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Resumen

Se ha demostrado una relacion entre los niveles de hormonas sexuales y
aparicion de enfermedades cardiovasculares. La incidencia de las mismas es
menor en mujeres premenopausicas que en hombres de la misma edad,
igualandose en la menopausia. Por todo ello tradicionalmente se ha atribuido un
efecto deletéreo alos andrégenos y un efecto protector a los estrégenos sobre €
sistema cardiovascular. Sin embargo, recientemente € papel de los androgenos
en el sistema vascular esta recibiendo considerable interés y existen evidencias
experimentales y clinicas que indican que los andrégenos poseen efectos
beneficiosos sobre e sistema cardiovascular en machos, semejantes a los
descritos para los estrégenos en hembras. Las células endoteliales producen
derivados de las enzimas eNOS y COX que regulan € tono vascular. El
metabolismo del &cido araquidonico a través de la activacion de la COX
produce prostanoides vasoconstrictores y vasodilatadores, se ha descrito que €
NO modula la sintesis de los mismos, sin embargo la informacién del efecto de
los prostanoides sobre la sintesis de NO es practicamente inexistente.

En este sentido, hemos analizado en aorta de ratas macho y hembralainfluencia
de las hormonas sexual es enddgenas sobre la participacion del NO endotelial en
la relgjacion inducida por ACh. Para ello usamos segmentos de aorta de
Sprague-Dawley de machos (control y oquidectomizado) y hembras (en estro y
ovariectomizadas). Puesto que no obtuvimos diferencias ni en la expresion de la
eNOS ni en laliberacion de NO, determinamos que la deprivacién de hormonas
sexuales no modifica la participacion del NO endotelial ni en machos ni en
hembras.

Nuestro siguiente objetivo fue analizar la participacion de prostanoides en la
relgjacion inducida por ACh, obtuvimos que la deprivacion de hormonas
sexuales produjo un incremento en la expresion de COX-2. Por tanto con € fin
de determinar e posible papel funcional del TXA, en la vasorrelgjacion
inducida por ACh, se incubaron algunos segmentos de ambos grupos de
animales con furegrelato (inhibidor de la sintesis de TXA,) y con SQ29,548
(antagonista de los receptores TP). Parainvestigar € posible papel de laPGl; se
incubaron agunos segmentos con tranylcypromine, TCP (inhibidor de la

sintesis de PGl,). Para investigar las posibles interacciones entre TXA, y PGl,
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se realizaron curvas concentracion respuesta a ACh, en presencia de TCP més
furegrelato, o TCP mas SQ29,548. El furegrelato icrementd larelgjacion a ACh
solo en machos orquidectomizados y € SQ29,548 la disminuyé en hembras
ovariectomizadas. EI TCP disminuyo la respuesta a ACh en todos los grupos
pero € efecto fue mayor en machos y hembras gonadectomizados. La
incubacion de TCP més furegrelato no revertié la disminucion producida por
TCP en ausencia de hormonas ni en machos ni en hembras, sin embargo esta
respuesta se reinstauré mediante la coincubacion de TCP mas SQ29,548 sblo en
machos orquidectomizados.

Por lo tanto e siguiente objetivo fue andizar el efecto vasomotor de los
distintos prostanoides asi como su liberacion inducida por ACh. Asi pues
observamos que la gonadectomia increment6 en la liberacion de TXA,, PGl, y
PGE, en machos y en hembras; e incrementé la PGF,, s0lo en machos.
Respecto a su efecto vasomotor, la gonadectomia disminuyé € efecto
vasodilatador de PGI, tanto en machos como en hembras, e incremento € efecto
vasoconstrictor del TXA,, PGE, y PGF,, en hembras y sdlo € de PGE; en
machos.

Por ultimo y puesto que, como ya hemos indicado, los estudios del efecto de los
prostanoides sobre e NO son escasos, decidimos determinar si 10s protanoides
modulan de alguna manera la liberacion de NO. Para ello medimos la liberacién
del mismo en presencia de los distintos inhibidores de la sintesis de
prostanoides. Se observd que la liberacion de NO en ausencia de hormonas
sexuales esta regulada positivamente solo por el TXA; en aorta de ratas macho,
y que la liberacion de NO en ratas hembra esta regulada positivamente por
TXA,, PGI, y demés prostanoides derivados de COX-2.

En resumen, este estudio comparativo sobre la influencia de las hormonas
sexuales enddgenas en machos y en hembras sobre la liberacion/funcion de
prostanoides y NO endotelial nos provee de un argumento mas a favor del papel
cardioprotector de las hormonas sexuales enddgenas en los dos sexos. A lavez
pone de manifiesto la existencia de distintas vias de sefidizacion que acttan
simultaneamente para mantener una funcion vascular adecuada.
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Introduccion

I. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA PARED ARTERIAL.

El sistema circulatorio esta formado por vasos que transportan la sangre, y con ella
los nutrientes y el oxigeno, hacia los tgjidos. Las diferentes células que componen la pared
vascular, mediante la liberacién de diferentes factores vasoactivos, contribuyen a mantener
la homeostasis vascular en respuesta a multiples estimulos, regulando la actividad

contractil, mitogénicay trombotica de la pared vascular.

En la organizacion bésica de la pared vascular se pueden distinguir tres capas concéntricas:
(1) la més interna, tanica intima, constituida por células endoteliales; (2) una capa media
formada mayoritariamente por fibras musculares; y (3) unatercera capa o tunica adventicia
integrada por fibras de colageno, fibroblastos y algunas fibras elésticas y musculares

dispersas.

Latanica intimay la media estan separadas por la lamina elastica interna, mientras que la

mediay laadventicialo estan por lalamina el astica externa (Rhodin, 1980) (fig.1).

Tunica Adventicia

Tunica

intima
Endotelio

== Lamina elastica
; interna

Lamina elastica

Misculo liso
externa

Vascular
Tunica Media

Figura 1: Estructura general de la pared arterial (adaptado de http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140).
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I.a. Tanica Intima

Es la capa mas interna de la pared arterial y esta constituida por un epitelio ssimple y plano
de células (Simionescu, 1983) orientadas longitudinalmente y unidas estrechamente
(Rhodin, 1980), una lamina basal y tegjido conjuntivo subendotelial laxo. Las células
endoteliales no sdlo constituyen una barrera mecénica entre la sangre y la pared vascular
sino que ademas son uno de los principales érganos de regulacion vascular a través de la
produccion y liberacion de sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras (Cooke y Dzau,
1997). Su posicion anatémica permite actuar como receptor y transmisor de sefiales entre la
sangre y la pared vascular (Lischer y Vanhoutte, 1990). Posee acciones exocrina, paracrina
y autocrinag, y esta implicado en: la liberacion de agentes vasoactivos, |a respuesta inmune,
el control de la proliferacion del masculo liso subyacente y en la adhesion y extravasacion
de los leucocitos (Luscher y Vanhoutte, 1990). En respuesta a distintos estimulos, €
endotelio es capaz de liberar distintos agentes (tablal).

Factores liberados por el endotelio

Factores vasoactivos

- Oxido nitrico (NO)
- Factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF)
- Prostaciclina (PGI,)

Vasodilatadores

V. trict: .
asoconstrictores - Endotelina 1 (ET-1)

- Angiotensina II (Ang II)
- Tromboxano A, (TXA,)

Moduladores del crecimiento

- Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
Promotores del crecimiento - Factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF)

- Somatomedina 1 (IGF-1)

- Endotelina 1 (ET-1)

- Angiotensina II (Agn II)

- Sulfato de heparano (HPS)

Inhibidores del crecimiento - Factor de crecimiento transformante (TGF)
- Oxido nitrico (NO)
- Prostaciclina (PGIL,)

Moduladores de la inflamacion

. » - Molécula de adhesion leucocito endotelial (ELAM)
Moléculas de adhesion - Molécula de adhesion intracelular JCAM)
- Molécula de adhesion vascular (VCAM)

Factores hemostaticos y tromboliticos

- Activador del plasmindgeno tisular (t-PA)
- Inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAl-1)
- Trombomodulina

Tabla 1. Factores liberados por el endotelio vascular (Laheray col., 1998).
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La accion combinada de estos factores mantiene la homeostasis vascular y garantiza € flujo
sanguineo adecuado a los correspondientes Organos. Por eso numerosas patologias
cardiovasculares como la arteriosclerosis, la hipertension arterial, la sepsis, latrombosis, la

vasculitis, hemorragias, etc. cursan con disfuncion endotelial (Laheray col., 1999).

L.b. Thnica Media

Eslacapaintermediade la pared vascular formada por capas concéntricas de células
musculares lisas entre las cuaes se interponen cantidades variables de elasting, fibras
reticulares y proteoglicanos, que en las arterias esta bastante mas desarrollada que en las
venas, y que préacticamente no existe en los capilares. Las fibras musculares lisas de la
tunica media son las responsables del mantenimiento de la tension muscular, por la
regulacion del diametro de la luz del vaso siendo capaces de contraerse y relgjarse en
respuesta a diferentes estimulos. A diferencia del musculo esquelético y cardiaco, €
musculo liso vascular es capaz de mantener una fuerza tonica durante largos periodos de
tiempo y con una bgo coste energético. La matriz extracelular, cuyos componentes
proteicos més importantes son la elastinay e colageno, determina la distensibilidad de la
arteria (Rhodin, 1980).

I.c. Tunica Adventicia

Es la capa externa compuesta por tegjido conjuntivo con abundantes fibras de
colageno tipo |, fibroblastos y fibras elasticas, tegiido adiposo, vasa vasorum 'y
terminaciones nerviosas que liberan distintos neurotransmisores (Li y Duckles, 1992; Marin
y Balfagon, 1998). Asi, los neurotransmisores liberados van a gercer su accion sobre los
distintos tipos celulares que componen la pared vascular a través de la union con sus
receptores postsingpticos. Este tipo de regulacion tendra mayor o menor importancia
dependiendo del grado de inervacion de la arteria, siendo especialmente relevante en los

vasos de pequefio calibre (tabla 2).
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INERVACION NEUROTRANSMISOR RECEPTOR LOCALICACION EFECTO
ADRENERGICA Noradrenalina a-adrenérgicos Células endoteliales Vasoconstriccion
B-adrenérgicos vy musculares Vasodilatacion
COLINERGICA Acetilcolina Muscarinicos Células endoteliales Vasodilatacion
M,;-M; y musculares Vasoconstriccién
NITRERGICA Oxido nitrico Difunde de las neuronas al muasculo liso Vasodilatacion
SEROTONINERGICA  Serotonina 5-HT,-5-HT, Musculo liso Vasoconstriccion

y endotelio

PEPTIDERGICA Péptido vasointestinal ~ VPAC
Neuropéptido Y Y.-Y; Musculo liso Vasoconstriccion
CGRP RAMP/CRLR y endotelio Vasodilatacion
Sustancia P NK1

PURINERGICA ATP P1-P2 Musculo liso Vasodilatacion

y endotelio

Tabla 2. Regulacion nerviosa vascular. Efecto de los distintos neurotransmisores liberados desde sus
correspondientes terminaciones nerviosas.

En e tgido adiposo blanco perivascular se forman leptinas y factor relgjante derivado de
adipocitos (ADRF) que inducen vasodilatacién (Fortuno y col., 2002).

Adicionalmente, se producen radicales libres de oxigeno, como e anién superoxido (O;"),
que afectan tanto a la funcién del musculo liso como a la de las células endoteliales,

regulando de esta manera también el tono vascular (Pagano y col., 1995).

Il. CONTRACCION Y RELAJACION DEL MUSCULO LISO VASCULAR.

Las células musculares son células fusiformes de nucleo aargado que contienen
haces de actina y miosina, responsables de la contracciéon, por € desplazamiento de los
filamentos de actina sobre los de miosina. En la contraccion del musculo liso vascular se
pueden distinguir dos componentes, una contraccion fasica y una contraccion tonica

(Rasmussen y col., 1987). La primera, se caracteriza por una respuesta répida y transitoria,

11
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modulada por el sistema Ca?*- camodulina (Dillon y col., 1981), mientras que la segunda
se regula por la caldesmosina (Smith y col., 1987), una proteina contréactil asociada a

dominio actina-miosina.

La contraccion seiniciaa incrementarse la concentracion intracelular de calcio ([C&]), y
unirse a la calmodulina; e complejo Ca’*-calmodulina cataliza la fosforilacion de las
cadenas ligeras de la miosina (MLC) a combinarse con la quinasa de la cadena ligera de
miosina (MLCK) que se encuentra inactiva formando un compleo enzimético que cataliza
la transferencia de grupos fosfato a la cadena ligera de la miosina (ML Cy), incrementando
asi la actividad ATPasa de la miosina (Gao y col., 2001) lo que permite la formacion de
puentes cruzados en la miosina y la interaccion de éstos con los filamentos de actina y
provocar la contraccion. La energia para la contraccion proviene del adenosin trifosfato
(ATP) (Albertsy col., 1992).

El incremento intracelular de Ca?* puede ser debido a la estimulacion de la entrada de Ca?*
extracelular por la activacion de canales de Ca® dependientes de voltaje, que se activan por
despolarizacion de la membrana, y/o por canales de Ca’* acoplados a receptor (Horowitz y
cols., 1996); también los canales de Ca?* del reticulo endoplasmico contribuyen ala[Ca®'];
(Broekaert y Godfraind, 1979). La unién de un ligando con su receptor especifico daria
lugar a la activacion de una proteina G y la subsiguiente activacion de la fosfolipasa C
(PLC), ambas en la membrana plasmatica. La PLC catalizala hidrélisis de fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP,), en diacilglicerol (DAG) y € inositol 1,4,5-trifosfato (IPs). EI DAG
estimula la proteina quinasa C (PKC), gerciendo un papel relevante en la fosforilacion de
laMLC, y manteniendo asi la contraccion muscular (Salamanca y Khalil, 2005). Por otra
parte el 1P; promueve la liberacion de Ca®* desde el reticulo endoplésmico por activacion
del receptor-1P; de la membrana del reticulo. La activacion de proteinas G acopladas a
receptores, no sdlo estimula la PLC, sino que también puede activar la fosfolipasa A;
(PLA)) y la biosintesis de prostaglandinas a partir del acido araquidénico (AA); ademés,
puede activar Rho-quinasas y de proteinas quinasa activadas por mitégenos (MAPK-Ras).
La PKC, Rho-quinasay MAPK pueden fosforilar directamente laMLCy, incrementando la
actividad ATPasa de la miosina. Ademés e AA, la PKC y la Rho-quinasa inhiben a la
enzima miosina fosfatasa, manteniendo de esa forma la fosforilacion de la MLCy, (Abdel-
Latif, 2001) (fig.2).

12
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o
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Figura 2: Mecanismos intracel ulares implicados en la contraccion del musculo liso.

Las respuestas del musculo liso vascular a algunos agonistas como la noradrenalina (NA),
angiotensina Il (Ang-I1), serotonina (5-HT), etc. tienen lugar através de laviadel PIP; tras

interaccionar con |os receptores especificos correspondientes.

Asimismo, la relajacién muscular, que provoca un aumento del diametro de la luz, tiene
lugar cuando disminuye la [Ca?"]i. En estas ocasiones, la calmodulina se disocia de la
MLCK, inactivandola y los grupos fosfatos son eliminados posteriormente por la fosfatasa
de lamiosina. Existen receptores de membrana en las células musculares lisas para multitud
de agentes vasoactivos que activan, inhiben o modulan dicho comportamiento. Existen
sustancias que inducen relgjacion independiente de endotelio, activando canales de K*
localizados en las células musculares y produciendo hiperpolarizacion (Klockgether-Radke

y col., 2004), o incrementando la formacién de segundos mensgeros como adenosin
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monofosfato ciclico (AMPCc) y guanosin monofosfato ciclico (GMPc) (Eckly y col., 1994)
(fig.2). Adicionamente, la activacion de distintos receptores localizados en células
endoteliales induce la produccion de factores vasoactivos que gercen su accion sobre las

células musculares lisas modulando € tono vascular.

III. MODULACION DEL TONO VASCULAR.

El endotelio vascular actualmente es considerado un receptor de estimulos fisicos y
quimicos que responde liberando diferentes agentes vasoactivos, que influyen en €
crecimiento y proliferacion de las células de la pared vascular, contribuyendo a la
regulacion del tono vascular.

Actualmente se sabe que las células endoteliales son sensibles a cambios hemodinamicos,
como la presion o las fuerzas de cizallamiento, a mensgeros quimicos circulantes o
procedentes de células vecinas, que interaccionan con diferentes células y responden a estos
estimulos mediante la liberacion de numerosos factores vasoactivos (LUscher y Vanhoutte,
1990). El equilibrio que resulta de la accion de los factores endoteliaes inductores de
vasoconstriccion y proliferacion celular (Ang-11, endotelina (ET), tromboxano A, (TXA)),
aniénes superdxido, etc.) y los factores inductores de vasodilatacion y “antiproliferacion”
(6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGl>), factor hiperpolarizante (EDHF), etc.) es esencid

parala homeostasis vascular (tabla 1).

I1La. Oxido Nitrico (NO)

Furchgott y Zawadzki descubrieron, en aorta de congjo, la existencia de un factor derivado
del endotelio inducido por acetilcolina (ACh), que producia la relgjacion de dicha arteria
(Furchgott y Zawadzki, 1980).

A esta sustancia o0 a conjunto de sustancias vasodilatadoras producidas por el endotelio se
les denomind EDRF (factor relgjante derivado del endotelio). Posteriormente, Ignarro y col.
(1987), Pamer y col. (1987) y Furchgott (1988), de manera independiente, demostraron
que las acciones fisiologicas y farmacolodgicas del EDRF podrian ser atribuidas a NO.

Actualmente, se sabe que e NO es uno de los principa es mediadores celulares endogenos,
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ya que presenta propiedades vasodilatadoras, antiagregantes y antiproliferativas (Hampl y
Herget, 2000).

El NO es un gas que atraviesa las membranas celulares y difunde a las células adyacentes.
Como ademés es un radical libre muy inestable que reacciona rdpidamente con e oxigeno
para formar nitrito, tiene una vida media muy corta, del orden de unos pocos segundos, |0
que condiciona que su funcién como mediador de comunicacion intercelular sea de tipo
paracrino y autocrino.

La sintesis de NO es llevada a cabo por la enzima dxido nitrico sintasa (NOS) (Moncada y
Higgs, 1991), de la cua existen dos isoformas constitutivas denominadas eNOS o
endotelial presente principalmente en las células endoteliales (Pollock y col., 1992) y nNOS
0 neuronal presente principamente en neuronas (Bredt y col., 1990), que son dependientes
de Ca®* y de camodulina Ademés, existe otra isoforma inducible denominada iNOS
presente en distintos tipos celulares (Pollock y col., 1995), que es independiente de Ca®* y

de camodulina.

- regulacion de eNOS

eNOS, esta presente en células vasculares endoteliales (Aldreton y col, 2001), unida
especificamente a membranas en las caveolas (Michel y Feron, 1997). Su actividad es muy
sensible a la concentracion de Ca?*, que es considerado como € estimulo més importante
de la actividad de laeNOS. Asi, sustancias vasoactivas dependientes de endotelio, como es
el caso de la ACh, que se une a receptores de membrana acoplados a proteina G u otros
estimulos que proporcionan también e incremento de [Ca®*]; activarian la eNOS (Schulz y
col., 1992). Pero existen otros mecanismos adicionales que regulan la actividad de la
eNOS como los procesos de fosforilacion y desfosforilacion de distintos aminoacidos
(Goversy Rabelink, 2001).

