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. Resumen.

Las enfermedades cardiovasculares son uno de los factores de mortalidad mas
importantes en el mundo. Datos epidemioldgicos, indican una influencia de las
hormonas esteroidales sexuales sobre la incidencia de esas patologias. Varios
estudios muestran efectos benéficos directos e indirectos del 173-estradiol sobre la
incidencia de enfermedades cardiovasculares. Por otro lado, hay una controversia
sobre los efectos que inducen los andréogenos. Estudios recientes muestran que la
testosterona induce vasoconstriccién en arterias coronarias aumentando la densidad
de receptores al TxA,. Otra linea de investigacidbn muestra que niveles bajos de
testosterona pueden estar asociados con niveles bajos de lipoproteinas de alta
densidad, y otros estudios indican que esta hormona induce dilatacion en arterias _
coronarias en vivo. Es claro que el mecanismo de accion de la testosterona vy et sitio
celular de accién a nivel cardiovascular no es conocido completamente y su
caracterizacion ha sido relativamente muy complicada debido a que este androgeno
induce efectos a nivel genémico (largo plazo) y efectos no genémicos (a corto plazo).
En este sentido, recientemente se ha postulado un mecanismo de accién no-
gendmico, este mecanismo puede involucrar a sola activacién del endotelio vascular,
por la circulacién de las hormonas o por su aplicacion exégena. Recientes trabajos
de este laboratorio muestran que la restriccion de testosterona al lumen vascular y
consecuentemente limitando su libre difusion hacia dentro de fas células, induce
efectos vasculares relacionados a un incremento en la resistencia vascular. El
presente trabajo tuvo el propésito de sintetizar y evaluar los efectos de 3 complejos
macromoleculares de testosterona sobre la resistencia coronaria y la vasodilatacién
inducida por la adenosina; primero acoplando la testosterona covalentemente al
dextrano en las posiciones C-3, C-6 o C-17, y segundo evaluando los efectos
cardiovasculares de los complejos macromoleculares en un modelo de tangendoff
en corazén aislado y perfundido de rata. Los resultados muestran que los complejos

de testosterona bloquean la vasodilatacién inducida por la adenosina e incrementan



la resistencia vascular. Los efectos inducidos por los complejos fueron similares e

indistinguibles de los efectos inducidos por la testosterona libre.



il. Abstract.

Cardiovascular diseases are one of the main causes of death in the world.
Epidemiological data, indicate a sexual steroid hormones influence on the incidence
of those pathologies. Several studies have shown beneficial, direct and indirect,
effects of 17p-estradiol on the incidence of cardiovascular diseases. Therefore exist
controversial on androgens effects. As an example, it has been proposed that
testosterone increases the incidence of cardiovascular diseases. Recent studies
showed that testosterone enhance the thromboxane A, (TXA.) induced coronary
arteries vasoconstriction. Another line of evidence showed that low serum
testosterone levels might be associated with low serum levels of high density
lipoprotein-cholesterol (HDL-C), and in the other hand, studies shown that
testosterone induce dilation of coronary conductance and resistance arteries in vivo. It
seems clear that testosterone mechanism and cellular sites of action at
cardiovascular fevel are still not well understood, and its characterization has become
even more complicated, by the existence of genomic mechanism (long delay) and
non genomic {short delay).

The non-genomic mode of action has been recently described, the process
might involve the sole activation of vascular endothelium, for circulating hormones or
for those exogenously applied. Recently it has been shown that restriction of
testosterone vascular lumen and consequently, limiting its free diffusion into the cells,
induced vascular effects related to an increase in vascuiar resistance. The present
work has the purpose of synthesize and evaluate the effects of three macromolecular
complexes of testosterone on coronary resistance and on coronary responses to the
vasodilator agent adenosine, by first, covalently binding to testosterone via its C-3,
C-6 or C-17 functional groups to dextran (2 MDa) and second evaluating the
cardiovascular effects of those macromolecular testosterone-complexes in a
Langerdorff mode! of isolated and perfused rat heart. The results show that
testosterone-macromolecular complexes blocked adenosine-induced vasodilatation
and increase the vascular resistance. The effects induced by the complexes were,

similar and undistinguishable to the effects induced by free testosterone.



IH. Introduccioén.

Uno de los principaies que actualmente enfrenta la poblaciéon a nivel mundial son
las enfermedades cardiovasculares del tipo del infarto al miocardio. El desarrollo de ellas
puede deberse a diversos factores de riesgo como; una dieta rica en lipidos, alcohol,
tabaco, diabetes, hipertensidn y el estrés entre otros'. Aunado a esto, se ha propuesto
que las hormonas sexuales estan involucradas en este tipo de alteraciones. En este
sentido, se ha observado que la incidencia de estos desordenes cardiovasculares en
mujeres en etapa reproductiva es mas baja que en hombres, sin embargo esta patologla
se incrementa después de la menopausia’.

En la actualidad se considera a la terapia hormonal de reemplazo como un factor
de importancia en la prevencién primaria de enfermedades cardiovasculares en mujetes.
Se sugiere que los estrégenos tienen un papel protector cardiovascular, por un lado
indirectamente afectando el metabolismo de las lipoproteinas y por otro lado por su
accidon vascular, estimulando la liberacidbn de sustancias vasoactivas como el caso de
oxido nitrico y la prostaciclina entre otras®. Contrariamente a los efectos que inducen los
estrégen'os, se ha postulado que la testosterona tiene un efecto deletreo sobre el sistema
cardiovascular®, sin embargo los estudios realizados sobre los efectos que induce la
testosterona sobre el aparato cardiovascular, son muy confusos. Esto puede ser debido
a la dificultad en la interpretacion de los resultados obtenidos 6 a la capacidad de accion
de este andrégeno sobre células blanco a distintos niveles y a través de diversos
mecanismos. Se ha sugerido que los efectos que induce la testosterona pueden ser
inducidos a través del mecanismo de accion clasico de las hormonas esteroidales
sexuales, que involucra la interaccion de este andrégeno con receptores intracelutares®,
Esta interaccion involucra a los grupos funcionales en C-3 (carbonilo) y en C-17
(nidroxilo), ast como la interaccion del sistema anular (ciclopentanoperhidrofenantreno)
de la testosterona con su receptor®. Sin embargo, recientemente se ha sugerido un
nuevo mecanismo de accioén, no gendmico’, por el cual la testosterona ejerce su efecto
en el sistema cardiovascular y que estos efectos son rapidos (segundos a minutos). Con

base en esto, en esta tesis se decidio; 1) modificar los grupos funcionales de este



andrégeno acoplando la testosterona a dextranos (2 x 10° Da); 2) Evaluar los efectos
que induce la testosterona libre y unida al dextrano en corazén aislado de rata y
perfundido a flujo constante en un modelo de Langendoff. Para establecer, si
modificaciones en esos grupos funcionales conducen a cambios en el efecto de la
testosterona sobre los vasos coronarios y que este efecto sea posiblemente de origen

no genomico.



IV. Antecedentes.
a) Hormonas.

Las hormonas son sustancias quimicas que coordinan diferentes
actividades celulares, y que son sintetizadas por células especializadas como son las
glandulas endocrinas, y luego liberadas al torrente sanguineo®. La sangre las
transporta hacia los organos efectores donde ejerceran efectos especificos. La
concentracion sanguinea de las hormonas es normalmente muy baja (entre 107y
107" M); mostrando variaciones considerables. Asimismo, los niveles hormonales
varian periddicamente en ciclos o ritmos, los que dependen del momento del dia,
mes, afio o del ciclo sexual. Las hormonas son liberadas como parte de la respuesta
del organismo por estimulos internos 6 externos. La concentracién hormonal en
sangre se encuentra regulada de manera muy precisa, esto se consigue a través de-

una sintesis y liberacién controlada de las mismas®.

b) Sistema de regulacién hormonal.

Cada hormona es el centro de un sistema de regulacion hormonal muy
complejo. Las hormonas se sintetizan a partir de precursores y, frecuentemente, se
almacenan en células glandulares especializadas antes de ser liberadas al torrente
sanguineo, segun se requiera. Algunas son transportadas en asociacién con
proteinas plasmaticas (transportadores hormonales) a las que se unen en forma
reversible. La interconversion quimica de hormonas en el higado lleva, generalmente,
a su inactivacién. Las hormonas y sus productos de degradacion se eliminan

generalmente a través de los rifiones'°.

c¢) Clasificacion:

Las hormonas se clasifican de acuerdo a ia estructura y funcion que cada una

de elias desempefa. Por su estructura son: catecolaminas, péptidos y esteroides'”.



Catecolaminas.

La médula suprarrenal tiene a su cargo la secrecién fundamentalmente de
adrenalina y en menores cantidades noradrenalina. La adrenalina (epinefrina) y
noradrenalina (norepinefrina) son hormonas producidas en las células cromafines de
la medula suprarrenal. Ambas hormonas suelen denominarse catecolaminas, sélo se
distingue una de la otra por la presencia de un grupo metilo en la adrenalina y que
este influye sobre el efecto inducido por cada una de ellas en los tejidos blanco. La
adrenalina y noradrenalina no sélo actban como hormonas sino también como

neurotransmisores del sistema nervioso simpatico™?.

Péptidos.

Los peptidos™ constituyen una clase amplia de sustancias enddgenas que-
funcionan como neurotransmisores y como hormonas locales y sistémicas. Estas
hormonas incluyen angiotensina, bradicinina, péptido natriurético auricular, péptido
intestinal vasoactivo, sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina,

vasopresina y glucagon.

Esteroides.
Los esteroides son moléculas policiclicas™, desde el punto de vista quimico
son derivados del ciclo pentanoperhidrofenantreno (Figura 1), y desde el punto de

vista biosintético son derivados del lanosterol o del cicloartenol (Figura 2).

T
80

Figura 1. Estructura del ciclo pentanoperhidrofenantreno.
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Figura 2. Via biosintetica para la produccion de esteroides.

Desde el punto de vista bioldgico, las hormonas esteroidales son
derivadas del colesterol, el cual esta constituido por 3 anillos de ciclohexano (A,B,C)
y uno de ciclopentano (D) el cual tiene una cadena lateral (C-20 al C-27) en la
posicion 17 de su estructura, ademas de dos grupos metilo en las posiciones 18- y-

190 respectivamente (Figura 3). ,

Figura 3. Estructura del colesterol (donde se muestran los anillos A,B,C,D).

Cuando hay remocién de una parte de la cadena lateral (C-22 al C-27) en la
molécula de colesterol resultan compuestos con Cyy que son de la serie del pregnano
(progestinas y corticosteroides). Asimismo, la total remocion de la cadena lateral (C-
20 al C-27) produce esteroides con Cig, la serie del androstano (Figura 4) que

incluye a los andrégenos.
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Los sustituyertes B son indicados
con una linea solida
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Tunt

Pregnano Androstano

Figura 4. En el esquema se muestran las estructuras del pregnano y Androstano, que se
producen después de la remocidén de la cadena lateral en el colesterol.

Por otro lado la remocién quimica del grupo 19-metil y la aromatizacién del
anillo A, produce la serie estrang, en la cual se encuentran los estrégenos que son
metabolitos de la testosterona'® (Figura 5).

OH OH

o/ HO

Testoxterona Estradiol

Figura 5. Conversién testosterona a estradiol.

d) Estructura y analisis conformaciénal de la testosterona.
Las caracteristicas de la testosterona (Figura 6)*® son:

Formula molecular C49 Hag O3
Peso molecular 288.0

2 oy 0 EONCACTN
e S A



Sustituyente Qnentacion
Cis 8-axial
Cig B-axial
OF o-equatonal
047 B-axial

Figura 6. Estructura y orientacion de los grupos funcionales de la testosterona.

Se ha observado que la testosterona puede adoptar diferentes conformaciones
dependiendo del disolvente'’. Las formas anhidras (cristales) AN13A (Figura 7) y B
(Figura 8) y dos formas hidratadas (en un complejo de p-bromofenol) AN14A
(Figura 9) y AN14B (Figura 10) proveen informacion concerniente a la
flexibilidad de la molécula. La conformacidon del anillo D en todas las
observaciones muestran una variacién insignificante. Sin embargo, existe cierta
flexibilidad en el anillo A . Asi se ha visto que en el anillo A, la conformacién que
adopta la testosterona en AN14A es una conformaciéon 1a,2B-silla y en AN13A, y
AN14B adopta una conformacién 1a-sofa (conformacién intermedia entre silla y
bote). Ademas, también en la conformacién AN13B la testosterona adopta una

conformacion 1a-sofa.
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Figura 7. Conformacion AN13A. En esta proyeccion Ia molécula esteroide es vista a tra
vés det plano C-5 a C-17, presentando un angulo torsional ¢ en el anillo A de 3.8°. Aqui
se muestra la conformaciéon 1[3,2<3L-sofa17 que adopta la testosterona.

2- 5=¢

Figura 8. Conformacidn AN13B. En esta proyeccion la molécula esteroide es vista a tra-
vés del plano C-5 a C-17, presentando un angulo torsional ¢ en el anillo A de 7.9°.
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Figura 9. Conformacion AN14A. En esta proyeccion la molécula esteroide es vista a tra-
vés del plano C-5 a C-17, presentando un angulo torsional ¢ en el anillo a de 2.5°. Aqui
se muestra la conformacion 1a,2p-siffa’’.

C=0

Figura 10. Conformacién AN14B. En esta proyeccidn la molécula esteroide es vista a tra-
vés del plano C-5 a C-17, presentando un angulo torsional ¢ en el anillo A de 2.4°,
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e) Funcion bioldgica de las hormonas sexuales.
Hormonas sexuales femeninas. Ei sistema reproductor femenino, a diferencia del

masculino, muestra cambios ciclicos regulares que pueden considerarse como
preparacion para la fecundacion y el embarazo. En estos cambios fisiolégicos
participan las hormonas sexuales femeninas que se engloban en dos grandes

familias como son estrogenos y progesteronaw.
Estrégenos.

Son esteroides derivados del colesterol (Figura 11), segregados por el foliculo
ovarico y, en menor cantidad, por el cuerpo luteo. Los tres estrégenos activos son la
estrona, el 17-B-estradiol y el estriol (el mas potente es el estradiol). El estriol
procede del metabolismo de la estrona en el higado. Estas hormonas se secretan en-
mayor cantidad durante la primera fase del ciclo, bajo la influencia de ta hormona
estimulante del foliculo (FSH), y"su concentracién va en aumento hasta pocos dias

antes de la ovulacion (de 50 pg/ml hasta 210 pg/ml para el 17-B-estradiol).

Los estrogenos son los responsables de los cambios uterinos y vaginales
durante la primera mitad del ciclo, y de la excitabilidad de las trompas de Falopio. En
la segunda mitad del ciclo menstrual, la secrecion media es menor (70 pg/ml de 17-3-
estradiol). Ademas los estrogenos son los responsables del desarrollo de los
caracteres sexuales primarios en el feto, y de gran parte de los caracteres sexuales
secundarios tras la pubertad femenina como son; el desarrollo de las glandulas
mamarias, distribucion corporal del vello, distribucidn del tejido graso, alargamiento
de la laringe (voz aguda), ensanchamiento pélvico. Por otro lado, son los
responsables de la tension premenstrual, pues promueven la retencién agua y sales,
abaten el colesterol pfasmatico (razdn en parte de la menor frecuencia de infarto de
miocardio en mujeres) y fluidifican la secrecion sebacea cutanea (menor frecuencia
de acné en las mujeres). También se han involucrado en el aumento del libido

femenino'®.
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Progestagenos.

