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ELa  accién biolégica de 1los esteroides en los mamiferos se
manifiesta desde la edad mas temprana. Asi, se describiercn
acciones organizadoras y moduladoras de los esteroides,
secretados por las génadas y las gldndulas suprarrenales en el
embrién, durante la pubertad y la madurez del individuo. Ademas,
las hormonas esteroides son susceptibles de ser metabolizadas en
6rganos periféricos y dar origen a wuna rica variedad de
metabolitos con posible accién biolégica. En este trabajo se
describe el efecto relajante de andrégenos, progestinas,
corticostervides y algunos de sus metabolitos sobre tejidos
excitables y se pone de manifiesto un mecanismo de accidén sobre
la contractilidad de diferentes tipos de misculos lisos. Se
observaron algunas diferencias marcadas entre el misculo 1liso
uterino y el intestinal, siendo éste ultimo mids sensible a 1la
accién de estos compuestos. Ia relacién entre la estructura
quimica y 1la actividad biolégica fue muy marcada, ya dgque 1las
progestinas reducidas en posicién 5 fueron las mis activas.
Dentro de los corticosteroides destacé la corticosterona con un
efecto comparable al de la progesterona. Los experimentos se
efectuaron en tejidos aislados y se midieron los efectos sobre la
actividad espontinea y en contracciones inducidas por calcio en
tejidos despolarizados con soluciones de potasio alto. En virtud
de gue el efecto observado sistematicamente fue 1la relajacion
muscular, hemos postulado una accion sobre los mecanismos
membranales gque controlan la permeabilidad al calcio que es el
ién mds importante en el acoplamiento excitacién-contraccién del
misculo liso. Para apoyar esta hipétesis se hicieron experimentos
con los ionéforos de calcio A-23187 y X-537 en tejidos
despolarizados y bajo la accién de 1los esteroides. Donde se
observé que los ionéforos revierten el efecto de los esteroides.
Un punto importante, es la posibilidad de que 1los esteroides
produzcan un efecto relajante a través de un mecanismo indirecto
como por ejemplo la 1liberacién de neurotransmisores itero-
relajantes. Para descartar lo anterior se probaron los esteroides
en tejidos pretratados con antagonistas 8B adrenérgicos
(propranolol), y H, histaminérgicos (cimetidina)? Puesto que el
efecto relajante 3er:sisti6 se concluyé por estos datos que el
efecto de los esteroides es miogénico y probablemente a través de
bloquear los canales de calcio sensibles al voltaje. Ia
importancia mayor de estos compuestos estriba en la modulacién de
la entrada del i6n calcio en las células musculares, 1lo que se
traduce en un control sutil y eficiente sobre las contracciones
del miisculo liso. Se concluye que ademis de los efectos genémicos
de las hormonas esteroides estd su accién membranal que en
conjunto resulta de importancia crucial en el mantenimiento de 1la
homeostasis.



II. INTRODUCCION

1) Historia evolutiva de los esteroides

Los esteroides son compuestos orgadnicos de amplia
distribucién en la naturaleza, poseen una estructura molecular
basada en un sistema de cuatro anillos que recibe el nombre de

nuicleo ciclo-pentano-perhidrofenantreno.

Estas sustancias tienen importantes acciones fisioldgicas
en plantas y animales y tal vez son derivadas de sustancias
primarias encontradas en la tierra primitiva, los estudios
realizados en depésitos geoldégicos y fésiles, muestran 1la
existencia de esteroides en diferentes eras geolégicas de 1la
tierra; por ejemple en el.periodo terciario, en todos los
periodos de la era mesozoica (cretasico, jurdsico y triésico), y
en los periodos pérmico y cambrico de la era paleozoica y
finalmente en la era precambrica.

Las investigaciones realizadas en este campo concluyen que
los primeros esteroides fueron biosintetizados por organismos
primitivos hace 1.5 billones de afios (Witzman, 1977). Esta
informacién puede ser de gran ayuda para determinar cémo 1la
biosintesis y 1la funcién de 1los esteroides ejercieron su
influencia durante la evolucién de 1la vida. También los
esteroides mostraron cambios durante el paso del tiempo siendo
posible su analisis en formas primitivas y en los mas antiguos
fésiles vivientes que existen como son los hongos y bacterias. En
estos organismos unicelulares se encuentran una gran variedad de

esteroides, algunos de los cuales fueron adquiridos tambien por
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organismos superiores. La habilidad que estos organismos poseen
para sintetizar y utilizar esteroides para provocar cambios en
los procesos vitales, ha sido reconocida y se les considera como
ayuda esencial en la investigacién de los esteroides.

Por las investigaciones realizadas, se considera que es
altamente improbable dque existan organismos que no sintetizen
esteroides. Los esteroides Jjuegan un papel importante en el
desarrollo de 1la vida ya que estian asociados con funciones
vitales y algunos han tenido funciones especificas en el curso
de la evolucidn.

En los vertebrados, funciones como; la reproduccién el
metabolismo y 1la conducta, asi como también algunas funcicnes
membranales estdn relacionadas con los esteroides.

De tal manera los esteroides han tomado parte en procesos
de control de funciones esenciales para la vida en 1la tierra
desde hace mas de 2 billones de afos. Sin embargo, la
investigacioén sobre 1los esteroides fue realizada hasta dos mil
aflos mas tarde. ILa relacidn existente entre las génadas y las
caracteristicas sexuales de los animales, asi como los efectos de
la castracidn fueron descritos desde los tiempos de los fildsofos
griegos y los médicos egipcios y romanos.

En el siglo XVIII Hunter (citado en Raspé, 1969) realizé
los primeros experimentos de transplante de testiculos.
Posteriormente Berthold en 1849 (citado en: Raspé, 1969) mostrd
que al extirpar los testiculos de gallos, se atrofiaron 1los
colgajos de la cresta y la barba, se modificé el plumaje vy
desaparecidé 1la actividad genésica y la acometividad. Lo gque
constituyé la prueba fehaciente de la existencia de una secrecién

11




interna. Ademds este hallazgo didé como resultado el nacimiénﬁé‘de.,*

la endocrinologia.

En 1929 Butenandt mostrdé la existencia de 1las hormonas
sexuales, llamadas asi desde entonces. Mas tarde Knauer y Halban
llevan a cabc 1los transplantes de ovarios en cobayos y en
conejés, onsexrvando los cambios en 1la citologia vaginal
(Marrian, 1950; Raspé, 1969) aportando conclusiones similares a
los experimentos de Berthold en gallos, lo cual fijé la atencidn
sobre las gdnadas. Originandose los trabajos de Fraenkel en 1903
sobre la funcidén del cuerpo liuteo y el mantenimiento del embarazo
(Raspé, 1969). Asi, se llego a la conclusién de que los ovarios
producian hormonas femeninas. Por su parte el bioensayo disefiado
por Allen-Doisy ( citado en: Marrian, 1950) permitidé ver 1la
actividad estrogénica en la vagina en roedores; otro ensayo
descrito por Ascheim y Zondek en 1927 (citado en: Marrian, 1950)
permitié usar la orina de mujeres embarazadas para determinar el
tipo de hormonas y sus cantidades, con lo que Doisy primero vy
después Butenandt (citado en: Marrian, 1950) comunican el
aislamiento de la hormona " folicular" del ovario. Asi, Butenandt
infirié 1la estructura al sefialar que se trataba de un esteroide
al cual &ié el nombre de estrona. Mas tarde descubrié la
androsterona en 1931 (citado en: Marrian, 1950) y la "hormona del
cuerpo" luteo en 1934 (citado en: Marrian, 1950) a la dque
finalmente se le 1llamdé progesterona. Un ano después la
testosterona fue descubierta por David v cols., (citado en:

Marrian, 1950).
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2) Estructura Quimica y Biosintesis

Los esteroides son compuestos quimicos derivados del
hidrocarburo tetraciclico saturado (ciclo-pentano-fenantreno),
poseen un esqueleto de cuatro anillos designados A,B,C y D.
Estas sustancias también tienen en comin un numeroc consecutivo de
atomos de carbono y en muchos casos un étoﬁo de oxigeno en el
carbono 3, 1lo due constituye un remanente de su bidsintesis a
partir del escualeno.

Los esteroides difieren en el nimero y en la posicidén de
sus dobles enlaces, en el tipo, 1localizacién y numero de sus
grupos funcionales sustituyentes, en la configuracién ( a o B )
de los enlaces entre sus grupos sustituyentes y el nicleo, Yy en
la configuracién gque adoptan los anillos entre si, en estos
compuestos el hidrocarburo originario posee seis centros de
asimetria. Los principales puntos de sustitucién son: el carbono
3 del anillo A, el carbono 11 del anillo C y el carbono 17 del
anillo D. Todos los esteroides se originan a partir del escualeno
tritérpeno lineal que se cicla con facilidad. El primer producto
esteroide importante de esta ciclacién es el lanosterocl, que es
el precursor del colesterol (Lehninger, 1978). El colesterol con
27 atomos de carbono es el precursor de los esteroles fecales, de
los &cidos biliares y las hormonas esteroides animales. Se
distinguen seis grupos importantes con 27, 24, 23, 21, 19 o 18

atomos de carbono.
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los esteroides sexuales se dividen basicamente en tres
familias: las progestinas, los andrégenos y 1los estrdégenos.

la produccién de hormonas esteroides a partir del
colesterol se realiza a partir de un compuesto intermedio,
pregnenolona, el cual contiene el micleo del colesterol con una
cadena lateral de tan solo dos carbonos. La pregnenolona es el
precursor de la progestefona, que es la hormona progestacional de
la placenta y del cuerpo luteo, Yy a su vez, la precursora tanto
de los andrdgenos u hormonas sexuales masculinas, como la
androsterona y la testosterona, como de los estrégenos u hormonas
sexuales femeninas como la estrona y el estradiol. Ademas de los
‘corticosteroides adrenales, la corticosterona y la aldosterona
(Figura 1).

Para cada paso de transformacién existen enzimas
especificas que regulan la conversién de un compuesto a otro.
Actualmente los pasos enzimdticos para la biosintesis vy
metabolismo de las hormonas esteroides estan bien caracterizados

(Bentley, 1976).
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Figura 1. Biosintesis de hormonas esteroides.
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3) Mecanismo de accidn

Las investigaciones ‘realizadas en la udltima- década
sugieren dos principios basicos de la gran variedad de acciones
biolégicas de las hormonas esteroides, se distinguen cuando menos
dos instancias. Los efectos que tienen accidén en el genoma y los
efectos en otras 4reas o no-gendmicos, como los observados en la
membrana.

a) Mecanismos Gendmicos

Actualmente es aceptado que debido a las propiedades
fisicoquinicas de los esteroides como su liposolubilidad, éstos
compuestos atraviesan la membrana celular con relativa facilidad,
probablemente por un mecanismo de difusién simple. Aungue en
algunos casos pueden ser transportados por acarreadores
(0'Malley, Sherman y Toft, 1970). Una vez dentro de la célula el
esteroide se une reversiblemente en forma no-covalente a una
proteina oligomérica intracelular a la que se denomina
genéricamente receptor. De esta manera se forma un complejo
esteroide-receptor de alta afinidad (Westphal, 1980).

Las funciones de estos receptores comprenden el
reconocimiento de la hormona dentro de la célula y la
transduccidn y amplificacidén de la serfial hormonal, ademds de
transportar al estercide en el interior de la célula. El complejo
esteroide-receptor es reconocido como una nueva entidad que
provoca la respuesta bioldgica. La localizacién de receptores
intracelulares de estrogenos, androgenos, progestinas y
glucocorticosteroides han sido identificados caracterizados vy
mapeados en el SNC,' el utero y otros tejidos (McEwen, Krey vy
Luine, 1978; McEwen, 1980).
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Las propiedades fisicoquimicas de los receptores son poco
conocidas, aunque se distinguen cuando menos tres zonas en estas
proteinas; la primera que se une al esteroide se llama
"meroreceptor" y puede incluir a todo el esteroide o a solo una
parte. La segunda es la zona de interaccién con el ADN y la
iltima es un componente inmunoactivo el cual parece ser comun a
receptores de varios esteroides. En el caso de los receptores a
glucocorticosteroides, estudios genéticos demostraron que el gene
responsable de la sintesis de los receptores es de tipo autosomal
y se localiza en el cromosoma 18 en las células del ratdn. Entre
los factores que regulan este receptor se encuentra una proteina
llamada "tioredoxina" que previene 1la inactivacién y 1la
transformacidn. Ademas el ién ca’t y los procesos de
fosforilacién son también factores de requlacidn (Walters, 1985).