- regulacion de la nNOS
nNOS, enzima citosdlica dependiente de Ca’, presente principamente en el sistema
nervioso central y periférico (Alderton y col, 2001), cataliza la liberacion de NO que
desempeiia el papel de neurotrasmisor (Wiklund y col., 1997). Se ha descrito la existencia

de NO en terminaciones nerviosas que rodean distintos lechos vasculares como en la arteria
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mesentérica (Yoshida y col., 1994; Marin y Balfagdn, 1998) y cuya liberacion participa
también en lamodulacién del tono vascular.

- regulacion de la iNOS
iINOS, enzima que puede expresarse en procesos inflamatorios en macréfagos y células
musculares lisas. Su activacion requiere los mismos cofactores que la eNOS y nNOS, con
la diferencia de que, puede actuar a concentraciones de calcio mas bajas que las anteriores
isoformas (Hobbs y col., 1999). Aunque es independiente de Ca®* contiene un sitio de
unién especifico a la camodulinag, diversas citoquinas y endotoxinas que mediante la
activacion de distintos factores nucleares como NF-«f3, son capaces de estimular la sintesis
de novo de la enzima (Sheehan y col., 2002). En situaciones patoldgicas se libera grandes
cantidades de NO a partir de células endoteliales (Radomski y col., 1990) y del musculo
liso (Fleming y col., 1991).

Dichas isoformas contienen FMN (flavin mononucledtido), FAD (flavin adenina
dinucledtido), calmodulina, grupo hemo Yy tetrahidrobiopterina (BH4;) como grupos
prostéticos (Bredt y col., 1990) (fig.3).

La produccion de NO, proviene de la oxidacion enziméatica de cinco electrones de un N-
guanidino del aminoacido L-arginina, por la accion de la NO sintasa (NOS), utilizando
como donador de electrones & nucledtido NADPH (Palmer y Moncada, 1989):

L-Arginina + O; — L-Citrulina + NO

05 + Arginine + NO + Citrulline

y e
“*"'DP*‘ FMNH,
.) Heme E ﬂq n

b,
o a® Qe TR e
Ral. A

FMNH MADPH

\H;/:xldase : ‘
F s

= NO + Citrulline 05 + Arginine

Figura 3: Dominios cataliticos de la 6xido nitrico sintasa.
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La enzima puede ser inhibida por competicién de andlogos de la L-arginina como N“-
monometil-L-arginina (L-NMMA) o N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME).

Mecanismo de accion del NO

El NO liberado por e endotelio difunde facilmente a las células musculares adyacentes,
ddnde produce vasodilatacion mediada por € incremento del GMPc (Ignarro y Kadowitz,
1985). El GMPc se produce a partir del guanosin trifosfato (GTP), gracias ala activacion de
la guanilato ciclasa (GC) debido alaunion covalente, de alta afinidad, del grupo hemo con
NO.

El GMPc, activa la proteina quinasa dependiente de GMPc (PKG) que, mediante la
fosforilacion de residuos de serina y treonina puede activar o inhibir la funcién de distintas
proteinas que en conjunto disminuyen la[Ca®']; y producen larelgjacion de lafibra (fig.4) a

través de distintos mecani smos:

a) Activacion dela Ca?*-ATPasadel reticulo sarcoplasmético introduciendo Ca®* al interior
del reticulo (Coheny col., 1999).

b) La regulacién en la fosforilacion y activacion de la Ca?*-ATPasa de la membrana
plasmética, liberando Ca®* a exterior delacélula (Barnesy Liu, 1995).

c) Cierre de los canales de Ca®* dependientes de voltaje de la membrana plasmética (Ruiz-
Velascoy coal., 1998).

d) Inhibicion de laliberacion de Ca®* del reticulo inducida por 1P inhibiendo sus receptores
mediante fosforilacion (Hiratay col., 1990).

€) Activacion delaATPasaNa'/K* (Rapoport y col., 1985).

f) Activacion de canales de K* dependientes de Ca?* (Robertson y col., 1993).

g) Estimulacion del intercambiador Na'/ Ca?* (Furukawayy col., 1991).

Asimismo el NO también puede producir hiperpolarizacion del musculo liso vascular

mediante la activacién directa de canales de K* dependientes de C&?* (Bolotina y cal.,
1994).
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Figura 4: Esquema de |os mecanismos que participan en la vasodilatacion inducida por el NO/GMPc.

Tradicionamente, se ha descrito que € GMPc induce relgacion por mecanismos
independientes de los cambios en la [C&*]; intracelular y relacionados con una reduccion
directa de la sensibilidad a Ca® del aparato contréctil e impidiendo la fosforilacion de la

miosina (McDaniel y col., 1992).

II1.b. Prostanoides

Los prostanoides son mediadores celulares sintetizados a partir del &cido araquiddnico
(AA) por activacion de la ciclooxigenasa (COX) (Vaney coal., 1998) (fig.5).

Actualmente se sabe que existen dos isoformas de la enzima COX (COX-1y COX-2) que
estan codificadas por distintos genes y se encuentran asociadas ala caraluminal del reticulo
endoplasmico y a la membrana nuclear (Romano y Claria, 2003; Trifan y Hla, 2003).
Ambas poseen una estructura tridimensional similar y que se encuentran orientadas de tal
forma que metabolizan instantaneamente el AA liberado (Moritay col., 1995):

18



Introduccion

La COX-1 se expresa de forma constitutiva en multitud de tgjidos y células del organismo
(O'Nelll y coal., 1994) y aungue la expresion de COX-1 es constitutiva en la mayoria de
tgjidos, se ha descrito la expresion inducible del gen de COX-1 en varios tipos celulares,
bajo diferentes estimulos (Tanabe y Tohnai, 2002; Ramsay y cols., 2003). Interviene en la
produccion de prostaglandinas (PG) que regulan distintas funciones fisioldgicas, como la
activacion o agregacion plaquetaria y la funcion renal (Merlie y col., 1988; Funk y cal.,
1991).

La COX-2 se expresa en numerosos tipos celulares en respuesta a estimul os inflamatorios
como LPS o citoquinas como la IL-1B; sin embargo, se ha demostrado también que se
expresa constitutivamente en determinadas zonas del cerebro y del rifion (Vane y col.,
1998) y vasos sanguineos. La COX-2 se expresa en células endoteliales, musculares lisas y
fibroblastos, su actividad y expresion estd modulada por diferentes estimulos motogénicos

y proinflamatorios (Brionesy col., 2005; Kulmacz y Wang, 1995).

La COX posee dos actividades cataliticas, una ciclooxigenasa, que incorpora dos moléculas
de O; d AA formando PGG,, y otra peroxidasa, que catalizala reduccion de PGG, a PGH,
(Davidge, 2001). Los prostanoides bioactivos PGE,, PGF,, y PGD,, TXA;, y PGI, se
forman por accion de sus correspondientes sintasas y actlan de manera autocrina y
paracring, activando sus receptores especificos produciendo efectos frecuentemente
opuestos dentro de una misma célula (fig.5). La activacion de estos receptores acoplados a
proteinas G heterotriméricas modula €l nivel intracelular de segundos mensgeros como
AMPc o IPs.
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Figura 5: Formacion de distintos prostanoides a partir del &cido araquidénico por la accion de COX-
1/2. Se indican los efectos vasomotores que producen a través de la activacion de sus receptores especificos
(IP, TP, DP, EPYy FP).

-Prostaciclina (PGI5)
En los vasos sanguineos, la PGlI, sintasa es la responsable de la produccién de PGI, (Vane

y col., 1998), vasodilatadora y antiagregante (Higgs y Moncada, 1983), ésta es muy
inestable y se degrada espontaneamente en su metabolito estable 6-keto-PGF,,. La PGl a
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bajas concentraciones activa su receptor especifico IP y produce efecto vasodilatador
(Williamsy col., 1994) al reducir 1a[Ca?*]i en las células musculares por accién de AMPc

tras la activacion de la adenilato ciclasa (AC). EI AMPc induce la fosforilacion de la
proteina quinasa A (PKA) que causa lainhibicion de los procesos contractiles dependientes
de Ca**-camodulina (Hathaway y col., 1981) inhibiendo la liberacién de Ca?* del reticulo
por fosforilacion del receptor del 1Ps. La PGI, también produce vasodilatacion al activar sus
receptores especificos IP (Adie y col., 1992) localizados en las células endoteliales en las
gue induce la liberacion de NO (Ray y Marshal, 2006). Los receptores IP, gue
normalmente activan las proteinas Gs, pueden activar también las proteinas Gy y Gi
dependiendo del tipo celular (Schwaner y col., 1995) produciendo vasoconstriccion (fig.6).
A concentraciones elevadas, la PGIl, puede activar los receptores TP y producir
vasoconstriccion (Blanco-Rivero y col., 2005b). La PGl tiene un papel cardioprotector
importante en relacion con aterogénesis y la enfermedad cardiaca pues entre otros efectos
disminuye la sintesis de colesterol y reduce la actividad de los receptores LDL en
leucocitos (Kroney col., 1988) y promueve hidrélisis de |os ésteres de colesterol (Morishita
y col., 1990). También se ha descrito que, andlogos de la PG, inhiben la progresiéon de la
aterosclerosis en aorta de hamsters (Kowalay col., 1993) y congjos (Braun y col., 1993).

Los principales factores que estimulan la sintesis y liberacion de PGI, son laA-Il, laACho
laBk (bradikinina), y productos liberados de las plaquetas como la 5-HT, lainterleuquina-1
y e PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas) (Mitchell y col., 1992).
También se ha descrito que  NO (Mollace y col., 2005), especies reactivas de oxigeno
(Bachschmid y col., 2005) y los propios prostanoides (Catella-Lawson y Crofford, 2001,
Mukherjee y col., 2001) estan regulando la sintesis de PGI,, mostrando la interaccién entre

distintos mediadores celul ares.

- Tromboxano A, (TXA;)

El TXA; es € resultado de la transformacion del derivado del AA, la PGH,, por la accién
de la enzima TXA; sintasa. Se ha descrito que € TXA, es uno de los prostanoides
vasoconstrictores mas importantes producidos por la pared vascular, actia estimulando la

agregacion plaquetaria, la contraccion de las células musculares (Buzzard y col., 1993) y
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regulando procesos de migracion de las células endoteliales, angiogénesis y metastasis de
tumores (Niey col., 2000).

Se ha descrito que tanto las células endoteliales (Buzzard y col., 1993; Srisawat y col.,
2003) como las musculares lisas (Gonzales y col., 2005; Blanco-Rivero y col., 2006a)
sintetizan TXA,. La sintesis de TXA; se ve incrementada en una variedad de ateraciones
cardiovasculares, en las cuaes se ve implicado como un importante mediador celular
(Fitzgerald y col., 1987). Participa en la disfuncion endotelial asociada a diferentes factores
de riesgo cardiovasculares como la diabetes e hipertensién (Shimokawa, 1998; Matz y col.,
2000). La inhibicion de su sintesis por aspirina ha sido asociada con e descenso de
mortalidad causado por enfermedades cardiovasculares (Fitzgerald y col., 1987).

El TXA; gerce sus acciones a través de su receptor especifico, denominado TP, del cua se
conocen dos isoformas distintas denominadas o y B, que se distinguen en e extremo
carboxi-termina localizado en € interior de la célula. El hecho de que existan estas
isoformas explicalas multiples vias de transduccion de sefiales activadas por este receptor a
través de distintas proteinas G (Narumiyay col., 1999) (fig.6). Asi pues, al unirse e TXA;
a su receptor TP y activar Gq induce la vasoconstriccion del musculo liso vascular al
aumentar los niveles intracelulares de Ca?* (Mayeux y col., 1989) y activar la PKC; a su
vez la PKC activaria la serin/treonin quinasa c-Raf que desencadenara la via de
sefidizacion de ERK1/2 (Hagemann y Rapp, 1999). También se ha descrito que la
activacion de los receptores TP pueden estar acoplados a proteinas Gs que, mediante €
incremento de AMPc, son capaces de activar las ERK en este caso parcialmente
dependientes de PKA (Migginy Kinsella, 2002).

La liberacion de TXA, y otras PGs vasoconstrictoras puede ser estimulada por distintos
agentes vasoconstrictores como la ET, la 5-HT, la NA y la A-ll, asi como por agentes
vasodilatadores como la ACh o por acciones mecanicas sobre las células endoteliaes
(Manabi y col., 1989; Taddei y Vanhoutte, 1993).
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- Prostaglandina E; (PGE)

La PGE; es € resultado de la transformacion del derivado del AA, la PGH,, por la accién
de la enzima PGE sintasa, la cual posee dos isoformas una microsomal (mMPGES) que a
menudo esta acoplada a COX-2 para retrasar o sostener la produccion de PGE, (Murakami
y col., 2000) y una citosdlica (cCPGES) que se encontr6 acoplada a COX-1 para la
produccion inmediata de PGE; (Taniokay col., 2000).

Es un prostanoide que gjerce su efecto sobre sus receptores especificos EPy, EP,, EP3y EP,.
El receptor EP; posee efecto contréctil y actlia activando la proteina Gg aumentando asi la
[Ca®]; e influyendo en el recambio del fosfatidilinositol (Funk y col., 1993). El receptor
EP; disminuye la concentracion de AMPc via proteina G; produciendo vasoconstriccion.
Algunos estudios relacionan la activacion de este receptor en e SNC con la respuesta febril
(Coleman y col., 1994). La activacion de los receptores EP, y EP, producen efecto
vasodilatador y antiagregante activando la proteina Gs, que estimula la produccion de
cAMP por laAC (Coleman y col., 1994) (fig.6).

Adicionalmente la PGE, también puede actuar sobre |os receptores TP (Gluais y col., 2006;

Bosy col., 2004) y producir vasoconstriccion.

- Prostaglandina F», (PGF,)

La hipoxia (Arnould y col., 2001) y € estrés oxidativo elevado (Mervaala 'y col., 2001)
aumentan la produccion de PGF,, y su transformacion a isoprostanos, que ademas de
participar en laregulacion del tono vascular gjercen un efecto hipertrofico sobre las células
musculares lisas (Dorn y col., 1992; Yuray col., 1999). La PGF,, se produce por la accién
de la PGF,, sintasa sobre la PGH, se sintetiza en € endotelio y actla directamente sobre €l
musculo liso vascular incrementando la[Ca?*]; (Muratay col., 1993) o activando canales de
Cl" (Jiang y coal., 2003). Adicionamente la PGF,, puede potenciar la respuesta a otros
vasoconstrictores enddgenos (Rapoport, 1993) regula € tono del musculo liso vascular (De
Moraesy col., 1997). Estos efectos son mediados por dos subtipos de receptores, FP y FPs
(Srinivasan y col., 2002) acoplados a proteinas Gg; también existen agonistas que
comparten los receptores TP del TXA, (Cracowski y col., 2002) (fig.6).
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Figura 6: Sintesis y mecanismos de accion de los prostanoides.

IIL.c. Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

La generacion de especies reactivas de oxigeno, esta asociada al metabolismo normal de
todas las células (Li y col., 1997). Sin embargo, € estrés oxidativo ha sido identificado
como un factor patogénico en enfermedades cardiovasculares, como la hipertension, la
diabetes y la hipercolesterolemia (Cai y Harrison, 2000; Wolin, 2000).

En las membranas celulares realizan su funcidn diversas enzimas que utilizan €l oxigeno
como aceptor de electrones y, consecuentemente, llevan a la formacion del anion
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superéxido (O;7) que se produce por la reduccién de una molécula de O,. Los aniones
superéxido pueden gercer su accién directamente sobre e sistema vascular o sirviendo de
sustrato para la formacion de otras ROS. A partir del O, se forman el resto de especies

reactivas de oxigeno:
O, e~_> Oz'_e_> H>0» e_» OHL; H,O

Como especies reactivas de oxigeno se incluyen los aniones superéxido (O,7), € perdxido
de hidrégeno (H,O,) y € radical hidroxilo (OH"). Estos compuestos poseen un electron

desapareado, situacion que les confiere una ata capacidad de reaccion.

El NO tiene un eectron desapareado, por 1o que puede reaccionar con moléculas con un
electron desapareado (como es € anién superdxido), elimindndolo. De esta manera se

produce una reaccion quimicamente espontanea e irreversible (Wolin, 2000):
NO + 0O, - ONOO~

Cuando & Oy " inactiva a NO, dificulta la vasorrelgjacion e induce apoptosis en las células
endoteliales, provocando un falo en la continuidad del endotelio que favorece la aparicion
de fenémenos trombéticos promoviendo la adhesion de diferentes células a endotdlio.
Adicionamente, e producto de la reaccién, €l peroxinitrito, es un fuerte oxidante con

importantes efectos biol 6gicos como nitrosilacion de proteinas (Munzel y col., 1997).

El mantenimiento de los niveles de ROS depende tanto de su produccién como de su
eliminacién. Por tanto, existen distintos sistemas, enzimaticos y no enziméticos, encargados
de eliminar los radicales libres producidos en exceso. Asi, la superoxido dismutasa (SOD) a
partir de O," produce H,0,, eliminado los aniones superoxido del medio y evitando asi la

formacidn de peroxinitrito (Fridovich, 1997):

NO+0;" > ONOO"
| sop
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A su vez, € H,0, es eliminado por la accion de la catalasa y/o de la glutation peroxidasa
(GSH) que reducen e H,0, a H,O (Dhalay col., 2000). El H,O, estimula la migracion y
proliferacion de células endoteliales favoreciendo la angiogénesis (Taniyamay Griendling,
2003).

Adicionalmente, e O," y & H,0, pueden regular la actividad de las metaloproteasas de |a
matriz del muasculo liso vascular que degradan los proteoglicanos y € colageno,
produciendo cambios en la estructura vascular (Wolin, 2000). Bagjos niveles de especies
reactivas de oxigeno, estimula el crecimiento celular, por €l contrario, se ha demostrado que
atos niveles de especies reactivas de oxigeno inducen apoptosis (Luczak y col., 2004).
Ademés de los cambios sobre estructura y del crecimiento vascular, las especies reactivas
de oxigeno son capaces de modular las respuestas contractiles. De hecho € O, y H,0,
estimulan la contraccién tras movilizar el Ca?* almacenado en los depésitos intracelulares y
activar € intercambiador Na™ /H* (Touyz, 2000). Sin embargo, en otras condiciones €

peroxinitrito y el H,O, producen vasodilatacion (Martin y col., 2005).

I11.d. Otros reguladores del tono vascular
- Factor hiperpolarizante dependiente de endotelio (EDHF)

El endotelio libera otra sustancia que induce relgacion mediante hiperpolarizacion de la
membrana muscular, llamada factor hiperpolarizante dependiente de endotelio (Komori y
Suzuki, 1987). Se ha sugerido que se trata de un metabolito 1abil del acido araquiddnico en
el cua parece estar implicado la via del citocromo P450 (Campbell y col., 1996), mientras
que otros autores sugieren que se trata del K* (Edwards y col., 1998), y/o peroxido de
hidrégeno (Feletou y Vanhoutte, 2006). La hiperpolarizacion y relgjacion inducida por €
EDHF parece ser debida a un incremento en la conductancia del K* en la membrana del
musculo liso vascular, através de los canales de K* dependientes de Ca®* y/o dependientes
de ATP (Gluaisy col., 2005), dependiendo del lecho vascular.

La contribucion del EDHF a la relgjacion dependiente de endotelio varia en funcion de la
arteria estudiada. Este factor actlia fundamentalmente en vasos de resistencia, por lo que
parece jugar un papel importante en la regulacion local de las resistencias periféricas

vasculares (Garcia-Pascual y col., 1996). Ademas, diversos estudios sugieren que el EDHF
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participa de manera especialmente importante en la respuesta a agentes vasodia atadores
dependientes de endotelio en la circulacion coronariay en la mesentérica (Vazquez-Pérez y
col., 2001). Adicionamente su participacion se ve modificada en sSituaciones
fisiopatol 6gicas en las que se produce la disminucion de otros factores endoteliales como €l
NO (Sunano y Sekiguchi, 2003).