Las méas importantes son fa progesterona y los derivados 17-a, 20-o y 20-B-
hidroxiprogesterona (Figura 11). En el higado se produce un metabolito activo, el
pregnandiol. Son segregados principalmente por el cuerpo liteo y la placenta. Su
secrecion es mas alta en la segunda mitad del ciclo, bajo control de la hormona
leutilizante (LH). Asi, la tasa de progesterona es de unos 28 ng/ml en la segunda

mitad del ciclo, pero so6lo de 1 ng/ml en la primera mitad del ciclo.

Los progestagenos, son los responsables de los cambios uterinos y vaginales
durante la segunda mitad del ciclo, induciendo la fase secretoria uterina vy
disminuyendo la excitabilidad del mdsculo uterino. Son termdgenos, y responsables
de la ligera elevacion de temperatura durante la ovulacién y la segunda mitad del.
ciclo. También participan en el desarrollo de ciertos caracteres sexuales secundarios
como el desarrollo de alvéolos y tobulos mamarios. Durante el embarazo, la placenta
mantiene elevados los niveles de progestagenos y la baja excitabilidad uterina,
anulandose el ciclo menstrual, por lo que se han llamado también hormonas del

embarazo®.
Andrégenos.

Los andrégenos como son,; ia dihidrotestosterona, la androstendiona y la
testosterona tienen diferentes funciones durante las distintas etapas de la vida. En el
transcurso de la etapa embrionaria, estas hormonas virilizan las vias urogenitales del
embridn maculino; de este modo, su efecto es esencial en su desarrollo. La secrecién
minima de andrégenos a partir de los testiculos y la corteza suprarrenal
prepuberales suprime la secrecién de gonodotropinas hasta que, a una edad variable
la secrecion de gonodotropinas se hace menos sensible a la inhibiciéon por
retroalimentacion, y los testiculos empiezan a agrandarse?®'. Poco después, el pene y
el escroto empiezan a crecer, y aparece vello pubico. Casi al mismo tiempo, los

andrégenos favorecen desarrollo en la musculatura esquelética lo cual contribuye a
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un aumento en el peso corporal. Asimismo, los testiculos alcanzan proporciones

propias de adulto antes de que se completen todos los cambios en la pubertad.

Uno de los andrégenos mas importantes es la testosterona que es secretada
por los testiculos y es el androgeno en mayor concentracion en el hombre. En la
mujer la testosterona es sintetizada en pequenas cantidades por el ovario y la
glandula adrenal. La concentracién de testosterona en el plasma de hombres es
relativamente alta durante tres periodos de la vida: |la fase embrionaria (cerca de la
octava semana) en la cual hay una diferenciacién, en el periodo neonatal y en la vida
sexual adulta. Antes de la pubertad, las concentraciones de testosterona en el
plasma son bajas (<20 ng/dl [0.7 nM]), aunque los testiculos inmaduros son capaces
de sintetizar andrégenos si quedan expuestos a gonadotropinas. Ademas de la
testosterona, otros androgenos son secretados en el ovario y la corteza adrenal, por‘
ejemplo la androstendiona y la dehidroepiandrosterona, las cuales son convertidas a
testosterona y estrogenos en tejidos periféricos (Figura 12). En hombres adultos, las
cifras plasmaticas de testosterona son de 300 a 1000 ng/di (10 a 35 nM), y la tasa de
produccion es de 2.5 a 11 mg/dia, mientras que en mujeres es cerca de 40 ng/dl ,
esta concentracién cambia durante el ciclo menstrual®?,

En hombres adultos, un metabolito de la testosterona es el estradiol, que es
sintetizado en los testiculos (aproximadamente 15%), probablemente en las células
de Leydig®, ademas de otros tejidos extraglandulares, incluyendo el cerebro. Por
otro lado, la testosterona es convertida a dihidrotestosterona por la Sa-reductasa que
tiene dos isoformas, la 5a-reductasa 1 que esta localizada en el higado y la 5a-
reductasa 2 que esta presente principalmente en tracto urogenital del hombre y en
los genitales de los dos sexos. Aqui, cabe mencionar que la dihidrotestosterona que
es el metabolito activo de la testosterona y, de hecho en algunos tejidos es la que
directamente ejerce el efecto hormonal. Sin embargo, no todos los tejidos requieren
la conversion de testosterona en dihidrotestosterona para que esta muestre su
actividad, ejemplo de esto, es la virilizacién de los conductos de Wolff, durante la

embriogénesis y la regulacién de la produccion de la hormona leutinizante por el
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sistema hipotalamo-hipofisiario que son efectos mediados directamente por la

testosterona®®.

;(_. "-\F
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Figura 12. Regulacion de la testosterona y la androtenediona®.
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f) Efectos de las hormonas sexuales sobre el aparato cardiovascular.

La incidencia de enfermedades cardiovasculares difiere significativamente entre
hombres y mujeres debido a diversos factores®>?. La incidencia de ateroesclerosis
es baja en mujeres premenopausicas y aumenta significativamente después de la
menopausia, este tipo de desordenes cardiovasculares es reducido con la terapia de
reemplazo estrogénica que tiene un efecto protector cardiovascular. El efecto
protector sobre el sistema cardiovascular se ejerce por un lado al afectar
indirectamente el metabolismo de los lipidos?, y, por otro lado al modular
directamente la funcién vascular®®. La funcién vascular es modulada por los
estrégenos a través de mecanismos de aparicién rapida y de efectos a largo plazo

reduciendo el desarrollo de ateroesclerosis y el dafio vascular.

Es conveniente mencionar, que varios investigadores han postulado que tla
testosterona tiene efectos contrarios a los estrbgenos sobre el sistema
cardiovascular, asi se ha considerado que esta hormona aumenta el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares®™, aunque estudios clinicos y epidemioldgicos
sugieren que existe una gran controversia en este sentido. Por ejemplo, ciertas
investigaciones sugieren que los niveles de testosterona son corretacionados positiva
6 negativamente con la incidencia de enfermedades cardiovasculares en hombres®'.
Otros estudios, sefialan que la concentracidon de testosterona plasmatica esta
asociada con altos niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL) en hombres y que
ademas esta correlacionada negativamente con algunos factores de riesgo como
son: el fibrinégeno, el plasminégeno y la insulina, sugiriendo con esto que la
hipotestosteremia puede ser un factor de riesgo de enfermedades ateroescleréticas
en hombres*. Adicionalmente, otras investigaciones indican que la testosterona
puede tener efectos indirectos sobre el perfil de lipoproteinas®. Otros estudios
sugieren que la relacién indirecta entre la testosterona y lipoproteinas en hombres no
muestran asociacion significativa con los niveles de LDL-colesterol*. Asimismo
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Uvank™, demostré que la terapia con testosterona tiene un efecto benéfico sobre el

perfil lipoproteico en hombres viejos.
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Por otro lado, Adams en 1995  demostrd que la administracién de
testosterona induce ateroesclerosis en chimpancés, teniendo efectos directos sobre
la remodelacién arterial. Asimismo, se ha asociado que la terapia androgénica, en
hombres adultos puede estar asociada con la prematura incidencia de enfermedades
cardiovasculares®. Sin embargo, otros estudios indican que altos niveles de
testosterona estan asociados con menos eventos de ateroesclerosis coronaria, en

hombres que previamente tuvieron infartos de miocardio™.

Asimismo, Hutchison™®

encontré una asociacién entre la testosterona vy la
disfuncion endotelial en conejos hipercolesterolemicos. La disfuncién endotelial es
un importante evento en la aterogénesis que determina el comportamiento de las
plaquetas en pacientes con enfermedades cardiovasculares*. Es importante
mencionar que, la produccion de plaquetas esta condicionado por la sintesis &
liberacion de prostanoides, (especialmente tromboxano A;) y otras sustancias. En
este sentido, Seilan*' demostré que la testosterona puede influenciar la secrecion de
prostanoides en animales hembras pero no en machos. Es posible que los efectos de

la testosterona en hembras difieran de los efectos en machos.

En otras investigaciones se ha encontrado que la testosterona favorece directa
o indirectamente la actividad del tromboxano A, (TxAz). Asi Schork*? en 1994
demostré que esta hormona es capaz de potenciar la respuesta vasoconstrictora al
TXA; en arterias coronarias de cobayo. Por otra parte se ha descrito que la
testosterona incrementa el nimero de receptores a TxA; € inhibe la produccién de
prostaciclina en cultivos de células de musculo liso de aorta de rata*®. Adicionalmente
se ha demostrado que la testosterona regula la expresién de receptores a TxA; en

humanas**.

Por su lado, Yue P., and Chatterjee K., en 1995 demostraron que la
testosterona es capaz de inducir relajacion vascular en arterias coronarias y aorta de
conejo, la cual es mediada por prostaciclina (PGly) 6 Monofosfato ciclico de

guanosina (GMP.) y que este efecto es independiente del endotelio. El mecanismo
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propuesto sugiere que el efecto de la testosterona es mediado a través de apertura
de canales de potasio, cuya actividad es independiente del sexo y del receptor

clasico®.

Otros estudios realizados por Costarella®®, demuestran que la testosterona es
capaz de inducir relajacion en aorta toracica de rata. Este efecto vasorrelajante
inducido por testosterona es dependiente del endotelio y es independiente del
receptor androgénico intracelular. El mecanismo por el cual estos investigadores
proponen que ejerce su efecto esta hormona es incrementando la conductancia al K*
en las células endoteliales. Otros estudios*’, muestran que la testosterona inhibe la
secrecion de ClI' y este efecto es dependiente de la dosis, trayendo como
consecuencia incrementos en la produccion de monofosfato ciclico de adenosina en
cultivo de células endoteliales de rata. Estos investigadores, sugieren que el efecto
rapido de la hormona es mediado a través de un receptor membranal que esta

acoplado negativamente a la adenilciclasa via proteina G; .

Por lo anteriormente referido, los estudios enfocados a analizar los efectos de
la testosterona sobre el aparato cardiovascular, no solamente son escasos sino que
han arrojado hasta la fecha resultados que son frecuentemente dificiles de interpretar
y a menudo contradictorios. Parte de la dificultad en la interpretacion puede estar
relacionada con la capacidad de este andrégeno para actuar sobre las células blanco

a distintos niveles y a través de diversos mecanismos de accion.
g) Mecanismo de accion “clasico” de las hormonas esteroidales.

Groner en 1983*®, propuso que las hormonas pueden ejercer su efecto
mediante un mecanismo a nivel genomico. Este mecanismo propone que debido a
las caracteristicas lipofilicas de las hormonas esteroidales, estas se difunden a través
de la membrana celular por medio de difusion pasivo y posteriormente actuan como
tigandos que se unen sobre moléculas intranucleares. Postulando que las células
donde ejercen su accién las hormonas esteroides poseen un numerc de receptores

hormonales (generalmente 10%-10* receptores por célula) que muestran una alta

J
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afinidad (Kd = 10® - 107*° M), asi como un alto nivel de especificidad por sus
ligandos hormonales. La unién de la hormona conduce a un cambio conformacional
en la proteina receptora que genera las siguientes respuestas: una proteina de shock
térmico (hsp-90) se disocia del receptor, lo que permite una dimerizacion del mismo
que, a su vez, aumenta su afinidad por la secuencia de adenosin

dexosirribonucleotido (ADN) que lo reconoce (Figura 13).

El evento clave que desencadena la respuesta de la célula a la hormona es la
union del dimero de receptores a la doble cadena del ADN. Este complejo se une a
cortas secuencias de nucledtidos, conocidas como elementos de respuesta a la
hormona (HRE). Estos son secuencias de ADN palindrémicas que actian como
elementos amplificadores en la regulacion de la transcripcion. Diferencias entre las
secuencias de los diversos HREs proveen la especificidad en la interaccion entre el-
complejo hormona-receptor y el HRE, es decir que solamente un HRE es reconocido
por un complejo hormona-receptor. Sin embargo, el mismo HRE puede controlar
diferentes genes, dependiendo de la presencia de otros factores de transcripcion.
Esto explica por qué la misma hormona puede estimular respuestas diferentes en
tejidos diferentes.

La uniéon de un dimero de receptor hormonal a una secuencia ampilificadora
resulta en un aumento en la transcripciéon del gen correspondiente. La activacion de
la transcripcion puede ocurrir como resultado de una alteracién en la estructura del
nuclecsoma o a través de una interaccion directa del dimero del receptor con el
complejo transcripcional (ARN polimerasa y diversos factores proteicos). El efecto
final de la hormona en la célula es la alteracién de la cantidad de especies de ARNp,

especificas que codifican para proteinas claves que afectan las funciones celulares.



Receptor

membranal
Efectos Hucleares

 Mensajero
s, iImtracelular

steroide

Figura 13, El receptor interactia con una secuencia especifica de nucleétidos que es-
estan presentes en los genes blanco de su accién, como consecuencia se incrementa é
en otros casos se decrementa la transcripcién de ARN,, y subsecuentemente la induc-
cién de sintesis de proteinas, translocacién, transporte de Jas mismas®.

Un ejemplo de estos efectos gendmicos es la potenciacion de la respuesta
vasoconstrictora al TxA; por la aplicacion de testosterona, sugiriendo que la hormona
requla la expresiéon de la ciclooxigenasa 1 (COX1) en células del musculo liso
vascular*?. Por otro lado varios autores han propuesto la posibilidad de que se
encuentren involucrados procesos no gendmicos en los mecanismos de accién de
las hormonas esteroidales (Figura 13) , ya que existen pruebas experimentales que

apoyan esos conceptos’ como son:

s Ciertos efectos de las hormonas esteroidales son rapidos (de segundos a
minutos), al compararlos con los efectos gendmicos que requieren de horas a

dias para que se presenten.
o Los efectos ocurren aun cuando las hormonas no entren a la célula.

o Los efectos rapidos no son bloqueados por inhibidores de la sintesis de

proteinas.
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Un ejemplo de estos efectos no gendémicos es el mostrado por Viju"g, donde
demuestra que la testosterona es capaz de inducir retajacion en arterias coronarias.
Ademas, Chou®® demostré que la testosterona induce dilatacién en arterias
coronarias, este autor sugiere que el efecto que produce la testosterona es por

activar canales de potasio y que el efecto es independiente del receptor clasico.