El mecanismo de accidén gendmico de las  hormonas
esteroides, comprende la formacién del complejo esteroide-
receptor, el cual se transloca al nicleo donde se une a la
cromatina e inicia cambios en la expresién genética. Al unirse el
complejo esteroide-receptor con la cromatina adquiere el nombre
de transformado, este cambio es promovido por el esteroide que
forma un ligando alostérico. La transformacién da como resultado
la exposicidén de cargas positivas en su superficie lo que 1le
facilita la union con polianiones, incluyendo al propio ADN. La
interaccién esteroide-receptor-genoma es el evento primario en la

induccién de la transcripcién de un gene previamente programado.
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El receptor a los estrdégenos se localiza en la matriz
nuclear, es decir, se trata de una proteina nuclear, por lo tanto
no es necesaria la translocacidén del complejo esteroide-receptor.
Ademds, aunque este receptor se encuentra inmovilizado en 1a
matriz nuclear, puede cambiar su conformacién cuando se une el
estradiol lo que modifica su interaccién nuclear (Gorski,
Welshons y Sakai, 1984).

Cuando se mostrd que la matriz nuclear esta involucrada en
Ia replicacién y transcripcién del ADN, resulté ser importante
determinar los mecanismos utlizados por esta matriz nuclear para
regular los factores biolégicos. Dentro de estos mecanismos se
realizaron estudios en relacién a la accidén de esteroides
sexuales. Asi el grupo de Barrack (Alexander y cols., 1986;
Barrack, 1983; Barrack, Hawkins y Coffey, 1979; Diamond vy
Barrack, 1984) identificaron y caracterizaron receptores
especificos a esteroides, 1los cuales se asocian con 1la matriz
nuclear de aquellos tejidos que responden a los estrdégenos y los
androgenos, como es el caso de los receptores estrogénicos en la
matriz nuclear del utero de rata (Barrack y cols., 1977; Barrack
y Coffey, 1982), del higado de rata (Alexander, Greene y Barrack,
1986) vy del higado de gallina (Barrack y Coffey, 1980, 1982;
Barrack, Hawkins y Coffey, 1979). Ademas identificaron receptores
androgénicos en la matriz celular de células de la rata (Barrack
y Coffey, 1980, 1982; Diamond y Barrack, 1984) y las células de
la prostata humana (Barrack, Bujnovsky y Walsh, 1983),.

En lo relativo a la progesterona se mostré que la sintesis
de sus receptores que también captan Sa-pregnandiona es modulada
en parte por las concentraciones de estrdégenos . Los receptores a
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corticosteroides y a otros esteroides también modifican tanto su
afinidad como su cantidad a lo largo del ciclo celular. Ademas,
las concentraciones intracelulares del ién Caz+, a través de su
papel como segunde mensajero, modula la unidén estercide-receptor y
por lo tanto su accién biolégica.

Es importante mencionar que los conocimientos sobre el
mecanismo de accién gendmico de las hormonas esteroides es un
area que evoluciona répidémente Yy que se basa fundamentalmente en
modelos; por lo tanto, los mecanismos precisos estan ain por
establecerse.

Por otro lado, es también evidente 1la existencia de
efectos ejercidos por los esteroides que se realizan tan
répidamente, que posiblemente no impliquen una mediacién por el
genoma. Estos efectos se efectuan por mecanismos 1llamados no-

gendémicos.

b) Mecanismos No-gendmicos

Los mecanismos no-gendmicos son de corta latencia y de
corta duracién. Los efectos no-gendmicos de los esteroides son
observados con los estrogenos (McEwen Yy Parsons, 1982) vy
fundamentalmente con los metabolitos 5-reducidos de 1la
testosterona y la progesterona (Kubli-Garfias, 1984, 1987). Estos
efectos se observan en la membrana celular y se manifiestan como
modificaciones en 1la excitabilidad, y en la modulacién de la
accién y de la liberacién de neurotransmisores (McEwen, 1980).
Por ejemplo, el 17B-estradiol aplicado por iontoforésis, en el
drea predptica y en el hipotdlamo inhibe el disﬁaro celular en
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milisegqundos . Asi se sugirid que los estrogenos modulan el
disparo neuronal en el area predptica y medifican la
permeabilidad de la membrana célular por alterar los canales de
K. Ademads, producen liberacién de histamina y modifican 1la
permeabilidad de la membrana celular de los lisosomas (Kelly,
Moss y Dudley, 1977).

En relacién a las progestinas, se mostrd que una serie de
metabolitos de 1la progesterona, particularmente 5-reducidos
poseen efectos anestésicos (Selye, 1942). Estudios posteriores
mostraron que los metabolitos SB8-reducidos son aun mas potentes
para aumentar el umbral de respuesta a estimulos nocioceptivos
(Kubli-Garfias y Whalen, 1977). Ademds, estos compuestos producen
una sincronizacién electroencefalografica y una disminucién en la
frecuencia de descarga espontdnea en diferentes regiones
cerebrales (Kubli-Garfias, Cervantes y Beyer, 1876). Estos
esteroides antagonizan el efecto excitador del rojo de rutenio
(Kubli-Garfias y cols., 1982a) y de la 4-amino-piridina (Rubli-~
Garfias y cols., 1985b).

Por otra parte, se demostré experimentalmente, la
capacidad de los metabolitos 5-reducidos, para modificar 1la
dindmica de algqunos neurotransmisores (Kubli-Garfias y cols.,
1983d) para relajar el misculo liso uterino (Kubli-~Garfias vy
cols., 1979 y 1980).

En contraste, a estas acciones, los efectos mediados por
mecanismos gendémicos son de larga latencia y duracién. Por
ejemplo, la activacidén provocada por estradiol de la conducta

sexual femenina en ratas presenta una latencia de 18 a 24 horas

20




‘(Green, Luttge y Whalen, 1970). Ademas los efectos rdpidos de la
.érogésterona, los cuales inducen la facilitacién de la conducta
sexual femenina, pueden ser bloqueados por anisomicina que
provoca inhibicién de la sintesis de proteinas (Rainbow, Davis y

McEwen, 1980).

4) Accién de las hormonas esteroides
Las hormonas secretadas por glidndulas endocrinas pueden

influir en las funciones celulares de diferentes tejidos.

El SNC es influenciado por hormonas esteroides durante
todo el desarrollo embrionario, 1la diferenciacién sexual, 1la
pubertad y la madurez. Estas influencias incluyen 1las
manifestaciones conductuales y procesos de adaptacién al medio
ambiente. Las glandulas preoductoras de esteroides son
fundamentalmente 1las génadas, la corteza suprarrenal y la
placenta. Aunque, existen otros tejidos capaces de metabolizar
estas hormonas, entre ellos se encuentra el SNC, el higado, el
rifién y la piel.

Ias hormonas adrenocorticales, ademas de regqgular la
produccién y utilizacidn de energia y el balance de electrolitos
como el sodio y el potasio, también ejercen acciones en ciertas
dreas del cerebro. En relacion a los esteroides gonadales
(secretados por 1los ovarios y los testiculos) sus acéiones se
ejercen mas especificamente en tejidos asociados a las funciones
sexuales; en las hembras, en la vagina, el utero, el oviducto y
las gléandulas mamarias y en los machos en las vesiculas seminales

y la préstata. Las hormonas sexuales también estimulan 1la
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conducta sexual actuando en’las células nervicsas: ‘del - cerebro

(McEwen, 1976).

5) Tejido Muscular

El tejido muscular, el cuarto tejido basico, esta
especializado en 1la contractilidad. Los primeros anatomistas
encontraron, mediante diseccidn, que Jlos musculos esEan
compuestos por estructuras alargadas que llamaron fibras. Con‘él
advenimiento del microscopio de luz y la teoria celular, se
observé que cada fibra era una célula (citado por Ham, 1975;
Lesson y Lesson, 1977).

Una de 1las principales caracteristicas de las fibras
musculares es que, durante la contraccidén se acortan en su eje
largo, que tira de las inserciones de sus dos extremos para
acercarlas entre si. Para efectuar este trabajo las fibras
musculares consumen (metabolizacidn) energia. La descripcién del
proceso de la mecdanica de la contraccidén muscular constituydé un
problema durante décadas. El microscopio electrénico permitis
descubrir que la funcién mecanica del misculo se realiza en los
filamentos proteinicos de disposicién longitudinal gque se
encuentran dentro de la fibra. Estos filamentos son de dos tipos;
unos gruesos, que contienen la proteina miosina, y los otrog, mas
delgados, los cuales contienen la proteina actina. En la fibra
muscular relajada, estos dos tipos de filamentos tienen
interdigitaciones, pero solo sobre una parte de su longitud.
Cuando se contrae una fibra, 1la atraccidén entre ambos filamentos
se hace tan grande que se deslizan uno a 1o largo del otro (Hanm,
1975) .
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Existen tres clases de tejido muscular, los cuales aunque

. estdn éompuestas por fibras musculares, se distinguen entre si

por 1las siguientes caracteristicas; estructuras microscopicas,
distribucién, inervacicdn y el tipo de funcién que realizan.

Un tipo de misculo denominado estriado, esta unido con los
huesos del esqueleto por lo cual también recibe el nombre de
misculo esquelético y su funcidn es la locomocién de los huesos
ejecutando acciones voluntarias. Esta clase de misculo es el mas
tipico e investigado.

El segundo tipo de misculo se localiza en las paredes del
corazdn y de las venas pulmonares, es involuntario y se conoce
como misculo cardiaco. Tanto las fibras musculares estriadas como
las cardiacas tienen filamentos similares y su actina y miosina
se ha investigado a fondo.

La tercera clase, conocida como musculo liso, es distinta a
las otras dos; cada célula es fusiforme, alargada y estan en
relacién intima con el tejido conectivo. Su distribucién es
principalmente viceral, es 1la parte contractil del aparato
digestivo, respiratorio, y urogenital, también se encuentra en
arterias, venas grandes, conductos linfaticos, dermis, iris y
cuerpo ciliar del ojo. Su funcién principal es controlar 1los
calibres de las luces.

La contraccién del misculo liso se distingue en muchos
aspectos de la de los otros misculos, sobre todo porque es mas
lenta con respecto a la contraccidn de los otros dos tipos de
musculos. El muscule liso también contiene actina y miosina, pero

su distribucién y organizacién son distintos al de las proteinas
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"correspondientes en los mﬁScuiosvesﬁriadaty ca:diécély;Sé §$rec¢h,;
a las que se encuentran en tipos de 6é1u1as”dotadas de éiérta
contractilidad. .

Los tres tipos de misculos, esquelético, cardiaco y liso,
contienen en los vertebrades los filamentos de actina’'y miosina,
Y parece que emplean el mismo conjunto basico de interécciones
moleculares.

La descripcidén del mecanismo de contraccién muscular,
sequida por el deslizamiento mecdnico de los filamentos de 1la
actina y la miosina en el musculo estriado (Huxley, 1945ab) fue
el paso previo que indujo a dilucidar los eventos moleculares que.
siguen los filamentos. Una gran parte del volumen de las células
musculares lo ocupan sus elementos contractiles; las
miofibrillas, 1las cuales estan dispuestas en haces paralelos al
eje de contraccion, cada miofibrilla contiene  miltiples
miofilamentos.

Las moléculas de miosina se orientan con sus cabezas
dirigidas hacia fuera del centro del filamento grueso. Estas
cabezas se proyectan lateralmente y sobresalen del haz dispuestas
de manera helicoidal regular, formando unos puentes
transversales. Las cabezas de miosina, las cuales parecen puas, y
varian en la distancia con que sobresalen del filamento grueso,
situacién que depende del estado de relajacién o de contraccién
muscular (Lehninger, 1978),

Hanson y Huxley (1955), y Huxley (1957) propusieron varias
teorias sobre el deslizamiento de los filamentos, basadas en las
propiedades ciclicas de los puentes transversales. El modelo de
Huxley describe un ciclo de interacciones entre los filamentos de
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actiha Yy miosina. En este ciclo eslabocnado, la miosina se iigaria
a la actina por movimientos directos como un elemento éléstico, Y
después se despegaria. Hasta la actualidad este modelo o
hipétesis propuesta por Huxley es aceptado en forma general

(Hibberd, 1986).