- Endotelina (ET)

Es un péptido vasoconstrictor que contribuye a la regulacién del tono vascular y
proliferacion celular. Se conocen tres isoformas ET-1, ET-2 y ET-3, diferencidndose en su
potencia de accién vasoconstrictora (Yanagisawa y Masaki, 1989). La ET-1 se sintetiza
tanto en condiciones basales como en respuesta a estimulacion mecanica, quimica y
humoral, y actla a través de receptores especificos, de los cuales se han descrito dos
subtipos, localizados en células dd masculo liso vascular (ETa) y en las células
endoteliales (ETg) (Patockay col., 2005).

La activacion de los receptores ET 4 acoplado a PLC en el musculo liso induce laformacion
de IP; y de DAG que aumenta la [Ca?"]; y la actividad de la proteina quinasa C (PKC).
Como consecuencia se produce vasoconstriccion y, a largo plazo, proliferacion celular
(Patocka y col., 2005). Por otra parte, la estimulacion de los receptores ETg endoteliales
produce laliberacion de NO y PGlI, (Patockay col., 2005).

- Angiotensina Il (Ang 11)

La Ang Il juega un importante papel en laregulacion de las funciones renales, vasculares y
cardiacas. Sus funciones principales se vinculan ala modulacion de la trasmision sinaptica,
estimulacion de secrecion de la vasopresina, vasoconstriccion, estimulacion de la secrecion
de aldosterona por la corteza suprarrenal, y accion mitogénica. Modula la excrecion renal
de Na', y la contraccion y relgjacion miocérdica y e tono vascular (Touyz y Schiffrin,
2000). De esta forma es un factor regulador muy importante de la integridad anétomica-
funciona de la pared arterial y en procesos que modulan la presion arterial. Las miltiples
acciones de la Ang Il estdn mediadas por complgos sistemas de sefidizacion que son

activados por la unién hormona-receptor.
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LaAng |l tiene dos tipos de receptores, AT, y AT, (de Gasparo y col., 1990). El AT, posee
siete dominios transmembrana, dd tipo acoplado a una proteina G que interviene en
mdltiples rutas de sefidizacion intracelulares que comprenden al Ca*, fosfolipidos,
quinasas y radicales libres de oxigeno. El receptor AT, contiene siete dominios
transmembrana unidos a proteinas G heterotriméricas (Allen y cols., 2000) y posee un 37%
de homologia con € receptor AT;. Los AT, se encuentran en las glandulas suprarrenales,
en e cerebro, en € rifién, en e musculo liso vascular y en € corazon, mientras que los
receptores AT, se encuentran en grandes cantidades en |los tejidos fetales pero su presencia
disminuye después del nacimiento, |0 que sugiere un importante papel de estos receptores
en e desarrollo embrionario. Los receptores AT, juegan un papel importante e la
inhibicion del crecimiento y diferenciacion de las células musculares lisas durante la
gestacion, influyendo en la estructura'y funcion de los lechos vasculares (Touyz y Schiffrin,
2000). En la aparicion de diversas enfermedades cardiovasculares € receptor AT, se
reexpresa produciendo remodelizacion vascular (Horiuchi y cols., 1999).

La Ang Il a través de su receptor AT, estimula la hidrélisis del PIP, por la PLC
produciendo un aumento en la formacion de 1P; y DAG (Ishizaka y cols., 1998). El IP;
estimula la liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmético, aumentando la [Ca?*]i, y, por
tanto, provocando la contraccién de las células del musculo. Por otro lado, el DAG estimula
la PKC, que se trandoca a la membrana plasmatica para fosforilar y activar proteinas que
intervienen en la contraccion y € crecimiento celular. La PKC media también la
acalinizacion intracelular del medio através de la activacion del intercambiador Na'/H*,
intercambiador Na'/Ca®* y laNa'/K* ATPasalo que también produce contraccién muscular
debido a aumento de las concentraciones intracelulares de Na' y C&?* y a aumento de la
sensibilidad de la maquinaria contractil al Ca®*. LaAng |1 através del receptor AT, media
la activacion de proteinas tirosin fosfatasas que van ainhibir e crecimiento celular através
de la inhibicion de MAPK (ERK). Aunque & mecanismo alin no esta claro, AT, media
vasodilatacion a través de la liberacion de NO y de nucledtidos ciclicos (Horiuchi y cols.,
1999) e induce la inhibiciéon del crecimiento y proliferacion del muasculo liso vascular y
cardiaco (Henrion y col., 2001). La Ang Il participa en e mantenimiento de |a hipertension
arterial mediante su efecto vasoconstrictor directo, activacion del SN simpatico,
incrementando la liberacion de adosterona y €elevando la produccion de aniones
superdxido, sobre todo en € endotelio y en la adventicia, por medio de la NADPH oxidasa

ligada ala membrana (Laursen y col., 1997).
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IV. HORMONAS SEXUALES
IV.a. Caracteristicas generales.

Andrégenos

Los androgenos inducen el desarrollo de los caracteres sexuales primarios en € embrion y
de los caracteres sexuales secundarios en la pubertad. Son los responsables del crecimiento
general y sintesis proteica que se reflgja en los cambios del esqueleto y de la musculatura
caracteristicos del hombre. Se sintetizan principalmente en las células de Leydig de los
testiculos, en menor medida en la corteza adrenal de varones y en mujeres, en cantidades
minimas, en € ovario. Al igua que € resto de las hormonas de naturaleza esteroide los

androgenos se sintetizan a partir del colesterol (fig.7).

Colesterol

l

Pregnenolona —— 17 Hidroxipregnenolona ——— Dehidroepiandrosterona

l l l

Progesterona — = 17 Hidroxiprogesterona ——— Androstendiona ——— Estrona

l l l

Desoxicorticosterona —— 11 Desoxicortisol Testosterona ————  Estradiol

Corticosterona / Dihidrostestosterona

— = Conisol

Figura 7: Ruta de sintesis de las hormonas sexual es (adaptado de http://www.fisterra.com).

Los andrégenos mas importantes son la testosterona (fig.8), la androstenodiona y la

dehidroepiandrosterona, precursoradel resto de andrégenos y también del estradiol.

CH,

Figura 8: Estructura de la testosterona.

La cantidad de testosterona es tan superior alas demés, que se puede considerar la hormona
testicular mas importante, si bien la mayoria de ella se convierte en los tejidos efectores en
dihidrotestosterona (DHT), una hormona més activa, pues posee mayor afinidad por el

receptor androgeénico intracelular (Guyton y Hall, 2006).
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Existe una fraccion considerable de la testosterona producida que se fija a albumina o a
globulinas de unién a hormonas sexuales para ser transportada por € torrente sanguineo,
siendo minima su concentracion libre en suero. De esta forma se mantiene inactiva hasta la
union con su receptor especifico (Heinlein y Chang, 2002). Se desconocen los factores
responsables de esta transferencia, a igual que como provoca la célula la disociacién del
complgjo hormona-globulina, pero se cree que depende de la concentracion plasmética de
la hormona (Heinlen y Chang, 2002). Una vez en la célula, |a hormona se une a su receptor
individual, localizado en €l citoplasma y/o en € ndcleo, se induce una dimerizacion del

receptor y su consecuente activacion (Wong y col., 1993).

Los receptores de androgenos, a igua que los de otros receptores esteroideos estan
compuestos de varios dominios funcionales (Evans, 1988) (fig.9):

1. El dominio regulador v fijador de los esteroides: se encuentra en € dominio C-terminal.

Tiene varios sitios de fosforilacion y estd comprometido en la activacion del complegjo
hormona-receptor.

2. El dominio de union a DNA: se encuentra en la parte media y es esencia para la

activacion de la transcripcion. Esta porcion es la responsable de controlar qué gen sera
regulado por €l receptor.

3. Laregion bisagra: se encuentra entre los dos dominios anteriores; contiene un area de

sefia importante para e movimiento del receptor hacia €l nlcleo después de su sintesis en

el citoplasma. Es unaregion hidrofilica variable en | os diferentes receptores.
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Figura 9: Una region N-termina hipervariable, que regula la actividad transcripcional, un
dominio central de union a DNA (DBD) atamente conservado, una region bisagra, y un largo
dominio C-terminal, de unién aligando. También se muestran los lugares de fosforilacion, asi
como las zonas de union independiente del ligando (AF-1) y dependiente del ligando (AF-2).
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La interaccién de las hormonas sexuales masculinas con los receptores androgénicos
producen efectos gendmicos, entre los que, podemos encontrar la activacion de MAPKs y
otros factores de transcripcion que inducen e crecimiento y proliferacion de distintas
células (Gerades y col. 2002). También existen receptores androgénicos de membrana que
inducen efectos no gendmicos ya gue no son bloqueados por inhibidores de la transcripcién
génica (Gerhard y Ganz, 1995; Farhat y col., 1996). Entre otros efectos encontramos un
incremento de [Ca"]; debido a un aumento en la formacién de IP; (Estrada y col., 2000) o
lafosforilacion de ERK1/2 (Estraday col., 2003).

Estrogenos

Los estrogenos son los responsables de los caracteres secundarios femeninos y de los
cambios en la composicion corporal. Los estrogenos secretados durante la primera mitad
del ciclo ovarico se encargan de la tarea crucial de preparar € tracto reproductor para
recibir y transportar gametos, a la vez que proporcionan un medio favorable para la
fecundacion e implantacion. Ademas de estas acciones especificas sobre € tracto
reproductor, actlan sobre distintos tegjidos ya que modulan e metabolismo (al ser
anabolizantes), € equilibrio 6seo, fragilidad capilar, valores plasméticos de colesteral, etc.
Los ovarios, y en menor medida la corteza suprarrenal, constituyen la principal fuente de
estrégenos circulantes en mujeres premenopausicas. Los estrégenos se forman a partir del
colesterol. En este proceso de sintesis la progesterona y la testosterona se sintetizan en
primer lugar, después en la fase folicular del ciclo ovarico, antes de que pueda abandonar
los ovarios, cas toda la testosterona y gran parte de la progesterona son convertidas en
estrogenos por las células granulosas. El principal producto secretor es € 17p-estradiol,

seguido por laestronay € estriol (fig.10).

ch, PH

Figura 10: Estructuradel 17 B-estradiol.

El estradiol secretado se oxida de manera reversible hasta generar estrona y esos dos

estroégenos pueden convertirse en estriol, transformaciones que ocurren principamente en
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higado. En varones y en mujeres postmenopausicas, la principal fuente de estrogenos es €
estroma del tgido adiposo, donde se sintetiza estrona a partir de DHEA, secretada por la
corteza suprarrena (Valley col., 2006). De este modo, la concentracion de estrogenos esta
regulada en parte por la disponibilidad de precursores androgénicos (Mendelson y Simpson,
1987).

Al igual que los androgenos la concentracion de estradiol libre en plasma es baja, circula
unida ala globulina fijadora de 17p-estradiol (Anderson, 1974), también se une aungue con
menos &afinidad a la albumina, de esta manera e estradiol se mantiene inactivo hasta la
unién con su receptor. Existen dos subtipos de receptores estrogénicos, alfa (Green y col.,
1986) y beta (Kuiper y col., 1996). ERa. se expresa en la mayoria de 6rganos femeninos
incluyendo los ovarios, las glandulas mamarias, € sistema cardiovascular y € cerebro. En
contraste, ERp esta altamente expresado en € ovario, y aungque esta presente en menor
medida en otros tejidos, como en e vascular tanto en células endoteliales como musculares
lisas especialmente en hembras (Hodges y col., 2000).

Poseen la estructura tipica de los receptores esteroideos mencionada anteriormente; un
dominio de union a ADN, un dominio C-terminal o de unién al ligando y una region N-
terminal hipervariable. Estos receptores parecen encontrarse tanto en €l citoplasma como en
el nicleo. Una vez unido € estrégeno a dlos, los complejos estrogeno-receptor se unen a
regiones especificas del ADN, como |los ERE (estrogen-response elements), y modulan la

transcripcion de diversos genes.

En los Ultimos afos se ha demostrado que existe como en e caso de los andrégenos un
mecanismo de accién “no-gendmico” porgue no depende de la union del compleo
estrégeno-receptor a ADN gendmico. Este mecanismo estd implicado en varias de las
acciones de los estrégenos a nivel de los tejidos no reproductivos, como la vasodilatacion,
estimulacion de la proliferacion de osteoblastos, 1a produccién de colageno y disminucion
de la resorcién Osea. Esas acciones parecen depender de la fijacion del estrogeno a una
variante de receptores estrogénicos unidos a la membrana celular (MER). Su activacion
entre otros efectos puede aumentar la liberacion de NO y GMPc (Russd y col., 2000)
produciendo vasodilatacion o estimular la via de la PKC (Le Méllay y col., 1997) que
controla multitud de respuestas celulares (fig.11).
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GENOMICOS NO-GENOMICOS

| o, °
| K’,‘I‘FL e y l -j
| e O

: o muly /gl |en
A i \%mr;’] - Ca™ .
M EE— —~— MAPK/AM = .
Lﬂ —\*_‘{'d—r’/"'_ " -
o1 Oy ~— NADPH
L I
B AR A
Célula endotelial l _—
)
LI T l ?9'! EDHF
‘ i ar / \ ;.- jt /

\ cGMP —— cAMP K
I Muslousa E e [-T-1 «
l\ ..... / . ‘\.\\*'_‘::{.

Myafilaments

Figura 11: Mecanismo de accion de los estégenos. Mediante los mecanismos genémicos, los
estrégenos se unen a sus receptores ER situados en el citosol o nlcleo de las células endoteliales, permitiento
la activacion de MAPKs, incrementando la transcripcion génica, la proliferacion de células endoteliales, e
incrementando la sintesis de la eNOS. En los mecanismos no-genémicos, los estrogenos se unen ala sus ER
en la membrana de las células endoteliales e incrementan la liberacién de Ca®* del reticulo endopasmico y
estimulan la via de las MAPK/Akt, permitiendo la activacion de la eNOS e incrementando la produccién de
NO. Los ER pueden también inhibir la NADPH oxidasa, previniendo la formacion de O,”. Del mismo modo,
los ER pueden activar la COX incrementando sus derivados.
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IV.b. Relacion de las hormonas con la funcion vascular.

Se ha demostrado una relaciéon entre los niveles de hormonas sexuales y aparicion de
enfermedades cardiovasculares. La incidencia de las mismas es menor en mujeres
premenopausicas que en hombres de la misma edad (Teede, 2007), iguaéndose en la
menopausia. Por todo ello tradicionalmente se ha atribuido un efecto deletéreo a los
androgenos (Baker y col., 1978; Hutchison y col., 1997) y un efecto protector a los
estrégenos (Farhat y col., 1996; Joswig y col., 1999) sobre €l sistema cardiovascular. Sin
embargo, recientemente el papel de los andrégenos en €l sistema vascular esta recibiendo
considerable interés (Sadrer y Celermgjer, 2002) y existen evidencias experimentales y
clinicas que indican que los androgenos poseen efectos beneficiosos sobre € sistema
cardiovascular en machos, semejantes a los descritos para |os estrogenos en hembras (Jones
y col., 2004; Liuy col., 2003, Perusquia 2003, Littleton-Kearney y Hurn 2004).

Androgenos

Los androgenos y derivados androgénicos actian sobre la pared arterial, y algunos de sus
efectos deletéreos estan mediados por las modificaciones en e perfil lipidico
(incrementando LDL), en los mecanismos hemostaticos (agregacion plaguetaria 'y actividad
fibrinolitica), y en larespuesta vasomotora (Hutchison y col, 1997).

Sin embargo, recientemente se ha puesto de manifiesto la relacion entre
hipotestosteronemia e incidencia de enfermedades cardiovasculares como €l infarto de
miocardio (Mitchell y col., 1994) y la cardiopatia isquémica (Sewdarsen y col., 1990). Por
otra parte, también se ha descrito que la administracién a corto plazo de testosterona mejora
la resistencia cardiaca a isquemia por esfuerzo, sugiriendo la existencia de mecanismos

vasodilatadores inducidos por esta hormona (Rosano y col., 1999).

Se ha descrito la existencia de receptores de andrégenos tanto en células musculares lisas
como endoteliales, por lo que su activacion influye en la funcion de estas células regulando
el tono vascular (Honda y col., 1999). La testosterona puede modular la contraccion
inducida por diferentes agentes. Asi, modula la respuesta vascular inducida por la
activacion del receptor adrenérgico a, a través de mecanismos dependientes e

independientes de endotelio (Blanco-Rivero y col., 2006a). También modula la contraccion
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inducida por cloruro potasico, vasopresina y norepinefrina en arteria cauda (Barbagallo y
col., 1995), mesentérica (Martin y col., 2005) y aorta (Wang y col., 2002) de distintas

especies animales.

Paralelamente, la testosterona modula la respuesta vasodilatadora, pudiendo egercer un
efecto vasodilatador directo en la aorta de rata la cual es parciamente dependiente de
endotelio mediante e aumento de la liberacion de NO (Costarella y col., 1996). Sin
embargo, existen estudios que demuestran que la relgjacion inducida por testosterona se
lleva a cabo hiperpolarizando la membrana de la célula muscular, ya que no se ve
modificada en presencia de inhibidores de la sintesis del NO o GC (Yuey col., 1995; Chou
y col., 1996). Por otra parte, |a testosterona puede promover hiperpolarizacion dependiente
de endotelio de las células del musculo liso vascular, de forma dependiente de
concentracion. Esta relgjacion se puede producir de forma tanto dependiente como
independiente de endotelio, e implicala accién de los canales de Kca Y Katp (Honday col.,
1999).

Adicionalmente a los efectos vasodilatadores directos de la testosterona, ésta modula la
respuesta a otros agentes vasodilatadores (Quan y col., 1999), tanto dependientes (Ferrer y
col., 1999) como independientes (Martin y col., 2005) de endotelio. Aunque existen
resultados contradictorios uno de los factores mejor estudiados ha sido el NO. Asi, se ha
descrito que latestosteronay sus derivados aumentan (Liu y Dillon, 2002; Simoncini y col.,
2003) disminuyen (Chatrath y col., 2003; Mukherjee y col., 2001) o no modifican (Blanco-
Rivero y col., 2006a) la actividad eNOS. Respecto a efecto vasodilatador del NO, la
testosterona es capaz de aumentar la sensibilidad del musculo liso vascular a NO. Se ha
demostrado una disminucion del efecto vasodilatador de la ACh en ratones feminizados, en
los que hay bgjos niveles de testosterona (Jones y col., 2003), y un aumento de la respuesta
vasodilatadora a nitroglicerina cuando se administra de forma exégena (Kang y col., 2002).
Esta accion puede deberse a un aumento en los niveles de GMPc y/o actividad de la PKG
(Deenadayalu y col., 2001). También existen estudios en los que la sensibilidad del
musculo liso a NO no se modifica en aorta de machos castrados (Blanco-Rivero y col.,
2006b).
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Se ha comentado anteriormente € papel de las ROS en la regulacion del tono vascular. En
este sentido, se ha descrito que € nivel de aniones superdxido es dependiente del género,
siendo mayor en machos que en hembras (Brandes y Muge, 1997), lo que podria estar
asociado a la mayor aparicion de ateraciones vasculares en machos (Harrison, 1994;
Munzel y col., 1997). La mayoria de los estudios realizados sobre la formacion de aniones
superoxido se han centrado en el papel de las hormonas femeninas (White y col., 2005), sin
embargo estudios mas recientes han demostrado propiedades antioxidantes de los
androgenos (Békeési y col, 2000; Yorek y col., 2002).

En este sentido, estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion han
mostrado que, aunque la actividad de la Cu/Zn SOD es mayor en aortas de machos
castrados, existe una mayor produccion de aniones superoxido en arterias de estos animales
(Blanco-Rivero y col., 2006b).