De acuerdo a lo anterior, queda mucho por esclarecer con relacion a los efectos
de este androgeno sobre el aparato cardiovascular, dado que la informacién que
existe es escasa y poco clara. Por 1o que este trabajo pretende aportar informacion
adicional acerca del efecto que inducen la testosterona sobre el tono vascular y los
posibles mecanismos involucrados. En particular se pretende establecer si la union a
macromoléculas 6 la modificacion de los grupos funcionales en el C-3 6 en el C-17
de la testosterona, asi como el dejar libre ese tipo de grupos funcionales acoplando a
la hormona al dextrano en el C-6, inducen cambios en los efectos que induce la
testosterona libre sobre ios efectos ejercidos por adenosina y el flujo coronario en el

sistema cardiovascular.

h) Adenosina.

Con respecto a la adenosina, hace mas de 6 décadas Drury y Stzen-Gyorgy,
publicaron por primera vez que la adenosina y compuestos relacionados como el
ATP, ejercian efectos electrofisiolégicos en corazén de mamiferos como lo sefala
Pelley® en 1993. La adenosina presenta un efecto inotrépico, y dromotrépico
negativos sobre el corazén, ademas de mostrar actividad vasodilatadora. Estudios
recientes® han demostrado la existencia de receptores especificos para la adenosina
en el sistema cardiovascular, que han sido clasificados en varios subtipos Ay, Aza,
Az, As. En el cardiomiocito predominan los receptores A; y Ai , en los vasos
sanguineos asi como en las células endoteliales y en el masculo liso vascular se
encuentran los receptores A;, Az y Az . Asi, Balcells y Rubio en 1992 encontraron que
la respuesta vasodilatadora que induce la adenosina es dependiente del endotelio y

que esta mediada por receptores tipo A;>. El mecanismo de accién en misculo liso
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de acuerdo a varios investigadores , es el que se muestra en el siguiente

esquema.(Figura 14).
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Figura 14. Mecanismo propuesto det efecto que induce la adenosina.
ADE=Adenosina; DAG=glicerol; PLC=fosfolipasa C; |Pa=trifosfato-inositol;
G=proteina G; PKC= fosfocinasa; MLC=miosina (fosforilada), MLCK, = miosina
(forma activa); MLCK, = miosina (forma inactiva); AMP.=monofosfatociciico de
adenosina;, ADC =adenililciclasa; CAL = calmodulina; SR = reticulo sarcoplasmatico;
PIP; = Fosfatidilinositol.

Todos los receptores para adenosina estan acoplados a proteinas G, estas
forman una gran familia de trimeros protéicos, fuertemente asociados entre si,
constituidos por una subunidad o con capacidad para unir nucledtidos de guanina
(PM 39,000-54,000), una subunidad p (PM 35,000-36,000) y una subunidad y (PM
8,000-10,000). El sitio de acoplamiento entre el receptor y la proteina G es la
subunidad o..
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En el caso del receptor A;, este se acopla a una proteina G; (inhibitoria)
sensible a la toxina pertussis®', que en presencia de trifosfato de guanosina (GTP) y
Mg*" | inhibe la enzima adenililciclasa, y en consecuencia se produce una reduccion
en los niveles de monofosfato ciclico de adenosina (AMP,.) lo cual conduce a un
aumento en la concentracion de calcio intracelular. Adicionalmente los receptores
tipo Ay estan acoplados a canales de calcio y potasio {en la auricula pero no en el
ventriculo) via una proteina G. En el caso de los canales de K*, su activacién induce
una corriente de K hacia fuera de la célula, efecto que desempeda un papel
importante en la reduccién de la duracién del potencial de accién en miocitos
auriculares que ocasiona fa adenosina®. En el tejido supraventricular, la adenosina y
la acetilcolina tienen efectos similares, a través de la activacion de canales de
potasio. En ambos casos la estimulacién de los receptores respectivos conduce a la.
disminucién de la automaticidad del nodo seno-auricular y de la conduccién auriculo-
ventricular. 2

Los receptores tipo Az, se acoplan a una proteina Gs (estimulatoria), que por
accion del GTP activa a la adenilciclasa que convierte al ATP en AMP, el que puede
tomar dos caminos; 1) sufrir degradacion por la fosfodiesterasa (PDE) y producir 5°
monofosfato de adenosina (5'AMP); 2) Activar a una proteina-cinasa A, la cual a
través de una cascada compleja de eventos disminuye la concentracion de calcio
intracelular, lo cual ocasiona vasodilatacion®®.

Por su parte en el endotelio, la adenosina incrementa la actividad de |a sintasa
de oxido nitrico, proceso que se refleja en la liberacidon de oxido nitrico y este se
difunde a las células del musculo liso, activando en ellas a fa guanililciclasa, trayendo
como consecuencia incrementos en la concentracion de GMP. y consecuentemente

produciendo relajacién> (Figura 15).
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Figura 15. Mecanismo propuesto® en que la adenosina activa indirectamente
la produccidn de oxido nitrico (ON).

Por su parte los receptores tipo Aj, se encuentran en las células del mlsculo
liso y en cardiomicitos, el mecanismo sugerido por el cual actian es por activacion
de una fosfolipasa C, lo cual conduce a produccion de inosito! trifosfato y diacilglicerol
y esto ocasiona incremento en la concentracion de calcio *°. Estos receptores,
participan en un mecanismo de proteccién por dano por reperfusién,

La importancia de la adenosina en la regulacion del tono de los vasos
coronarios parece estar fuera de duda ya que existen muchas evidencias que indican
que es el principal vasodilatador fisiolégico en el corazén. De tal manera, que se
puede vincular la concentracidn de adenosina en el miocardio, en el espacio
intersticial y en la sangre venosa coronaria con el nivel del caudal sanguineo
coronario.

La eliminacidon incrementada de este metabolito por el caudal sanguineo
coronario, asi como un subito aumento de la presion de perfusion coronaria, hara
descender ia concentracion de adenosina y se producira vasoconstriccion, gue
servird para que el flujo sanguineo coronario vuelva a estar bajo control. Por el
contrario, si descendiera transitoriamente el caudal sanguineo coronario, la velocidad
de flujo mas lenta provocaria la acumulacion de este metabolito en el miocardio y se

produciria vasodilatacion coronaria®®.
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En relacién a lo anterior, es necesario mencionar gue, cuando se ocluye
completamente por un breve periodo de tiempo, una arteria coronaria y luego se
libera la oclusién, se produce un notable aumento del flujo sanguineo coronario. La
vasodilatacién se manifiesta cuando cesa la oclusion, 1o que produce aumento del
flup sanguineo coronario con Ja recuperacidbn metabdlica del tejido.
Consecuentemente con lo anterior, cualquier factor que afecte la actividad de la
adenosina puede influir en forma notable sobre la regulacion del tono de los vasos

coronarios y por ende del flujo sanguineo a través de los mismos.

i) Flujo sanguineo.

Existe una relacién entre la presion de perfusidn coronaria y el flujo sanguineo.
La presion de perfusion normal y el flujo coronario dependen principalmente del
metabolismo del miocardio. Se incrementa el flujo cuando hay un aumento en la
demanda de oxigeno, proceso .asociado con factores neurohumorales, que son
necesarios para mantener el suministro de oxigeno al miocardio. Cuando el flujo se
incrementa en las arterias, los vasos tienden a dilatarse, fendmeno descrito en 1933
por Schretzenmayr segun Bevan® en arterias femorales de perro (in situ), vy
confirmado por otros estudios realizados posteriormente®®. La dilatacion arterial es
independiente de los mecanismos « & f-adrenérgicos, colinérgicos o histami-
nérgicos>>.

Bevan®’, propone un mecanismo para explicar el efecto que induce el flujo
coronario sobre las células endoteliales, el modelo se basa en que el flujo coronario
puede actuar por medio de fuerzas hemodinamicas, por un lado mediante una
fuerza de roce o friccion (shear stress) la cual al incrementar el flujo coronario puede
causar deformacién de moléculas superficiales especificas en el glicocalix y/o matriz
extracelular endotelial, asi como en la pared vascular. Por otro lado el flujo produce
una fuerza de tension que induce estiramiento circunferencial en los vasos coronarios
trayendo como consecuencia un incremento en la entrada y posiblemente en el

intercambio de iones en células del muasculo liso vascular (Figura 16).
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Figura 16. Mecanismo propuesto® para explicar la influencia que ejerce ef flujo
sobre el endotelio. g

Por lo tanto cualquier distorsién mecanica o cambios en las concentraciones
ionicas o en las propiedades de las células endoteliales y musculo liso, inducidos por
el flujo pueden alterar el tono vascular. Existen evidencias que muestran que el
tamario de los vasos sanguineos Yy el tono vascular son dependientes de {a tension
producida por el flujo sobre |la pared vascular, donde las células endoteliales juegan
un papel muy importante mediando las respuestas de los vasos en condiciones
variables®’, asi la remocién del endotelio en arterias femorales de perro “in situ”,
suprime la respuesta vasodilatadora inducida por el incremento del flujo®. Esto
demuestra que la vasodilatacién es inducida por el flujo y que es dependiente de las
células endoteliales, ya que la estructura y funcién de las cuales incluyendo su
organizacion citoesqueletica, pueden alterarse en forma asociada con modificaciones
en el flujo sanguineo®.

Estas observaciones sugieren que las células endoteliales tienen la capacidad y
sensibilidad para detectar los cambios en la tensién asociados con modificaciones en

el flujo y para traducir esos cambios en la modulacion del tono del musculo liso

4
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vascular, fundamentalmente a través de la sintesis y liberacion de mediadores
vasoactivos®®. La lista de posibles mediadores metabdlicos que participan en la
modulacion del tono coronario es muy amplia, destacando entre ellas la adenosina
previamente mencionada. El endotelio de los vasos sanguineos es una fuente
destacada de sustancias contractiles y relajantes que pueden participar en la

regulacion del tono vascular en o general y en lo particular en el lecho coronario.

j) Oxido nitrico.

Por accion de diversas substancias vasoactivas e incluso de estimulos fisicos,
las célutas endoteliales sintetizan un vasodilatador, de vida breve, denominado factor
relajante derivado del endotelio (EDRF). Los productos de inflamacion y de la
agregacion plaquetaria como serotonina, histamina, bradicinina, purinas y trombina,
ejercen la totalidad o una parte de su accion al estimular la formacién de EDRF®
(Figura 17). ,

( ENpDOTELIO )
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Aj\ R \L | ! l
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Figura 17. Mecanismo de accidn de algunas sustancias vasoactivas que producen
Relajaciéon®'.

La activacién de receptores especificos sobre las células endoteliales
promueve la descarga de EDRF, que ha sido identificado como 6xido nitrico. Esta

sustancia se difunde con facilidad hacia el musculo liso subyacente, e induce

I

13 .



relajacion del musculo liso vascular al activar a la guanililciclasa, que incrementa las
concentraciones de .GMP. Hace poco se puso de manifiesto que las alteraciones en
la sintesis 0 la accién del éxido nitrico pueden tener importancia en diversas
situaciones clinicas importantes, como la ateroesclerosis. El 6xido nitrico se sintetiza
a partir del aminoéacido L-arginina y del oxigeno molecular por acciéon de la sintasa del
dxido nitrico, siendo tres isoformas de la enzima®? (Figura 18). Se considera que dos
son constitutivas, una de ellas reside en células endoteliales y sintetiza éxido nitrico
durante periodos breves como respuesta a los incrementos de Ca** celular mediados

por el receptor (Figura 18).

ESTRUCTURAS DE LAS ISOEMZIMAS OXIDO NITRICO SINTASA.

Ph L-Arg CaM FMN FAD  NADPH

w{ll NS

NEURAL HEI:AO 1429 aa
M L-Arg CaM FHMN FAD NADPH

aiv] I ISR -

ENDOTELIAL HEMO 1205 oo

L-Arg caM  FMN FAD NADPH
ot - DN
INDUCIBLE HEMO 1144 aa

Figura 18. Sitios especificos de acoplamiento de la L-arginina (L-Arg), la Calmodulina
(CAM) y otras coenzimas como son; Flavin-adenin-dinucleotido (FAD), Niacin-adenin--
difosfato reducido (NADPH)®.
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Una segunda forma® dependiente de Ca’”, es la causante de la sintesis de
oxido nitrico, desde las neuronas como se muestra en la Figura 19 .
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Figura 19. Produccidn de 6xido nitrico en neuronas. La isoenzima que cataliza la

CaZt

&>

Terminal
sinapfica

]

)

A

e T No-'//

1

reaccién es dependiente de Ca™.

La tercer forma de sintasa del éxido nitrico es inducida después de la activacién

de células por citocinas y endotoxinas bacterianas y, una vez expresada, sintetizan
6xido nitrico durante periodos prolongados® (Figura 20).

NUCLEO

MACROFAGO

CELULA BLANCO

Figura 20. La oxido nitrico sintasa esta regulada por sustancias como; interleucina
(IL), factor de necrosis tumoral (TNF), oxido nitrico sintasa ;NOS, acido ribonucieétido
{mRNA).
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V. Justificacion.

Los estudios enfocados a analizar los efectos de la testosterona sobre el
aparato cardiovascular, no solamente son escasos sino que también han arrojado
hasta la fecha resultados que son frecuentemente dificiles de interpretar y a menudo
contradictorios. Parte de la dificultad en la interpretacién puede estar relacionada con
la capacidad de actuar de este andrégeno sobre células blanco a distintos niveles y a
través de diversos mecanismos. En este sentido se ha sugerido que los efectos que
induce la testosterona puede ser mediante el mecanismo clasico de las hormonas
esteroidales, que involucra la interaccién de la testosterona sobre receptores
intracelulares. Esta interaccién involucra a los grupos funcionales en C-3 (carbonilo)
y en C-17 (hidroxilo), asi como al policiclo hidrocarbonado (ciclopentanoperhidro-
fenantreno) de la testosterona con su receptor. Pensando en esto se decidio, por un
lado modificar los grupos funcionales de este androgeno acoplando a la testosterona
a macromoléculas de alto peso molecular (2 x 10° Da) y por otro lado evaluar los
efectos que induce la testosterona libre 6 unida a dextranos en corazén aislado y
perfundido a flujo constante un modelo de Langedoff. Para establecer, si esta
hormona ejerce efectos directos sobre los vasos coronarios 6 si este andrégeno es
capaz de modificar la influencia que ejercen algunos factores que desempefian un
papel destacado en la regulacién del tono de los vasos coronarios, como es €l ¢aso

de la adenosina y el flujo sanguineo.
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VI. Hipétesis.

Los efectos que induce la testosterona sobre el aparato cardiovascular, se
afectan por modificaciones en los grupos funcionales C-3 (carbonilo) y C-17
(hidroxilo), asi como el acoplamiento de macromolécutas en el C-6 de la testoste-

rona.

VII. Objetivos.

General. ]
¢ Demostrar que el acoplar al dextrano en C-6 6 el modificar los grupos
funcionales de la testosterona en C-3 (carbonilo) y en C-17 (hidroxilo), no

altera el efecto que induce esta hormona sobre el sistema cardiovascular.