6) Ciclo contraccidén relajacién

Existe una serie de eventos relacionados entre sikpara el
entendimiento del mecanismo que promueve el ciclo contraccién-
relajacién. El1 primer evento consiste en la propagacion del
potencial de accidn hacia el interior de la célula a través del
sistema tubular (sistema T) en el misculo esquelético, y a través
de 1las caveolas en el misculo liso, las cuales son el homélogo
funcional del sistema T (Kuriyama, 1981). En este sentido, las
caveolas son un sistema complejo de invaginaciones de la membrana
las cuales se abren al espacio extracelular y pueden secuestrar

2+

iocnes de Ca (Wilsman, Farnum y Reed-Aksamit, 1981). A

diferencia del musculo estriado, la célula del musculo 1liso
depende en gran medida del Ca2+ extracelular para contraerse
(Kuriyama, 1981). E1 Ca2+ ejerce un papel, preponderante en la
regulacién del ciclo contraccidn-relajacién tanto del misculo
liso (Hurwitz y Suria, 1971; Somlyo y Somlyo, 1968), asi como del
misculo estriado (Sandow, 1970) y del misculo cardiaco (Langer,
1968) .

En algunos tipos de musculo liso; como el que se encuentra

en las arterias pulmonares y en la aorta de conejo (Hudgiens y
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Weiss, = 1968)" sea'lqda}iig una poza- intracelular de ca?t que

determina significatiyamente la actividad mecédnica de 1la
contraceién. En otros tipos de musculo liso, como el encontrado
en la taenia coli del conejo, la funcién de esta poza
intracelular de ca®’ es aun dudosa (Devine, Somlyo y Somlyo,

1972) ademas, en el musculo liso intestinal de cobayo, existe

2+

también una poza intracelular de Ca la cual desempefia una

funcién minima en la actividad mecanica del misculo (Hurwitz vy

Joiner, 1971). En el acoplamiento excitacién-contraccién estan

2

. . . + . ;
involucrados la liberacion de Ca de depositos intracelulares

(Villar, D'ocon y Anselmi, 1985). Estos depositos intracelulares,
los cuales tienen la capacidad de donar Ca2+ para que ocurra el
proceso de la contraccion del musculo liso, incluyendo el

reticulo endopldsmico (RE), las mitocondrias, 1las caveolas,

2+

membranas, y el Ca“ fijado por los glicolipidos y 1la colagena

(Giembycz y Rodger, 1987). El Ca2+ es el agente que activa a las

proteinas contractiles en las fibras del miusculeo liso (Somlyo vy

Somlyo, 1968; Hurwitz y Joiner, 1971). La cantidad de ca?t

necesario para inducir tal excitacién, depende en gran medida de

2+ libre (Sommerville y Hartshorne, 1986),

2

la concentracion de Ca
en general es aceptado que la movilizacién de ca * de cualquiera
de 1los dos sitios; tanto intracelular como extracelular son
necesarios para mantener la contraccién del misculo liso (Ebashi
y Endo, 1968; Borle, 1981).

El incremento de la concentracidén de Ca2+

en el citoplasma
([Ca2+]i) es el evento indispensable para activar el desarollo de
rla tensién en el musculo liso (Bolton, 1979; Ebashi, 1980). En
células totalmente relajadas la [Ca2+]i fluctua entre 50 y 350
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nM, dependiendo del tipo de misculo liso (Rasmussen y Barret,
1984). Esta cantidad es insuficiente para activar a las proteinas
contractiles y uUnicamente cuando la [Ca2+]i aumenta (0.3 a 2.1

pgM) se activan los mecanismos bioquimicos dependientes de ca®*
que producen la contraccién muscular (Giembycz y Rodger, 1987).
Por su parte, la concentracidn de Ca2+ en el liquido extracelular
([Ca2+]e) es entre 10 000 y 15 000 veces mayor que la [Ca2+]i.
Los valores son de aproximadamente 1.5 mM (O'Doherty y cols.,
1980; Daniel, Grover y Kwan, 1983). El aumento de la [Ca2+]i
activa a las proteinas contrictiles del plasmalema que se asocian
con los depositos de Ca2+, esta activazacion puede liberar ca?t

hacia el citosol y provocar una concentracién suficiente para

generar el desarrollo de la tensiodn.

Recientemente se mostrd que en el misculo esquelético, el
mio-inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) actua como sequndo mensajero
quimico en la despolarizacion del sistema T y en la liberacidn de
Ca2+ del RE (Vergara, Tsien y Delaym, 1985). También se dan
evidencias del papel fisioldgico que el IP3 y otro producto
lipolitico, el 1,2-diacilglicerol (DAG), ponen en la contraccién
muscular, indicando que 1la primera funcién del 1IP3, es 1la
movilizacidén rapida de gran cantidaa de Ca2+ del RE requerida
para el desarrollo de la fuerza de contraccién dependiente de la
calmodulina en el misculo liso (Baron y cols., 1984; Hashimoto y
cols., 1986; Duncan y cols., 1987). E1 DAG por otro lado, esta
involucrado en los procesos, los cuales controlan el

mantenimiento de la tensién muscular (Rasmussen y Barret, 1984;
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Park y Rasmussen, 1986). Esta ultima idea estimada de 1la
observaciones de que en presencia de fosfatidilserina y otros
fosfolipidos asociados a la membrana el DAG activa rdpidamente la
C-Kinasa cuando la célula estd en reposo (Dale y Obianine, 1985).

Existen proteinas acopladas al Ca2+, que son: la
calmodulina y la miosina. ILa calmodulina tiene una alta afinidad

2+ Yy actuar comoc un componente del sistema Ca-

para unirse al Ca
buffer. El1 complejo Ca-calmodulina es capaz de activar a la
cadena de la miosina ligera kinasa, con lo cual también regula la
actividad contractil. Asi la fosforilacion de la miosina
establece una conformacidn activa, lo gue provoca la fijacidén del
ca®’ en 1a troponina. Esta accidn promueve la activacién del
ciclo de los puentes transversales, provocando el deslizamiento
de los filamentos, 1lo cual es esencial para la iniciacién de la
contraccidn (Sommerville y Hartshore, 1986) (Figura 2A).

La teoria de 1la fosforilacion sugiere que en la
contraccidén muscular se 1le§an a cabo los siguientes eventos: 1)
En presencia de ca?" una cadena ligera de miosina kinasa se
activa y fosforila a la cadena ligera de miosina; 2) La Mg-ATPasa
de la miosina fosforilada a su vez es activada por la actina 1lo
gue estimula el deslizamiento de los puentes transversales para

el desarrollo de la tensidén ; 3) En ausencia de Ca2+

la kinasa no
es activada, y una fosfatasa remueve el grupo fosfato; 4) ILa
miosina desfosforilada no activada por actina, disocia el
complejo actina-miosina provocando con ello la relajacién
muscular (Hartshone, Gorecka y Askoy, 1977). Esto sugiere gque la
cadena ligera de la miosina kinasa es el factor importante que

activa las proteinas contractiles del misculo liso (Kuriyama,
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1981) .

Estas observaciones muestran que el aumento de la [Ca2+]i
es el inductor principal para que se lleve a cabo la contraccién.
De +tal forma 1la relajacién es provocada por la disminucidn de
la [Ca2+]i. Esta disminucién es producida por diferentes causas:
1) Secuestro de ca?t por RE y/o0 mitocondrias al revertir 1la

2

direccidn en la que operan las bombas de Ca + (Yamada y Tonomura,

1972: Endo, 1977). 2) Por 1la expulsidén directa al espacio

extracelular consecuencia de la accidén de bombas de Ca2+ y 3)

Por la expulsidén al medio extracelular de iones Ca2+, resultado

del mecanismo intercambiador Na-Ca (Kuriyama, 1981) (Figura 2B}.
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Figura 2., 2A.la figura muestra el mecanismo de contraccién del
misculo liso. IP3 (Mio-inositol 1,4,5-trifosfato), DAG (1,2-
diacilglicerol).

2B. Se muestra el mecanismo de relajacién del musculo liso.
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7) Canales de calcio

Anteriormente se mencioné que las contracciones dependen
fuertemente de la entrada de Ca2+ al interior de la célula. La
entrada de Ca’' hacia el interior de la célula del misculo liso
se realiza basicamente a través de los canales de ca’'.

Los canales de Ca?' residen en la membrana de las células
eucariontes y poseen una estructura macromolecular la cual
consiste esencialmente de una o mas glicoproteinas
{(Lakshminarayanaiah, 1981; Hille, 1984; Towart y Schramm, 1984).
Existen dos clases de canales de ca’t en el misculo liso: canales
sensibles al voltaje y canales operados por un receptor (Bolton,

1979; Droogmans, Himpens y Casteels, 1985; Hurwitz, 1986).

a) Canales sensibles al voltaje.

Utilizando 1la técnical de fijacion de voltaje ha sido
posible examinar la relacidén que existe entre el wvalor del
potencial de membrana y la magnitud de la corriente iénica a
través de 1los canales de Ca2+ sensibles al voltaje. Asi, se
mostré que es necesario que 1la membrana se despolarise
(produciendo un nivel mas positivo) hasta un punto umbral, antes

de que llegue una corriente de Ca2

t getectable (Brown vy cols.,
1981; Lakshminarayanaiah y Beirao, 1979). El incremento
progresivo de la corriente de ca®t es una consecuencia directa
del incremento progresive en 1la conductancia idnica (i.e.

disminucidn en la resistencia eléctrica) el cual se refleja en el

incremento de la activacién de los canales de ca®t (Hille, 1984).
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El comportamiento de los canales de ca?t

fluctua entre el
estado activado y desactivado. En general, un canal podria estar
en una conformacién cerrada o en una conformacién activada.
Mediante los registros de “ggggg g;gmpf se muestran que 1los
canales, en algunos casos, pueden presentar mas de un estado
activado con diferentes magnitudes del flujo de corriente (Hille,
1984). Asi, se observa que los canales pueden tener conformacidn
abierta o cerrada y a la vez estar en un estado activado o
desactivado (Hille, 1984). Un canal en estado activado, igual que
un canal en estado desactivado, con una conformacidn cerrada, no
permite el flujo de iones a través del poro acuoso (Hurwitz,
1986) . Estas combinaciones dan evidencias de la existencia de por
lo menos tres diferentes maneras del comportamientoc de 1los

2+ (Hess, Lansman y Tsien, 1984). Estas etapas

canales de Ca
dependen del tiempo que permanezcan permeables al ién, y cada una
reacciona por reduccién del potencial de membrana. La
despolarizacicén de la membrana que aumenta la conductancia idnica
es consecuencia directa de la apertura de los canales (Hurwitz,
1986). Por otra parte la inactivacidén de los canales de ca®t
presenta una cinética mas lenta y ocurre dentro de un rango de

potencial de membrana mas positivo que la inactivacién de los

canales de Na' sensibles al voltaje (Eckert y Chad, 1984).
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: 5) Canales operados por un receptor

Estos canales de ca®’ se encuentran muy cerca de los
receptores de membrana y se activan por la interaccién agonista-
receptor. Esta clase de canales juega un papel importante en el
comportamiento funcional del misculo 1liso y muchas células
secretoras. Los canales de Ca2+ operados por un receptor son
menos estudiados que los canales de ca?* sensibles al voltaje, ya
que sus propiedades especificas ain son desconocidas (Hurwitz,
1986) .

Existe una gran variedad de sustancias quimicas capaz de

2+ por modificar 1las

afectar indirectamente a los canales de Ca
condiciones que regulan su funcién. Estas, incluyen farmacos que
inducen o impiden cambios en el potencial de membrana, los
farmacos que alteran 1la concentracidn extracelular y/o
intracelular de Ca2+, farmacos que modifican 1las reacciones
bioquimicas involucradas en la'operacién de los canales de ca’'
(i.e. reacciones de fosforilacién y desfosforilacién, etc.,} ¥
farmacos que activan o impiden la activacién de los receptores

membranales cercanos a los canales de Ca2+.

Frecuentemente un solo agente es capaz de provocar una
serie de respuestas celulares las cuales afectan a mas de un tipo
de canales de ca®®. por ejemplo, 1la acetilcolina, al activar a
los receptores colinérgicos en las celulas del misculo liso,
activa a los canales operados por un receptor gque estan
directamente asociados con los receptores colinérgicos en 1la
membrana. Esto provoca un incremento en la corriente de ca?t
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hacia el interior de la célula, asi como también, un incremento
ben otras corrientes ionicas inducidas por la activacién de 1los
receptores colinérgicos, como consecuencia se reduce el potencial
de membrana (Bolton, 1979). Este efecto puede ser de magnitud
suficiente para iniciar la activacidén de los canales de cat
sensibles al voltaje (Bolton, 1979).