Como se ha descrito anteriormente las células endoteliadles también liberan prostanoides
vasoconstrictores y vasodilatadores, originados por € metabolismo del acido araquidonico
a través de la activacion de la COX. Se ha descrito que la disminucion de testosterona,
relacionada con la edad, aumenta la actividad de la COX-2 en diferentes tejidos (Stewart y
col., 2000; Chung y col., 2001).

También se ha comentado € papel funciona de los prostanoides en la regulacién del tono
vascular, habiéndose descrito que uno de los prostanoides vasoconstrictores producidos por
la pared vascular que participa en la disfuncion vascular asociada con diferentes factores de
riesgo cardiovascular es e TXA, (Simionescu y col., 1983). Se ha descrito que €
tratamiento con testosterona reduce la liberacién de TXA, en aorta de ratas macho (Myersy
col., 1996), mientras que la deprivacion de hormonas sexuales masculinas incrementa la
liberacion de TXA, (Blanco-Rivero y col., 2006a).

Atendiendo a la expresion de la TXA, sintasa se ha descrito que la orquidectomia reduce
(Gonzales y col., 2005) o no modifica (Blanco-Rivero, 2006a) la expresion de lamisma. A
cerca de los receptores TP, se ha descrito mediante experimentos de binding, que la
testosterona aumenta la expresion de los TP en diversos tipos celulares (Matsuda y col.,
1994) como células musculares lisas (Higashiura y col., 1997), y megacariocitos
(Higashiuray col., 1996).

Con respecto ala modulacion por hormonas sexuales de |a respuesta contractil inducida por

el mimético del TXA, (U-46619), se ha descrito que es mayor en machos que en hembras
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(Schror y col., 1996). Sin embargo, existe controversia sobre €l efecto especifico de las
hormonas sexuales masculinas. Asi, experimentos de reactividad vascular han descrito que
la respuesta contractil al analogo de TXA, es similar en machos controles y en castrados,
demostrando que la sensibilidad a TXA, no se ve modificada por orquidectomia, tanto en
arterias cerebrales (Gonzales y col., 2005) como en mesentérica (Blanco-Rivero y col.,
20064) de rata, mientras que €l tratamiento con testosterona aumenta la contraccion al
mimético del TXA, en arteria coronaria de cobaya (Schror y col., 1994). A pesar de los
multiples estudios acerca de este prostanoide, es escasa y a veces contradictoria la
informacion disponible sobre e efecto de los androgenos en la funcidn vascular del TXA,
enddgeno.

Por otra parte € papel en lafuncion vascular de derivados de COX distintos al TXA, como
la PGl, y PGE, que pueden actuar como vasoconstrictores bajo ciertas condiciones
patolbgicas, esta siendo objeto de numerosos estudios (Rapoport y col., 1996; Blanco-
Riveroy col., 2007b; Gluaisy col., 2006).

Se ha demostrado que los niveles de PGI, estan aumentados en pacientes con aterosclerosis
(Fitzgerald y col., 1987) y en hipertension (Blanco-Rivero y col., 2005b). La PGI, posee un
efecto vasodilatador a bajas concentraciones, mientras que a elevadas concentraciones €l
efecto es vasoconstrictor ya que activa receptores TP (Williamsy col., 1994; Blanco-Rivero
y col., 2005b). Respecto alainfluencia de las hormonas sexuales masculinas se ha descrito
gue la testosterona disminuye la sintesis de PGI, tanto en segmentos de aorta de ratas
hembras (Wakasugi y col., 1989) como en cultivos de células musculares lisas de aorta
(Nakao y col., 1981) sin embargo otros estudios publican que la pérdida de hormonas
sexuales masculinas produce disminucién de PGI, en aorta de rata (Cignarella y col.,
2000a).

Respecto a la PGE; los resultados son escasos y contradictorios. Se ha descrito que €
tratamiento con testosterona reduce la liberacion de PGE; en células endoteliaes de aorta
de rata (Myers y col., 1996), del mismo modo se ha publicado que la orquidectomia
incrementaba la liberacion de PGE; y la expresion de la PGE; sintasa microsomal en ratas
hipertensas (Sullivan y col., 2005). Por € contrario, también se ha descrito que €
tratamiento con testosterona incrementa la liberacion de PGE, en vasos deferentes de rata
(Saito y col., 1986), en células endoteliales de aorta de cerdo (Seillan y col., 1983) y en

arterias cerebrales de rata (Razmaray col., 2005).
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Lainformacion acerca de influencia de las hormonas sexual es masculinas sobre la PGF,, es
escasa. Se ha publicado que la testosterona incrementa la liberacién de PGF,, en células
endoteliales de aorta de cerdo sélo en hembras (Selllan y col., 1983) o la disminuye en
hipotdlamo (Gecse y col., 1981). Respeto a su efecto vasomotor se ha descrito que la
testosteronaincrementa la respuesta contractil en aortas de hembras (Maddox y col., 1987).
Estos datos, ponen de manifiesto la diversidad de resultados encontrados acerca del efecto
de los androgenos sobre la sintesis y funcidén de los prostanoides. Probablemente esta
situacion sea debida a diferencias en los modelos y condiciones experimentales utilizados
por lo que seria interesante € estudio sistematico de la posible influencia de las hormonas
sexuales sobre laliberacién y funcidn de los prostanoides.

Experimentos previos, realizados por nuestro grupo de investigacion, han puesto de
manifiesto que la relgjacién inducida por ACh es mayor en aortas procedentes de machos
castrados que en controles, como consecuencia de la mayor produccion de O,” que activan
Kca (Ferrer y col., 1999). Mas recientemente, se ha demostrado que la liberacion de NO
endotelial y la expresion de eNOS en aorta de rata no estd modificada por la orquidectomia
(Blanco-Rivero y col., 2006b). Puesto que las ROS pueden activar COX-2 y teniendo en
cuenta que en nuestro modelo experimental, la orquidectomia produce un incremento en la
formacion de aniones superdxido (Blanco-Rivero y col., 2006b; Martin y col., 2005) seria
interesante analizar lainfluencia de las hormonas sexual es sobre la produccion de derivados
de COX-2.

Por otra parte, se ha descrito que é NO modula la sintesis de distintos prostanoides
(Mollace y col., 2005). Sin embargo la informacion del efecto de los prostanoides sobre la

sintesis de NO es practicamente inexistente.

Por todo ello, respecto a las hormonas sexuales masculinas, nuestro objetivo es andlizar la
influencia de dichas hormonas sobre:

- lasintesisy €l efecto vasomotor de distintos prostanoides

- la participacion de los distintos prostanoides en la respuesta inducida por ACh

- lainteraccién de los distintos prostanoides con la liberacion de NO endotelial.
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Estrogenos

Se ha considerado a los estrogenos como una hormona vasoprotectora puesto que €l inicio
de la menopausia esta asociado a la aparicion de alteraciones cardiovasculares (Farhat y
col., 1996). Los estrogenos poseen propiedades cardioprotectoras que resultan de una gran
variedad de acciones entre las que se incluyen modulacién del metabolismo lipidico,
expresion de moléculas de adhesiéon leucocitaria y migracion de VSMCs en la pared
vascular (Bush y col., 1987, Schnaper y col., 2000).

Existen evidencias experimentales de que los estrégenos disminuyen la progresion de
placas de ateroma atribuido en parte a blogueo de los receptores para la LDL o a la
degradacion de los mismos a nivel intracelular. Por otro lado, la inhibicién de la
aterogéenesis viene ligada a un incremento de los receptores de HDL y a bloqueo de la
adherencia leucocitaria, adhesividad plaquetaria o los factores de crecimiento del endotelio
vascular y el proceso inflamatorio (Cheng y col., 1991).

Estudios experimentales bésicos y clinicos han puesto de manifiesto la accion loca de los
estrégenos en la pared vascular (White y col., 1995) a través de mecanismos gendémicos
como & aumento de la expresion o actividad de laeNOS (Adams y col., 1989) estimulando
de este modo la produccién de NO por e endotelio contribuyendo a los efectos
beneficiosos de |os estrogenos en el sistema cardiovascular (Momoi y col., 2003, Fletcher y
Colditz, 2002). También modularian € nuimero y la sensibilidad de los receptores
muscarinicos presentes en las células musculares y endoteliales (Gisclard y col., 1988) y/o
inhibirian otros mecanismos vasoconstrictores (Reis y col., 1994). Sin embargo, también
existen estudios que describen que los estrégenos no modifican la expresion y activacion de
laeNOS (Nawate y col., 2005).

Paralelamente a los androgenos, los estrégenos también presentan a niveles fisiologicos
efectos “no gendmicos’ que producen vasodilatacion activando eNOS y la PGI, sintasa,
regulando también de este modo €l tono vascular (Chambliss y col., 2000; Hermenegildo y
col., 2006). El 17p-estradiol produce un efecto vasodilatador directo independiente de
endotelio inhibiendo los canales de Ca®* dependientes de voltaje en las células musculares
lisas disminuyendo asf el flujo de Ca®* (Jiang y col., 1991; Valverdey col., 1999; Perusquia
y Navarrete, 2005).

L os estrogenos producen efectos sobre el sistema simpatico donde pueden inhibir la sintesis

de catecolaminas, incrementar la densidad de los receptores androgénicos o, (Du y col.,
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1994), la afinidad de los o, (Colucci y col., 1982) y activar los receptores p-adrenérgicos
(Ferrer y col., 1996).

Asimismo € 17p-estradiol modulala contraccion inducida por distintos agentes vasoactivos
como la vasopresina (Stallone y col., 1991), Ang Il (Proudler y col., 1995) o en menor
medida la ET (Shay y col., 1993; Nilsson y Gustafsson, 2000). La administracion exdgena
de estrégenos pueden producir vasoconstriccion aumentando la sintesis de aniones
superdxido en arterias coronarias (White y col., 2005) e incrementando la sensibilidad de
algunos prostanoides contréactiles (Miller y Vanhoutte, 1990).

L os estrégenos poseen un efecto antioxidante ya que con la edad y |a pérdida de hormonas
sexuales aumenta el estrés oxidativo. En este sentido se ha descrito que la ausencia de
hormonas sexuales femeninas produce un aumento en la generacion de aniones superoxido
(Zhang y col., 2007) y que existe una mayor actividad de enzimas detoxificantes como la
SOD (Sagredo y col., 2008) paraintentar eliminar ese aumento.

Se ha descrito que las hormonas sexuales femeninas pueden gercer un efecto directo no-
gendémico en aorta de rata que conlleva la activacion de la COX, aumentando la liberacion
de los prostanoides derivados de ella (Selles y col., 2005). También se ha descrito que los
estrégenos inducen la expresion de COX-2 en cultivos de células endoteliales humanas
(Pedram y col., 2002; Akarasereenont y col., 2000).

En cuanto a los prostanoides derivados de COX, se ha descrito que las hormonas sexuales
femeninas incrementan la liberacion de TXA, en aorta de rata (Selles y col., 2005) o0 en
cultivos de células endoteliales (Witter y col., 1984) y musculares lisas (Chang y col.,
1980) de rata o no modificarla (Cignarella 'y col., 2000b). El incremento de la reactividad
de las células musculares a los prostanoides vasocontréctiles en hembras puede deberse a
gue esté incrementada la expresion y/o actividad de las enzimas como COX y/o TXS (Li y
col., 2002) que median la formacion de estos vasoconstrictores locales, y/o a incremento
de la expresion de los receptores y/o mediadores intracelulares. Estudios previos
demuestran que | os estrogenos pueden incrementar la expresion o afinidad de |os receptores
TP en aorta de rata (Li y col., 2002; Matsuda y col., 1995). Sin embargo, con respecto al
efecto contréactil del TXA; los resultados obtenidos son contradictorios, ya que la pérdida
de hormonas sexuales femeninas no produce diferencias en la contraccion a mimético del
TXA, U-46619, en arterias cerebrales de rata (Momoi y col., 2003), la incrementa en
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mesentérica (Davidge y Zang, 1998) y la reduce en pulmén y aorta de rata (Farhat y
Ramwell, 1992; Li y Stallone, 2005).

Respecto a la influencia de las hormonas sexuales femeninas sobre la PGI, también existe
controversia, ya que se ha descrito que los estrogenos incrementan (Myers y col., 1996),
disminuyen (Lennon y Poyser, 1987) o no modifican (Lennon y col., 1988; Maugeri y cal.,
1989) laliberacion de PGl..

Con respecto al efecto de los estrogenos sobre la expresion de la PGIl, sintasa también
existen resultados contradictorios. Se ha descrito que €l tratamiento con estrogenos en ratas
ovariectomizadas incrementa su sintesis en arterias cerebrales (Duckles y Krause, 2007;
Ospina y col., 2002), no la modifica en arterias uterinas (Wu y col., 1999) ni coronarias
ovinas (Rupnow Yy col., 2002) o la reduce en aorta de ratas macho (Myers y col., 1996).
Respecto a la respuesta vascular a PG, se ha descrito que € tratamiento con estrogenos
puede incrementarla en aorta de congjo (Miller y Vanhoutte, 1990). En los estudios en los
que se observa que los estrégenos aumentan la liberacion de PGI, (Osphina y col., 2003;
Selles y col., 2005; Karpati y col., 1980) este resultado puede ir asociado a un aumento
(Korita y col., 2004) o no modificacion (Myers y col., 1996) en la expresion de PGlI,
Sintasa.

Atendiendo a prostanoide PGE, se ha descrito que en ausencia de hormonas sexuales
femeninas se puede producir un incremento de la liberacion de PGE, en aorta de rata
(Zamorano y col., 1995). Sin embargo, la estimulacion con estrégenos no produce
diferencias en la sintesis de las mismas (Selles y cal., 2005; Ospinay col., 2003). En lo que
a la respuesta vascular a PGE; se refiere, se ha descrito que € tratamiento con estrogenos
no la modifica en aorta de congjo (Miller y Vanhoutte, 1990) o que la disminuye en €
muscul o detrusor de ratas ovariectomizadas (Borday col., 1983).

Poco se ha descrito a cerca de influencia de los estrégenos sobre la PGF,,, se ha publicado
que & 17B-estradiol incrementa su liberacion en células endoteliales de aorta de cerdo
(Seillan y col., 1983) y en hipotdamo (Gecse y col., 1981), o no la modifica en arterias
cerebrales de rata (Ospinay col., 2003). Sin embargo, algunas publicaciones afirman que es
en ausencia de hormonas sexuales femeninas dénde se produce un incremento de la
liberacion de PGF,, en aorta de rata (Zamorano y col., 1995). Respecto a su efecto

vasomotor se ha descrito que e tratamiento con estrégenos incrementa la respuesta
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contractil en aorta de ratas (Maddox y col., 1987) o no la modifica en aorta de congjo
(Miller y Vanhoutte, 1990).

Al igua que lo comentado en el apartado de andrégenos, esta variabilidad en los resultados
dependiendo de las condiciones experimentales utilizadas justificaria la realizacion de un
estudio sistematico sobre €l efecto de las homonas sexuales femeninas en la liberacion y
funciodn de los prostanoides.

Respecto a la ACh, en ausencia de estroégenos se ha demostrado una reduccion de la
relgjacion a ACh en aorta de rata (Yamaguchi y col., 2001). El tratamiento con 17p-
estradiol incrementa la vasodilatacion inducida por ACh en arterias femorales de congjo
(Gisclard y coal., 1988), en coronarias de mono (Williams y col., 1990) y en aorta de rata
(Gonzales y col., 2001) sugiriendo que opera con un mecanismo endotelio-dependiente.
Con respecto a la liberacion de NO existen resultados contradictorios pues se ha descrito
que los estrégenos no modifican (Riveiro y col., 2001) o aumentan (Meyer y col., 1997) la
actividad de laeNOS.

En base a estos datos y teniendo en cuenta que € papel de las hormonas sexuales femeninas
sobre € efecto del NO endotelial dependiendo del lecho estudiado es variado, y que no
existen estudios sistematicos que analicen lainfluencia de estas hormonas en laliberacion y
funcidn de los distintos prostanoides, nuestro segundo objetivo serd analizar 1a influencia
de las hormonas sexuales femeninas en la liberacion y funcion del NO y prostanoides para
ello analizaremos:

- lainfluencia de dichas hormonas en laliberacion y funcion del NO

- laliberacién y efecto vasomotor de |os distintos prostanoides

- la participacion de distintos prostanoides en la respuestainducida por ACh.

- interaccion de los distintos prostanoides con la liberacion de NO endotelial.

Globamente, este estudio comparativo nos permitira obtener informacion a cerca de los
mecanismos reguladores de las hormonas masculinas y femeninas, en machos y en

hembras, sobre laliberacion y funcion del NO y prostanoides.
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Los objetivos concretos planteados en e siguiente trabajo han sido analizar en aorta de
ratas macho y hembra, la influencia de las correspondientes hormonas sexuales endégenas

sobre;

1. laparticipacion del NO endotelia en larelgacion inducida por ACh valorando:
- lainhibicién de la sintesis de NO sobre larespuestaa ACh
- expresion delaeNOS
- liberacion de NO

- larespuesta vasomotora a donante de NO, nitroprusiato sodico

2. laparticipacion de prostanoides en larel gjacion inducida por ACh valorando:
- expresion de COX-1y COX-2
- laliberacién de los prostanoides TXA,, PGl,, PGF,, y PGE;
- larespuesta vasomotora inducida por |os anteriores prostanoides
- e efecto de distintos bloqueantes de la sintesis o de la respuesta vasomotora de

los anteriores prostanoides sobre la respuesta inducida por ACh

3. lainteraccion de los prostanoides con € NO valorando:
- e efecto de los distintos inhibidores de la sintesis de prostanoides sobre la

liberacion de NO inducida por Ach.
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I. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se emplearon ratas macho y hembras Sprague-Dawley de 6 meses de edad, que a su vez se
dividieron en dos grupos: machos (controles y orquidectomizados) y hembras (controles. en
estro y ovariectomizadas). Todos los animales fueron estabulados en el animalario de la
universidad Auténoma de Madrid de acuerdo con las normas establ ecidas en 609/86 CEE y
R.D. 233/88 del Ministerio de Agricultura, Pescay Alimentacion de Espafia (12 h. de ciclo

luz/oscuridad y alimentacion estandar con pienso y agua ad libitum).

La eiminacion de hormonas sexuales se indujo quirdrgicamente mediante orquidectomia
bilateral en machos y ovariectomia bilateral en hembras a las 5-7 semanas de edad, y 4
meses después los animales se sacrificaron por inhalacion de CO,. Las hembras controles
se sacrificaron en fase estro confirmandolo previamente mediante frotis vaginal. Se
confirmd el éxito de la cirugia observando la atrofia de las glandul as seminales en machos y
la involucion uterina en hembras. Se tomaron los pesos de los animales y €l suero parala
medicion de los niveles sanguineos de hormonas se obtuvo extrayendo sangre directamente
del corazon.

Se extrgjo la aorta, a la que se elimind € tejido conectivo circundante y se mantuvo en
solucion de Krebs-Henseleit (KHS), en mM: NaCl 115; CaCl, 2,5; KCI 4,6; KH,PO, 1,2;
MgSO,-7-H,0 1,2; NaHCO;3 25 glucosa 11,1 y NaoEDTA 0,03) a 4° C. Esta investigacion
cumple las directrices de la Guia para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio
publicadapor USA National Institutes of Health (NIH) (N0.85.23, revisada en 1985).

II. PRESION ARTERIAL

La presién sistélica sanguinea se midié durante cinco dias de estudio en animales vivos
mediante el método de pletismografia de arteria caudal (método de “tail-cuff”) descrito por
Bufiag (1974) (Letica, Digital Pressure Meter, LES000, Barcelona).