Especificos.

o Sintesis de los complejos dextrano-acido-g-amino-n-caproico-testosterona,
dextrano-etilendiamina-3-(O-carboximetil)oxima de testosterona y el dextrano-
acido-g-amino-n-caproico-6 hidroxi-testosterona.

o FEvaluar el efecto de la testosterona libre 6 unida a dextranos de alto peso
molecular (2 x 10° Da) en posiciones 3, 6, 17 de su estructura, sobre el efecto
ejercido por {a adenosina sobre el aparato cardiovascular.

o Evaluar el efecto de la testosterona libre 6 unida a dextranos de alto peso
motecular (2 x 10° Da) en posiciones 3, 6, 17 de su estructura, sobre el efecto

ejercido por el flujo coronario y la resistencia vascular.



VIill. Material y métodos.

Esta investigacion se realizd, por un lado mediante la sintesis de 3 complejos
macromoleculares; dextrano-acido  s-amino-n-caproico-testosterona, dextrano-
etilendia-mina-3-(0O-carboximetil)oxima-testosterona y el dextrano-acido e-amino-n-
caproico-6-hidroxi-testosterona y, por otro lado llevando a cabo fa evaluacion de los
efectos bioldgicos de dichos complejos de testosterona en corazén aislado y

perfundido a flujo constante en un modelo de Langendoff.

a) Sintesis quimica.

Sintesis del conjugado dextrano- écido s-amina-n-caproico. Seguimos la técnica
de Schemer® (Figura 20). 100 mg (5 x 107 mol) de dextrano (2 x 10° Da) fueron
disueltos en 50 ml de agua, y 114 mg (5.32 x 10™* mol) de NalO, se afadieron. La _
reaccion continué por 2 h con agitacion constante a temperatura ambiente. Para
detener la reaccion, se agregaron 5 mmoles de glicerol y se continué la agitacion
por 1 h. A la mezcla de reaccidon se agregaron 100 mg (0.86 mmol) de acido
g-amino-n-caproico, y se permitié que la reaccién continuara por 12 h bajo las
mismas condiciones de temperatura y agitacién. Después de lo anterior, a la mezcla
de reaccion se le agregaron 100 mg (2.048 mmol) de NaCNBH; y se continué la
reaccion por otras 12 h. El producto de |a reaccién fue dializado, con 3 cambios de
agua destilada por 24 hs. Después la mezcla fue evaporada a sequedad a presién
reducida. El rendimiento obtenido fue del 70% con relacién al dextrano. Para
determinar la concentracién de grupos carboxilos libres contenidos en el complejo
dextrano-acido s-amino-n-caproico se uso la técnica reportada por Levin®®, quien

determino por titulacion los grupos carboxilos libres de un polimero con NaOH.
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Figura 20. Sintesis del complejo dexftrano-acido s-amino-n-caproico.

Sintesis del complejo dextrano-etilendiamina. Se usé la técnica de Schemer® et.
al (Figura 21). Se disolvieron 100 mg (5 x 107 mol) de dextrano (2 x 10° Da) en 50
ml de agua y se agregaron 114 mg (5.32 x 10™ mol) de NalQO, ; la reaccién continud
por 2 h con agitacién constante, a temperatura ambiente. Para detener |la reaccidn se
agregaron 5 mmol de glicerol y se continud con agitacién constante por 1 h. Al
producto de la reaccion se le agregaron 100 mg (1.66 mmol) de etilendiamina, y se
continud con agitacion constante a temperatura ambiente por 12 h, después se
anadieron 100 mg (2.048 mmol) de NaCNBH3; y se siguio con agitacion constante por
12 h. Después el producto de reaccion fue dializado con 3 cambios de agua
destilada por 24 h. Seguidamente el producto fue evaporado a sequedad bajo

presion reducida. El rendimiento fue del 60% con respecto al dextrano. Para la
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cuantificacion de grupos amino libres, fue usado el procedimiento reportado por

Kay®, quien cuantificé con ninhidrina los grupos amino libres en proteinas.
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Figura 21. Sintesis del conjugado dextrano-etifendiamina.

Sintesis del complejo macromolecular dextrano-acido s-amino-n-caproico-
testosterona (Figura 22). Se usé una modificaciéon del método propuesto por
Mosbach®’. Se disolvieron 100 mg de dextrano-acido e-amino-n-caproico en 10 ml
de 1,4-dioxano; después se agregaron 50 mg (0.173 mmol) de testosterona y 200
mg de N,N-diciclohexilcarbodiimida, la mezcla de reaccidon se agité a temperatura
ambiente por 24 h. La mezcla de reaccién fue diluida con 10 ml de agua vy extraida
(3 veces) con cloruro de metileno, la fase acuosa fue evaporada a sequedad a

presién reducida.
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Figura 22. Sintesis del compléjo testosterona-dextrano-acido e-amino-n-caproico.

Sintesis de la testosterona 3-(O-carboximetil)oxima. Se us6 la técnica de
Erlanger® (Figura 23). Una solucién de 100 mg (0.347 mmoles) de testosterona y
110 mg (0.863 mmoles) de clorhidrato de ( O-carboximetil) hidroxilamina en 20 mi
de etanol y 2 ml de NaOH al 5%, fueron calentados a reflujo por 4 h. El volumen fue
reducido a un minimo mediante evaporacién a presion reducida y el producto fue
diluido con agua; la testosterona que no reacciono fue extraida con éter etilico. La
fase acuosa fue acidificada con acido clorhidrico concentrado hasta un pH
aproximado de 2-3. El precipitado resultante fue cristalizado (3 veces) con
benceno:metanol:hexano (1:2:1). El producto fue caracterizado por espectroscopia
de infrarrojo y RMN.
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Figura 23. Sintesis de los dos isomeros de la oxima de testosterona.

Sintesis del complejo macromolecular testosterona-3-(Ocarboximetil)oxima-
etilendiamina-dextrano (Figura 24). Una solucién de 36.14 mg (0.1 mmol) de
testosterona-3-(O-carboximetil)oxima (el isomero anti) y 100 mg (2.0 x 102 mmoles)
de dextrano-etilendiamina, y 200 mg de carbodiimida en 10 ml de 1,4-dioxano, se
hicieron reaccionar con agitacion constante a temperatura ambiente durante 24 h.
Después se agregaron 10 ml de agua y el producto que no reaccion6 fue extraido
con 5 mi de cloruro de metileno. La fase acuosa fue evaporada hasta sequedad a
presion reducida. El rendimiento obtenido fue del 20% con respecto a los grupo
amino libres disponibles en el conjugado dextrano-etilendiamina.
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Figura 24. Acoplamiento de la testosterona-3-(O-carboximetif)oxima al conjugado
dextrano-etilendiamina.

Proteccion del grupo 173-hidroxi de la testosterona. Para esta reaccién se uso el
método reportado por Cerny®® (Figura 25). Una solucién compuesta de 500 mg
(1.733 mmol) de testosterona, 118 mg (3.4674 mmol) de imidazol, y 522.6 mg (3.466
mmol) de cloruro de terbutildimetilsilano (CI-TBDS) en 5 ml de dimetilformamida se
agitaron constante a temperatura ambiente por 24 h. A la mezcla de reaccién se le
agregaron 5 ml de agua y el precipitado se separdé y se secd. El producto fue
identificado por espectro de ultravioleta, infrarrojo y RMN. El rendimiento fue del

100% con respecto a la testosterona.
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Figura 25. Proteccion del grupo oxidrilo de la testosterona.

Hidroxilacion en C-6 de la 17-ter-butildimetilsililoxi-testosterona. Se uso6 el
procedimiento reportado por Nussbaum’® (Figura 26). Se hizo reaccionar una
solucién de 100 mg (0.182 mmol) de 17-ter-butildimetilsililoxi-testosterona, 5 mg de
acido p-toluensulfénico,1 ml de N,N-dimetilformamida y 2 ml de 2,2-dimetoxipropano-
por 24 h a reflujo con agitacion constanie. El producto de la reaccién fue enfriado y
se agregaron 10 ml de etanol, la solucién fue expuesta a la luz del sol por 8 h como
lo reporta Gardi”". El producto se purificd por cromatografia en columna, con los
disolventes cloruro de metileno:metanol en una relacion 3:1. El producto fue

identificado por espectro de ultravioleta, infrarrojo y RMN.
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Figura 26. Hidroxilacién en C-6 de |la testostercna.
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Sintesis del complejo macromolecular dextrano-acido e-amino-n-caproico-6-
hidroxi-17-terbutildimetilsililoxi-testosterona. Una solucién de 30 mg (0.0657
mmol) de la 17-terbutildimetilsililoxi-testosterona-6-p-hidroxi y 50 mg del complejo
dextrano-acido e-amino-n-caproico (equivalente a 0.05 mmol de grupos carboxilos) y
200 mg de N,N-diciclohexilcarbodiimida en 10 ml de 1,4-dioxano (Figura 27). La
reaccion se agitdé por 24 h a temperatura ambiente. Después de terminada la
reaccion, el producto se extrajo con agua. La fase acuosa fue evaporada hasta

sequedad a presion reducida. El rendimiento fue del 20%.
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Figura 27. Acoplamiento la 6-hidroxi-17-terbutildimetilsifiloxi-testosterona al complejo
dextrano-acido g-amino-n-caproico.
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Desproteccién del grupo 17-f-hidroxi de la testosterona en el complejo
dextrano-acidos-amino-n-caproico-6-hidroxi-testosterona-terbutildimetilsililoxi.
Una soluciéon de 50 mg del complejo dextrano-acido-g-amino-n-caproico-6-p-hidroxi-
testosterona-terbutildimetilsililoxi equivalentes a 0.05 mmol del esteroide y 0.1 ml de
4cido fluorhidrico™ (al 40%) y 5 ml de acetonitrilo se hicieron reaccionar a

temperatura ambiente por 24 h con agitacién constante
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Figura 28. Desproteccion del grupo 7174 -hidroxi de la testosterona en el complejo
dextrano-acido-e-amino-n-caproico-6-hidroxi-testosterona- terbutildimetilsifiloxi

Caracterizacién de los complejos dextrano-tfestosterona. La técnica que nosotros
usamos fue la propuesta por Westphal’? y Yatsimirskaya™ , que se basa en el
calculo del numero de residuos del esteroide, mediante espectroscopia de

ultravioleta.



b) Evaluacién biolagica.

Método de Langendoff®. Se anestesiaron ratas macho (200-250 g) con
pentobarbital por via intraperitoneal (50 mg/Kg de peso). Ei corazon se extrajo del
animal, por medio de una laparatomia toradco-abdominal, y se deposité en un vaso
de precipitados que contiene solucion de Krebs-Henseleit (H-K), la cual esta
compuesta de:

NaCl [127 mM], KC!I [6 mM], CaCl; [1.8 mM], NaH;PO,4 [1.2 mM], MgSO4 [1.2 mM],
NaHCO; [25 mM], dextrosa [5 mM], ac. pirdavico [2 mM]. En este metodo el corazoén
fue perfundido retrégradamente a través de una canula insertada en la aorta. El
corazén se perfunde con la solucion de H-K. Esta solucién se ajusté un pH de 7.4,y
se burbujed con una mezcla de gases (5% CO, y 95% O,), a una temperatura de
35.5°C, regulada por un termostato.

Presi6on de perfusion. Se obtuvo mediante una derivacidon de la canula, que se
conecta a un transductor de presion (Statham). que a su vez esta acoplado a un
sistema de captura de datos computarizado (Biopac).

Efectos de la testosterona libre o unida a macromoléculas sobre la
vasodilatacion inducida por la adenosina. Se registr6 la vasodilatacion inducida
por la administraron diferentes volumenes (20, 40, 60 y 80 pf) de adenosina [10° M]
(que se disolvid en solucidon de Krebs-Henseleit) en ausencia y en presencia de
testosterona libre o unida a dextrano (a través de las posiciones C-3,C-6y C-17) a
concentraciénes de 10" hasta 10® M. La testosterona libre o unida a
macromoléculas fue perfundida continuamente durante tiempos no mayores a 1 hora.
La testosterona libre se disolvi6 en metanol (1 mg/mil) y las diferentes
concentraciones de trabajo se obtienen diluyendo esta solucién concentrada con
solucion de K-H.

Efecto de los 3 complejos macromoleculares de testosterona sobre la
vasodilatacion inducida por adenosina en presencia de flutamida (antagonista
de receptores intracelulares) o cicloheximida (bloqueador de sintesis de
proteinas). Se administraron diferentes volumenes (20, 40, 60 y 80 pl) de

adenosina [10°M], y se registré la presién de perfusion. La curva dosis-respuesta
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(control), fue repetida bajo perfusidn continua de flutamida [10°® M] o cicloheximida
[10°M). Posteriormente se repitid en presencia de los conjugados dextrano-acido
g-amino-n-caproico-testosterona, dextrano-etilendiamina-testosterona-3-(O-carboxi-
metil)-oxima y dextrano-acido-gs-amino-n-caproico-6-hidroxi-festosterona en concen-
traciones de 107" M-10® M. Los complejos de testosterona fueron disueltos en
solucién de Krebs-Henseleit.

Efecto del flujo coronario sobre la presiéon de perfusién y la resistencia
vascular en ausencia y en presencia de testosterona libre o unida a dextranos.
Se obtuvieron curvas donde se registrd el efecto producido por incrementos en el
flujo coronario, sobre la presién de perfusidn y la resistencia vascular en condiciones
control y en presencia de testosterona libre 0 unida a dextranos en concentraciones
de 10° M. La hormona ya sea sola o unida fue perfundida en lapsos no mayores de-
1 h. La presiébn de perfusion se cuantificé directamente del registro. La resistencia
vascular se calculé dividiendo la’presién de perfusion inducida por el fiujo coronario
entre el valor de flujo que la indujo (mm Hg/ml/min).

Efectos de los complejos macromoleculares de testosterona sobre |a sintesis
de oxido nitrico. La determinacién de la sintesis de oxido nitrico fue realizada
indirectamente, a través de la cuantificacién de nitritos”. Se colecto el efluente
venoso (5 mi), en cada aplicacién de adenosina (10-50 ul) a una concentracion de
10 M en presencia y en ausencia de los complejos macromoleculares. Se afiadieron
a 250 pl de las muestras colectadas (50 pl) de E. colli (ATTC 1775) como una fuente
de nitrato reductasa y se incubd por 1 h a 37° C. Después de la incubacién las
muestras fueron centrifugadas (3000 rpm). Después se agregaron 50 pl de
sulfanilamida (1%) en H3PQO4 (5%) y 25 ul de N-nafliletiiendiamina (1%) en H;3PO,
(5%) con agitacidn constante hasta homogenizar. La concentraciéon de nitritos fue
calculada comparando la absorbancia de las muestras con curvas dosis-absorbancia
patrén. La absorbancia fue determinada en un espectrofotometro a un longitud de
onda de 540 nm.
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Analisis estadistico. Los valores obtenidos son expresados como media + EE.M.,
cada corazdn fue su propio control. Los datos obtenidos fueron sometidos a una
pruei)a t de studen y analisis de varianza (ANOVA) con factor de correccién de
Bonferoni. Las diferencias se consideraron significativas cuando p tiene un valor

igual o menor a 0.01.
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IX. Resultados.