Es interesante hacer notar que la modificacién indirecta
de los canales de ca®® sensibles al voltaje, es también
consecuencia de la accién de varios neurotransmisores y hormonas
(Hurwitz, 1986).

En 1964, Fleckenstein reportd que lo agentes quimicos del
tipo del verapamil y prenilamina presentan un efecto inhibidor
del musculo cardiaco. Desde entonces se encontraron un gran
nimero de compuestos organicos con diferentes estructuras
quimicas que poseen un efecto inhibidor similar (Janis y Triggle,
1983; Spedding, 1985). Los miembros de este grupo de compuestos
fueron originalmente llamados calcio-antagonistas, por que el
mecanismo de accidn de su efecto inhibidor es revertido como
consecuencia de incrementar la [Ca2+]e. Recientemente también son
referidos como agentes blogueadores de la entrada de Ca2+ o

2+

blogqueadores de los canales de Ca (Hurwitz, 1986).
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8) Iondforos de calcio

‘ Los iondforos son pequefias moleculas hidrofobicas, las
cuales son sintetizadas por microorganismos. Algunas de estas
moléculas han sido utilizadas como antibidticos. La accion de
estos compuestos, consiste en incrementar la permeabilidad de la
membrana a diversos iones, accion realizada gracias a su
incorporacién a la doble capa lipidica de la membrana, lo gue
altera 1l1la estructura dela misma (Gémez-Puyou Yy Gémez~Lojero,
1977) .

Los ionéforos son divididos en dos tipos; el tipo neutral
de acarreadores, 1los cuales estdn caracterizados por poser una
estructura en forma de anillo sin un grupo ionizable, y el tipo
carboxilico de acarreadores, dque son moléculas abiertas las
cuales poseen un grupo carboxilico ionizable (Simon y Morf,
1973) . Estos ultimos tienen la estructura mas frecuente y se
encuentran entre ellos el X-537A y el A-23187. Estos iondforos
son selectivos a cationes divalentes, principalmente ca*
(Pressman y De Guzman, 1974).

El A-23187 y el X-537A, transfieren ca®t a través de la

membrana y son ampliamente empleados para disparar ciertos

procesos metabdlicos que dependen del flujo de ca?*,
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9) Efecto de los esteroides en tejidos excitables

La modulacién de la fisiologia uterina por hormonas
"esteroides es reconocido desde hace mds de 50 afios. Asi Frank Yy
cols., (1925) mostraron un incremento en la actividad uterina
consecuencia de la administracion de estrégenos.

Mas tarde Reynolds y Allen (1932) mostraron que 1la
aplicacién de extractos del cuerpo luiteo, producen una inhibicién
de la actividad espontianea del tutero de la coneja y
posteriormente Csapo (1956) mostré el efecto bloqueador de 1la

progesterona sobre el misculo uterino.

Ademas, desde los trabajos de Rothschild y Meyer (1940) se
describié que la progesterona puede prevenir el aborto y mantener
el embarazo. Por su parte Selye en 1942 observé el efecto
anestésico de varios esteroides, entre ellos algunos andrégenos y
progestinas. Mdas tarde, Csapo y Wiest (1969) mostraron la accidn
de 1la progesterona sobre el tono uterino en varias especies de
animales (rata y coneja) y en la mujer, consecuencia de un efecto
hiperpolarizante sobre 1la membrana celular (Kuriyama y Csapo,
1961; Marshall y Csapo, 1959).

Aungue el mecanismo por el cual las hormonas ovaricas
influyen sobre 1la actividad contractil del dtero, es aun
desconocido. Se ha postulado que en su mecanismo de accién se
encuentran involucrados algunos iones, asi se demostrd que las

sales de Ca2+

producen un incremento de 1las contracciones
uterinas en la coneja (Reynolds, 1933). Ademas, se reportd que la
progesterona modifica los flujos del ién potasio (K+) en las

células miometriales (Wagatsuma, Sullivan y Kumar, 1967).
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Con el objeto de describir el efecto bloqueador’ de la
progesterona, sobre la contractilidad del miometrio, Carsten
{(1974) empleando microsomas de \tero de bovino en presencia del
esteroide estudid el transporte del Ca2+ dependiente de ATP. Este
autor encontré que la hormona incrementa significativamente 1la
captacién de Ca2+. Por su parte, Batra en 1973 estudidé 1la

2

captacién de Ca + por mitocondrias de miometrio humano tratado

con estrégenos y observéd que los estrégenos sintéticos inhiben la

captura de Caz+

mitocondrial dependiente de ATP y que la
progesterona no afectaba la fijacién de ca?t por 1las
mitocondrias. Mas tarde se mostré que esta hormona disminuye 1la

fijacion de ca’* del miometrio (Batra y Bengtsson, 1978).

10) Efecto de los esteroides en el SNC

Los estudios iniciales encaminados a analizar los efectos
de los esteroides en el SNC (P'An y Laubach, 1964; Gyermek, 1967)
mostraron que algunos compuestos 58 reducidos derivados de 1la
progesterona, poseen una potencia anestésica mayor, comparados
con la misma progesterona. En estos casos el tiempo de pérdida de
la conciencia, del reflejo postural y 1la insensibilidad del
animal a estimulos nocioceptivos es mayor a dosis iguales. Estos
experimentos dieron evidencias del un efecto claro de los
esteroides derivados del pregnano sobre el SNC. Ademads, surgieron
preguntas acerca de su sitio, mecanismo de accién y sobre todo de
su importancia en la fisiologia del SNC asi como de la conexién

entre estos efectos, con otras funciones de tipo endocrino.
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A pesar de que la progesterona es un compuesto mnuy
estudiado con una gran variedad de efectos descritos, existe muy
poca informacién relativa a 1las acciones o el significado
fisioldégicos de sus derivados reducidos en posicién cinco. En
condiciones fisiolégicas, la biotransformacién de la progesterona
da origen a cerca de 20 diferentes compuestos. Existen datos que
sugieren de que en algunos casos los efectos observados,
posterior a la administr;éién de esta hormona sean debidos a las
acciones ejercidas por uno o varios de sus metabolitos.

Varios efectos ejercidos por los derivados 5S¢ y 58 de 1la
progesterona y la testosterona sobre el SNC son ampliamente
reconocidos. Por ejemplo se describié que dichos compuestos
inducen una sincronizacién de la actividad eléctrica cerebral y
una disminucién de la frecuencia de descarga de las neurcnas en
el mesencéfalo Yy algunas zonas diencefdlicas (Gyermek, 1967;
Kubli-Garfias, Cervantes y Beyer, 1976; Kubli-Garfias y cols.,
1982a). Asi mismo las 5P progestinas antagonizan el efecto
convulsivo de la 4-aminopiridina (Kubli-Garfias y cols., 1985b).
También algunas de esta progestinas participan en el control de
la secrecidén de gonadotrofinas, sobre todo de 1la hormona
luteinizante y la foliculoestimulante (Brown-Grant, 1974; Zanisi

.y Martini, 1975; Fink y Henderson, 1977; Nuti y Karavolas, 1977).

En relacién a la conducta sexual, sobre todo el
despliegue de 1la conducta de 1lordosis en la hembra, las
progestinas favorecen la respuesta en la rata tratada previamente
con estrdgenos (Whalen y Gorzalka, 1972; Kubli-Garfias y Whalen,
1977). La progesterona, la 20a-OH-Progesterona y las progestinas
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58 reducidas inhiben la liberacién de noradrenalina en rebanadas
de corteza cerebral (Kubli-Garfias y cols., 1983d). Estos autores
encontraron que la 58 pregnandiona es menos potente que la
pregnanolona y 1la epipregnanolona para deprimir el disparo
neuronal. Todag estas observaciones probablemente son
consecuencia de los diferentes mecanismos de accidén, dependientes
de la estereoquimica de las progestinas, que involucran un
blogqueo del influjo de Ca2+ del cual depende la liberacién de
neurotransmisores (Kubli-Garfias, 1984).

Toda esta variedad de resultados son evidencia de que el
cerebro es un oérgano blanco de esteroides y de que estas
sustancias pueden producir en el encéfalo una gran variedad de
efectos, los cuales son una manifestacién de las dos diferentes

vias de accidén (efectos gendmicos y efectos no-gendmicos).

11) Efecto de los esteroides en el utero

El efecto de los esteroides ovaricos sobre la actividad
muscular uterina fue cosecuencia del hallazgo de que el cuerpo
liteo es esencial para mantener el embarazo en 1la coneja
(Fraenkel, 1905). Por su parte, Athias en 1919 y Blair en 1922
mostraron experimentalmente que el ovario es un importante
regulador de la actividad miometrial. Posteriormente, Reynolds
(1930) desarrolld una técnica para registrar las contracciones
uterinas in vivo y mostré el efecto inhibidor de la progesterona

sobre las contracciones del iutero de la coneja.
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Después de 1la identificacidn quimica de 1las hormonas
ovédricas, estudios in vive (Allen y Corner, 1939; Reynolds, 1930)
e in wvitro (Robson, 1937) mostraron efectos relajantes de 1la

progesterona sobre la actividad miometrial,

En 1932 Reynolds y Allen, describieron que la
. administracidn de extractos luteos que contenian progestinas,
inducen una marcada reduccién de la contractilidad uterina de 1la
coneja en estro. Con respecto a los andrégenos fue Robson quien
en 1937 mostré que la testosterona produce un efecto relajante
sobre el utero aislado de la coneja. Por otra parte, estudios
realizados por Csapo y Corner en 1952, registraron en condiciones
isométricas, tiras de misculo uterino obtenidos de conejas
castradas Yy pretratadas con estrdgenos. En estas circunstancias
los autores mostraron gue estas tiras musculares aumentaban su
tensién cuando se estimularon eléctricamente. Sin embargo, si los
animales se pretrataban con progesterona, se provocaban el efecto
contrario. Posteriormente Marshall y Csapo en 1961, mostraron que

la administracidén de progesterona in vivo e in vitro, inhibe las

actividades tanto mecanica como eléctrica del utero de rata
prefiada.

También en el uUtero aislado, se observé un efecto
relajante tanto en la rata prefiada como en la no prefiada (Kubli~

Garfias y cols., 1979; 1980; 1983a).
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En la rata macho, la androsterona y el androstandiol:
producen un efecto relajante en la vesicula seminal y el
epididimc cuando son estimulados con adrenalina o con bario

(Kubli-Garfias, Hoyoc-Vadillo y Ponce-Monter, 1983b).

En nuestro laboratorio, observamos que los andrdgenos, las
progestinas y los corticosteroides producen una relajacién del
ileon aislado de cobayo (Kubli-Garfias., y cols., 1987). Esta
relajacién es similar a la producida por 1la pregnanolona en
arterias de perro in vitro contraidas con ergonovina y KCl (Lara-
Lemus y cols., 1986) y a la relajacidén provocada por 1la
androsterona en aorta de rata (Rojas-Mejia y cols., 1986). El
mecanismo de esta acciodn puede ser consecuencia de una
disminucién en 1la captacién de ca?t ge1 miometrio, (Batra Yy
Bengtsson, 1978). Por su parte, Kubli y Cols. (1982b; 1984ab),
mostraron gue el aumento en la concentracidn de ca?t estimula 1la
centractilidad del Utero de rata, mientras que las progestinas 5-
reducidas lo antagonizan. También se observé que los andrégenos y
las progestinas producen una relajacién en las contracciones
inducidas por Ca2+ en uteros despolarizados de ratas prefiadas y
no prefiadas (Kubli-Garfias y cols., 1984ab; Perusquia, Ponce-
Monter y Kubli-Garfias, 1984). Todos estos compuestos que relajan
las contracciones espontaneas también inhiben 1la contraccién

ténica inducida por K (Kubli-Garfias y cols., 1985a).
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IITI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En trabajos previos, se ha encontrado que los andrégenos y
las progestinas 4-en-3-cetona y 5a y 58-reducidos, poseen un
efecto intenso de tipo relajante sobre la actividad del iutero de
la rata (Csapo, 1969, Kubli-Garfias y cols., 1979, 1980, 1983c).
El mecanismo de accidén mediante el cual los esteroides producen
un efecto relajante sobre el misculo 1liso uterino es aun
desconocido.