ITII. NIVELES DE HORMONAS EN PLASMA

El plasma se obtuvo en el momento de la decapitacion extrayendo la sangre del corazén del

animal, se centrifugd a 2500xg durante 15 min y los niveles de hormonas fueron
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determinados usando un Kit de inmunoensayo enzimatico monoclonal (Cayman Chemical,
USA). Este kit detecta los niveles de hormonas en 1,4 pg/ml y tiene una precision de
interaccion del 5%. El ensayo se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. Es un
ensayo colorimétrico basado en la competicion entre testosterona y un conjugado de
testosterona-acetilcolinesterasa para un niUmero limitado de lugares de unién de anisuero de
congjo especifico de testosterona. Este antisuero se une completamente a la anti 1gG de
congjo monoclonal obtenida en ratdn presente en la placa elisa. El producto de esa reaccion
se determina mediante espectrofotdmetria a 412 nm y es proporcional a la cantidad de
testosterona-acetilcolinesterasa unido a la placa, la cual es inversamente proporcional ala
cantidad de testosterona libre y presente en la placa durante laincubacion. Los resultados se

expresaron en pg/ml.

IV. EXPRESION DE COX-1/2 y eNOS

IV. a Preparacion de las muestras

Para estudiar la expresion de la COX-1/2 y eNOS y su posible modificacion por las
hormonas sexual es se empled latécnica de Western Blot. Para ello, los segmentos arteriales
se homogeneizaron a 4° C en 200 ul de buffer de homogeneizacién (1 mM de vanadato
sodico, 1% SDSy 0,01 M Tris-HCI pH 7,4). Se centrifugaron las muestras a 10000xg a 4°

C durante 10 min, y el sobrenadante se utilizd para medir el contenido proteico.

Para cuantificar la cantidad de proteina, se cargaron cada una de las muestras
homogeneizadas por triplicado en una placa ELISA y se realizG un ensayo colorimeétrico
(reactivo de Folin y solucion acalina de tartrato sodico). Mediante un lector de placas
(Multiskan AFCENT, Kabsystems) y con e programa Ascent Software, se obtuvo una
curva patron a partir de las muestras con concentraciones conocidas de BSA y por la
interpolacion en dicha curva patrén, se calcul 6 la concentracion de proteinas en cada una de

|as muestras.

Se gjustaron todas las muestras a la concentracion menor de proteina obtenida, mediante
diluciones con buffer de homogenizacion y se las afiadié buffer de Laemmli (0,01% azul de
bromofenol; 100 mM ditiotreitol; 0,1% glicerol; 2% SDSy 60 mM Tris-HCI pH 6,8). Las
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muestras se llevaron a ebullicion durante 10 min y se tom6 e volumen necesario para
cargar las muestras en € gel de acrilamida (polimero reticulado soluble en agua).

IV.b. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Con esta técnica, Ilamada eectroforesis, 1o que se pretende es desplazar las proteinas
aplicandoles un campo eléctrico, donde la velocidad de movimiento de las mismas depende
de dos factores: la fuerza gercida por e campo eléctrico y la fuerza de friccion
(resistiéndose al movimiento) que gerce @ entorno de las proteinas, dependiendo de su

tamario.

Una vez montados los geles, se tomd e volumen adecuado para introducir 20 pug de
proteinas totales de cada muestra en los pocillos del gdl. El gel de separacién poseia una
concentracion de poliacrilamida del 7,5% (p/v) para eNOS y 10% (p/v) para COX1/2 y €
gel de concentracion una de 5% (p/v). Una vez cargadas las muestras en los pocillos, se
conectaron los electrodos, la electroforesis se realizo a un voltge constante de 97 V en un
Mini-PROTEAN 3 CELL (Bio Rad Laboratories).

IV. c. Electrotransferencia y deteccion inmunologica

Las muestras ya separadas, se transfirieron electroforéticamente a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF, Bio Rad Immun-Blot®) con poros de 0,2 pM
previamente activada con metanol puro. La transferencia la realizamos en un aparato de
transferencia vertical (Mini Trans-Blot, BioRad), utilizando un tampon de transferencia
compuesto por Tris HCI 25 mM (pH 8,3), glicina 192 mM y metanol 20% (v/v). Como
marcador de peso molecular se utilizé SDS-Page broad-rang (Bio-Rad Laboratories).

A continuacion y unavez transferidas las muestras se realizé la deteccion inmunol dgica:
Para ello se bloqued la membrana en TBS (100 mM pH 7,4 Tris-HCI, 0,9% p/v NaCl, 0,1%

SDS) con leche en polvo desnatada a 5% p/v durante 1 hora. Posteriormente se incub6 la

membrana durante toda lanoche a4 °C con el anticuerpo primario:
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e policlonal anti-COX-2 (1:200, Cayman Chemical, USA)
e policlonal anti-COX-1 (1:200, Cayman Chemical, USA)
e monoconal anti-eNOS (1:1000, Transduction Laboratories, UK)

Al dia siguiente se lavd la membrana con TBS-Tween durante 1 hora y se traté con €
anticuerpo secundario conjugado con actividad peroxidasa durante 1,5 horas a temperatura

ambiente:

e anti-lgG de congo (1:1000, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) para COX-2.
o anti-lgG deratdén (1:1000, StressGen Bioreagents, Canadd) para COX-1.
o anti-lIgG deratén (1:1000, StressGen Bioreagents, Canadd) para eNOS.

Para e revelado se utilizo € kit ECL™, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), mediante auto-radiografia (Hyperfilm
ECL, Amersham International Pic).

La misma membrana se utilizO6 para determinar la expresion de la a-actina con un
anticuerpo monoclonal anti a-actina (1:3000, Sigma-Aldrich, Espafia) y su contenido se
utilizo para corregir la expresion de las enzimas en cada muestra.

El andlisis de las bandas obtenidas se readizd mediante €l programa Scion Image for
Windows (2000 Scion Corporation®).

V. LIBERACION DE PROSTANOIDES

La produccion de TXA,, PGl,, PGF,, y PGE; in vivo se valoré midiendo la produccion de
sus correspondientes metabolitos TXB,, 6-keto-PGFy,, 13,14-dihydro-15-keto PGF,, y
PGE, respectivamente utilizando e kit comercia de enzimoinmunoensayo para los
respectivos prostanoides (Cayman Chemical). Para ello, segmentos de aorta de ambos
grupos de ratas se mantuvieron durante 30 min en 5 ml de KHS a 37° C, burbujeado
continuamente con una mezcla de 95% O,- 5% CO, (periodo de estabilizacion). Tras varios
lavados de 10 min en un bafio de 0,2 ml de KHS se recogié € medio para medir la
liberacién basal de prostanoides. Tras reponer € KHS, se realizd una curva concentracion-

dependiente a ACh (0,01 nM-10 uM) aintervalos de 2 min/concentracion, de formasimilar
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a la redizacion de las curvas concentracion-respuesta descritas en e apartado de
reactividad vascular.

Los distintos ensayos se realizaron siguiendo e protocolo del fabricante. Brevemente, las
muestras se transfirieron a una placa ELISA recubierta con un anticuerpo de cabra
especifico contra lgG de congjo, y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas con
un anticuerpo de conegjo especifico contra TXB,, PGF,,, PGE; y PGl,. Unavez lavada la
placa, se ahadio una solucion de p-nitrofenil fosfato durante 45 min a temperatura
ambiente. Tras parar la reaccion, la placa se ley6 a 405 nm utilizando un lector de placas.
Se utiliz6 un pocillo “blanco” para sustraer la sefial de fondo. Los resultados se expresaron
en pg prostanoide/ml mg tgjido.

VI. LIBERACION DE NO

La liberacion de NO por parte de las arterias se midio utilizando €l indicador fluorescente
de NO 4,5-diaminofluoresceina diacetato (DAF-2 DA) segun e protocolo descrito por
Martin y col. (2005). Este compuesto penetra en las células, donde es hidrolizado por las
esterasas citosdlicas y es transformado en 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2). Esta a su vez
reacciona con €l NO para formar e producto fluorescente triazolfluoresceina (DAF-2T),
cuantificable mediante la utilizacion de un filtro de excitacion de 492 nm y un filtro de
emision de 515 nm (fig.12).
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Figura 12: Reaccion de la diaminofluoresceina

Para realizar este experimento se mantuvieron las aortas de ambos grupos de animales ala
misma tension (1 g) que se realizaron los experimentos de Reactividad vascular. Tras un
periodo de estabilizacion de 45 min en buffer HEPES (en mM: NaCl 119; HEPES 20;
CaCl,-2H,0 1,2; KCl 46; KH,PO, 0,4; MgSOs,-7H,O 1; NaHCO;3; 5; glucosa 5,5;
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NaH,PO,-12H,0 0,15; KH,PO,4 0,4; pH 7,4) a 37°C, las arterias se incubaron con 0,5uM
DAF-2 DA durante 45 min. Se recogio €l medio para medir la liberacién basal de NO. Una
vez e bafo fue rellenado, se realizaron curvas concentracion-respuesta a ACh (0,1nM-
10puM) y se recogio € medio para medir la liberacidn inducida por ACh. La fluorescencia
del medio se midi6 atemperatura ambiente utilizando un espectrofluorimetro (LS50 Perkin
Elmer instruments, FL WINLAB Software). Se uso triton (0,05 %) con € fin de
permeabilizar las células endoteliales y detectar el NO producido que se encontraba en su
interior. Se obtuvieron medidas de medio sin arteria (blanco) para restar la emision de
fondo.

Para andizar el efecto modulador de prostanoides derivados de COX-1 y COX-2, se
realizaron los ensayos en presencia de los inhibidores especificos de COX-1y COX-2, SC-
560 (50 nM) y NS-398 (10 uM) respectivamente. Para estudiar €l efecto especifico de PGl
y de TXA, sobre la liberacion de NO, los ensayos se realizaron en presencia de TCP (10
HMM) o de furegrelato (1 pM).

VII. REACTIVIDAD VASCULAR

El método utilizado para andizar los cambios en la tensién isométrica de los segmentos
arteriales esta ampliamente descrito en Nielsen y Owman (1971). Se introdujeron dos
alambres finos de acero inoxidable por &l lumen del vaso, uno de ellos fijado ala pared del
bafio de drganos y, € otro, conectado a un transductor de fuerza (Grass FTO3C; Quincy,
Mass, USA), conectado a su vez aun poligrafo Grass modelo 7D (fig.13 y 14).

L os segmentos arteriales (de 5mm de longitud) se sumergieron en un bafio de 6rganos con
5ml de KHS a 37° C burbujeado de manera continua con una mezcla a 95% O,-5% CO,
(pH de 7,4) durante todo € experimento.

Figura 13: Bafios de 6rganosy poligrafos Grass modelo 7D y Letica.
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A los segmentos arteriales se les aplicd unatension de 1 g, siendo dicha tension regjustada
cada 15 min durante un total de 90 min (periodo de estabilizacion). Una vez estables, se
comprobd laintegridad funcional de todos los segmentos aplicando una solucion de KCI 75
mM.

Tras eliminar por completo e KCI y transcurrido un periodo de lavado se andizo la
presencia de endotelio. Para ello se aplicd acetilcolina (ACh, 10 uM) a segmentos
precontraidos con 5-hydroxytriptamina (5-HT, 1 uM). Cuando la relgjacion inducida por la

ACh fue superior a 70% del tono obtenido con 5-HT, se considerd con endotelio.
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Figura 14: Esquema de bafio de 6rganos aislado con un segmento de arteria.

Tras un periodo de lavado, y recuperacion del tono basal, se realizaron en ambos grupos
curvas concentracion-respuestaa ACh (0,1 nM-10 uM) en aortas precontraidas con 5-HT
procedentes de ratas machos y hembras. En cada segmento arterial solo se realiz6 una curva
concentracion respuesta a ACh.

Con € fin de determinar e posible papel funcional del NO y los prostanoides en la
relgjacion inducida por ACh, se incubaron segmentos arteriales con L-NAME (0,1 mM,

inhibidor de laeNOS) durante 30 min y se realizaron las curvas concentracion respuesta a
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ACh. Paraandlizar e papel funcional de los prostanoides derivados de COX, se incubaron
los segmentos arteriales con inhibidores especificos para ambas isoformas de la COX, SC-
560 (50 nM, inhibidor delaCOX-1) y e NS-398 (10 uM, inhibidor de COX-2) (fig.15).
Con €l fin de determinar €l posible papel funcional del TXA; en lavasorrelgjacién inducida
por ACh, se incubaron algunos segmentos de ambos grupos de animales con furegrelato (1
uM, inhibidor especifico de la sintesis de TXA,) y con SQ29,548 (1 uM, antagonista de los
receptores TP) 30 min antes de realizar la curva concentracion-respuesta a ACh. Para
investigar €l posible papel de la PGI, se incubaron algunos segmentos con tranilcipromina,
TCP (10 uM, inhibidor especifico de la sintesis de PGI,) (fig.15).

Para investigar las posibles interacciones entre TXA, y PGIl, se realizaron curvas
concentracion respuesta a ACh, en presencia de TCP mas furegrelato, o TCP mas
SQ29,548 (fig.15).

Celula endotelial

SC_560/
(ONS-398

NO\ l

Vasodilatacion Vasoconstriccion

Celula muscular

Figura 15: Esquema representativo de los distintos inhibidores usados.
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Del mismo modo para analizar las posibles diferencias en e efecto vasomotor de los
prostanoides se analizé la capacidad de inducir vasoconstriccion del mimético del TXA;
(15)-hidroxy-11a, 9 a -(epoxymethano) prosta-5,13-dienoic acid (U-46619, 0,1 nM - 1
uM), de PGE; exégena (1 nM - 10 uM), PGF,, (1 nM - 1 pM) asi como la vasodilatacion
inducida por PGl (0,1 nM - 1 uM).

VIIL. SOLUCIONES Y FARMACOS

Los reactivos y farmacos utilizados en e experimento de reactividad fueron: ACh
hidrocloruro, 5-HT, TCP, DAF-2, L-NAME hidrocloruro, PGF,,, PGI, y Nitroprusiato
sodico y SC-560 (Sigma-Aldrich, Espaia), PGE,, Indometacina, y Furegrelato (Cayman
Chemical), U-46619 y NS-398 (Cabiochem) y SQ29,548 (Biolink, SL). Todos los
farmacos se diluyeron en agua bidestilada excepto formamidina, U-46619, SQ29,548 y
PGE, que fueron diluidos en etanol y NS-398 y SC-560 en DMSO. Se prepararon
soluciones stock (10 mM) de todos los farmacos y se almacenaron a -20° C, preparandose
las diluciones correspondientes en solucién fisiologica de KHS en é momento de su

utilizacion.
IX. ANALISIS ESTADISTICO

La respuesta contractil inducida por KCI y 5-HT se expresd en mg y las contracciones de
U-46619, PGF,, y PGE, se expresaron como porcentaje del tono inducido por 75mM de
KCl. La respuesta relgjadora inducida por ACh o por PGI, se expresd como porcentaje de
la precontraccion inducida por 5-HT, 1 uM. Los resultados se indicaron como media +
EEM (error estandar de la media). El andlisis estadistico se llev6 a cabo comparando cada
una de las curvas obtenidas en presencia de farmaco con una curva control en ausencia de
los mismos utilizando un andlisis de la varianza (ANOVA, dos colas). Cuando la ANOVA
mostré un efecto significativo del tratamiento, se usd un test de Bonferroni post-hoc para
comparar las medias individualmente. La respuesta maxima (valores de Ena) Y logaritmo
de ladosis que produce €l 50% de la maxima respuesta a ACh (log ECs) fueron cal culados
mediante un andisis de regreson no linear de cada curva concentracion-respuesta
individual usando & software de Graph Pad Prism 4.0 (San Diego, CA). Los resultados de
los experimentos de liberacién de NO y prostanoides se analizaron mediante una ¢ de
Student para muestras independientes. Se consideraron significativos valores de p menores
gue 0,05.
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EFECTO DE LAS HORMONAS SEXUALES MASCULINAS SOBRE:

I. Niveles de hormonas en sangre, peso corporal y presion arterial.

La concentracion de testosterona en plasma de machos castrados se ve reducida en un 91%
con respecto a sus controles (p<0,001). La orquidectomia disminuy6 en un 7% el peso de
las ratas con respecto a sus controles (p<0,05). Los niveles de presion arterial no se vieron

modificados por la deprivacion de hormonas sexuales (p>0,05) (tabla 3).

Control Orquidectomizado

Niveles de testosterona en plasma (pg/ml) 2404 + 323 %(5) 220+ 49° 5)
Peso del animal (g) 461,6+84°(39) 4282+819(23)
Presiones sanguineas (mm HQ) 139 + 5,4 (10) 128 + 5,2 (10)

Tabla 3. Efecto de la orquidectomia sobre: 10s niveles de testosterona en plasma, €l peso del animal y las
presiones sanguineas. Los valores (media+ EEM) el nimero de animales viene indicado entre paréntesis. a-b
p<0,0001; c-d p<0,05

Teniendo en cuenta estos resultados, |os efectos descritos en este estudio sobre la funcion
vascular no estédn causados por cambios hemodindmicos, puesto que la orquidectomia no
modifica la presion sanguinea; adicionamente, y puesto que la orquidectomia es la Unica
variable en estos estudios, se podria hipotetizar que los resultados hallados se deben a la
disminucion de los niveles de testosterona plasmatica, aunque no se pueden descartar la
participacion de otros factores distintos a la testosterona producidos en las gbnadas, que
pueden jugar un papel importante en la funcién vascular. Entre estos factores se incluyen
alteraciones en la expresion y/o actividad de la aromatasa, e factor endotelia de
crecimiento vascular, el factor de crecimiento bésico de fibroblastos, e factor de
transformacion de crecimiento B o hialuronidasa (Lissbrent y col., 2003) los cuales juegan
un papel importante en lafuncion vascular (Rahmanian y Heldrin, 2002).
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I1. Respuesta contractil inducida por KCly 5-HT.

La respuesta contractil inducida por 75 mM de KCI fue similar en ambos grupos de
animales (controles 1597 + 71,44 mg, n=47; orquidectomizados, 1771 + 75 mg, n=43
p>0,05) indicando que las hormonas enddgenas no parecen modular la respuesta a KCl,
como ya habia sido publicado en aorta (Tejera y col., 1999). Estos resultados difieren de
otros en los que una disminucion en la respuesta contractil ha sido asociada tanto a la
pérdida de hormonas sexuales (Golden y col., 2003) como a tratamiento con testosterona
(Jones y col., 2004b). En & mismo modelo experimental utilizado en este trabgjo, la
respuesta inducida por KCI se vio disminuida por la orquidectomia en arteria mesentérica,
de modo que la respuesta a este agente vasocontractil parece también depender del lecho
estudiado. Puesto que la contraccion del muasculo liso vascular depende de la concentracion
de Ca®" intracelular, que esta regulada por la entrada de dicho i6n a través de distintos
canales de Ca?* (Nelson y col., 1990), diferencias en la expresién y/o funcién de dichos
canales en distintos lechos vasculares podrian explicar las diferencias anteriormente
descritas. Se ha publicado una disminucion de Ca* intracelular en arterias coronaria y
femoral de conejo por accidn de latestosterona (Won y col, 2003).

La respuesta contréctil inducida por 1 uM de 5-HT fue similar en ambos grupos de
animales (controles 1176 + 103 mg, n=47; orquidectomizados, 1013 + 130 mg, n=43
p>0,05). Estos resultados difieren de otras publicaciones en las que atribuyen a la
testosterona la capacidad de incrementar la respuesta vasoconstrictora a serotonina en aorta
de congo (Ammar y col., 2004) y arteria coronaria de cerdo (Teoh y col., 2000). Estas
diferencias podrian ser debidas a la utilizacion de testosterona exdgena y por tanto los
efectos del tratamiento sobre la expresion de receptores serotoninérgicos y/o vias de

sefidizacion implicados tras la activacion del receptor pueden ser distintos.