Los resultados obtenidos se dividen en dos grandes rubros; 1) la sintesis de los
complejos macromoleculares; el dextrano-acido e-amino-n-caproico-testosterona, el
dextrano-etilendiamina-3-(Ocarboximetifjoxima-testosterona, el dextrano-acido -
amino-n-caproico-6-hidroxi-testosterona vy 2) la evalucion bioldgica de los complgjos

de testosterona por medio del metodo de Langendoff’.

Sintesis quimica.

Se empleo el procedimiento reportado por Schemer® et.al., para la inmovilizacion de
ligandos, para acoplar al acido e-amino-n-caproico al dextrano. El rendimiento fue del
70% con relaciéon al dextrano. Para determinar la concentracion de grupos carboxilos
libres contenidos en el complejo dextrano-acido e-amino-n-caproico se uso la técnica
reportada por Levin®® et. al., quien determind por titulacién los grupos carboxilos
libres de un polimero con NaéH. Los resultados muestran que se encuentran
1 x 10 mmol de grupos carboxilos por miligramo del conjugado.

Para acoplar a la etilendiamina al dextrano, se uso el mismo procedimiento y el
rendimiento fue del 60%. Para la cuantificacién de grupos amino libres, nosotros
usamos el procedimiento reportado por Kay®, quien cuantifico con ninhidrina, los
grupos amino libres en proteinas y por comparacién con curvas de calibracién. Se
encontraron 2.0 x 10~ mmol de grupos amino libres por miligramo del conjugado.

Por otro lado para el acoplamiento de la testosterona al conjugado dextrano-
acido g-amino-n-caproico, se realizé una modificacién al procedimiento reportado

por Mosbach®

, quien enlazo al ester N-hidroxisuccinimida a un polimero que tenia
un brazo carboxilado. El rendimiento obtenido def complejo dextrano-acido e-amino-
n-caproico-testosterona fue del 30% con respecto al dextrano-acido-e-amino-n-
caproico. La caracterizacion de este complejo macromolecular fue realizada por las
73,

técnicas reportadas por Yatsimirskaya’> y Westphal’®, quienes determinaron

espectrofotométricamente la cantidad de testosterona y progesterona enlazados a la
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albumina de suero de bovino. Se analizamos el espectro de ultravioleta del
conjugado dextrano-acido-s-amino-n-caproico-testosterona, el cual mostré una
absorcién maxima a 220 nm, y comparamos este espectro con el de la testosterona
libre (Amax = 240 nm). Se observd un efecto hipsocrdmico del complejo dextrano-
acido-e-amino-n-caproico-testosterona con respecto a la testosterona, como se
muestra en la Figura 30. Del coeficiente de absorcién molar, se calculd que por cada

miligramo del conjugado, contenia 3 x 10™ mmol de residuos de esteroide.

— Textosterona [107° M
- - Dextrano etilendigmine-cxima de testoterone (19 M)
ssss Deatranc-irido-g -smino-n-caproico-testosterona[1 0d M
X x x Pexdrane-icido-¢ -smino.n-csproico-§ hi:lr:m'-mntcmeuu-ll[1l:l'9 M)

Ahxorhancia

nm 250 10 150 0

Figura 30. En la figura se muestran los espectros de ultravioleta para la testosterona libre
6 unida a dextranos en las diferentes posiciones.

Por otro lado, la 3-(O-Carboximetil)oxima de testosterona, se obtuvo como
una mezcla de isémeros sin y anti en proporcion 2:1. Después de efectuar tres
recristalizaciones con benceno:metanol:hexano en relacion 1:2:1, se obtuvo el
isdmero anti con un rendimiento del 45% (Figura 24). El espectro de infrarrojo para
este producto muestra dos bandas caracteristicas que son; 1730 cm™ (C=N del
grupo oximino), y 3394 (OH); y en RMN § = 7.3 (COOH). Por otro lado, los resultados
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muestran que por cada miligramo del complejo testosterona-3-(O-carboxi-
metil)oxima-etitendiamina-dextrano contenia 4 x 10™* mmol residuos de esteroide. Es
interesante notar que el conjugado testosterona-3-(O-carboximetil)oxima-
etilendiamina-dextrano mostré un efecto batocrémico, es decir el espectro de
ultravioleta del conjugado presento un maximo de absorcién a 252 nm (Figura 30),
ya que la 3-(O-carboximetil)oxima de testosterona absorbe a 246 nm.

Por otro lado, el complejo dextrano-acido g-amino-n-caproico-6-hidroxi-
testosterona se obtuvo después de varios procesos de reaccidn que involucran
primero; proteccién del grupo oxidrilo de la testosterona®® con el grupo
t-butildimetilsilano, en este caso el producto se obtuvd con un rendimiento del 100%,
el punto de fusion de este producto fue de 136°C; el espectro de ultravioleta mostrd
una Amax= 238 nm. El espectro de infrarrojo mostré una banda a 1730 cm™(C=0).
Asimismo, se procedio a introducir un grupo oxidrilo en la posicion 6 del esteroide
mediante la técnica reportada por Nussbaum’®. Los resultados mostraron lo
siguiente; espectro de ultravioleta en Amax =242 nm,; el espectro de infrarrojo mostro
una banda a 3394 cm™ (OH) y RMN 8 = 4.36 (6-H), § = 5.81 (4-H).

Para acoplar el complejo dextrano-acido-s-amino-n-caproico a la 6-hidroxi-17-
OTBS-testosterona, se usé la técnica de Schemer®™. El complejo resultante mostro
un espectro de ultravioleta con Amax = 242 nm. Por Gittimo se realiz6 la desprotecciéon
del grupo-TBS, mediante la técnica reportada por Cemy®®, y se obtuvo un
rendimiento del 20%, del complejo macromolecular dextrano-acido-s-amino-n-
caproico-6-hidroxi-testosterona. Nuestros resultados muestran que el complejo
resuftante mostré un espectro de ultravioleta con  Amax = 242 nm. Asimismo
encontramos que por cada miligramo del complejo dextrano-acido-g-amino-n-

caproico-6-hidroxi-testosterona existen 2 x 10" mmol residuos del esteroide.
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Evaluacion bioldgica.

Los resultados obtenidos, sobre los cambios en presion de perfusion inducidos
por la aplicacion de diferentes volumenes de adenosina [10°M] en corazén de ratas,
en ausencia y en presencia de testosterona libre o unida a dextranos se evaluaron a
través de:

Curvas dosis-respuesta a adenosina en presencia de testosterona libre. Los
resultados obtenidos del efecto producido por volumenes crecientes de adenosina
[10° M] en ausencia y en presencia de testosterona [107? a 10 M), se muestra en
la Grafica 1. En la gréafica se observa que la adenosina produce vasodilatacién
coronaria y este efecto aumenta al incrementrar el volumen del nucleosido. Sin
embargo se observa que en presencia de testosterona el efecto de adenosina es
inhibido significativamente. Ademas cabe sefalar que estadisticamente no hay
dieferencia significativa en el efecto que induce la hormona entre cada una de las
concentraciones del esteroide sobre la adenosina.

Curvas dosis-respuesta a adenosina en presencia del complejo
macromolecular dextrano-4cido-s-amino-n-caproico-testosterona. En la Grafica
2, se muestran los resultados obtenidos de fos experimentos realizados donde se
analiza el efecto vasodilatador por la aplicacién de bolos de adenosina en
concentracién de 10 M, en ausencia y en presencia del conjugado dextrano-acido
g-amino-n-caproico-testosterona a concentraciones de 10" M a 10® M. Se observa
que el efecto de la adenosina es inhibido significativamente en presencia del
complejo macromolecular en las diferentes concentraciones. Es importante
mencionar que estadisticamente no hay dieferencia significativa entre cada una
concentraciones del conjugado dextrano-acido-¢-amino-n-caproico-testosterona

sobre el efecto del nucledsido.
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Grafica 1. Vasodilatacidn inducida por la aplicacién de diferentes volimenes de adenosi-
na en concentracién de 10° M en ausenciay en presencia de testosterona. Los efec-
tos se expresan como area bajo la curva y cada barra represenia el efecto + E.E.M., de
5 experimentos (p<0.01).
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Grafica 2. El efecto vasodilatador inducido por la aplicaciéon de diferentes volimenes de
adenosina en concentracién de 10° M en ausencia y en presencia del complejo dextrano-
4cido e-amino-n-caproico-testosterona a concentraciones de 107 M a 10® M. Los efectos
se presentan como area bajo la curvay cada barra representa el efecto + E.E.M. de 5 ex-
perimentos (p<0.01).
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Curvas dosis-respuesta a adenosina en presencia de dextrano-etilendiamina-3-
(Ocarboximetil)oxima-testosterona. Los resultados obtenidos del efecto producido
por volimenes crecientes de adenosina [10° M] en ausencia y en presencia de
dextrano-etilendiamina-3-(O-carboximetil)oxima-testosterona [10'? a 10° M], se
muestran en la Gréfica 3. En la grafica se observa nuevamente que la adenosina
produce vasodilatacion coronaria dependiente de la concentracion. Sin embargo se
observa que en presencia del complejo macromolecular de testosterona, el efecto de
adenosina es inhibido significativamente. Por otro lado, estadisticamente no hay
diferencia significativa entre cada una de las concentraciones del conjugado de
testosterona.

Curvas dosis-respuesta a adenosina en presencia de dextrano-acido-g-amino-
n-caproico-6 hidroxi-testosterona. En la Grafica 4, se muestra el efecto
vasodilatador producido por volumenes crecientes de adenosina [10° M] en
ausencia y en presencia “de dextrano-acido-g-amino-n-caproico-6-hidroxi-
testosterona [10™'% a 10°® M]. Se observa que, en presencia de!l complejo dextrano-
acido-g-amino-n-caproico-6 hidroxi-testosterona, el efecto de adenosina es inhibido
significativamente. Aqui cabe mencionar que entre cada una de las concentraciones
del dextrano-acido-e-amino-n-caproico-6 hidroxi-testosterona estadisticamente no

hay diferencia significativa

56



CT—1 CONTROL

tzz44 DEXTRANO-ETILEN DIAMINA-OXIMA DE TESTOSTERONA [10°'2M]
DEXTRANO-ETILEN DIAMINA-OXIMA DE TESTOSTERONA [10-11M)
ERZZ) DEXTRANO-ETILEN DIAMINA-OXIMA DE TESTOSTERONA [10-10M]
E== DEXTRANO-ETILEN DIAMINA-OXIMA DE TESTOSTERONA [10 gIVI]

1D DEXTRANO-ETILEN DIAMINA.OXIMA OE TESTOSTERONA [10-0m]

0.8 -
n.7 -
0.6
g
a 2
S50 o5
29
< =
o 3 0.4 -
4D
m O
<L 2 03
w =
Y ~
= §
02 - Z
// ~
7 Z
0.1 - Z 7
% %
7 7
0.0 } _ il X
20 60 80 100

pl ADENOSINA [107° M]

Grafica 3. La vasodilatacion inducida por la aplicacion de adenosina en concentraciones

de 10”° M en ausencia y en presencia de dextrano-etilendiamina-oxima de testosterona a
concentraciones de 10" M a 10® M. Los efectos se expresan como area bajo la curva y
cada barra representa el efecto + de 5 experimentos (p<0.01).
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Grafica 4. La vasodilatacién inducida por la aplicacion de adenosina en concentraciones
de 10° M en ausencia y en presencia de dextrano-acido-e-amino-n-caproico-6-hidroxi-
testosterona a concentraciones de 1072 M a 10® M. Los efectos se expresan como area
bajo la curva y cada barra representa el efecto + de 5 experimentos (p<0.01).
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Por otro lado, aqui cabe mencionar que se colectd el liquido efluente de los
corazones durante la perfusién de los conjugados de testosterona, con la finalidad de
analizar si de alguna manera hubiera desacoplamiento entre el dextrano y la
testosterona durante su paso a través del corazén. Por lo que se evapord a
sequedad el efluente, y se agregé metanol para extraer a la hormona libre por si
hubiera ocurrido una hidrolisis. Se analizé espectrofotométricamente la muestra
extraida y los resultados no mostraron frazas del esteroide, la otra parte del efluente
se reconstituyo con solucidon de Krebs-Henseleit, y, se reperfundié mostrando los
mismos efectos inhibitorios sobre la adenosina antes de ser perfundidos inicialmente
los complejos macromoleculares. Sugiriendo con esto que hay estabilidad del enlace
entre el dextrano y la testosterona en los tres conjugados en los tiempos de
perfusion (< 1 h).

Efecto de flutamida y cicloheximida sobre la vasodilatacion inducida por
adenosina en presencia de los 3 complejos macromoleculares de testosterona.
Los resuitados de los experimentos donde se evalud el efecto de la testosterona
unida a complejos macromoleculares a una concentracion de 10° M, sobre |la
vasodilatacién inducida por adenosina [10° M] en presencia de flutamida [10° M]
(antagonista de receptores de andrégenos) (Gréfica 5), asimismo donde se analiza el
efecto de la hormona libre y unida a dextranos sobre el efecto del nucledsido en
ausencia y en presencia de cicloheximida [10°® M] (bloqueador de sintesis de
proteinas) (Grafica 6), muestran que el efecto vasodilatador inducido por la
adenosina es inhibido significativamente por la hormona libre 6 unida adextranos. Es
importante mencionar que en presencia de flutamida y ciclohexamida este mismo
efecto inducido por la testosterona libre 6 unida a macromoléculas se sigue

presentando.
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Grafica 5. Efectos inducidos por flutamida sobre el efecto vasodilatador de la adenosina
en presencia y en ausencia de los complejos macromoleculares de testosterona. En
la grafica se observa que la flutamida no afecta el efecto inducido por la adenosina y
que ademas en presencia de los complejos este efecto es inhibido significativamente
(p<0.01) con n=5,
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Grafica 6. Efectos inducidos por cicloheximida sobre el efecto vasodilatador de la adeno-
sina en presencia y en ausencia de los complejos macromoleculares de testostero-
na. En la grafica se observa que la cicloheximida no afecta el efecto inducido por la
adenosina y que ademas en presencia de los complejos este efecto es inhibido signifi-
cativamente (p<0.01) con n=5.
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Efecto del flujo coronario sobre la presién de perfusién en ausencia y en
presencia de testosterona libre 6 unida a dextranos. En la Grafica 7, se observa
que hay un incremento en la presion de perfusion inducida por cambios en el flujo
coronario en presencia de testosterona libre o unida a dextranos en concentraciones
de [10° M], siendo significativamente mas altas que en condiciones control.
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Figura 7. Efecto del flujo coronario sobre la presién de perfusidn en ausencia (circulos) y
en presencia de testosterona libre o unida a dextranos a una concentraciéon de

10° M. El efecto se expresa en mm Hg y cada barra la media + E.E.M. de 5 experimentos
(p<0.01).
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Efecto del flujo coronario sobre la resistencia vascular en ausencia y en
presencia de testosterona libre 0 unida a dextranos. Los resultados donde se
analiza la resistencia vascular (Grafica 8) (calculada como la relacion de ta presion
de perfusion a cada flujo coronario examinado), fue mas alta en presencia de
testosterona libre, asi como la unida a macromoléculas en comparaciéon a las
condiciones control.
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Grafica 7. Aqui se observa que la resistencia vascular en presencia de testosterona libre
4 unida adextranos (2 x 10° Da) a una concentracién de 10° M aumenta significativa-
menie (p<0.01, n=5) con respecto al control.
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Evaluacion del efecto de adenosina sobre la produccion de oxido nitrico en
presencia y ausencia de los complejos macromoleculares de testosterona. Los
resultados de los experimentos donde se evalud el efecto de la testosterona libre 6
unida a los complejos macromoleculares, muestran que la aplicacion de bolos
intracoronarios de adenosina [10° M] aumentan significativamente la concentracion
de nitritos, en efluente cardiaco en una manera dosis-dependiente y este efecto es
bloqueado significativamente por la perfusion de la testosterona libre 6 unida a los
complejos macromoleculares de testosterona en concentracién de 10° M (Grafica
8).
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Grafica 8. Aqui se muestran, que !a adenosina aumenta la produccion de nitritos y que
este efecto es dependiente de la concentracién del nucleosido. Sin embargo este
efecto es inhibido significativamente (p=0.0001, n=5) por los complejos macromoiecu-
lares de testosterona.
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X. Discusion.