Por otro 1lado, 1los corticosteroides, hormonas bien
conocidas por sus efectos en el metabolismo y la regulacidn
mineral, son derivados de la progesterona y poseen como su
precursor una configuracién 4-en-3-ceto. Debido a esta
caracteristica 1los corticosteroides podrian compartir con 1la
progesterona Yy algunas otras progestinas 4-en, como la 20a-OH-
Progesterona, algunos efectos no-gendmicos, tales como su accién
sobre el miométrio donde los corticostercides han sido poco

estudiados (Stucki y Gleen, 1961; Ishida y cols., 1972).

Por otro lado se ha observado que la progesterona inducen
un efecto relajante en el uréter, el intestino delgado y el
estémago (Kumar, 1962). Sin embargo, son pocos los datos
relativos al efecto de la progesterona, y compuestos relacionados
con esta hormona, sobre el misculo liso intestinal (Bruce vy
Behsudi, 1979; 1980). Tanto la cantidad, como la
biddisponibilidad de estos compuestos en el organismo es
importante por lo que cabria esperar gque estos esteroides podrian
producir una disminucién de 1la contractilidad del misculo
intestinal.
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En un intento de describir el efecto bloqueador de la
progesterona, carsten (1974) observd que la progesterona
incrementa en forma significativa 1la captura de ca?t por
mitocondrias o reticulo sarcopldsmico del misculo liso uterino.
Ademds, se mostrd que los estrdégenos y la progesterona pueden

2+

bloquear el influjo de Ca“’ al interior de 1la célula uterina

(Batra y Bengtsson, 1978).

En forma preliminar se observé que los andrégencs y las
progestinas 5-reducidos antagonizan el efecto excitador provocado
por el ca®t (relacidn antagénica esteroide-calcio)} (Kubli-Garfias
y cols., 1982b). Con estos antecedentes se propone que estos
esteroides tienen un efecto, mediado por mecanismos no-genémicos
en la contractilidad uterina al modificar la permeabilidad de 1la

membrana al ca?* (Kubli-Garfias y cols., 1985a).
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Iv. HIPOTESIS

Aunque los esteroides sexuales juegan un papel importante
en la regulacién de la fisiologia contractil del utero, aun no se
cohoce completamente la relacidén precisa de los mecanismos
subyacentes a estos efectos reguladores. También otras claées de
hormonas esteroides como  son los corticosteroides son
involucrados en la activacién de la contractilidad uterina, pero
no se han realizado estudios sistematicos para describir sus
efectos sobre 1la actividad del miométrio. Existe entonces 1la
posibilidad de que, los esteroides sexuales asi como 1los
esteroides de 1la corteza adrenal pueden extender su accién no-
gendmica en diferentes tipos de misculo liso no involucrado en la

reproduccién,

La répidez con cque el misculo liso respone a los ‘cambios
en la concentracicén de ca?’ extracelular, muestra una dependencia
de este tejido por el ca®’ externo. Tal dependencia sugiere
importantemente que la membrana plasmatica es un sitio importante

para la interaccidn esteroide~ calcio.

Los andrégenos, las progestinas y los corticosteroides de
acuerdo a su estructura guimica, producen relajacidon del musculo
liso. Se postula que el mecanismo de accidén itero-~relajante de
los andrégenos, las progestinas y sus metabolitos es debida a una

accién moduladora de los canales de Ca2+ sensibles al voltaje.
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" OBJETIVO MAQOR:
Conocer el efecto de tres grupos ~de ' esteroides
(andrégenos, progestinas Yy corticosteroides) sobre la
contractilidad del misculo liso intestinal y postular el posible
mecanismo de accidén que los esteroides emplean para afectar la
contractilidad del misculo liso uterino e intestinal.
OBJETIVOS INTERMEDIOS:
a) Estudiar el efecto de los principales corticosteroides sobre

la contractilidad del muasculo liso uterino.

b) Analizar los efectos observados por 1la administracién de

los compuestos 5-reducidos sobre la contractilidad del

misculo liso intestinal correlacionados con aquellos
descritos en el miometrio. 1Intentando relacionar su
estructura quimica con su actividad bioldgica.

c) Estudiar el efecto de los andrégenos y los progestinas 5-
reducidos sobre las contracciones inducidas por ca®t en el

utero de rata despolarizado.

d) Estudiar el efecto de los ionéforos de ca?t sobre las células

uterinas relajadas por los esteroides.
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e)

f)

Estudiar la relacion de los esteroides en el influjo de ca®*

y discriminar entre los canales de Ca2+ sensibles al voltaje

y operados por un receptor en preparaciones miogénicas.

Aportar datos para apoyar la hipéotesis de los compuestos 5-
reducidos derivados de la testosterona y la progesterona son

moduladores de la excitabilidad en general.
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VI. MATERIAL Y METODOS

1) Sistema de registro:

Para el estudio de las contracciones in vitro se emlpedé un
sistema de registro isométrico convencional. Se wutilizaron
segmentos de tejido de 1 cm de Jlongitud, 1los cuales fuercon
fijados en camaras de incubacion que contenia soluciones salinas
(volumen 5 ml), a pH 7.4 con burbujeo constante de oxigeno y
mantenidos a una temperatura de 37°C. En estas condiciones el
tejido se sujeté de un extremo al piso de la camara y del otro a
un trasductor Grass modelo FT 03¢, el cual detecto las
contracciones y las envid a un poligrafo Grass de 8 canales
modelo 7D. La tensién para calibrar fue de 1 g, lo cual
corresponde a 2 cm de desplazamiento de la pajilla. La sehal
mecanica registrada por el poligrafo fue enviada a un sistema de
microcomputadora. Este sistema consta de un convertidor
analogico=-digital (A/D) y un paquete de programas en Basic. De
esta manera las contracciones se capturaron, almacenarén vy
procesaron. Mediante este sistema 1los valores de estas
contracciones pudieron ser enviados a una impresora y/o0 a un

graficador (Kubli-Garfias y cols., 1983), (figura 3).
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Figura 3. Esquema del Sistema de Registro y analisis.

A)Camara con el musculo y transductor,
B) Poligrafo,

C)Osciloscopio,

D)Microcomputadora,

E) Impresora
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Los efectos se cuantificaron determinando el area bajo 1la
curva y las dosis efectivas medias (DE50) fueron obtenidas por el
método de Litchfield y Wilcoxon (1949), se aplicé la prueba de U

de Mann-Whitney para analisis estadistico.

Los animales utilizados en este estudio fueron mantenidos
en un bioterio con un ciclo luz-oscuridad de 10-14 hrs., a una
temperatura de 21°C, alimentados ad libitum con Purina Chow para
rata.

Todos los animales utilizados fueron sacrificados mediante

un golpe en la nuca.

El vehiculo en que se disolvieron los compuestos (propilen
glicol) fue probado previamente en el sistema, y se observé que

no producia cambios significativos.

2) Corticosteroides en el ﬁtgro

Se utilizaron ratas hembras adultas de un peso de 250 a
300 g de la cepa Sprague-Dawley. El ciclo estral fue seguido
durante tres veces consecutivas mediante la técnica de frotis
vaginal y se seleccioné la fase de diestro. El udtero se disecd en
una solucién de Ringer Krebs Henseleit que contenia (en mM&: NaCl
119, KC1 4.6, Cac121.5, HgSO41.2, KH2P041.2, NaHCO320, glucosa
11.1. El pH se ajustdé a 7.4 y se sometid a burbujeo continuo con

5% de CO2 en 02.

Los siguientes esteroides fueron probados (Sigma Chemical
Co. st. Louis MO.): 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (17a-
hidroxi-progesterona, 17a-OH-P), 2l-hidroxi-4-pregnen~-3,20-diona
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‘(deoxicorticosterona, DOC), 11B,21-dihidroxi-4-pregnen-3,20-diona
" (corticosterona), 17a,21-dihidroxi-4-pregnen-3,20-diona (11~
desoxicortisol, 11-D-cortisol) y 11§,17a,21-trihidroxi-4-pregnen
3,20-diona (cortisol). Las hormonas se disolvieron en propilen
glicol y se adicionaron al bafio a un volumen final de 10 ul.
Después de un periodo de estabilizacidén de 45 minutos de 1la
actividad espontdnea que se consideraba como basal. Dos periodos
de 10 minutos uno antes, como control (100%) y otro después de
adicionar cada hormona fueron cuantificados comparativamente para
analizar el efecto de cada farmaco. Las contracciones fueron
cuantificadas como porcentaje de relajacién con respecto al
control, al medir el area bajo la curva. Se estudiaron las curvas

9 -4

dosis-respuesta con limites de 10 ° a 10 © M (concentracién final

en el bario de 5 ml).

3) Andrégenos, progestinas y corticosteroides en el intestino
delgado

Se utilizaron anillos de ileon de cobayos machos adultos
de un peso de 800 a 1000 g de la cepa Hartley. Los segmentos se
mantuvieron en solucidn Krebs que contenia (en mM): NaCl 118, Kcl
4.7, CaCl2 2.5, Mg012 1.2, NaHCo3 25, glucosa 11 y cloruro de
colina 0.929. El pH se mantuvo a 7.4, burbujeadoc continuamente

con una mezcla gaseosa de 5% de CO2 en 02.

Se probaron tres diferentes clases de esteroides (Sigma
Chemical Co. St. Louis MO): ANDROGENOS; 17f-hidroxi4-androsten-3-
ona (testosterona), 17B-hidroxi-5p-androstan-3-ona {58~

dihidrotestosterona, 58-DHT), 3a-hidroxi-5a~androstan-17-ona
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(andtosterona), 5a¢~androstan-3a,178-diol (andrdstandibl)Q
PROGESTINAS: 4-pregnen-3,20-diona (progesterona,), l7a-hidr§xi-4-
pregnen-3,20-diona (17a-hidroxi-progesterona, 17a-OH-P), Sa-
pregnen-3,20-diona (Sa-pregnandiona, alopregnandiona), 58—
preqnen-a,zb-diona‘(pregnandiona), 3a-hidroxi-Sa-pregnen-20-ona,
3p~-hidroxi~5a~pregnen-20-ona (alopregnanolona), 38-hidroxi-58-
pregnen-20-ona (pregnanolona), 3a~hidroxi-5-pregnen-20-ona
(epipregnanolona), S5a-pregnen-38,208-diol (S5a-pregnandiol) y 58~
pregnen-3a-208-diol (58-pregnandiol) . CORTICOSTEROIDES: 21~
hidroxi-4-pregnen-3,20~diona (deoxicorticosterona, DOC), 118,21-
dihidroxi-4-pregnen-3,20~-diona (corticosterona), 17a,21~
dihidroxi-4-pregnen-3,20-diona (ll-desoxicortisol, 11-D-cortiso;)
y 178,17¢a,21-trihidroxi-4-pregnen-3, 20-diona (cortisol). Los

compuestos se disolvieron en 10 pl de propilen glicol.

La actividad espontéanea se registrd durante un periodo de
estabilizacién de 30 minutos, se tomaron 10 minutos de control
antes de poner la hormona y durante 10 minutos se observé el
efecto. De 1la misma manera se estudiaron las curvas dosis-

respuesta con limites de 3 a 58 M.

4) Andrdégenos y prodgestinas en la membrana celular uterina

a) androgenos y progestinas en el utero despolarizado:

Para este experimento se utilizaron ratas hembras adultas
de un peso de 250 a 300 g de la cepa Sprague-Dawley en fase de
diestro, el utero se mantuvdé en solucidén Trizma que contenia (en
mM): NaCl 120, KCl 4.5, tris 10, MgCl,, 1.2, KH,PO, 1.2, cacCl,
1.5, glucosa 11.4, pH 7.4, burbujeado con 0,.
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Después del periodo de estabilizacién de 30 minutos, ei
tejido se despolarizd con una solucién Trizma de Kkt alto y libre
de ca’t (por sustitucion equimolecular de NaCl por KCl), que
contenia (en mM):NaCl 84.5, KCl 40, tris 10, chl2 1.2, KH2P04
1.2, EGTA 2, glucosa 11.4, pH 7.4, burbujeado con 0,

En un periodo de 45 minutos después del inicio de 1la
despolarizacion se adicioné Cacl2 (1 mM), lo que indujo una
contraccidén tonica sostenida durante 10 minutos, que fue tomada
como control y fue interrumpida al cambiar el medio por solucién
libre de ca?t, Esta contraccién fue inducida nuevamente al
preincubar el tejido con el esteroide 10 minutos antes de 1la
administracidén de Caclz, 10 minutos después el tejido fue lavado
y a los 30 minutos se indujé una tercera contraccién con Cacl2 a
la misma dosis.