Uno de los mecanismos propuestos de interaccion entre los andrégenos y la funcién
vascular es a nivel de las células endoteliales. Se sabe que las células endoteliales poseen
receptores de androgenos (Beato y Klug, 2000; Liu y Dillon, 2002) cuya activacion
modifica distintas vias de sefidlizacion intracelular, entre ellas ladel NO. Se ha descrito que
la activacion de receptores androgénicos incrementa la liberacion de NO endotelial (Chou 'y
col., 1996), aunque también existen publicaciones en las que se postula que esa

modificacion en la liberacion del NO puede no estar mediada por receptores androgénicos

57



Resultados y discusion

(Simoncini y cal., 2003). Sin embargo, € efecto de las hormonas sexual es masculinas sobre
lasintesis y funcidn de los prostanoides ha sido comparativamente menos explorado. El NO
endotelial y los prostanoides vasoconstrictores y vasodilatadores juegan un papel crucia en
la proteccion del sistema cardiovascular através de sus efectos reguladores en la agregacion
plaquetaria, € estrés oxidativo, la adherencia leucocitaria y la proliferacion de células
musculares lisas, en definitiva modulando e tono vascular (Nasem, 2005, Bachschmid y
col., 2005). Teniendo en cuenta que la ACh es capaz de inducir la formacion de NO y
prostanoides (Mitchell y col., 1992; Schulz y col., 1992), se estudid la influencia de las
hormonas sexuales sobre la participacion del NO y prostanoides en la respuesta inducida
por ACh.

III. Respuesta vasodilatadora inducida por ACh
La respuesta vasodilatadora a ACh (0,1 nM -10 uM) en aortas precontraidas con 5-HT (1

uM) fue mayor en machos castrados que en €l grupo control (p<0,05) como ya habia sido
publicado (Ferrer y col., 1999) (fig.16).

B @ Control (20)
1004 © P Orquidectomizado (20)
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Figura 16: Vasodilatacion inducida por ACh (0,1 nM -10 uM) en segmentos de aorta de ratas
control y orquidectomizadas. Los resultados (media + EEM) se expresan como porcentagje de la
inhibicién de la contraccion con 5-HT 1 uM (controles 1176 + 103 mg; castrados 1013 + 130
mg). El nimero de animales en cada grupo esta indicado entre paréntesis. *p<0,05 frente a su
correspondiente control.
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Esta mayor relgjacion es debida a una mayor produccién de aniones superoxido en aortas
de animales castrados que inducen relgjacién mediante activacion de canales K¢, (Ferrer y
col., 1999). También hay que sefiaar que € efecto de las hormonas sexuales depende del
lecho vascular estudiado, ya que en la arteria mesentérica la orquidectomia disminuye la
relgjacion inducida por ACh (Blanco-Rivero y col., 2007a).

Teniendo en cuenta que la ACh es un potente activador de la NOS endotelial se estudié la
participacion del NO en la respuesta vasodilatadora inducida por ACh en aortas de ratas

macho controles y castradas.

I1L.a. Participacion del NO endotelial

Con € fin de analizar laimplicacion del NO endotelial en larespuesta a ACh segmentos de
ambos grupos de animales se incubaron con L-NAME, inhibidor dela NOS.

La preincubacion con L-NAME, dicho farmaco abolié la respuesta a ACh en machos
controles de lo que se deduce que la respuesta vasorelgadora a ACh es debida
principamente al NO. Sin embargo, laincubacion con L-NAME en segmentos de animales
castrados solo redujo larespuestaa ACh (fig.17, tabla 4).

Control Orquidectomizado
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Figura 17: Efecto de 0,1 mM de L-NAME sobre la vasodilatacion inducida por ACh (0,1 nM -10 pM) en segmentos
de aorta de ratas machos control y castrados. Los resultados (media+ EEM) se expresan como porcentgje de la
inhibicién de la contraccién con 5-HT 1 uM (controles 1176 + 103 mg; controles + L-NAME 1350 + 25 mg;
castrados 1013 + 130 mg; castrados + L-NAME 1121 + 59 mg). El nimero de animales en cada grupo esta
indicado entre paréntesis. *p<0,001 frente a su correspondiente control.
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Tabla 4. Cambios en la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentaje de relgjacion) y el log ECsy a
ACh en aorta de ratas control y orquidectomizadas.

Control Orquidectomizado
Control 88,15+ 25 -7,14 + 0,06 93+2,67* -7,3+0,07*
L-NAME 7,06 +38" 754+ 140" 46,52 + 153" -7,21+ 0,74

* p< 0,05 vs ratas control; * p< 0,01 vs condicién control en ratas control; * p< 0,001 vs condicién control en
ratas orquidectomizadas.

Estos resultados sugieren que laformacion de NO en estos segmentos podria ser menor que
en los de animales controles, tal vez por alteraciones en la expresion de laeNOS, a pesar de
gue la respuesta vasodilatadora en situacion control sea mayor. Otra posibilidad que
explicaria las diferencias en la relgacion a ACh es que la sensibilidad a este agente
vasodilatador (NO) se vea aterada por la orquidectomia, con lo que todos estos factores

seran evaluados a continuacion.

Reactividad vascular al Nitroprusiato sodico (SNP)

Por lo tanto, € siguiente paso consistio en determinar posibles cambios en la sensibilidad
del musculo liso vascular a NO liberado. Para ello se redlizaron curvas a SNP (0,1 nM -10
uM), donante de NO, obteniendo que en segmentos adrticos precontraidos con 1 uM de 5-
HT, e SNP indujo una relgacion dependiente de concentracion sin diferencias entre

machos orquidectomizados y controles (fig.18, tabla 5).
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O Orquidectomizado (13)

1004

Relajacion (%)

] ) ] ]
-10 -9 -8 -7 -6 -5
SNP, log M

Figura 18: Efecto vasodilatador de SNP (0,1 nM-10 pM) en aorta de ratas control y
orquidectomizadas. Los resultados (medias + EEM) se expresaron como porcentgje de la
inhibicion de la contraccion inducida por 1 pM de 5-HT (control, 1417 + 130;
orquidectomizados, 1198 + 138 mg). El nimero de animales utilizado se indica entre paréntesis.
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Tabla 5. Cambios en la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentaje de relgjacion) y el log ECsy a
SNP en aorta de ratas control y orquidectomizadas.

Control Orquidectomizado
Emax (%) |Og EC50 Emax (%) |Og EC50
SNP 101,1+ 2.3 -7,88 + 0,07 98,26 + 2,9 -8,05+ 0,09

Estos resultados concuerdan con lo publicado anteriormente en aorta donde la pérdida de
hormonas sexual es masculinas no afecta ala sengbilidad ddd masculo liso vascular d NO (Ferrer
y col., 1999; Blanco-Riveroy col., 2006b) y en arteria mesentérica (Blanco-Rivero y col., 2007a).
El hecho de que la respuesta a SNIP, sea smilar en segmentos de animales controles y castrados
sugiere que d incremento de la respuesta a ACh en animaes orquidectomizados no es debido d

incremento de lasensibilidad dd musculo liso vascular d NO.

Expresion de la eNOS
Puesto que € efecto vasodilatador estd mediado en parte por € NO endotelia, seandizé s la

expresion de eNOS se veia modificada por 1a gonadectomia, observandose que fue similar en
arterias de machos control y orquidectomizados (fig.19) como ya se habia publicado en aorta
(Blanco-Rivero y coal., 2006b) y en arteria mesentérica (Blanco-Rivero y col., 2007a).
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Figura 19: Western blot representativo de la expresion de eNOS en segmentos de aorta de ratas
control y orquidectomizadas (A). La figura es representativa de cuatro segmentos separados de
cada grupo de animales. El panel B muestra el andlisis densitométrico de la expresion de eNOS.
Los resultados (medias + EEM) se expresaron como €l ratio entre la sefial obtenida paraeNOSy
la obtenida parala a-actina.
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En lo que se refiere a la influencia de los andrégenos sobre la expresion de eNOS, se ha
descrito que ésta puede verse incrementada (Liu y Dillon, 2002; Simoncini y col., 2003),
disminuida (Chatrath y col., 2003; Mukherjee y col., 2001b) o no modificada (Blanco-
Rivero y col., 2006a; Gonzaes y col., 2004). Estos resultados indican que las hormonas

sexuales masculinas acttan de manera diferente dependiendo del tejido.

Liberacion de NO inducida por ACh

Teniendo en cuenta que la sensibilidad al NO es la misma y que no existen cambios en la
expresion de la eNOS, se andlizé la posibilidad de que la liberacién de NO inducido por
ACh estuviera modificada por la orquidectomia. Se observo que la liberacion basal de NO
no fue modificada por la orquidectomia. La aplicacion de ACh incremento la liberacion de

NO de formasimilar en aortas de ratas control y orquidectomizadas (p<0,05) (fig.20).
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Figura 20: Efecto de la gonadectomia sobre la liberacion de NO de origen endotelial basal y
estimulada por ACh (0,1 nM -10 uM). El nimero de animales utilizado se indica entre
paréntesis. Los resultados se expresaron como unidades de fluorescencia arbitrarias (U.A.)
frente amg de tgjido. * p<0,05 frente alaliberacién basal de NO.
En resumen, la orquidectomia no modificalarespuestaa SNP, ni laexpresion de eNOS, ni la
liberacién de NO. Es importante sefidar que aungue la respuesta vasodil atadora remanente en
presenciade L-NAME sea debida al efecto vasodilatador de los aniones superdxido (Ferrer y

col., 1999), la participaci én de sustancias vasoconstrictoras no se puede descartar.

IILb. Participacion de prostanoides

Las células endotelidles ademés de NO liberan prostanoides vasoconstrictores vy

vasodilatadores que contribuyen a la modulacion e tono vascular (Henrion y col., 1997;

62



Resultados y discusion

Ferrer y Osol, 1994; Briones y col., 2002). Puesto que las ROS pueden activar COX-2
(Feng y col., 1995; Kulmacz y Wang, 1995) y teniendo en cuenta que en nuestro modelo
experimental la orquidectomia producia un incremento en la formacién de aniones
superdxido tanto en aorta (Blanco-Rivero y col., 2006b) como en mesentérica (Martin y
col., 2005), es posible especular que los andrégenos sean capaces de modular |a liberacion
y/o funcién de los prostanoides; sin embargo, existe controversia sobre el efecto especifico
de las hormonas sexual es masculinas endogenas. Puesto que |os prostanoides se originan a
partir de COX-1y COX-2, se analizo la implicacion de derivados de estas enzimas en la
respuesta inducida por la ACh, la expresion de COX-1 y COX-2 y la liberacién de los
prostanoides inducida por ACh.

Expresion de la COX-1y COX-2

COX-1 y COX-2 son dos isoformas de la ciclooxigenasa codificadas por distintos genes
(Kosaka y col., 1994). COX-1 es laisoforma congtitutiva y esta presente en diversos tipos
celulares (Smith y Dewitt, 1996). COX-2 es una isoforma inducible en procesos
inflamatorios (Parente y Perreti, 2003), aunque también se expresa constitutivamente en
algunos tejidos como €l vascular. Nuestros resultados muestran que la orquidectomia no

modificalaexpresion de COX-1 mientras que incrementala de COX-2 (fig.21).
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Figura 21: Western blot representativos de la expresion de COX-1 y COX-2 en segmentos de aorta de ratas
control y orquidectomizadas (A). La figura es representativa de cuatro segmentos separados de cada grupo de
animales. El panel B muestra €l andlisis densitométrico de la expresion de COX-1/2. Los resultados (medias +
EEM) se expresaron como €l ratio entre la sefial obtenida para COX-1/2 y la obtenida para la a-actina.
*p<0,05 frente a su correspondiente control.
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El resultado acerca de COX-1 esta de acuerdo con lo publicado en arterias cerebraes de ratas
machos cagtrados donde la expresion de COX-1 no varia (Gonzaesy col., 2004).

El resultado sobre COX -2 contrasta con o observado en arteria mesentérica donde la orquidectomia
no produjo diferencias en la expresdn de COX-2 (Blanco-Rivero y col., 2006a) (fig.21). Sin
embargo, se ha descrito que la disminucion de testosterona relacionada con la edad, aumenta la
actividad de la COX-2 en diferentes tgidos (Stewart y col., 2000; Chung y coal., 2001), indicando
que las hormonas sexudes masculinas enddgenas actlan de forma diferente en funcion del lecho
estudiado. Estos resultados podrian explicarse através del incremento de la produccion de aniones
superdxido en arterias de animdes castrados (Blanco-Rivero y col., 2006b), los cudes podrian
potenciar la expreson de COX-2 (Feng y col., 1995; Kulmacz y Wang, 1995). De este modo
nuestros resultados muestran que en aorta de ratas orquidectomizadas, los derivados de COX-2

pueden verseincrementados 'y jugar un papel rdevante en laregulacion delafuncion vascular.

Participacion de COX-1 y COX-2 en la respuesta _inducida por ACh

Puesto que los prostanoides se originan a partir de la activacion de COX, con d fin de andizar la
implicacion de los derivados de esta enzima en la respuesta a ACh, se redlizaron curvasa ACh en
presencia de inhibidores de la COX. Se andiz0 d efecto del inhibidor especifico de COX-1, SC-
560, y dd inhibidor especifico de COX-2, NS-398, en la respuesta a ACh. La preincubacion con
SC-560 0 NS-398 no produjo diferencias en la rdgacion a ACh en aortas de ningin grupo de
animaes(fig.22, tabla 6).
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Figura 22: Efecto del SC-560 (50 nM) y el NS-398 (10 uM) sobre las curvas concentracion-respuesta a ACh
(0,1 nM -10 uM) en segmentos precontraidos con 5-HT de machos control y orquidectomizados. Los resultados
(medias + EEM) se expresaron como inhibicion de la contraccion producida por 1uM de 5-HT (control, 1176 +
103 mg; control + SC-560, 731 + 61 mg; control + NS-398, 807 + 69 mg; castrados 1013 + 130 mg; castrados +
SC-560, 830 + 87 mg; castrados + NS-398 749 + 39 mg). El nimero de animales seindico entre paréntesis.
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Tabla 6. Cambios en la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentgje de relgjacion) y el log ECs, a
ACh en aorta de ratas control y orquidectomizadas.

Control Orquidectomizado
Control 88,15+ 2,5 -7,14 + 0,06 93 + 2,67 -7,3+0,07
SC-560 88,08 + 3,6 -7,27+0,1 9368+39 -7,21+0,09
NS-398 87,65+ 2,7 -7,36 + 0,08 87,714+28 -7,3+0,08

Estos resultados aparentemente indicarian que los derivados de COX-1 y COX-2 no
participan en la respuesta a ACh. Sin embargo, puesto que se ha publicado recientemente
gue inhibidores de COX-2 amplifican la sefidizacion NO/GMPc inhibiendo la
fosfodiesterasa (Klein y col., 2007), nos permite especular que las hormonas sexuaes
masculinas podrian regular la contribucion de diferentes prostanoides en la respuesta
mediada por ACh. También podria indicar una inhibicion de la sintesis tanto de factores
vasodilatadores como vasoconstrictores produciendo un efecto neto nulo porque existiera
un balance entre ambos. Por otra parte, se ha propuesto € incremento de los niveles de
COX-1 debidos a la inhibicion de COX-2 como mecanismo compensatorio (Wang y col.,
2004), ya que cuando las células endoteliales son expuestas a un inhibidor selectivo de
COX-2 se siguen produciendo prostanoides. También existe la posibilidad de que la
inhibicién de COX-1/2 produzca alteraciones en la sintesis de NO, de forma similar acomo
el NO regula la sintesis de prostanoides (Mollace y col., 2005) por lo que se estudi6 la
participacion de COX-1y COX-2 en laliberacion de NO inducida por ACh.

Participacion de productos derivados de COX en la liberacion de NO inducida por ACh

Puesto que se ha descrito que € NO regula la liberaciéon de factores derivados de COX
(Mollace y col., 2005), se analiz6 la posibilidad de que la regulacion tuviera lugar a la
inversa, por lo tanto se estudid € papel de las isoformas de COX en la liberacion de NO
inducida por ACh. El inhibidor de COX-1, SC-560, produjo una disminucion en la
liberacion del NO en ambos grupos de animales (fig.23), indicando que € efecto de COX-1
sobre la liberacion de NO no parece estar regulado por las hormonas sexuales, y sugiere la
existencia de otros mecanismos que compensarian la disminucion de NO, en la respuesta
vasodilatadora a ACh.
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Figura 23: Efecto del NS-398 (10 uM) y SC-560 (50 nM) sobre la liberacion de NO de origen endotelial
basal y estimulada por ACh (0,1 nM -10 uM). El nmero de animales utilizado se indica entre paréntesis.
Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tgjido. * p<0,05
frente alaliberacion basal de NO; + p<0,05 frente a su correspondiente control.

La incubacién con NS-398, inhibidor de COX-2 produjo una disminucion de la liberacién
del NO en animales controles mientras que no la modifico en arterias de animales castrados
(fig.23) mostrando que las hormonas sexuales regulan e efecto de COX-2 sobre la
liberacién de NO. Adicionalmente sugieren que pudieran existir diferencias entre controles
y castrados en la formacién de segundos mensajeros inducidos por derivados de COX-2
gue podrian modular la actividad de laeNOS.

Asi prostanoides derivados de COX-2, como la PGI, podrian modular la actividad de la
eNOS a través de la formacion de AMPc y subsiguiente activacion de PKA como se ha
observado en otras cepas de rata (Ferrer y col., 2004). Estos resultados nos permiten
especular que, a pesar de que la respuesta a ACh no se vea modificada por lainhibicién de
COX-2, las hormonas sexuales masculinas podrian regular la participacion de diferentes
prostanoides en dicha respuesta.

Por tanto, e siguiente paso consistio en estudiar la participacion de los distintos
prostanoides derivados de COX-2, en respuesta a ACh, en presencia y ausencia de las

hormonas sexuales.

IIL.b1. Participacion del TXA; en la respuesta inducida por la ACh.

Se sabe que @ TXA; es uno de los prostanoides vasoconstrictores mas importantes
producido por la pared vascular que participa en la disfuncién endotelia asociada a

diferentes factores de riesgo cardiovascular (Shimokawa, 1998; Nie y col. 2000). Muchos

66



Resultados y discusion

de los estudios que analizan lainfluencia de los andrégenos sobre | os efectos vascul ares del
TXA; han sido enfocados a describir su accion sobre los receptores TP asi como en la
respuesta contréctil inducida por anadlogos del TXA,. Asi, se ha descrito que la testosterona
incrementa la densidad de los receptores TP en plaquetas (Matsuda y col., 1994; Ajayi y
col., 2005) y en cultivos de células musculares de aorta de rata (Matsuda y col., 1995;
Higashiura y col., 1997). Sin embargo, son muy escasos los estudios que analizan la
influencia de las hormonas sexuales enddgenas en la participacion del TXA, en distintas
respuestas vascul ares.

Por tanto, se analiz6 €l posible papel funcional del TXA; en la respuesta a ACh en nuestro
modelo experimental. Se realizaron curvas de ACh en presencia de furegrelato, inhibidor
especifico delasintesis del TXA, o de SQ29,548, antagonistadel receptor TP.