Varios investigadores han aceptado como dogma el mecanismo clasico por el cual
las hormonas esteroidales inducen su efecto sobre las células blanco de su accion.
Asi, se ha establecido que el mecanismo a través del cual las hormonas sexuales
actuan, es como ligandos que se unen sobre moléculas intranucleares*®. Asimismo,
este mecanismo involucra la interaccidn de las hormonas con receptores
intracelulares, formando un complejo esteroide-receptor, €l cual actua como un factor
de transcripcion que regula la expresidon de genes que inducen una respuesta
especifica’”™. Existen reportes’® que sugieren que en los efectos que ejerce la
testosterona, los grupos funcionales en C-3 (carbonilo) y en C-17 (hidroxilo), asi
como el policiclo hidrocarbonado (ciclopentanoperhidrofenantreno), tienen un papel
determinante en la unién con su receptor. En este sentido, Wolff® sugiere que el-
receptor interacciona con la molécula de testosterona principalmente en dos sitios, el
anillo A donde se encuentra el enlace T de la cetona a,p-insaturada y por otro tado
sobre la funcidon 17@3-hidroxi; esta ultima puede estar unida por enlaces de hidrogeno
y enlaces hidrofébicos. La superficie restante de la molécula interactua con el
receptor a través de interacciones hidrofdbicas 6 fuerzas de Van der Walls.

Sin embargo, reportes recientes’’ indican que la testosterona interacciona con
su receptor mediante puentes de hidrogeno, entre los residuos de aminoacidos
asparagina (Asnzps) y tirosina (Tirgzz) del receptor y el grupo 17-hidroxilo de la
hormona. En cambio el grupo carbonilo de la misma hormona forma puentes de
hidrébgeno con los aminoacidos glutamina (Glnzq¢) y arginina (Argrs2) del receptor
(Figura 29). Estas investigaciones sugieren que el enlace por puentes de hidrogeno
sobre el grupo carbonilo de la testosterona tiene mayor importancia en el enlace de
testosterona sobre el receptor androgénico que el enlace de hidrégeno en el grupo
oxidrilo de C-17. Ademas, estas investigaciones sugieren que el residuo de
aminoacido Ginzy parece ser mas importante que el Argrs; para el puente de

hidrégeno entre el receptor y Ia hormona.
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Figura 29. Modelo para explicar como interacciona la testosterona
‘ con su receptor’®. ~

Ademas, otros trabajos’® enfocados al analisis de la estructura del receptor
especifico para la testosterona en un modelo tridimensional, sugieren que la
interaccion entre el receptor y la hormona, es mediante puentes de hidrégeno entre
el oxigeno del grupo carbonilo y el residuo de aminoacido Argzs, del receptor. Estos
trabajos indican que el grupo 17(B-hidroxi de la testosterona interactia con el
aminoacido Asnzps y la Tirgyy del receptor mediante puentes de hidrégeno.

Por ofro lado, la unién del esteroide al receptor lleva a un cambio
conformacional en la proteina receptora que genera las siguientes respuestas: una
proteina de shock térmico (hsp-90) se disocia del receptor lo que permite que el
receptor ingrese al nucleo formando dimeros que al ejercer su accidn sobre el ADN,
estimularan (y menos frecuentemente, inhibiran) de forma directa o indirecta, la
transcripcion de los genes controlados por estas hormonas. Es asi que, la activacién
de la transcripcién puede ocurrir como resultado de una alteracion en la estructura

del .nucleosoma o a través de una interaccién directa del dimero del receptor con el
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complejo transcripcional (ARN polimerasa y otros diversos factores proteicos). El
efecto final de la hormona en la célula es |a alteracidon de ta cantidad de especies de
ARN,, especificas que codifican para proteinas claves que afectan las funciones
celutares.*®

En este sentido Hamann y col.”®, han reportado efectos, a través de este
mecanismo, que involucran el acoplamiento de la testosterona con receptores
intracelulares en el sistema cardiovascular, usando la metiltrienolona (R1881) y la
5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) para caracterizar receptores androgénicos en aorta
de rata y en preparaciones de miocardio en cultivo. Los resultados obtenidos de
estas investigaciones sugieren que la testosterona tiene una gran distribucién de
receptores intracelutares, indicando con esto que este andrégeno puede regular la
funcion del sistema cardiovascular a través del mecanismo clasico.

Con relacion a lo anterior, Frenchick® examiné los efectos inducidos por la-
administracion de testosterona, en atleias de alto rendimiento quienes abusan de
estercides anabdlicos y en evaluaciones controladas de los efectos de este
androgeno, postulando que esta hormona es un factor de riesgo en enfermedades
cardiovasculares. Los resultados de esos estudios indican que la testosterona puede
tener un efecto adverso sobre el sistema cardiovascular y que esto lo hace a través
de receptores intracelulares. Por otro lado, Adesuyi“ indica que la testosterona es
capaz de aumentar la densidad de receptores a tromboxano A; (TxA;). Aqui cabe
mencionar que el TxA; es un potente vasoconstrictor y un proagregante de plaquetas
involucrado en enfermedades def tipo del infarto del miocardio. Otros estudios®™
realizados en células nucleadas (fagocitos) que exhiben caracteristicas plaquetarias
indican que la testosterona tiene un efecto sobre las isoformas de receptores a TxA;
trayendo como consecuencia un efecto indirecto sobre la expresion de RNAqG, y
proteinas, siendo claro que dada la complejidad de estos eventos a nivel genémico,
se requiere de horas, dias y hasta semanas para que se presenten dichos efectos.

En afios recientes se han reportado otros procesos, no genomicos, que se
encuentran involucrados en el efecto que induce la testosterona a nivel

cardiovascular, esos efectos son independientes del receptor intracelular y que son
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ejercidos a nivel del plasmalema’. Los efectos de aparicién rapida tienen una
latencia corta de segundos a minutos, comparados con los efectos genémicos y
ademas, no son bloqueados por antagonistas especificos de receptores
androgénicos e inhibidores de la sintesis de proteinas. Debido a esa gran diferencia
entre los efectos gendmicos y no-genémicos de las hormonas esteroideas, el modelo
del mecanismo clasico gendmico no es suficiente para explicar, en su totalidad, los
resultados experimentales y clinicos sefialados en multiples reportes y el mecanismo
de accidn no gendmico de la testosterona adquiere mayor relevancia.

En este sentido, Costarella®® y col. sugieren que la testosterona,
independientemente del estimulo del receptor “clasico” intracelular, induce relajacién
en aorta de rata, efecto en el que parecen estar involucrados canales de potasio que
inducen una despolarizacion de células endoteliales trayendo como consecuencia
liberacién de sustancias vasoactivas como el 6xido nitrico, el cual produce un efecto
vasorelajante. Aunado a esto, otros estudios realizados por Viju*®, indican que la
testosterona induce relajacién en “arterias coronarias por apertura de canales de
potasio, e induce indirectamente la formacidn de un segundo mensajero envuelto en
el efecto vasodilatador como es el caso del GMP. (monofosfato ciclico de
guanosina).

Ademas, recientemente nosotros reportamos efectos inducidos por la
testosterona en corazén de rata aistado y prefundido a flujo constante’, usando
como herramienta a la testosterona ligada en la posicién 4 a una macromolécula
(dextrano), restringiéndose de esta manera el libre acceso de la hormona al interior
de la célula. Los resultados obtenidos fueron efectos; rapidos y por ello posiblemente
de origen no gendmico. Todos estos datos sugieren que la testosterona tiene un
efecto directo sobre el sistema cardiovascular en el que se mezclan efectos
mediados por el receptor intracelular y efectos rapidos de los cuales se desconoce si
son mediados por la interaccién con receptores para otras moléculas ¢ con
receptores propios, de los cuales se desconocen sus caracteristicas, asi como la

relacién 6 dependencia de enlace de los grupos funcionales del esteroide.
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De acuerdo a lo anterior, queda claro que falta mucho por esclarecer con
relacion a los efectos de este andrégeno sobre el aparato cardiovascular, dado que la
informacion que existe es escasa y poco clara, por lo que el propésito de este estudio
fue evaluar la actividad de la testosterona sobre el sistema cardiovascular,
impidiendo el ingreso de fa misma a la célula, para evaluar la posibilidad de que se
presenten efectos no gendémicos inducidos por este andrégeno y para determinar el
efecto del bloqueo de los grupos funcionales en C-17 (OH) y C-3 (C=0) y C-6
(-CH>-) en dichos efectos bioldgicos. Para ello se penso en acoplar al esteroide a una
macromolécula de tamafno adecuado para que no logre penetrar a través de la
membrana celular, siendo el dextrano (2 MDa.) la mejor opcién, ya que existen
reportes que indican que el endotelio {(en hamsters) es impermeable a dextranos con
un limite inferior cercano a 580 Kda®'. Aqui cabe mencionar que el dextrano es un
polimero lineal de moléculas de glucosa que en agua forma soluciones coloidales.”
Este polimero offrece un gran rango de propiedades, las cuales pueden ser
adoptadas para modificaciones a/propiadas de otras sustanctas como es el caso de la
testosterona, debido a los grupos funcionales existentes en su estructura.

En este contexto, como puntos de unién entre el dextrano y la molécula de
testosterona se seleccionaron las posiciones 3, 17 y 6 del esteroide, para evaluar la
importancia de los grupos funcionales en esas posiciones durante la interaccién con
los potenciales receptores membranales y/o sitios de unién para poder tener alguna
informacién sobre la relacion estructura-actividad de los efectos extracelulares de la
testosterona a nivel cardiovascular.

El acoplamiento de la testosterona al dextrano se efectu6é mediante protocolos
de inmovilizacidn quimica, que se basan en el acoplamiento de un ligando a una
macromolécula (soporte), a través de un brazo espaciador de longitud molecular
determinada, mediante reacciones quimicas entre grupos funcionales adecuados.
Cabe mencionar que los brazos espaciadores deben ser moléculas de bajo peso
molecular y que son generalmente cadenas hidrocarbonadas lineales, con grupos
funcionales en ambos extremos para facilitar el acoplamiento entre el ligando y la

macromolecula. La seleccidon del espaciador es importante porque debe permitir la
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funcionalizacion adecuada del ligando y la macromolécula®; ademas de evitar el
potencial impedimento estérico que la macromolécula podria presentar al
interaccionar la testosterona (ligando) con su potencial sitio de accidon. Aqui cabe
mencionar que se ha reportado que cuando se acoplan brazos espaciadores a
macromoléculas, el numero de atomos adecuado es entre 6 y 10, para que éste
tenga la flexibilidad suficiente que permita al ligando un libre movimiento.

En este contexto, se escogio al acido g-amino-n-caproico (con una longitud de
6 atomos) como brazo espaciador, Aqui cabe mencionar que esta molécula tiene en
uno de sus extremos un grupo funcional carboxilico y en el otro extremo un grupo
amino que fueron indispensables para el acoplamiento entre la hormona y sl
dextrano. E| acoplamiento se realizé mediante la técnica descrita por Schemer®. El
cual acopld polimeros al acido e-amino-n-caproico, mediante una oxidacidn suave
con peryodato de sodio (NalO4) para formar moléculas dialdehidicas. Aqui es
indispensable mencionar que se uso etilenglicol para detener la reacciéon ya que un
prolongado contacto con el NalO4 podria conducir a exceso de oxidacion. Después
se agregd acido e-amino-n-caproico, para formar una base de Shiff, la cual fue
reducida con cianoborohidruro de sodio. No obstante es indispensable mencionar
que despueés de obtener el producto, existia la posibilidad de encontrar acido &-
amino-n-caproico libre, por o que se usaron técnicas de dialisis con la finalidad
purificar el conjugado dextrano-acido-e-amino-n-caproico. Este complejo macromo-
lecular tiene como caracteristica principal un extremo con un grupo funcional
carboxilico que nos sirvié para el enlace entre el dextrano y el grupo 178-hidroxi de la

testosterona (Figura 30).
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Figura 30. Estructura del conjugado dextrano-acido ¢-amino-n-caproico.

Para poder determinar el efecto de los complejos con relacién a la
concentracién del fragmento activo (testosterona) fue necesario determinar
cuantitativamente la concentracién del brazo espaciador que se acoplé al dextrano,
ya que de esa manera podriamos tener una idea de la eficiencia del proceso de
enlace y ademas saber cuantos sitios estarian disponibles para el acoplamiento de la
testosterona. En este sentido, el complejo dextrano-acido-g-amino-n-caproico fue
analizado para la determinacién de grupos carboxilo libres, mediante la técnica
reportada por Levin®, a través de una titulacién con base, resultando en un
rendimiento de 1 x 10 mmol de grupos carboxilos libres.

Por otro lado, para efectuar el enlace de la testosterona en la posicién 3, se
acopl6 etilendiamina al dextrano como un segundo brazo espaciador. Esto, se
realiz6 mediante la técnica reportada por Schemer®. Es necesario recalcar que el
conjugado dextrano-etilendiamina (Figura 31) obtenido por este método tiene como
caracteristica un grupo amino primario libre en el extremo el cual sirve como eslabon
entre el dextrano y la testosterona. En el producto obtenido se cuantificaron los
grupos amino libres por medio de la técnica reportada por Kay®®. Es conveniente
mencionar gue esta metodologia se basa en {a premisa de que grupos amino libres
se pueden cuantificar colorimétricamente por su reaccién can nihindrina. Existen
otros métodos basados en la reaccién del grupo amino con el cloruro del acido

dansilo; donde [a amida resultante se puede analizar por espectrometria de
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fluorescencia sin embargo, este método no se utilizd por ser un procedimiento poco
confiable. Los resultados mostraron, 2.0 x 10 mmol de grupos amino libres por

miligramo del conjugado.
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Figura 31, Estructura del conjugado dextrano-etilendiamina.