Los esteroides empleados fueron (Sigma Chemical Co. St
Louis MO): ANDROGENOS; testosterona, 58-DHT, androsterona, vy
androstandiol. PROGESTINAS: progesterona, alopregnandiona,
pregnandiona, alopregnanolona, pregnanolona Yy epipregnanolona.

Todos los esteroides fueron disueltos en propilen glicol (10 ul).

La segunda contraccién inducida por Ca2+, en presencia del
esteroide, fue comparada con el control. Ademds, se realizaron
las curvas dosis-respuesta para obtener la DEg . Al igual que en
el disefio descrito anteriormente, se utilizé verapamil en lugar
del esteroide y se obtuvo la DE50 misma que fue comparada con 1la
DE

50 de los esteroides.
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£

b) Iondfores de calcio

Para analizag el efecto de los ionéforos de ca?’ se
utilizé el  mismo pfocedimiento farmacoldgico (descrito
anteriormente), es decir, se indujeron las contracciones con Ca2+
cuando el esteroide se encontraba presente en el medio a la DESO,
Después de 10 minutos se adicioné al medio, ionéforo de ca?t,

Para este estudio se utilizaron dos diferentes tipos de
ionéforos de ca®’: A-23187 (dcido libre} 20 puM y A(x-5373)
(lasaloside) 20 uM, de Sigma Chemical Co. El1 efecto de cada
ionéforo fue observado durante 10 minutos en presencia de

esteroide.

El efecto del ionéforo fue cuantificado en relacién con el

efecto Ca2+—antag6nico de los esteroides.

c) Preparacién miogénica del utero de rata.

Se utilizaron ratas hembras adultas de 250 a 300 g de peso
de la cepa Sprague-Dawley en fase de diestro, el utero se mantuvd
en solucién Krebs-Henseleit (descrita en la pag. 50), 30 minutos
después del periodo de estabilizacidén, el tejido se despolarizé
con solucién Krebs-Henseleit de XK' alto que contenia (en mM):
NaCl 84.5, KC1 40, NaHCO3 25, Mg012 1.2, KH2P04 1.2, CaCl2 1.5,

glucosa 11, pH 7.4, estabilizado con 5% de CO, en O,.

2 2

En esta contraccidn ténica provocada por K+ alto, se
observaron los efectos agonista~antagonista de la noradrenalina
(5 wpM), el prcpranolel (20uM), 1la histamina (20uM) vy la

cimetidina (20puM) de Sigma Chemical Co versus el efecto
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relajante de los andrdgenos Yy las progestinas a la DE50

previamente calculada.
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VII. RESULTADOS

1) Efecto de los corticosteroides en el utero
En este estudio se observé que los corticosteroides
estudiados producen un efecto relajante en el utero aislado de

9 a10"% M son

rata, se observé que las dosis entre limites de 10
inefectivas mientras que la DOC a la dosis de 10'9 y el cortisol
a dosis de 10°° produjeron un efecto excitador que incrementé las
frecuencia de las contracciones (figura 4). Sin embargo, a dosis

mayores de 6x10-5, la DOC produjo un efecto inhibidor con un 89%

de relajacién a las dosis mas altas (6x10”4), mientras que 1la
17a-OH-P y el 11-D-cortisol inhibieron la actividad uterina cerca
del 50% con la dosis anterior (grafica 1).

Tanto la corticosterona como el cortisol no mostraron un

efecto depresor de la actividad miometrial con alguna de las

dosis empleadas (tabla 1),
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Figura 4. Registros tipicos que muestran el efecto excitador de
la desoxicorticosterona y el cortisol sobre las contracciones del
Utero aislado de la rata. Se observa un aumento de la frecuencia
de las contracciones (trazos superiores). Asimismo, se muestra el
efecto relajante de dosis altas de desoxicorticosterona y el
efecto nulo de la corticosterona.
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Grafica 1. Las curvas representan el efecto (% error esténggr) de
los diferentes corticosteroides empleados (a partir de 10 M).
se considero como control el efecto probado por el propilen
glicol como 100% de contractilidad. Notese el efecto menor de los
compuestos con un radical hidroxi en el carbono 11 (cortisol vy
corticostercna), el efecto intermedio de la 17-¢-OH-P (17-a-
hidroxi-progesterona) y el 1l-D-cortisol (1l-desoxicortisol),
(ambos con un radical 17-o-OH), y aumento del efecto relajante
con un 21l-hidroxi-desoxicorticosterona (DOC).
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2)’ Eﬁgétdiade,ahdr6thos; progestinas y corticosteroides en el

| ihﬁéstiﬁp e
’ El ileon aislado de cobayo resultd ser muy sensible a 1a
accion de los diferentes esteroides probados. La mayor parte de
ylos compuestos produjeron una relajacién tanto en los componentes

fasicos como ténicos de las contracciones (figura 5).

Con algunas diferencias sutiles, se observé una clara
correlacién entre la potencia bioldgica y la estructura quimica
de los esteroides, independientemente de la familia a la cual
pertenezcan. Tal correlacidén mostré que los compuestos 58 tales
cono la 58-DHT, la pregnandiona, 1la pregnanolona Yy la
epipregnanolona fueron los mas potentes, mientras que los
compuestos 4-en-3-ceto como la testosterona, la progesterona, la
17a~0OH-Progesterona y corticosteroides provocaron un efecfo
intermedio.

También se observaron efectos diferenciales entre los
andrdogenos Yy las progestinas 5a; en este caso los andrdégenos
fueron mas potentes; de hecho, solamente la 3a-hidroxi-5a-
pregnan-20-ona produjo relajacidn, mientras gque 1la Sa-
pregnandiona y los pregnandioles fueron practicamente inefectivos

para producir relajacidén del ileon (tabla 2).

Algunos corticosteroides produjeron un efecto excitador
transitorio a.dosis bajas, tales acciones fueron observadas en su
mayor parte como un incremento en la amplitud de las

contracciones (figura 6).
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Figura 5. Registros tipicos de la actividad espontdnea del ileon

de cobayo que muestran el efecto relajante de la DE

de 1la

progesterona y algunos de sus derivados. Las flechas %grcan la

administracién de los esteroides.
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SOBRE
LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DEL ILEON AISLADO DE COBAYO.

EFECTO RELAJANTE DE ANDROGENOS,

TABLA 2

PROGESTINAS Y CORTICOSTERQIDES

COMPUESTO DEso(pM) LIMITES PENDIENTE POTENCIA+
ANDROGENOS .
Testosterona 17.0 6.5-44.4 6.2 0.7
Androstandiol 8.0 3.1-20.3 5.9 1.4
Androsterona 6.6 3.0-14.3 4.8 1.7
58-Dihidro- .
testosterona 3.0 0.7-12.7 19.1 3.8
PROGESTINAS ‘ ;
Progesterona 11.6 3.,1-43.1 ~14.6 S 1,0
17a~hidroxi- SO R PR : :
progesterona 10.0 6.0-16.6 2.8 1.1
Sa~-pregnandiona* B
3a~hidroxi-5a
pregnan-20-ona 7.8 4.6-13.1 1.6 1.4
Alopregnanolona 49.0 22.6-106 4.8 0.2
Pregnandiona 4.5 1.1-18.12 7.5 2.6
Pregnanolona 4.0 1.7-:9.3 5.1 2.9
Epipregnanolona 6.1 2.5-14.5 5.2 1.9
S5a-pregnandiol*
5f~pregnandiol*
CORTICOSTEROIDES
Corticosterona 58.0 26.3-127.7 5.0 0.2
Deoxicorticos~
terona 14.5 8.9-23.3 2.6 0.8
ll-Desoxicortisol 12.0 5.9-24.1 4.1 0.9
Cortisol 20.5 4.8-86.4 15.6 0.2

T
+ La potencia fué calculada por la formula DESO/DEso' al asumir

que la progesterona tiene un valor de 1.
Los valores de cuando menos 8 experimentos.
* Sin efecto.
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Figura 6. Registros que mue gt el efecto citado °F transitor

de 1la corticosterona (10 M) y el cor 1 (10 M) obre 1a
actividad espont d 1 ileon de coba y L flechas marcan 1la
administracién del t oide.
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3) Efecto de los andrégenos y las progestinas en el tejido

uterino

De 1la misma manera que los esteroides producen su efecto
relajante sobre la actividad espontdnea del utero, estos también
disminuyen la contraccidén inducida por cat (figura 7). La DEg,
de este efecto ejercido por los esteroides fue comparada con la
DE50 del verapamil, el cual es un farmaco bloqueador de 1los

canales de Ca2+.

También en este caso los esteroides mostraron wuna clara
correlacién entre su potencia biolégica y su estructura quimica.
Todos los compuestos 58 tales como: la 58-DHT, la pregnandiona,
la pregnanolona y la epipregnanolona fueron mds potentes que sus
precursores, mientras que los andrdégenos y las progestinas 5a
como: el androstandiol, la androsterona, la alopregnandiona y 1la

alopregnanolona que fueron practicamente inefectivos,

Los compuestos 58 mas potentes en la familia de 1los
andrégenos fueron: la 58=-DHT, que es 37.5 veces menos efectiva y
en la familia de las progestinas fue la epipregnanolona que es 20

veces menos potente con respecto al verapamil (tabla 3).

Los datos muestran que los esteroides poseen una potencia

menor en relacién al verapamil.
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Figura 7. Registros muestran el efecto de relajante a la DE de
los esteroides sobre el utero de la rata en 1la actiégdad
espontanea (izquierda) y en tejidos despolarizados con potasio
alto, libre de calcio y con EGTA, en las contracciones inducidas
por calcio.
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TABLA 3

REVERSION POR EL IONOFORO A(X-537A) DEL EFECTO RELAJANTE DE ANDROGE
Y PROGESTINAS, EN EL MIOMETRIQO DE LA RATA CONTRAIDA CON CALCIO.

RELAJACION? INCREMENTO POR®

COMPUESTOS DEg
Qumy (EFECTO CALCIO- EL A(X-537A)
ANTAGONISTA) DE SOBRE EL CALCIO-
ESTEROIDES ANTAGONISMO DE
LOS ESTEROIDES
ANDROGENOS
Testosterona 55.00 43,49+9.52 25.45%11.99
Androsterona 16.00 58.90+20.99 40.55%17.19
Androstandiol 14.50 51.15%+6.53 19.97%5.40
56-dihidrotestosterona 7.50 39.16+3.63 22.40%6.72
PROGESTIMAS
Progesterona 10.00 46.76%£2.98 20.80%7.46
Pregnandiona 7.25 50.19+9.95 66.80%+21.78
Pregnanolona 4.80 54.40+7.98 29.10%12.26
Epipregnanolona 4.00 51.27%£3.25 37.16%11.35
Alopregnandiona
Alopregnanolona
g valores en porcentaje

comparacién de la potencia del estercide a la DE
potente que el verapamil.

efecto muy pobre o nulo

50 (veces menos

Los datos corresponden a cuando menos ocho experimentos
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4) = Reversidén parcial del éﬁecto relajante de los esteroides por

los ionéforos de calcio

La adicidn de los ionéforos (A-23187 y X-537) revirtieron
parcialmente el efecto relajante de los esteroides, tal reversién
se manifesto con un incremento de la contraccién inducida por
Ca2+ cuando el esteroide se encuentra presente en el medio
(figura 8).