Cuando se analizo € efecto del furegrelato y del SQ29,548 en la relgacion a ACh se
observd que ninguno de los dos farmacos modificaba dicha respuesta en las arterias de
animales controles, indicando que e TXA; no participa en la respuesta a ACh, de acuerdo
con estudios realizados en aortas de diferentes cepas de rata (Rapoport y Williams, 1996;
Gluaisy cal., 2005b) (fig.24, tabla 7). Sin embargo, en arterias de ratas orquidectomizadas
el furegrelato incremento la respuesta vasodilatadora a ACh, indicando un papel funcional
del TXA, (p<0,0001). Estos resultados podrian ser debidos a diferencias en la sensibilidad
del musculo liso a TXA; 0 aun incremento en la sintesis del mismo.

xl

Figura 24: Efecto del furegrelato (1 pM) y SQ29,548 (10 uM) sobre las curvas concentracion-respuesta
inducidas por ACh (0,1 nM -10 uM) en segmentos de aorta de ratas control y orquidectomizadas. Los resultados
(media+ EEM) se expresan como porcentaje de lainhibicion de la contraccion con 5-HT 1 uM (controles 1142 +
129 mg; controles + furegrelato 1124 + 98 mg; controles + SQ29,458 1385 + 128 mg; castrados 1073 + 278 mg;
castrados + furegrelato 830 + 77 mg; castrados + SQ29,458 1270 + 172 mg, p>0,05). El nUmero de animales esta
indicado entre paréntesis. *p<0,05 frente a su correspondiente control.
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Tabla 7. Cambios en la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentaje de relgjacion) y el log ECsy a
ACh en aorta de ratas control y orquidectomizadas.

Control Orquidectomizado
Control 88,15+ 2,5 -7,14 + 0,06 93+267* -73+0,07*
Furegrelato 92,95+ 5,7 -7,14+ 0,14 100+£3,99 -7,59+0,11 #x
SQ29,548 92,89+ 8,5 -7,08 + 0,21 97,28+ 3,96 -7,09+ 0,09

* p< 0,05 vs control rats; * p< 0,01 vs condicién control en ratas orquidectomizadas.

Es importante tener en cuenta que la incubacion con SQ29,548 no afectd a la respuesta a ACh
(fig.24), lo que parece contradecir los resultados obtenidos con d furegreato. Sin embargo,
puesto que se han descrito maltiples interacciones entre los distintos prostanoides (Cheng y cal.,
2002; Bachschmid y cal., 2005), se puede hipotetizar que cuando se inhibe la sintesis dd TXA,
Se podria aterar tanto la produccion de otros prostanoides que contrarresten € efecto vasomotor

del TXA, como laliberacion dd NO. Por tanto, estas hipétesis se anaizaron a continuacion.

Reactividad vascular al TXA,

Para estudiar la posible variacion en la sensibilidad a TXA, se readlizaron curvas
concentracion-respuesta a mimético del TXA, U-46619 (0,1 nM- 1 uM), su aplicacion
indujo una contraccién dependiente de concentracién sin diferencias significativas entre los

dos grupos experimentales (fig.25). Los valoresde E,.., y log ECs seincluye en latabla8.

®  Control (7)
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Figura 25: Curvas concentracion-respuesta a mimético del TXA,, U-46619 en aortas de ratas
control y orquidectomizadas. Los resultados (media+ EEM) estén expresados en porcentgje de la
contraccion de KCl 75mM (control, 1512 + 98 mg; orquidectomizado, 1518 + 63 mg). El
nimero de animales esta indicado entre paréntesis.
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Tabla 8. Cambios en la respuesta méxima (E,..., expresada como porcentaje de contraccion) y el log ECsy a
U-46619 en aorta de ratas control y orquidectomizadas.

Control Orquidectomizado
Emax (%) |Og EC50 Emax (%) |Og EC50
U-46619 2131+ 6,4 -7,74 £ 0,05 226,6 + 13 -7,57+£0,1

Estos resultados demuestran que la sensibilidad a TXA, no se ve modificada por
orquidectomia, 1o que concuerda con o descrito en arterias cerebrales (Gonzales y cal.,
2005) y mesentéricas (Blanco-Rivero y col., 2006a) de rata. Sin embargo, no coincide con
lo publicado por Matsuday col. en 1994, donde el tratamiento con testosterona durante dos
semanas, incrementaba la contraccion inducida por U-46619 en aortas de rata. Estas
discrepancias pueden ser debidas a la diferencia de cepas empleadas, edad del animal de

experimentacion y, 1o que es mas importante, a tratamiento con testosterona exégena.

Liberacion de TXA; inducida por ACh

Para andlizar las posibles diferencias en la produccién de TXA, en respuesta a ACh en
animales control y orquidectomizados, se midio la produccién de TXB,, metabolito estable
de TXA; inducida por ACh (0,1 nM — 10 uM). Los resultados obtenidos muestran una

mayor formacion de TX B, en animales orquidectomizados (fig.26).
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Figura 26: Liberacion de TXB, inducido por ACh (0,1 nM — 10 uM) en aorta de ratas control y
orquidectomizadas. L os resultados (media + EEM) se expresaron como pg TXB,/ml mg tejido.
Siendo n € nimero de animales. **p<0,01 frente su control.
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Estos resultados concuerdan con datos obtenidos en mesentérica tras estimulacion con ACh
(Blanco-Rivero y col., 2007a) y con € agonista a-adrenérgico clonidina (Blanco-Rivero y
col., 2006a), en los que la formacion de TXB, se ve también incrementada en arterias de
animales orquidectomizados. En este sentido, se ha publicado que la administracion de
testosterona en células endotelidles de aorta de ratas macho reduce notablemente la
liberacion de TXA, (Myersy col., 1996) mostrando que la liberacion de este prostanoide

esta regulada hormona mente.

Estos datos estarian de acuerdo con la hipétesis de que e incremento de aniones superéxido
producido en ausencia de hormonas sexuales masculinas podria activar la PKC (Blanco-
Rivero y col., 2006b) gque incrementaria la actividad de la COX en arteria mesentérica de
estos mismos animales.

Por otro lado, a través del peroxinitrito formado al reaccionar e O,” con € NO, que
aumenta la actividad de la COX (Kulmacz y Wang, 1995), también podriamos explicar la
mayor produccion de TXA, en machos castrados.

Adicionalmente, y de forma independiente a la accion de los androgenos, nuestros datos
también estarian de acuerdo con lo sugerido por Bachschmid y col. que defienden que la
sintesis de prostanoides esta regulada por € estado redox de la cdlula, de modo que
diferentes especies reactivas de oxigeno inhiben la formacion de prostanoides
vasodilatadores, mientras que incrementa la produccién de prostanoides vasoconstrictores
(Bachschmid y cal., 2005).

Participacion del TXA; en la liberacion de NO endotelial.

Con € fin de andlizar si la inhibicion de la sintesis de TXA, modificaba la liberacion de
NO, ésta se midid en presencia de furegrelato, tanto en arterias de animales controles como
de castrados. La incubacién con furegrelato no modificé la liberacion de NO en € grupo
control (fig.27). Sin embargo, en animales orquidectomizados |a incubacién con furegrelato
disminuyo la sintesis de NO, indicando que a disminuir la sintesis de TXA, se reduce

también lade un vasodilatador como e NO (fig.27).
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Figura 27: Efecto del furegrelato (1 uM) sobre laliberacion de NO de origen endotelial basal y la estimulada
con ACh (0,1 nM — 10 uM). El nimero de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se
expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. * p<0,05 frente alaliberacion
basal de NO; + p<0,01 frente a su correspondiente control.

Estos resultados indicarian que en aortas de ratas castradas € TXA, endogeno esta
modulando positivamente laliberacion de NO.

Actualmente, lainteraccion entre prostanoides y NO esta siendo objeto de estudio (Mollace
y col., 2005). De hecho, en plaquetas esta descrito € detrimento de la actividad de la NOS
inducida por inhibidores de la COX siendo responsables la inhibicion del TXA, y la
reduccién de Ca* intracelular (Chen'y col., 1997).

En nuestras condiciones experimentales, a pesar de que la sintesis de NO se ve disminuida
en presencia de furegrelato en animales orquidectomizados, la relgjacion a ACh es mayor,
por 1o que se investigo € papel de otros prostanoides implicados en esta respuesta y su
interaccion con el TXA,.

IIL.b2. Participacion de PGI; en la respuesta inducida por la ACh.

En los vasos sanguineos, |la PGI sintasa es |la responsable de la produccion de PGl (Vane y
col., 1998), vasodilatadora y antiagregante (Higgs y Moncada, 1983) y sus niveles se ven
aumentados en aterosclerosis (Fitzgerald y col., 1987), e hipertension (Blanco-Rivero y
col., 2005b).

El inhibidor de la sintesis de PGI,, TCP (10 uM), disminuyd la respuesta vasodilatadora a
ACh en mayor medida en las arterias de ratas orquidectomizadas que en controles (fig.28).

LosvaloresdeE,,. Y log ECs seincluyen en latabla 9.
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Figura 28: Efecto del TCP (10 uM) sobre las curvas concentracion-respuesta inducidas por ACh (0,1 nM
- 10 uM) en segmentos de aorta de ratas control y orquidectomizadas. Los resultados (media + EEM) se
expresan como porcentaje de la inhibicion de la contraccion con 5-HT, 1 uM (controles 1142 + 129 mg;
controles+TCP 1284 + 155 myg; castrados 1073 + 278 mg; castrados+TCP 1345 + 95 mg; p>0,05). El
nimero de animales esta indicado entre paréntesis. *p<0,01 frente a su correspondiente control.

Tabla 9. Cambios en la respuesta méxima (E,..., expresada como porcentgje de relgjacion) y e log ECs a
ACh en aorta de ratas control y orquidectomizadas.

Control Orquidectomizado
Emax (%) log ECso Emax (%) log ECso
Control 88,15+ 2,5 -7,14+ 0,06 93+ 2,67* -7,3+0,07*
TCP 71,02+35" -7,30+ 0,12 67,19+32" -741+012

* p< 0,05 vs ratas control; * p< 0,01 vs condicién control en ratas control; * p< 0,001 vs condicién control en
ratas orquidectomizadas.

Este resultado podria indicar un mayor papel vasodilatador de la PGIl, en arterias de
animales castrados, debido a ateraciones en la sintesis de PGI, y/o en su efecto vasomotor.
Aungue, unavez mas, no se puede descartar la modulacién en la liberacién/funcion de otros

factores.

Liberacion de PGI, inducida por ACh

Para analizar €l efecto de las hormonas sexuales masculinas sobre la liberacion de la PGI;
en la respuesta a ACh, se midié la produccion de su metabolito estable 6-keto-PGFy,
inducida por ACh (0,1 nM — 10 uM). Los resultados obtenidos muestran una mayor sintesis
de 6-keto-PGF,,, estimulada por ACh en animales orquidectomizados (fig.29).
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Figura 29: Liberacion de 6-keto-PGF,, inducida por ACh (0,1 nM -10 uM) en aorta de ratas

control y orquidectomizadas. L os resultados (media + EEM) se expresaron como pg 6-keto-PGF,

/ml mg tejido. Siendo n el nimero de animales. *p<0,05 frente a su control.
Estos resultados estarian de acuerdo con lo publicado en & sindrome de humano de
agregacion plaquetaria en € que la sintesis de PGl, se eleva paraldamente a TXA;
(Fitzgerad, 1991; Caughey y col., 2001). Este incremento en laliberacion de PGI, observado
en aortas de machos orquidectomizados podria ser debido a la superproduccién de aniones
superdxido observada en estas ratas (Blanco-Rivero y col., 2006b), avalando € concepto de

laregulacion redox de la sintesis de prostanoides propuesta por Bachschmid y col. (2005).

Reactividad vascular a PG,

Con € fin de determinar posibles diferencias en la sensibilidad a PGI, debidas a las
hormonas sexuales masculinas se realizaron curvas concentracion-respuesta a PGl, (0,1
nM- 1 uM). El resultado obtenido fue una mayor relgjacion en machos controles que en
orquidectomizados p<0,001 (fig.30, tabla 10).
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Figura 30: Curvas concentracion-respuesta a Prostaglandina |, en aortas de ratas control y
orquidectomizadas. Los resultados (media+ EEM) estan expresados en porcentaje de la contraccion
con 5-HT, 1 Mm (control 682 + 71 mg; castrado 1144 + 46 mg). El nimero de animales esta
indicado entre paréntesis.* p<0,01 frente a su control.
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Tabla 10. Cambios en la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentaje de relgjacion) y el log ECs a
PGI, en aorta de ratas control y orquidectomizadas.

Control Orquidectomizado
Emax (%) |Og EC50 Emax (%) |Og EC50
PGI, 39,07+24 -7,4+0,2 2545+ 45* -7,2+0,39

* p< 0,05 vsratas control.

La disminucion del efecto vasodilatador de PGI, en machos castrados puede ser debido a
diferencias en la expresion de receptores IP y/o a diferencias en |a cascada de sefidizacion
tras la activacion del receptor. Se sabe que |os receptores I P estan acoplados a proteinas Gs
que activan la AC incrementando los niveles de AMPc y produciendo relgjacion del
musculo liso, en lo que a esto respecta hemos observado que la relgjacion inducida por €
activador de la AC, forskolina fue similar en arterias de ratas control y orquidectomizadas
(fig.31) de lo que se deduce que las diferencias no estan en este punto de la cascada de

sefalizacion dela PGl
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Figura 31: Curvas concentracion-respuesta a Forskolina (10 nM-10 uM) en aortas de ratas
control y orquidectomizadas. Los resultados (media + EEM) estan expresados en porcentaje de
la contraccion con 5-HT, 1 uM. El nimero de animales esta indicado entre paréntesis.

Este resultado sugiere que en la disminucion en la respuesta a PGl, en aortas de ratas
orquidectomizadas, aunque no se puede descartar que la expresion de los IP estuviera
modificada, estaria participando la activacion de | os receptores TP ya que se ha descrito que
un incremento en la produccion de PGI, puede activar los receptores TP produciendo

contraccion contrarrestando el efecto vasodilatador (Blanco-Rivero y col., 2005b).
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Participacion de la PGI, en la liberacion de NO inducida por ACh.

Puesto que esta descrito que la PGl activa la AC incrementando e AMPc y activando la
PKA que, entre otros efectos, activa la eNOS (Ray y Marshall, 2006), continuamos con €l
estudio evaluando € efecto de este prostanoide sobre la liberacion de NO inducida por
ACh.

La incubacion con TCP (10 puM), inhibidor especifico de la sintesis PGl,, ho modifico la

liberacién de NO ni en animales controles ni en los castrados (fig.32).
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Figura 32: Efecto ddl TCP (10 uM) sobre la liberacion de NO de origen endotelial basal y la estimulacion con
ACh (0,1 nM -10 puM). El nimero de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se expresaron
como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg detgjido. * p<0,05 frente alaliberacién basal de NO.

Estos resultados sugieren que en la respuesta a ACh en presencia del TCP no existe una
participacion adicional del NO. Existen evidencias considerables de la relacion entre los
sistemas del TXA, y PGI, (Cheng y col., 2002): asi e TXA, derivado de las plaquetas
induce la formacién de PGI, en células endoteliales (Caughey y col., 2001); del mismo
modo se ha descrito que los agonistas de |os receptores TP inducen la liberacion de PGI, de
las células endotelidles (Marcus y col., 1980). Por otra parte se ha publicado que la
inhibicion de la TXA; sintasa incrementa la sintesis de PGl; in vitro (Nowak y FitzGerald,
1989). Estos resultados ponen de manifiesto que, la formacion y actividad de los dos

prostanoides pueden interaccionar a través de multiples mecanismos.

Por tanto, analizamos el efecto funciona de lainhibicion simultanea de la sintesis de ambos
prostanoides. Observamos que la coincubacion de las arterias con TCP y furegrelato
revertio la disminucion de la respuesta a ACh causada por e TCP en arterias de ratas
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controles, mostrando asi la existencia de un balance entre TXA, y PGI; en arterias de estos
animales (fig.33). Sin embargo, en arterias de ratas orquidectomizadas, |a coincubacién con
TCP y furegrelato no revirtio completamente e detrimento en la respuesta vasodilatadora
causada por € TCP, indicando la participacion de otros prostanoides contréctiles distintos a
la PGl, y TXA,. Estos prostanoides activarian también los receptores TP ya que la
coincubacion del TCP con SQ29,548 revertio completamente la disminucion de la
respuesta a ACh producida por € TCP (fig.33). Los valores de E,... y del log ECsy estan
indicados en latabla 11.
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Figura 33: Efecto del TCP (10 uM)+furegrelato (0,1 pM) y TCP (10 pM)+ SQ29,548 (0,1 uM) sobre las
curvas concentracion-respuesta inducidas por ACh (0,1 nM - 10 uM) en segmentos de aorta de ratas control y
orquidectomizadas. Los resultados (media + EEM) se expresan como porcentaje de la inhibicion de la
contraccion con 5-HT, 1 uM (controles 1142 + 129 myg; controles+TCP+furegrelato 1483 + 289 mg;
controles+TCP+SQ29,458 1146 + 79 mg; castrados 1073 + 278 mg; castrados+TCP+furegrelato 1334 + 229
mg; castrados+TCP+SQ29,458 1045 + 144 mg, p>0,05). El nimero de animales est4 indicado entre
paréntesis. *p<0,05 frente a su correspondiente control.

Tabla 11. Cambios en la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentaje de relgjacion) y el log ECsy a
ACh en aorta de ratas control y orquidectomizadas.

Control Orquidectomizado
Emax (%) |Og EC50 Emax (%) |Og EC50
Control 88,15+25 -7,14+0,06 93+2,67* -7,3+0,07*
TCP + Furegrelato  80,76+4,9 -7,34+ 0,15 775+36"  -742+012
TCP + SQ29,548 83,31+34 -7,19+0,09 86,13+3,62 -6,69+0,18

* p< 0,05 vsratas control; * p< 0,001 vs condicién control en ratas orquidectomizadas.
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En las anteriores condiciones experimentales se analizé e efecto de lainhibicién de ambos
prostanoides sobre la liberacion de NO coincubando con TCP y furegrelato.

La incubacion con TCP y furegrelato no produjo diferencias significativas en las
liberaciones basales ni en arterias de animales controles ni de orquidectomizados. Sin
embargo, observamos una disminucion de la liberacion de NO estimulada por ACh en

animales controles que no se produce en orquidectomizados (fig.34).

Control Orquidectomizados
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Figura 34: Efecto del furegrelato (1 uM) + TCP (10 pM) sobre laliberacién de NO de origen endotelial basa
y laestimulacion con ACh (0,1 nM — 10 uM). El nimero de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los
resultados se expresaron como unidades de fluorescencia arbitrarias (U.A.) por mg de tgjido. * p<0,05 frente a
laliberacion basal de NO; + p<0,05 frente a su correspondiente control.

Estos resultados indican que la liberacion del NO esta regulada por otros factores que
actiian cuando la sintesis de TXA; y la PGl, estan inhibidas y que esta regulacién también

esta bajo control hormonal.

ITL.b3. Participacion de la PGF;, en la respuesta inducida por la ACh.

Puesto que existen otros derivados de COX-2, distintos del TXA, y PGI,, capaces de
activar los receptores TP, como puede ser la PGE; (Gluais y col., 2007) y la PGF;,
(Cracowski y col., 2002) y que pueden estar incrementadas cuando la sintesis de TXA, y
PGIl, estan inhibidas (Bachschmid y col., 2005) se investigd la liberacién de ambos

inducida por ACh asi como su efecto vasomotor.
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Liberacion de PGF >, inducida por ACh

Para analizar €l efecto de las hormonas sexual es masculinas sobre la liberacion de la PGFy,
en la respuesta a ACh, se midi6 la produccion de su metabolito estable 13,14-dihydro-15-
keto-PGF,, inducida por ACh (0,1 nM — 10 uM). La liberacion de 13,14-dihydro-15-keto-
PGF,, inducida por ACh, aunque muestra valores muy bgjos, se incrementd en animales
orquidectomizados (fig.35).
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Figura 35: Produccién de 13,14-dihydro-15-keto-PGF,, inducida por ACh (0,1 nM — 10 uM) en segmentos
de aorta de ratas control y orquidectomizadas. Resultados (media + EEM) estén expresados como pg 13,14-
dihydro-15-keto PGF,,/ml mg tgjido. Sendo n &l ndmero de animales. * p<0,05 frente asu contal.