En el siguiente paso se efectu6 el -acoplamiento de la testosterona a los 2
complejos, teniendo diferentes braZos espaciadores enlazados al dextrano. Para el
caso del acoplamiento a través del hidroxilo en C-17, se efectudé una reaccién de
esterificacion entre el grupo carboxilo del complejo dextrano-acido s-aminocaproico y
el hidroxilo esteroidal por medio de una modificaciéon del procedimiento reportado por
Mosbach®’, con N,N diciclohexilcarbodiimida como catalizador, dando como producto
de reaccion el conjugado dextrano-acido-e-amino-n-caproico-testosterona (Figura
32).

Ahora bien, este complejo macromolecular se cuantific6 mediante la técnica
descrita por Westphal’® y Yatsimirskaya’® quienes describen un método para
cuantificar residuos de esteroides ligados a albumina. Estos investigadores
cuantificaron por espectrocoscopia de ultravioleta, residuos de esteroides en
conjugados ligados por enlaces entre el aminoacido lisina contenido en la proteina y
el esteroide. Por lo tanto, en esta investigacién el espectro de ultravioleta fue usado
para determinar la concentracién de residuos esteroidales en el conjugado dextrano-
g-amino-n-caproico-testosterona. ElI complejo mostr6 una absorbancia a

~max = 220 nm, presentandose un efecto hipsocrémico (desplazamiento de la curva de
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U.V. a la izquierda) con respecto a la testosterona libre (hmax = 240 nm). Este cambio
es similar al hallado por McLeod®, en analisis de conjugados glucocorticoides-
dextrano. Asi como en investigaciones reportadas por Erlanger %, en analisis del
conjugado albumina-17-succinil-testosterona. En estos experimentos se reportd que
las curvas de absorcion fueron usadas para calcular el nimero de residuos del
esteroide en el conjugado. Ahora bien, con base a los resultados de la
caracterizacion del conjugado dextrano-g-amino-n-caproico-testosterona, existe la
posibilidad de que el dextrano enlazado a testosterona pueda ejercer un efecto
indirecto sobre el espectro, como resultado de una interaccidon no covalente,
probablemente por puentes de hidrogeno entre el sistema «,p-insaturado del

esteroide y fos grupos hidroxilos contenidos en la estructura del dextrano.
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Figura 32, Estructura del complejo macromolecular dextrano-s-amino-n-
caproico-testosterona.

Por lo tanto, usando estas técnicas de espectroscopia los resultados muestran
que el rendimiento del acoplamiento de |a testosterona fue muy bajo (3 x 10°> mmol
residuos de esteroide) con respecto a los grupos carbaxilos libres disponibles en el
complejo macromolecular dextrano-acido ¢-amino-n-caproico (1 x 10 mmol). Es
decir aproximadamente 1 molécula de estercide por cada 33 residuos de grupos
carboxilicos. Esto puede deberse por un lado a los tiempos de reaccidon entre el

dextrano-acido-g-amino-n-caproico y la testosterona 6 por otro lado a que las
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condiciones de reaccién no fueron las optimas. Un punto que se nos puede escapar
de considerar es la disponibilidad de los grupos carboxilo, dentro de la complejidad
de la estructura del dextrano.

Por otro lado, para efectuar el acoplamiento de la testosterona a través del
carbono 3, se procedioé primero a funcionalizar el grupo carbonilo para tener un grupo
al cual se pudiera unirse al grupo amino libre del complejo dextrano-etilendiamina.
Para ello |a testosterona se transformé a la carboxilmetil-oxima correspondiente, la
cual serviria de enlace entre el esteroide y el dextrano. La formacion de la
testosterona-3-(O-carboximetil)oxima se realizd mediante técnicas reportadas por
Erlanger®®, estos investigadores han indicado que !a reaccién del esteroide con el
clorhidrato de O-(carboximetil)hidroxil amina con una base (NaOH) a reflujo y
seguido de acidificacion con acido clorhidrico produce la oxima deseada. En el caso
de esta investigacion se encontré que el producto obtenido, testosterona-3-(O-
carboxi-metil)oxima , mostré6 una mezcla de isomeros E/Z, los cuales difieren en la
configuracion del doble enlace C=N formado en el carbono 3 de la testosterona. La
caracterizacion de esta mezcla se realizé comparando el punto de fusidon de la
mezcla que fue de 165-167°C con respecto al de la testosterona (p.f 155°C). La
separacion de esos isbmeros es dificil, la metodologia realizada para la separacién
de los isémeros fue mediante la recristalizacion fraccionada con el sistema
benceno:metanol:hexano (en una relacién viv 1:2:1) dando como producto principal
el isémero sin, que fue caracterizado por diversos métodos como son; p.f.= 180-181°
(el reportado para este compuesto es de 179-180°)68. El espectro de infrarrojo para
este producto muestra las siguientes caracteristicas vmax = 3394 (OH); RMN 8 =7.3
(COOH), obteniéndose el isomero sin con un rendimiento del 45%. Es importante
mencionar que el rendimiento encontrado concuerda con lo reportado por Erlangerea.

Por otro lado, la obtencién del conjugado dextrano-etilendiamina-3-(O-
carboximetil)oxima-testosterona (Figura 33), se realizé por el método descrito por

Mosbach®’

para la inmovilizacién entre lisosima y un poliestireno carboxilado. En
nuestro caso se hizo reaccionar la testosterona-3-(O-carboximetil)oxima y el

dextrano-etilendiamina en presencia de carbodiimida, la cual activa los grupos
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carboxilos libres del esteroide. para su acopiamiento con los grupos amino libres del
complejo dextrano-etilendiamina. La caracterizacion de residuos en el conjugado
dextrano-etilendiamina-3-(Ocarboximetil)oxima-testosterona se realizd mediante las
técnicas descritas por Westphal?y Yatmisrkaya’®, el rendimiento obtenido por este
método fue de 4 x 10 mmol de residuos del esteroide por miligramo del complejo
dextrano-etilendiamina-3-(O-carboximetil)oxima-testosterona. Es decir aproximada-
mente 1 molécula de esteroide por cada 5 residuos de grupos amino libres, un poco
mas alto con respecto al obtenido en el complejo dextrano-acido s-amino-n-caproico-
testosterona, debido posiblemente por un fado a las condiciones de reaccién fueron
diferentes y por otro lado, el punto de enlace entre la testosterona y el dextrano es de
suma importancia, ya que en el caso del conjugado dextrano-acido g-amino-n-
caproico-testosterona el acoplamiento del dextrano-acido g-amino-n-caproico
basicamente fue sobre el 173-OH de la testosterona formandose un enlace ester. Sin~
embargo, el acoplamiento del dextrano en el C-3 de la hormona involucraba el
acoplamiento del complejo dextrano-etilendiamina sobre la oxima de testosterona
que involucran fa formacion de una amida y el enlace C=N, todos estos factores
posiblemente hacen la diferencia del cambio del espectro de ultravioleta de los

conjugados de testosterona en C-17 y C-3.

l
(CH, )3~ NH-0—C~CHz 0,

N

Figura 33. Estructura del conjugado dextrano-etilendiamina-3-(O-carboxi
metilloxima-testosterona

75



Asimismo, es interesante notar que el espectro de UV del conjugado
testosterona-3-(0-Carboxi-metilloxima-etilendiamina-dextrano mostré un efecto
batocromico (desplazamiento de la curva de UV a la derecha), con un maximo de
absorcion a 252 nm, respecto a la 3-(O-carboximetil)oxima-testosterona que absorbe
a 246 nm, mientras que la testosterona lo hace a 240 nm. Esto puede deberse
posiblemente al cambio y/o el bloqueo del grupo funcional en la posicion C-3 de la
testosterona & por otro {tado posiblemente a que el dextrano este interaccionando con
el entace n del grupo C=N.

Por otro lado, pensando en el acoplamiento del dextrano en una diferente
posicién de la estructura de la hormona y no involucrando los grupos funcionales
como el 17-B hidroxi y el carbonilo en C-3, se introdujo un grupo hidroxilo en la
posicion 6 de la hormona. Por to tanto, para la introduccién del grupo funcional en el
carbono 6 de la estructura de la testosterona hubo necesidad de llevar a cabo una
serie de reacciones, la primera involucraba la proteccién del grupo funcional 17p-
hidroxi, con la finalidad de que no interfiriera en las siguientes reacciones que
involucraban el acoplamiento del dextrano a la testosterona a través de un grupo
hidroxilo en C-6. Esta reaccién se efectud con cloruro de terbutildimetilsilano (TBDS-
Cl) mediar;te la técnica descrita por Cerny69 que sefala que este grupo forma
derivados de grupos hidroxilo muy estables a variadas condiciones de reaccion,
pudiendo sdélo ser removido por sustancias como el acido fluorhidrico. Aqui, cabe
mencionar que toda la testosterona reacciond con el cloruro de terbutildimetitsilano
para formar el compuesto TBDS-O-testosterona. La caracterizacion del derivado de
silano formado se realiz6 mediante técnicas espectroscopicas (Amsx= 238 nm),
infrarrojo vmax= 1730 (C=0).

La TBDS-O-testosterona se hizo reaccionar con acido p-toluensulfonico y N,N,-
dimetitformamida para la formacion de un dieno como Io sefiala Nussbaum’®. En la
siguiente fase, se realizé una autoxidaciéon del dieno formado en solucion alcohélica
por el método de Gardi’', que en esteroides con grupos A%* cetonas introduce un

grupo hidroxilo en la posicidén 6. Es conveniente mencionar que la reaccién de
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autoxidacién es sobre la forma enol y que se lleva a cabo exponiendo al dieno
formado a la luz solar, siendo el tiempo requerido para completar {a desapariciéon def
éter diendlico, lo cual varia de 2 a 8 h para la formacién del 6B-hidroxi-17TBDS-O-
testosterona. La caracterizaciéon del enol formado se realizé mediante técnicas
espectroscopicas (Amax = 242 nm), infrarrojo  vmax= 3394 (OH). Aqui cabe mencionar
que ademas de la exposicion del dieno a la luz solar, se usdé como fuente luminosa
una lampara de halégeno como lo indica Gardi’' para la formacién del alcohol, no
teniendo resultados deseables, posiblemente porque la longitud de onda de la
lampara no era la adecuada para llevar a cabo esta reaccion. La caracterizacion del
6B-hidroxi-testosterona formado se realizé mediante técnicas de espectroscopia
(A= 238 nm), infrarrojo vmax = 1730 (C=0).

Posteriormente, se acopid el compuesto 6 hidroxi-17-TBDS-O-testosterona al
dextrano-acido-g-amino-n-caproico. Esto se realizd, mediante la reaccién de
esterificacion descrita por Mosbach et.al.’” ; posteriormente este producto se hizo
reaccionar con acido ﬂuorhidrico: con la finalidad de desproteger el grupo 17p-hidroxi
de la testosterona. Aqui es importante mencionar que el HF solo reacciona con los
derivados de silano como lo indica Cerny®®.

Por otro lado, la cuantificacion de residuos del esteroide en el complejo
dextrano-acido-s-amino-n-caproico-6-hidroxi-testosterona caracterizacién se realizb

1”2 y Yatmisrkaya’> descritas anteriormente.

mediante la técnica reportada por Wespha
El espectro de absorcion mostré una Amax= 242 nm, observandose que no hubo
diferencia significativa con respecto al espectro de la testosterona libre ( Amax = 240
nm). El rendimiento de testosterona ligada fue muy bajo (2 x 10> mmol) residuos del
esteroide en el complejo macromolecular (Figura 34).

Agui, es importante mencionar que la diferencia entre el rendimiento del
conjugado dextrano-acido-¢e-amino-n-caproico-6-hidroxi-testosterona con respecto a
los conjugados en el C-3 y C-17 de la testosterona, puede ser por las siguientes
caracteristicas; 1) Técnicas usadas para el acoplamiento del dextrano a la

testosterona en las diferentes posiciones; 2) a los brazos espaciadores usados ( con



un nimero de atomos entre 8 y 9); 3) a la disponibilidad de los grupos funcionales de
cada uno de los brazos espaciadores acoplados al dextrano (COOH y NH3); 4) a las
condiciones de reaccion espécificas para cada conjugado; y 5) a los diferentes
grupos funcionales formados entre el acoplamiento del dextrano y la testosterona
como son; el grupo ester en C-17 y en C-6, asi como la amida formada entre el
dextrano y la hormona.

~ —0 —=cCH,

L—o
KCI—I Hh—o-_
OH \2/¢ 2

(CH, )5—<|:| -0
O

CH

/

O

Figura 34. Estructura del complejo macromolecular dexfrano-acido-¢-amino-n-
caproico-6 hidroxi-testosterona.

Una vez obtenidos y purificados los compuestos fueron utilizados en el modelo
de corazén aislado y perfundido, con la variable a flujo constante segun
Langendoff’. En este tipo de modélo, por tratarse de un sistema cerrado con un flujo
constante, es posible evaluar los cambios en la presidon de perfusion, que estan
condicionados basicamente por cambios en el diametro de los vasos coronarios y
estos pueden responder a las manipulaciones farmacolégicas en el sistema, al
aplicar sustancias que vasoditaten ¢ vasocontraigan, asi como a distintos niveles de
flujo coronario. En este contexto, se evalué la posibilidad de que la testosterona
presentara efectos a través de mecanismos diferentes al “clasico” de las hormonas

esteroidales®, empleandose varios abordajes experimentales. En el primero de ellos,
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se evalud el efecto vasodilatador inducido por la adenosina en ausencia y en
presencia de testosterona libre y unida a dextrano. Aqui cabe mencionar que el
efecto inducido por la adenosina ha sido caracterizado por varios investigadores, que

seflalan que este efecto es mediado por receptores tipo A%

y que estos
esencialmente se encuentran ubicados en el endotelio, y que el endotelio es un pozo
metabdlico para el nucledsido y cuando este se aplica en el ltmen vascular, el unico
sitio de accion es el endotelio, ya que no alcanza otros tipos de celulares. Ademas,
se ha propuesto que el mecanismo por el cual la adenosina actia, es incrementando
la actividad de la enzima oxido nitrico sintasa, este proceso se refleja con la
liberacion de oxido nitrico y este es capaz de difundirse a las células del musculo
liso, activando a su vez a la guanililciclasa, trayendo como consecuencia incrementos
en Ja concentracion de GMP. y consecuentemente produciendo relajacion™.

Por otro lado, se debe mencionar que la testosterona fue perfundida en tiempos-
no mayores de 1 h, con la ﬂnalid/ad de disminuir la posibilidad de que se presentaran
efectos genémicos. Sin embargo, este tiempo de perfusion no descarta la posibilidad
de que se presenten fendmenos que involucran el mecanismo clasico de accion de
las hormonas esteroidales ya que, recientemente varias investigaciones han
reportado efectos rapidos de accién gendmica, por ejemplo Groner*® demostré que
existen respuestas de accién genémica en células de tumor mamario de ratén, este
investigador indica que hay aumento en el proceso de transcripcidon en un lapso de
7.5 minutos. Por lo tanto, para descartar estos efectos gendmicos se restringid ta
entrada de la hormona a las células, utilizando los complejos macromoleculares
sintetizados.