La accién del iondforo A(X-537A) sobre el efecto relajante
producido por 1los esteroides analizados, se observéd como un
2+

incremento parcial en la contraccidén inducida por Ca (figura

9).
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Figura 8. Muestra el efecto reversor de los iondforos de calcio
(A-23187 y A(X-537A) sobre el efecto relajante de la pregnanolona
(preg) a la DE50 en el utero despolarizado de la rata.
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Figura 9. Efecto antagonista del A(X-537A) sobre 1la accidn
relajante de andrégenos y progestinas en el \dtero despolarizado
de rata.
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5) Efecto de los andrdgenos y las progestinas sobre preparaciones
miogénicas

Se observé que la noradrenalina y la histamina en el utero
despolarizado de la rata producen un efecto relajante, el cual
fue completamente bloqueado por la adicidén de sus respectivos
antagonistas, el propranolol y la cimetidina. Sin embargo, el
efecto relajante provocado por los esterocides en el uUtero de rata
en las mismas condiciones experimentales no pudo ser bloqueado
por ninguno de los dos antagonistas; propranolol o cimetidina

(figura 10 y tabla 4).
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Figura 10. Registros de la parte superior muestran el efecto
relajante de la noradrenalina 5 pM (NA) y la histamina 20 pM (H).
Los registros inferiores muestran el antagonismo del efecto de la
NA por propranclol 20 pM (P) y efecto relajante de los esteroides

DE; (izquierda). Antagonismo del efecto de la H por cimetidina
207pM (C) y efecto relajante de los estercides DEg (derecha) en
dteros de rata despolarizados con potasio 40 mM.
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TABLA 4

EFECTO DE ANDROGENOS Y PROGESTINAS EN PRESENCIA DE

ANTAGONISTAS ., -ADRENERGICOS Y H,—-HISTAMINERGICOS SOBRE
EL UTERO DESPOLARIZADO DE LA RATA.
COMPUESTO DOSIS % DE RELAJACION % DE RELAJACION
DE , (uM) CON PROPRANOLOL CON CIMETIDINA
ANDROGENOS
Testosterona 55.0 83.45%7.55 . 81,45%4.43
Androstandiol 14.5 72.6315}73Q]i, :‘78.99113;16
Androsterona 16.0 67.434 3-74.74i9{97
58-DHT 7.5 — 7?5#1?;45'
PROGESTINAS > ;i”' ity
Progesterona 10.0 :;2§ﬁ;gf19;55';f"146;59i15{so
Pregnanolona 4.8 ’:;jf¥755¥d7f4;523' . 65.82+11.08
Pregnandiona 25.0  44.74:11.19  69.62%7.56
Epipregnanolona 4.0 ‘V*ffvi 21.42£14.65 67.00%7.16
Alopregnandiona  10.0% . 2.08£12.20 45.81%8.50
Alopregnanolona  10.0°  11.2942.86 45.48%10.87

* Dposis igual a progesterona por ser muy altos sus valores
tedricos.

+

(desviacion estandar)

Los datos corresponden cuando menos a ocho experimentos.
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VIII. DISCUSION

Los resultados de estos estudios muestran que algunos
corticosteroides administrados en dosis bajas producen un efecto
excitador manifestado, por un incremento en la frecuencia de las
contracciones uterinas; mientras que las dosis altas producen un
efecto relajante. Este efecto relajante de los corticosteroides
sobre 1la contractilidad uterina parece estar relacionado con su
estructura quimica. Asi, todos los compuestos estudiados que
mostraron algin efecto tienen una configuracidén 4-en-3-ceto,
similar a su precursor la progesterona. Por lo tanto, la potencia
del efecto inhibdor sobre la contractilidad uterina parece estar
relacionada con las diferencias en la cadena lateral del carbono-
17, asi cuando la progesterona es hidroxilada en el carbono-21
originando la desoxicorticosterona (DOC), su efecto es casi
equipotencial al observado con la progesterona (Kubli-Garfias vy
cols., 1979). Sin embargo, la a-hidroxilacidén en el carbono-17
suprime su efecto, como es el caso de la 17a=-0OH-P. Adicionalmente
cuando la molécula posee ambos grupos hidroxilos, en el carbono-
.17 y en el carbono-21, resulta un efecto intermedio como se
observa con el 1l-D-cortisol. Por el contrario la incorporacidn
de un radical oxhidrilo en el carbono-17 (corticosterona vy

cortisol) producen moléculas que no poseen efecto alguno.

la potencia menor de los corticosteroides para inhibir 1la
actividad uterina apoya la hipdétesis de que la reduccion de 1la
progesterona en posicién 5, puede ser el paso metabélico mas
importante para la produccién de compuestos que intervengan en el
control de las contracciones uterinas. Asi, se comunicé que las
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progestinas 5f son mejores que los compuestos 4-en para inducir
relajacién miometrial (Kubli-Garfias y cols., 1979). Sin embargo,
la cadena lateral en el carbono-17 es también importante, puesto
que los androgenos 58 reducidos tienen un efecto menor que las
progestinas, tanto en el udtero como en el SNC (Kubli-Garfias vy

cols., 1980; 1982a).

Un hallazgo interesante fué que el cortisol vy la
desoxicorticostercona (DOC), estimularon el WUtero cuando se
administraron en concentraciones bajas. Un efecto oxitdcico
similar fué comunicado por Mossman y Conrad (1969) para un
cortisol soluble (17-hidroxi-~corticosterona-21-hemisuccinato de
sodio) administrado a dosis bajas en el utero prefiado del ratén y
humano. Estos autores, también encontraron que a dosis mayores de
estos compuestos producen una relajacién del utero. Sin embargo,
como se observd en los presentes resultados, el cortisol es

inefectivo en la rata.

El efecto bifdsico de 1los corticosteroides sobre 1la
contractilidad uterina no es facil de explicar, ya dque estos
compuestos producen efectos dgendémicos y no-gendmicos. Sin
embargo, el efecto relajante que producen los corticosteroides
posiblemente esté involucrado, un efecto blogueador del influjo,
o movilizacién intracelular de Ca2+, como ocurrg con la
progesterona, (Batra y Bengtsson, 1978) vy posib%émente con
algunos de sus metabeolitos 58 reducidos (Kubli—Garfiés y cols.,

1985a) .
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Un punto importante debe ser discutido con respecto a . '.los

. corticosteroides. La corticosterona es producida durante elléicid
estral y el embarazo en grandes cantidades (Ogle y Kitay,‘1975) y
es el corticosteroide principal en el ratén y la rata, mnientras
que el cortisol casi no existe en estas especies y solamente se
encuentran pequefias concentraciones de DOC y desoxicortisol
(Schulster, Burstein y Cooke, 1976) . En 1la mujer Y
particularamente durante el embarazo, se producen grandes
cantidades de DOC, corticosterona y cortisol (Wintour y cols.,
1978; Nolte, Lindeimer y Ruckert, 1978). Mas aun, se postuld que
estos compuestos estdn involucrados en la regulacién de 1la
actividad mécanica uterina durante el embarazo (Bassett vy

Thorburn, 1979; Kamoun, 1970). algunos tienen efecto sobre el

utero aislado (Stucki y Gleen, 1961; 1Ishida y cols., 1972;

Mossman y Conrad, 1969). Tales observaciones sugieren por 1lo
tanto, que la accidn bioldgica de los corticosteroides sobre la
contractilidad uterina puede jugar un papel importante durante el

embarazo o en situaciones de estrés.,

Los resultados del presente trabajo muestran que el
misculo 1liso del ileon de cobayo es sensible a la accidén de 1los
andrégenos, las progestinas y 1los corticosteroides, tal
conclusién se deriva de los resultados que mostraron gue tanto
los componentes fadsicos como los ténicos de las contracciones
espontdneas, son inhibidos por la mayor parte de los esteroides
probados. La relajacién asi observada fue dependiente de 1la
dosis, aunque, 1las DEg, fueron diferentes, y relacionada con la
estructura quimica de los compuestos. Asi, las progestinas 58

78




ST TS B) Du
SR BE L0 Bidsie

reducidas fueron 1los estercides mds potentes sequidos por los

andrégenos 5 reducidos, 1los cuales activaron, independientemente
de que su configuracién fuera trans o cis (5a o 58). Los
compuestos 4-en, i.e., la testosterona, la progesterona, la 1l7a-
OH-P y los corticosteroides presentaron menor potencia. lLa 5a-
pregnandiona Y los pregnandioles fueron practicamente
inefectivos. Estos Ultimos resultados concuerdan con lo
comunicado por Ishida y cols.(1972), quienes también observaron
una relajacién del ileon por algunos esteroides cuando fue
estimulado por algunos neurotransmisores . Sin embargo, es
notable que los corticosteroides con grupo polar oxhidrilo en las
moléculas, a bajas dosis producen un efecto excitador
transitorio.

La relajacidn notable producida por los derivados de 1la
progesterona en el ileon es parecida a la que se observa en el
ttero y se correlaciona con un efecto depresor observado en el
SNC, donde 1las 58 progestinas fueron las mas potentes (Kubli-
Garfias y cols., 1979; 1984). La sensibilidad del ileon a 1los

esteroides fue mayor en relacion a lo observado en el utero.

El umbral bajo del intestino podria ser debido a su alta
dependencia del control nervioso. Por lo consiguiente, los
esteroides pueden ejercer un doble efecto sobre la
contractilidad, una se ejerce a través de una accién directa en
el muisculo y otra, por una inhibicién en la 1liberacidén de
neurotransmisores de los botones presinapticos como ocurre en 1la

corteza cerebral (Kubli-Garfias y cols., 1983).
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Aunque los resultados fueron obtenidos en tejidos
aislados, es posible que en condiciones fisiolégicas el ileon sea
relajado por una extensa variedad de esteroides. Ila alta
sensibilidad del misculo liso del ileon descrito en el presente
trabajo, convierte a este drgano, blanco de hormonas esteroides.
Tal relacidn puede ser parte de un mecanismo que intervenga en la
regulacién de su excitabilidad. E1 efecto relajante de 1los
esteroides es observado en otros misculos lisos. La pregnanolona
al ser un metabolito 58 reducido, es uno de los compuestos més
potentes para producir relajacidn, tanto en el utero, como en el
ileon. También se observd que este metabolito produce relajacidn
en el misculo liso de la arteria coronaria de perro contraida con
ergonovina o con K+ al£o (Lara-Lemus y cols., 1986) asi como en
preparaciones de yeyuno de conejo tratade con atropina (Kubli-

Garfias, 1987a), (figura 11).
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Figura 11. Registros que muestran el efecto de 1la pregnanolona
4uM en tres diferentes tipos de musculos 1lisos. Registro
superior, preparcién miogénica de yeyuno de conejo bajo el efecto
de atropina y el efecto relajante del esteroide. Registro
Intermedio, muestra la accidn relajante de la hormona sobre 1la
actividad espontdanea del ileon de cobayo. Registro Inferior,
finalmente se muestra la contraccidn provocada por cloruro de
potasio (80 mwM) en la arteria coronaria de perro y el efecto
relajante d&e la progestina. Las flechas indican la adicién del
esteroide.

81



En la rata macho la androsterona y el androstandiol muestraﬁ
un efecto relajante en la vescicula seminal y en el epididimo
cuande son estimulados con adrenalina o bario (Kubli-Garfias,
Hoyo-Vadillo y Ponce-Monter, 1983b). Ademas la androsterona ha
mostrado una disminucién de la frecuencia de las contracciones
de las auriculas aisladas de ratas macho, preincubadas con

atropina (Rojas-Mejia y cols., 1986).

Por las observaciones realizadas en este estudio podemos
afirmar que existe una correlacidn obvia entre 1la estructura
quimica de los esteroides y su actividad bioldgica. Asi, las 58
progestinas (configuracién cis de 1los anillo A/B) son los
compuestos mas efectivos, su estructura también tiene un grupo
20~ceto. Al quitar la cadena del carbono-17, resultado de la 58
configuracién, los compuestos androstanos mostraron una potencia
menor. Lo que indica que la cadena del carbono-17 es esencial

para el efecto bioldgico.

De acuerdo con sus efectos, los esteroides de

configuracién trans (5a) pueden ser divididos en dos grupos. El

primer grupo son compuestos con una configuracidon 3e~-hidroxi-5a,
como es el caso de la androsterona, el androstandiol y la 3a-
hidroxi-5a-pregnan-20-ona, los cuales ejercen un efecto
intermedio. Tal efecto es menor que el ejercido por las 58
progestinas pero mayor gue la accién de los 4-en-3-ceto, como es
el caso de los corticosteroides y sus precursores la
testosterona y la progesterona. El segundo grupo esta integrado

por los compuestos 5a-3-ceto tales como: 1la 5¢-DHT y la 5a-
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piegnandiona, los cuales no tienen efecto. Los pregnandiocles, sin
importar su configuracién 5a o 58, son practicamente inefectivos.
En este caso la reduccidn del grupo cetona en el carbono-20
aumenta la polaridad y la hidrosolubilidad del estercide. Tales
cambios pueden explicar la inefectividad de los pregnandioles.

El mecanismo de accién que emplean los esteroides
estudiados para modificar la contractilidad del ileon y otros
misculos lisos, no fue explorado. Sin embargo,la hipdtesis de un
bloqueo de la entrada de Ca2+ al interior de la célula por los
esteroides, ha sido sustentada por los estudios realizados en el
utero y el SNC (Kubli-Garfias y cols., 1985a)}. Por lo tanto, un
mecanismo similar podria relacionarse con el efecto relajante de

estas hormonas en otros misculos lisos.

