Estradiol y AEs.

Los AEs difieren Unicamente del estradiol al sustituir el grupo hidroxilo del carbono 17,
por un grupo amino-alcohol y existen reportes que relacionan al estradiol con la
prevalencia de varias enfermedades respiratorias (EPOC, Asma), nosotros utilizamos
estradiol con la misma metodologia que se realizd para los AEs, (DATOS NO
MOSTRADOS) Los resultados obtenidos muestran que a concentraciones menores a
10 pM produce hiperreactividad solo a la histamina, mientras que concentraciones
mayores a 32 UM disminuye la contraccion a His, KCly Cch. Estos datos son realmente
interesantes ya que no existe en la actualidad estudios que muestre al estradiol como
una hormona capaz de producir hiperreactividad en el MLVA, sino que al contrario se
le vincula a nivel experimental con una actividad farmacologica de relajacion (20). Estos
datos nos hacen pensar que la hiperreactividad mostrada por el MLVA durante la
incubacion de AEs cuando es estimulada por agonistas que promueven la contraccion
podria estar relacionada con el nucleo esteroideo. Con base en estos resultados

resulta importante explorar el papel de esta hormona en el MLVA.

Finalmente, la utilizacion de los AEs puede ser potencialmente peligrosos si son
utilizadas en personas con predisposicion a padecer Asma, EPOC o cualquier

enfermedad involucrada con procesos inflamatorios de las vias aéreas.

En Conclusion: Nuestros resultados sugieren que el Pentolame induce
hiperreactividad a la histamina, KCI y al Cch, mientras que el Butolame solo lo hace
para la histamina y el KCI. El aminoestrol solamente provoca hiperreactividad para el
KCI. La potencia en la respuesta es proporcional al nimero de carbonos del grupo

amino-alcohol de los AEs. La eficacia es la misma para cada agonista.
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Perspectivas:

1. Explorar mediante patch clamp en las células musculares lisas el efecto de
pentolame en las corrientes entrantes de Ca?* dependientes de VDCC-L.

2. Utilizar antagonistas (atropina, Indometacina, etc) para ver los mecanismos
por los cuales los AEs inducen hiperreactividad

3. Estudiar a fondo el papel del estradiol en el MLVA.
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