Por lo que en este caso, los efectos de la testosterona unida a dextranos, sélo
deben ocurrir a nivel de la membrana endotelial por el tamario del polimero (2 MDa).
Esta premisa, esta basada en repories de Taylor®, quien analiza la difusion de
macromoléculas (dextranos), de diferentes tamarnios a través del endotelio vascular,
postulando un modelo de poros capilares que fluctia entre 0.024 a 0.032 um de
diametro. El dextrano que nosotros utilizamos tiene un diametro (<0.1 um), siendo

impermeable a la membrana celular, trayendo como consecuencia que Ssea incapaz
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de penetrar dentro de los capilares y por lo tanto puede permanecer confinados al
lumen vascular

En este sentido, nuestros resultados mostraron que la aplicacion de bolos (de
20 a 80 pl) de adenosina a una concentraciéon de 10° M induce un efecto
vasodilatador y que este efecto es dependiente de la concentracion administrada.
Aqui, cabe mencionar que en este rango de concentracién en nuestro modelo, el
efecto dromotropico negativo, no interfiere y puede evaluarse la vasodilatacién
inducida. Esos efectos fueron bloqueados significativamente por la perfusion
continua de la testosterona libre 6 unida a dextranos. Aqui cabe mencionar que en el
efecto inducido por la testosterona libre y unida a dextranos en las diferentes
concentraciones, se observa una ligera variacion, sin embargo estadisticamente no
se observé diferencia significativa en la magnitud del efecto entre cada una de ellas.
Por otro lado, es importante mencionar que en el caso del conjugado dextrano-acido-
g-amino-n-caproico-testosterona se encuentra bloqueada 6 modificada la funcion
17B-hidroxi de la testosterona; sin embargo, se siguen presentando los efectos
bloqueadores de la hormona,

Asimismo, los resultados obtenidos de la perfusidon continua del complejo
dextrano-etilendiamina-3-(O-carboximetil)oxima-testosterona muestran que el efecto
vasoditatador inducido por la adenosina es nuevamente inhibido significativamente
por este complejo macromolecular. Es importante hacer notar que, el enlace de la
testosterona a dextranos en la posicion 3, donde la modificacion esta en el grupo
carbonilo del esteroide, no interfiere en el efecto inhibitorio de este complejo
macromolecular sobre el efecto de la adenosina. Aunado a esto, pensando en dejar
libres los dos grupos funcionales (hidroxilo en C-17 y carbonilo en C3) de la
testosterona se evalué el efecto de la perfusion continua del complejo
macromolecular dextrano-acido-g-amino-n-caproico-6-hidroxi-testostero-na sobre el
efecto vasodilatador de la adenosina. Nuestros resultados muestran que se sigue
presentando el bloqueo significativo del efecto inducido por el nucledsido.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que cuando se analizan los efectos

de los complejos que excluyen la participacién del receptor intracelular la
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disponibilidad de tan sélo uno de los dos grupos funcionales contenidos en los C-3 6
C-17 para interaccionar con la membrana celular, ya sea con receptores propios 6
con los de otras sustancias 6 con las vias metabodlicas involucradas, sea suficiente
para que la hormona induzca su efecto, ya que los efectos producidos por los
complejos macromoleculares dextrano-acido-¢-amino-n-caproico-testosterona, tes-
tosterona-3-(O-carboximetil)oxima-etilen-diamina-dextrano son similares en magnitud
al conjugado dextrano-acido-g-amino-n-caproico-6-hidroxi-testosterona; aqui cabe
mencionar que esta Ultima macromolécula ligada a testosterona no sufrid
modificaciones en los grupos funcionales en C-3 y C-17 del esteroide. Sin embargo,
las razones detras de esté fenomeno todavia no son suficientemente claras ya que
otros investigadores’® sugieren que aparte de los grupos funcionales, los anillos
A,B,C y D de fa estructura de |a testosterona, también pueden influir en el efecto que
induce este andrégeno. Por lo tanto seria interesante ahondar aun mas sobre el
efecto que tiene el ciclopentanoperhidrofenantreno de la testosterona, esto con la
finalidad de clarificar el mecanisrﬁo involucrado en el efecto que induce esta hormona

en el sistema cardiovascular.

Por otro lado, existe la posibilidad de que los resultados obtenidos con la
perfusién continua de los complejos macromoleculares de testosterona, podrian ser
el resultado de la liberacion de la testosterona de los complejos, debido a la hidrélisis
def entace entre la hormona y el dextrano durante su paso a través del corazéon. Para
comprobar la estabilidad del compuesto, se colectaron los efluentes durante la
perfusion de los complejos (10 ml} y se extrajeron con cloruro de metileno para
obtener la posible testosterona libre (asumiendo que la testosterona se hubiera
desacoplado y estaria presente en el efluente). Es asi, que la fase organica
colectada fue evaporada hasta sequedad y reconstituida con metanol; y analizada
espectrofotométricamente, sin embargo, por este método no se encontraron indicios
de testosterona tibre.

Ademas, pensando en la posibilidad de que el dextrano so6lo 6 unido a los

diferentes brazos espaciadores pudieran alterar el efecto inducido por la adenosina,

81



se evalud la respuesta producida por la aplicacion de adenosina [10° M] en
presencia de la perfusion continua de dichas macromoléculas. Los resultados
mostraron que el efecto ejercido por el nucledsido de adenosina no es inhibido por el
dextrano soélo 6 unido a los brazos espaciadores.

Por otro lado, analizando que de alguna manera la testosterona estuviera
gjerciendo su efecto a nivel intracelular, y por lo tanto se encontraran involucrados
efectos gendmicos, se hicieron experimentos donde se utilizaron sustancias que, al
interferir en el mecanismo de accion clasico, nos sirvieran para descartar esta
posibilidad, tal es el caso de la flutamida, que es un potente antagonista de
receptores intracelulares de andrégenos 6 por la cicloheximida que es un inhibidor de
la sintesis de proteinas. Los resultados muestran que la testosterona libre 6 unida a
los complejos macromoleculares mostraron el mismo efecto inhibitorio sobre el
efecto vasodilatador inducido por la adenosina en presencia de flutamida vy
ciclohexamida y que ademas este efecto se presenta en forma rapida (segundos-
minutos). )

Un punto que necesita un comentario aparte, esta relacionado con el anélisis
biologico de los efectos de los diferentes complejos macromoleculares sintetizados
ya que las curvas realizadas (Gréficas 2, 3 y 4) muestran un comportamiento no
caracteristico de una curva dosis efecto, ya que los efectos parecen ser de todo 6
nada, es decir no se observa una dependencia de ia dosis de los complejos aplicada
y los efectos inducidos por concentraciones de 107 M que son practicamente
iguales a los inducidos por 10 M. En este momento, no tenemos explicacion para
tal hecho, tal vez hubiera sido necesario el disminuir ain mas las dosis aplicadas, ya
que los resultados serialan la posibilidad de encontrarse en la zona de saturacion del
efecto, tal vez esten involucrados otros mecanismos y esto necesita una mayor
exploracion. Los resultados, sin embargo sefalan grandes e importantes diferencias
entre los efectos inducidos a nivel membranal con los inducidos a través del estimulo
del receptor intracelular. Por lo tanto, estos resultados indican que estos efectos
posiblemente sean de origen no-genémico. Debido a que los resultados sugieren la

posibilidad de la existencia de receptores especificos para la testosterona a nivel
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endotelial y que estos puedan interactuar con la hormona, por otro lado podria de
alguna manera modular los efectos de otras sustancias como es el caso de la
adenosina, esta premisa podria ser de sumo interés para su evaluacion en trabajos
posteriores.

Ademas, de los resultados de los experimentos realizados, donde se analiza el
efecto que ejerce el flujo coronario sobre la presion de perfusién en ausencia y en
presencia de testosterona libre 6 unida a dextranos; se observa que en condiciones
control la presiéon de perfusion aumenta con incrementos en el flujo coronario y
consecuentemente un incremento en la contraccion y en la demanda de oxigeno. Por
lo tanto, la relacidon que existe entre la presidon de perfusion y el flujo coronario
envuelve muchas facetas de la fisiologia miocardial y coronaria. Por lo que es
necesario mencionar que el efecto inducido por el flujo coronario y que es traducido
por cambios en la presion de perfusidon en condiciones control, se puede explicar
mediante la premisa postutada por Bevan®’, que sugiere que el efecto ejercido por
el flujo coronario es dependiente del endotelio vascular® y que actia mediante dos
fuerzas hemodinamicas; la primera que es una fuerza de friccién 6 de roce (shear-
stress) que actua en la interfase entre la sangre que fluye y las células endoteliales;
la segunda es una fuerza de presion sobre los vasos sanguineos que induce un
estiramiento circunferencial dei tejido.

Otros estudios®!, sugieren que el endotelio vascular actia como una interfase
traductora de sefiales para las fuerzas asociadas con el flujo sanguineo regulando el
tono vascular. Ese sistema de senalizacion se refiere al glicocalix que incluye
moléculas enlazadas a la membrana plasmatica de las células endoteliales y
componentes adsorbidos del plasma. El glicocalix tiene influencia sobre varios
aspectos de la funcién vascular incluyendo el status de las células endoteliales, la
permeabilidad para el agua y solutos. En este contexto, se ha postulado gue el
endotelio es capaz de detectar cambios producidos por el efecto ejercido por el flujo
coronario y en consecuencia tiene la capacidad de responder a esos cambios
liberando sustancias vasoactivas como es €l caso del oxido nitrico, la prostaciclina, el

tromboxano, eftc.
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Por lo tanto, con base a lo anteriormente mencionado y a los resultados
obtenidos de la evaluacidén de incrementos en el flujo coronario trae como
consecuencia aumentos en la presién de perfusion en condiciones control. Sin
embargo, en presencia de testosterona libre y/o unida a dextranos este efecto se
incrementa significativamente. Estos resultados sugieren que la testosterona puede
tener influencia indirectamente sobre el tono vascular, pensando en esto se analizé el
efecto por cambios en el flujo coronario sobre la resistencia vascular.

Aqui es importante mencionar que la relacién que existe entre la presién de
perfusion y el flujo coronario envuelve cambios en la resistencia vascular. Es asi, que
varios factores se encuentran involucrados en cambios en la resistencia vascular in
VIVO COMO SON,

» Irregularidad del lumen de los vasos.

e Efectos de entrada en puntos de ramificacion.

» Propiedades del flujo sanguineo

o Restriccion del flujo por una capa macromolecular sobre la superficie
endotelial.

Sin embargo, los estudios realizados en diversos modelos, sugieren de alguna
manera que estos factores iniciales no son suficientes para explicar
cuantitativamente el aumento en la resistencia vascular. Por lo tanto en esta
investigacion se evalud el efecto que induce la testosterona libre y/o unida a
dextranos. Nuestros resultados indican que aumentos en el flujo coronario trae como
consecuencia disminucién en la resistencia vascular en condiciones control. Sin
embargo en presencia de testosterona libre y/o unida a los complejos
macromoleculares dextrano-acido-s-amino-n-caproico-testosterona, testosterona-3-
(O-carboximetil)oxima-etilendiamina-dextrano, conjugado dextrano-acido-g-ami-no-n-
caproico-6-hidroxi-testosterona la resistencia aumenta significativamente con
respecto al control. Estos resultados, nos vuelven a hacer pensar que la testosterona
tiene influencia sobre la regulacion del tono vascular, alterando la relacion que existe
entre la vasodilatacion y la vasoconstriccion. En este contexto, se sabe que uno de

los factores involucrados en la vasodilatacion es el oxido nitrico, es importante
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mencionar, que la liberacién de oxido nitrico es inducido indirectamente por el efecto
producido por la adenosina incrementando indirectamente ia actividad de la enzima
oxido nitrico sintasa como lo sefala Vials>* en 1994

Por lo tanto, se hicieron experimentos evaluando el efecto inducido por la

testosterona libre y unida a dextranos sobre la sintesis de oxido nitrico. Los
resultados de los experimentos donde se evalué el efecto de los complejos de
testosterona sobre la sintesis del 6xido nitrico sefalan que la administracidén de
adenosina [10™ M] aumenta la concentracién de oxido nitrico, medida indirectamente
al determinar la concentracién de nitritos.
Sin embargo en presencia de la testosterona este efecto disminuye
significativamente. Estos resultados corroboran que la testosterona esta regulando el
tono vascular, por un lado al disminuir la sintesis de oxido nitrico. Por otro lado,
existen reportes de algunos investigadores®? que sefialan que este andrégeno es”
capaz de potenciar las respuestas vasoconstrictoras al TxA;. Aunado a esto otros
investigadores sugieren que la testosterona es capaz de incrementar la densidad de
receptores a TxAx*, en este sentido nosotros reportamos que la testosterona tiene
un efecto indirecto sobre el TxA,”*.

En resumen, todos estos resultados de los experimentos realizados en esta
tesis en conjunto, sugieren que la testosterona actua a nivel no genémico en el
sistema cardiovascular y que, ademas, evaluando el efecto de los complejos
macromoleculares unidos a testosterona en el C-3 y C-17, existe [a posibilidad de
que el solo hecho de que uno de los 2 grupos funcionales (hidroxilo C-17 y carbonilo
C-3) este libre sea suficiente para que ejerza su efecto y que ademas este efecto es
semejante al efecto inducido por el complejo macromolecuiar enlazado a la hormona
en el carbono 6. Asimismo, es importante mencionar que también existe la
posibilidad de que, aun cuando no estén presentes los grupos funcionales la
hormona pueda ejercer su efecto. Esto senala que de existir un receptor membranal
para el esteroide, este se comporta diferente al receptor intracelular y la relacion
estructura-actividad del esteroide es diferente en ambos niveles, sin embargo mas

experimentos son necesarios para aclarar este fenémeno.
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Xl. Conclusiones

De los resultados obtenidos en esta tesis en donde se evalia la relacion
estructura-actividad se deduce que los efectos que induce la testosterona sobre el
aparato cardiovascular no se afectan por modificaciones en los grupos funcionales
C-3 (C=0) y C-17 (OH), ni por el acoplamiento de macromoléculas en el C-6 (-CH>-)
de la testosterona. Es importante mencionar que en este sentido, la hipétesis
planteada en esta tesis doctoral no se corroboro.

Por otro lado, los efectos que induce la testosterona libre 6 unida a dextranos,
inhiben significativamente el efecto vasodilatador de la adenosina probablemente por:

Interaccionar con el receptores tipo A,.
» Modulando la formacién de alguna sustancia involucrada en el sistema de
sefializacion por los cuales ia adenosina induce su efecto vasodilatador.
e Por afectar la fluidez de la membrana produciendo un efecto inespecifico
afectando el efecto induciao por la adenosina en el sistema cardiovascular.
¢ Interaccidn con receptores propios para esta hormona e induciendo un
efecto especifico.
En este contexto, la falta de claridad del mecanismo de accion del efecto que induce
la testosterona en el sistema cardiovascular trae como consecuencia la necesidad de
seguir investigando para aclarar esto, y fundamentar mas los resultados y la idea de

los efectos gendmicos.
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