Ademds, en virtud de que los efectos de los andrégenos y
progestinas 5a y 58 reducidos fueron observados como cambios en
la excitabilidad, se sugiere que la membrana celular es el sitio
de accién de estos compuestos. El1 posible mecanismo involucrado
puede ser un efecto bloqueédor del influjo de ca?t. Algunos
resultados apoyan tal suposicion. Asi se mostré que la
progesterona posee un efecto bloqueador de la entrada de Ca2+
(Batra y Bengtsson, 1978). Asimismo se observé un claro

2

antagonismo al Ca + por los esteroides 5 reducidos (Kubli-Garfias

y cols., 1982b). De igual forma, en el SNC, la inhibicién de 1la
liberacién de la noradrenalina puede ser un blogueo del influjo
de ca®' en 1la membrana presinaptica (Kubli-Garfias y cols.,

1983d) .
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Puesto que los andrégenos y las progestinas disminuyeron

2+

significativamente la contraccién inducida por el Ca“’, se apoya

la idea de wuna interaccién esteroide~calcio, aungue estos
esteroides resultaron ser menos potentes que un conocido calcio-~

antagonista como es el verapamil, es posible que los esteroides
actuaran como moduladores de los canales de Ca2+.

2+

La entrada” de Ca®’ al interior de la c¢élula puede ser

realizada a través de dos diferentes tipos de canales de Ca2+;
los sensibles al voltaje o los sensibles al receptor (Bolton,

1979; Droogmans, Himpers y Casteels, 1985).

La despolarizacién del musculo liso por k" alto produce un

influjo de ca2t

; lo cual provoca una contraccion sostenida. Este
modelo implica la apertura de los canales de ca’’ sensibles al
voltaje y ha sido usado para probar el mecanismo de accién de los
esteroides 5 reducidos. Todos estos compuestos que relajan la
actividad esponténea, también inhiben las contracciones ténicas
inducidas por Kt (Kubli-Garfias y cols., 1985a). Entonces, 1la

despolarizacién del misculo liso por xt Y libre de Ca2+, provoca

2+

la apertura de los canales de Ca sensibles al voltaje. En 1la

mayoria de los misculos lisos, la contraccion desaparece cuando

el Ca2+

es removido del medio externo, 1lo que sugiere un
importante papel de este i6n en la contraccién muscular (Ashoori,

1985) .
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2+

‘En este estudio se observd que cuando el Ca se adiciona

en el medio externo se observa una respuesta inmediata,

observandose una contraccién ténica sostenida, provocada por el

2+

influjo de ca“’ a través de los canales sensibles al voltaje, los

cuales se encuentran activados por la despolarizacidn. Asimismo,

cuando el Ca2+ se retira del medio, el misculo se relaja. En este

2+

modelo fué posible repetir la contraccidén inducida por Ca“’, con

la misma amplitud. Esta contraccidon fué disminuida cuando 1los

esteroides estuvieron en el medio externo antes que el Ca2+

cual sugiere un impedimento del paso de Ca2+ por 1los canales

, lo

sensibles al voltaje.

En otras circunstancias cuando los tejidos son expuestos a

\ . + -
soluciones 1libres de Na , se observa una contraccion provocada
por un mecanismo intercambiador, el cual promueve el influjo de

Ca2+

y saca Na*. Tal efecto se realiza por la activacién de un
intercambiador Na+/Ca2+ en la membrana (Grove, Kwan y Daniel,

1981). Lo que apoya la hipdétesis propuesta.

Una importante contribucién al entendimiento del mecanismo

de accidén de estos esteroides en el presente trabajo, fue el uso

2+

de iondforos de Ca“’, ambos el A-23187 y el X-537 son iondéforos

2+ Yy Mg2+. Aunque

selectivos a cationes divalentes, tales como Ca
el X-537 es selectivo también a cationes monovalentes, éste
presenta baja afinidad por ellos (Pressman y De Guzman, 1984).
Los dos ionéforos transportan cationes divalentes, principalmente
Ca2+, a través de la membrana. Asi, se observd que cuando los

esteroides 5 reducidos presenten el efecto de antagonizar 1la
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entrada de Ca2+, este ioén puede entrar por una via distinta

promovida por el iondéforo, y se observd que el efecto del
esteroide se revierte, esto podria explicarse porque hay un

influjo de ca?t

al interior de la célula por otra entrada hecha
por el iondforo, y que no son los canales de Ca2+ sensibles al
voltaje, los cuales posiblemente se encuentren bloqueados por el
esteroide. Aungque es necesario considerrar que estos ionéforos
ejercen ademds una amplia variedad de efectos i.e., influjo de

ca®t

a través de la membrana celular y/o eflujo de Ca2+ de
reservorios intracelulares al citoplasma Yy subsecuentemente
salida de Ca2+ a través de la membrana celular (Lymangrove Yy
Keku, 1984). Por esta razdén, después del aumento de la

contraccién por influjo de Ca2+

, la adicién del ionéforo produce
iz . . : 2+ -
relajacion inmediata, sin embargo, cuando el Ca es adicionado
nuevamente, la contraccidén es aumentada por incremento de 1la

concentracién de ca?t

interno, pero seguida de una relajacién
inmediata. Como posible explicacién se propone una
desestabilizacién y/o 1liberacién de noradrenalina de 1las

terminales nerviosas.

Los experimentos con iondforos de ca®? sugieren dque 1la
entrada de ca®’ al interior de la célula es el estimulo
suficiente para revertir el efecto relajante que producen los
esteroides. Estos efectos membranales aparentemente estan
relacionados con el influjo de ca®’ externo. Estos datos apoyan
la hipdtesis de que el mecanismo de accién es un efecto ca?t-

antédgonico. Otra implicacién a estas observaciones abren 1la

posibilidad de que la inhibicién de la entrada de ca®t pueda ser
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promovida por la activacién de receptores ﬁz adrenérgicos vy H,
histaminérgicos que inducen relajacidén en el utero de 1la rata.
Con los resultados que aqui se presentan se mostrdé que el efecto
relajante de los esteroides no fué antagonizado con propranoclol o
cimetidina. Se puede inferir que los receptores B2 adrenérgicos y
H, histaminérgicos no tienen participacién en el bloqueo del

influjo de ca?

* por los esteroides. De tal manera se suguiere que
los canales de Ca2+ sensibles al receptor no estan involucrados
en el mecanismo de accidn de estos esteroides, y que su efecto
utero-relajante se ejerce al impedir el influjo de Ca2+ a través

2+

de un bloqueo de los canales de Ca“ sensibles al voltaje.

La estabilizacidn membranal es un efecto inespecifico y
parece ser la clave de la accidén de los esteroides 5 reducidos.
Asi, las propiedades de los esteroides: alta liposolubilidad con
alto coeficiente de particién lipido-agua (Heap, Symons ¥y
Watkins, 1971) hacen que los esteroides se introduzcan entre las
cadenas alifaticas de los fosfolipidos, con lo cual se disminuye
la fluidez de la membrana, asi como otras propiedades
estructurales, al alterar la funcién de las proteinas membranales

y la permeabilidad idnica.

Esta hipdtesis se ve apoyada por los datos de O'Learly vy
cols., 1984) quienes encontraron una correlacidn entre el efecto
de algunos esteroides anestésicos y 1la modificacidon de la
movilidad de los fosfolipidos membranales medidos por
espectroscopia de Raman. En este estudio se observé gque la
eficacia anestesica de los esteroides esta relacionada con 1la
cadena sustituyente del carbono-17. Sin embargo, una accién
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directa sobre las proteinas membranales, por ejemplo, en 1los
canales idénicos no puede ser descartada ya que los anestésicos
pueden asociarse directamente a algunas proteinas de la membrana

(Franks y Lieb, 1977).

1) Importancia Bioldgica

La modulacidn de la excitabilidad es un papel  destacado
que Jjuegan los andrégenos y las progestinas 5 reducidas. Es
probable que tanto la excitabilidad neuronal, asi, como también
la liberacion de neurotransmisores en el SNC puede estar
influida por estos compuestos. Ademas, la secrecién de
gonadotrofinas puede también estar regulada entre otras
sustancias, por 1los esteroides 5 reducidos (Frank, Bonham Yy

Gustavson, 1925; Kim, Park y Ramirez, 1985).

La regulacion de la contractilidad uterina por la
progesterona es una funcién descrita desde hace tiempo (Csapo,
1961). Los metabolitos 58 de la progesterona son mas potentes
para producir relajacién uterina, ésto se ha observado claramente
en el utero de la rata prefiada y no prefiada (Kubli-Garfias vy

cols., 1979, 1983c).

La produccién de progesterona durante 1la gestacién se
encuentra a concentraciones muy altas (Pearlman, 1957) y por
consecuencia su metabolismo hacia progestinas 5c¢ y 58 estd
también aumentado (Klopper y Michie, 1956).Por lo tanto, todos
estos compuestos junto con la testosterona, la progesterona y la
20a-OH-progesterona pueden ser responsables del contrel de 1la
actividad miometrial durante este estado fisioloégico.
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Alqunos tejidos, tales como el intestino delgado, 1i.e.,
ileon Y yeyuno del cobayo y del conejo respectivamente,
resultaron ser mds sensibles que el miometrio a la accién de 1los
esteroides 5 reducidos. Estos hallazgos sugieren la posibilidad
de que el intestino delgado sea también blanco de andrdgenos Yy
progestinas. Asi, en 1las primeras etapas del embarazo en la
mujer, se observa una atonicidad muscular general del musculo
liso intestinal y se presentan alteraciones gastrointestinales
tales como; la exageracidon del reflejo gastroesofagico y la
constipacidén. Tales alteraciones pueden ser explicados por el
metabolismo activo de la progesterona y por la sensibilidad alta
del misculo liso gastrointestinal a estas hormonas.

El efecto de los esteroides 5 reducidos fue mostrado
inicialmente en los o6rganos reproductores de los mamiferos,
ademds, se observd dque estos compuestos presentan un amplio
espectro de accién y tejidos tales como el musculo 1liso del
intestino delgado y de los vasos sanguineos. Estos resultados
suieren que otros tejidos pueden ser blanco de la accidén
depresora de los esteroides 5 reducidos y que estos compuestos
pueden modular la excitabilidad en general de una forma no

especifica.
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4.

= IX. CONCLUSIONES
Los esteroides pueden estar involucrados en la regulacién de

'ia excitabilidad del musculo liso.

Existe una correlacién obvia entre la estructura quimica de

los esteroides y su actividad bioloégica.

Los esteroides ejercen una accién membranal.

Los esteroides ejercen un efecto bloqueador del influjo de

Ca2+ {(interaccién esteroide-calcio).

Los esteroides posiblemente actuan a través de los canales de

ca?t sensibles al voltaje.
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X. ALTERNATIVAS A FUTURO
Los presentes datos basados en experimentos
farmacoldgicos, indican que los esteroides relajan el misculo

liso al impedir el paso de ca?t

al interior de la <célula al
bloquear 1los canales de ca’t sensibles al voltaje, evitando que
se lleve a cabo el acoplamiento excitacidn-contraccién. Sin
embargo, es necesario sustentar esta hipdtesis en analisis
electrofisiolégicos. Pues la modulacidn de los canales de ca®t
por neurotrasmisores y drogas puede ser estudiado mediante la
técnica de ‘patch-clamp® (Hamil y cols., 1981) la cual seria
conveniente para sustentar esta hipéteéis . Esta técnica permite
el registro de un sclo canal iénico en la membrana de una célula
aislada, midiendo de esta forma, el flujo de corriente a través
del poro (Neher y Sakman, 1976). Por lo que seria una gran ayuda
para la descripcién de las acciones moleculares de los canales de
2+

Ca involucrados en el mecanismo mediante el cual los esteroides

impiden el influjo de ca®t a la célula .

Los farmacos bloqueadores de los canales de Ca2+ son un

grupo de compuestos quimicamente heterogéneos . Estos compuestos
constituyen wuna herramienta util para el tratamiento clinico de
trastornos cardiovasculares. Sin embargo, este amplio espectro de
usos clinicos, proporcionan la necesidad de nuevos agentes de
esta categoria que puedan ser de mayor utilidad en estos
trastornos (Stone y cols., 1980; Flaim y Zelis, 1982; Janis y

Triggle , 1983). Por lo cual se considera basico en el interés
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clinico. la definicioén de sitios y mecanismos de accién de este
.. grupo de agentes, asi como son mecanismos fisioldgicos que

emplean las celulas para el manejo del ién ca2t,
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