Reactividad vascular a PGF,

Seredlizaron curvas con PGF,, (1 nM- 1 uM) con € fin de determinar las diferenciasen la
sensibilidad del musculo liso a este prostanoide y se obtuvo una contracciéon similar en
ambos grupos de animales (fig.36, tabla 12).
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Figura 36: Curvas concentracionrespuesta PGF,, (1 nM- 1 uM) en aortas deratas control y orguidectomizadas.
Losresultados (media+ EEM) estan expresados en porcentgje de la contraccion de KCl 75 mM (control 1692 +
124 mg; cadtrado 1900 + 349 mg). El nimero deanimaes estaindicado entre paréntess
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Tabla 12. Cambios en la respuesta méxima (E,..., expresada como porcentaje de contraccion) y el log ECs a
PGF,, en aorta de ratas control y orquidectomizadas.

Control Orquidectomizado
Emax (%) |Og EC50 Emax (%) |Og EC50
PGF;, 1282+215 -7,25+0,3 17,24+ 1,6 -7,13+0,19

Dada su escasa respuesta vasoconstrictora, € efecto que puede gjercer este prostanoide en

larespuestainducida por ACh no parece ser muy importante.

I11.b4. Participacion de la PGE; en la respuesta inducida por la ACh.

Puesto que la produccion de PGF,, y su efecto vasoconstrictor en animales controles y
castrados es tan reducida, se decidio investigar laliberacion de PGE; y su efecto vasomotor,

Liberacion de PGE; inducida por ACh

Laliberacion de PGE; inducida por ACh fue mayor en machos orquidectomizados (fig.37).
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Figura 37: Produccion de PGE; inducida por ACh (0,1 nM — 10 puM) en segmentos de aorta de ratas control y
orquidectomizadas; efecto del TCP (1uM) + furegrelato (1uM) en la produccion de PGE, inducida por ACh
(0,2 nM -10 uM). Resultados (media + EEM) estan expresados como pg PGE,/ml mg tegjido. EI nimero de
animales esta indicado entre paréntesis. *p<0,05 frente al control correspondiente; +p<0,05 comparando las
arterias en ausencia de TCP y furegrelato; #p<0,05 comparando con arterias de machos orquidectomizados en
presencia de TCP + furegrelato.

Existen publicaciones que atribuyen a las hormonas sexuales masculinas cierto papel en la

regulacion de la liberacion de PGE,, en cuanto a que € tratamiento con testosterona reduce
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notablemente la produccion de este prostanoide en células endoteliales de aorta (Myers y
col., 1996) o que la orquidectomia incrementa la liberacion de PGE; y la expresiéon de la
PGE; sintasa microsomal en ratas hipertensas (Sullivan y col., 2005).

Se analizo € efecto de los inhibidores de la sintesis de TXA, y PGl; en la liberacion de
PGE; inducida por ACh. Se observl que, en estas condiciones experimentales, la ACh
indujo un produccién de PGE, mucho mayor, posiblemente como consecuencia de un
incremento de la produccion de PGH, y consecuente transformacion en PGE, (Blanco-
Rivero y col., 2007b; Frein y col., 2005). Pero lo que es més importante, la PGE;
increment6 de forma méas pronunciada en arterias de ratas orquidectomizadas que en sus
correspondientes controles (fig.37). Este resultado confirma nuestra hipltesis de que
cuando se inhibe la sintesis de PGl, y TXA,, la sintesis de PGE; se ve incrementada y

ademas que esta regulacion se halla bajo control hormonal.

Reactividad vascular a PGE,

Con € fin de determinar posibles diferencias en la sensibilidad a PGE; se realizaron curvas
concentracion-respuesta a PGE; (1 nM- 10 uM). Este prostanoide indujo una contraccion

dependiente de concentracion que se vio incrementada en machos orquidectomizados
(fig.38, tabla 13).
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804 O Orquidectomizado (4)
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Figura 38: Curvas concentracion-respuesta PGE, en aortas de ratas control y orquidectomizadas.
Los resultados (media + EEM) estan expresados en porcentgje de la contraccion de KCl 75 mM

(controles 1278 + 117 mg; castrados 1375 + 157 mg). El nimero de animales esta indicado entre
paréntesis. *p<0,001 frente a su correspondiente control.
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Tabla 13. Cambios en la respuesta méxima (E,..., expresada como porcentaje de contraccion) y el log ECs a
PGE, en aorta de ratas control y orquidectomizadas.

Control Orquidectomizado
Emax (%) |Og EC50 Emax (%) |Og EC50
PGE, 30,12+ 1,3 -5,58+ 0,2 62,01+1,7** -557+0,19

** p< 0,001 vsratas control.

Esta mayor sensibilidad de las células musculares lisas de ratas orquidectomizadas a la
PGE,, puede ser debido a ateraciones en la via de sefidizacion y/o a diferencias en la
expresion de los distintos subtipos de receptores que median vasodilatacion y
vasoconstriccion. En este sentido, es importante sefialar que en presencia de furegrelato y
TCP, condiciones en la que la sintesis de PGE, estéd elevada y la liberacion de NO
disminuida, no se modifica larespuesta a ACh en animales controles.

Esto podria explicarse porque la liberacion de PGE; no fuera suficiente para producir un
efecto vasomotor y/o porque la expresion de la receptores EP que median vasodilatacion
estuviera incrementada en arterias de animales controles y contrarrestara €l efecto

vasoconstrictor de la PGE..

En resumen, este estudio demuestra que la orquidectomia incrementa la expresion de COX-
2, e induce un desequilibrio en la produccién y efecto vasomotor de prostanoides
vasoconstrictores y vasodilatadores (Martorell y col., 2007), siendo los prostanoides
vasoconstrictores |os predominantes. Esta situacion per se, puede indicar una desventaja en
la funcién cardiovascular en ausencia de hormonas sexuales masculinas. Anteriormente, se
ha descrito una menor biodisponibilidad del NO en aortas de ratas orquidectomizadas
(Blanco-Rivero y col., 2006b) que podria contrarrestar la respuesta vasodilatadora a ACh.
Sin embargo, a pesar de estos hallazgos, la respuesta vasodilatadora a ACh esta
incrementada en aortas de ratas orquidectomizadas, probablemente como consecuencia de
mecanismos compensatorios, como la activacion de canales de Kc, por los aniones
superéxido cuya formacion esta incrementada en machos castrados (Ferrer y col., 1999)
(fig.39).

Este estudio también pone de manifiesto la participacion simultanea de multiples vias de

sefializacion que confieren al sistema experimental utilizado una enorme complejidad.
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Figura 39: Esquema que muestra el efecto de la orquidectomia sobre la relgjacion inducida por la ACh. El
esguema muestra que la orquidectomia incrementa la expresion de COX-2 y que cuando la ACh activa los
receptores muscarinicos (M-R) se induce la liberacién de PGI,, PGE,, TXA, y PGF,, la orquidectomia
incrementa la liberacion de PGl,, PGE, y TXA,. Adicionalmente, cuando se inhibe la sintesisde PGl, y TXA,
por TCPy furegrelato, respectivamente, la liberacién de PGE, se incrementa, y la orquidectomia incrementa
este efecto. Estos prostanoides a través de sus respectivos receptores especificos gercen un efecto
vasoconstrictor neto en ratas orquidectomizadas. A pesar de estas modificaciones, |a respuesta inducida por
ACh permanece incrementada en aortas de ratas orquidectomizadas. Este resultado probablemente es una
consecuencia de mecanismos compensatorios como el efecto dual de los O,”; cuya formacién esta
incrementada en ratas orquidectomizadas, reduciendo la biodisponibilidad del NO y activando los K¢,
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EFECTO DE LAS HORMONAS SEXUALES FEMENINAS SOBRE:

I. Niveles de hormonas en sangre, peso corporal y presion arterial.

La concentracion de 17p-estradiol en plasma de hembras ovariectomizadas se ve reducida
en un 30% con respecto a las hembras en estro (p<0,05), resultado que avalan muchas otras
publicaciones (Teede y col., 2001). En determinados experimentos de larga duracion con
ovariectomizadas se detectaron niveles significativos de estrogenos en sangre, sugiriendo
gue algunos 6rganos como las glandulas adrenales pueden contribuir a la secrecion de
estradiol (Watanobe y Y oneda, 2003).

La ovariectomia aumento en un 28% €l peso de las ratas con respecto a sus controles en
estro (p<0,001) indicando que la pérdida de estrégenos produce alteraciones en el balance
de energia y en e metabolismo lipidico, como se ha descrito anteriormente (Teede y col.,
2001; Lemieux y col., 2003; Choi y coal., 2005; Ferrer y col., 1996).

La ovariectomia no modifico las presiones sanguineas de acuerdo con lo publicado
anteriormente (Conrad y col., 1994; Ferrer y Osol, 1998) (tabla 14).

Estro Ovariectomizada
Niveles de estrogenos en plasma (pg/ml) 385,9+34%(9) 297,4+ 35" (8)
Peso del animal (g) 292,7+104°(31) 3757+499(22)
Presiones sanguineas 1215+ 35 (6) 132,5+ 9,5 (6)

Tabla 15. Efecto de la orquidectomia sobre: 1os niveles de testosterona en plasma, €l peso del anima y las
presiones sanguineas.Los valores (media + EEM) el nimero de animales viene indicado entre paréntesis. a-b
p<0,01, c-d p<0,001

Por tanto los resultados obtenidos en nuestro estudio no van acompafiados de cambios

hemodindmicos y son producidos por |a pérdida parcia de estégenos.

I1. Respuesta contractil inducida por KCly 5-HT.

La respuesta contractil inducida por 75 mM de KCI fue similar en ambos grupos de
animales (controles 1346 + 60 mg, n=42; ovariectomizadas 1425 + 75 mg, n=33 p>0,05) tal
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y como ya habia sido publicado en estudios previos en arteria mesentérica (Minovesy col.,
2002) y aorta (Tegeray col., 1999). Sin embargo, también existe controversia en este punto,
ya que se ha descrito un incremento en la contraccion a KCl tanto en ratas ovariectomizadas
(Paul y col., 2007) como en ratas tratadas con estradiol (Aikaway col., 2003). Sin embargo,
se han publicado estudios en los que € tratamiento con estrégenos incrementa el nimero y
densidad de canales de Ca®* (Rendt y col., 1992) o produce un efecto hipertréfico muscular
aumentando la funcion contractil (Aikawa y col., 2003), por lo que los modelos y
condiciones experimental es parecen jugar un papel decisivo.

La respuesta contréactil inducida por 1 uM de 5-HT fue similar (controles 807,5 £+ 69 mg;
ovariectomizadas 935 + 56 mg, n=33 p>0,05) en ambos grupos de animales. Estos
resultados difieren de otras publicaciones en |as que atribuyen alos estrégenos la capacidad
de incrementar |a respuesta a serotonina en arteria carétida de rata (Mehrotray col., 2007).
Se han descrito diferencias de género en las respuestas contractiles a diferentes agonistas,
aungue existe controversia sobre la naturaleza de estas diferencias, con variaciones
dependiendo del lecho, agonista y especie estudiada. En nuestro estudio la contraccion
inducida por KCI fue menor en hembras que en machos. Se sabe que la despolarizacion de
la membrana por KCl estimula la entrada de Ca?* aunque la razén de las diferencias que se
encuentran en esta contraccion debidas a género no estén claras, pero puede deberse a
diferencias en la densidad de canales de C&* en la membrana plasmética, 0 a su
permeabilidad a Ca®* dependiendo de la presencia o ausencia de estrégenos. Esto se ha
podido comprobar en cardiomiocitos de ratones deficientes en receptores de estrogenos, en
las que aumenta la expresion de canales de Ca®* tipo L. Ademas, la corriente de Ca®* tipo L
es mayor en machos que en hembras (Johnson y col., 1997; Bowles, 2001).
Adicionalmente, se ha descrito que tanto los estrogenos (Zhang y col., 2006) como los
androgenos (Foradori y col., 2007) pueden modificar la sensibilidad de los filamentos de
actinapor el Ca*.

El endotelio juega un papel importante en la regulacion del tono arterial mediante la
liberacion de factores vasodilatadores y contractiles dependientes del endotelio. El
detrimento de la biodisponibilidad de NO derivado del endotelio, es reconocido como un
importante promotor de las enfermedades cardiovasculares. El efecto estimulatorio de
esteroides femeninos en general y de los estrogenos en particular sobre la produccién de
NO ha sido € objeto de multiples estudios (Hishikaway col., 1995; Wiener y col., 1994).
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Teniendo en cuenta que la ACh es capaz de inducir la formacién de NO y prostanoides
(Mitchell y cal., 1992; Schulz y col., 1992), se estudié de forma similar a indicado en ratas
macho el efecto vasodilatador de la ACh asi como la participacion del NO y prostanoides

en dicharespuesta en presencia y ausencia de hormonas femeninas.

I11. Respuesta vasodilatadora inducida por ACh

La respuesta vasodilatadora a ACh exdgena fue similar en hembras controles y en
ovariectomizadas (fig.40) hecho que avalan otras publicaciones (Zhou y col., 2005, Tejera
y col., 1999).
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Figura 40: Vasodilatacion inducida por ACh (0,1 nM -10 uM) en segmentos de aorta de

hembras controles y ovariectomizadas. Los resultados (media + EEM) se expresan como

porcentaje de la inhibicién de la contraccién con 5-HT 1 uM (controles 807,5 £ 69 mg;

ovariectomizadas 935 + 56 mg). El nimero de animales en cada grupo esta indicado entre

paréntesis.
Esto difiere de lo publicado por otros grupos de investigacion dénde la ovariectomia
reducialarelgjacion a ACh en aortade rata (Figar y col., 2006, Castillo y col., 2005; Cheng
y col., 1994) o en femoral de congjo (Gisclard y col., 1988). Estas diferencias pueden ser
debidas a la edad, cepa del animal o al tratamiento con estrogenos. Esta heterogeneidad en
los efectos de los estrogenos en la modulacion de la relgjacion dependiente de endotelio a
ACh puede reflggar cambios en la liberacion y/o funcion de los distintos factores
endoteliales, dependiendo del lecho estudiado y condiciones experimentales.
Si comparamos en ambos sexos la relgacion inducida por ACh observamos un incremento

de la misma en hembras con respecto alos machos controles, argumento que ha sido usado
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en numerosas publicaciones a favor del papel cardioprotector de las hormonas sexuales
femeninas (Kauser y Rubanyi, 1994; Momoi y col., 2003, Fletcher y Colditz, 2002), sin
tener en cuenta € potencia efecto cardioprotector de los andrégenos en machos, como
posteriormente se ha demostrado (Jonesy col., 2004; Martorell y col., 2007).

Como se ha descrito anteriormente para las hormonas sexuales masculinas, no se puede
descartar que las hormonas sexuales femeninas modulen la participacion del NO y de los
distintos prostanoides en dicha respuesta aungue la ovariectomia no modifique la respuesta

aACh, por lo que seraanalizado a continuacion.

I1L.a. Participacion del NO endotelial

Con € fin de analizar laimplicacion del NO endotelial en larespuesta a ACh segmentos de
ambos grupos de animales se incubaron con L-NAME. La preincubacion con L-NAME
(0,1 mM), redujo la respuesta a ACh en hembras controles de |0 que se deduce que la
respuesta vasorelgjadora a ACh es debida principalmente a NO. Por € contrario, la
incubacion con L-NAME en segmentos de hembras ovariectomizadas redujo en menor
medida la respuesta a ACh (fig.41). Los valores de Ena Y ECsp estan incluidos en la tabla
16.

Estro Ovariectomizada
B 2 Control (19) O 2 Control (15)
100 A ° Control + L-NAME (8) q A P Control + L-NAME (5)
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a-b: ANOVA p<0,001 a-b: ANOVA p<0,001
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Figura 41: Efecto de L-NAME (0,1 mM) sobre la vasodilatacion inducida por ACh (0,1 nM -10 uM) en
segmentos de aorta de hembras controles y ovariectomizadas. Los resultados (media + EEM) se expresan
como porcentgje de lainhibicion de la contraccion con 5-HT 1 uM (controles 807,5 + 69 mg; controles +
L-NAME 1147 + 95 mg; ovariectomizadas 935 + 56 mg; ovariectomizadas + L-NAME 906 + 54 mg). El
nimero de animales en cada grupo esta indicado entre paréntesis. *p<0,001 comparando con la situacién
control.
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Tabla 16. Cambios en la respuesta méxima (E,..., expresada como porcentaje de relgjacion) y el log ECs a
ACh en aorta de ratas control y ovariectomizadas.

Control Ovariectomizada
Control 92,19+ 2,3 -7,47 £ 0,06 93,53+25 . -7,48 + 0,07
L-NAME 30,32+58" -7,29+ 0,50 5393+75 # -7,26+0,33

* p< 0,05 vs ratas control; * p< 0,01 vs condicién control en ratas control; * p< 0,001 vs condicién control en
ratas ovariectomizadas.

Estas diferencias podrian ser debidas a la disminucion en la formacion de NO en hembras
ovariectomizadas, la disminucion del efecto vasomotor del NO y/o a incremento de
sustancias vasoconstrictoras que contrarresten el efecto dilatador del NO.

Reactividad vascular al Nitroprusiato sodico (SNP)

La vasodilatacion inducida por SNP no se vio modificada por la ovariectomia, indicando
gue los estrogenos no ateran la sensibilidad del musculo liso vascular a donante de NO

como también habia sido publicado en aorta de rata (Y amaguchi y col., 2001) (fig.42).

B Control (5)

100- O Ovariectomizada (5)

Relajacion (%)
o ~
< T

N
T

G 1 ) | ) I )
-10 -9 -8 7 6 5

Nitroprusiato, log M

Figura 42: Efecto vasodilatador de SNP (0,1 nM -10 pM) en aorta de ratas hembras control y
ovariectomizadas. Los resultados (medias + EEM) se expresaron como porcentgje de la
inhibicion de la contraccion inducida por 1 uM de 5-HT (control, 1107 + 88 mg;
ovariectomizadas, 1040 + 72 mg). El nimero de animales utilizado se indica entre paréntesis.
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Tabla 17. Cambios en la respuesta maxima (E,,..., expresada como porcentaje de relajacion) y el log ECsy a
SNP en aorta de ratas control y ovariectomizadas.

Control Ovariectomizada
Emax (%) |Og ECSO Emax (%) |Og EC50
SNP 101,8+ 4 -8,43+ 0,19 101,5+ 3,7 -8,47 £ 0,19

Al igual que en machos, la respuesta a donante de NO no sufre diferencias por la
gonadectomia, si bien es verdad, la vasodilatacion inducida por e SNP es mas pronunciada
en hembras que en machos como ya habia sido publicado (Kahonen y col., 1998),

indicando una modulacién dependiente del sexo.

Expresion de eNOS

Teniendo en cuenta que la participacion del NO endotelial inducida por ACh parece mayor
en hembras en estro y sin embargo la sensibilidad del musculo liso a NO no varia, se
analizo s la expresion de eNOS se veia modificada por la ovariectomia, observandose que

no existian diferencias entre ambos grupos (fig.43).
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Figura 43: Western blot representativo para la expresion de eNOS en segmentos de aorta de
ratas hembras en estro y ovariectomizadas (A). La figura es representativa de cuatro segmentos
separados de cada grupo de animales. El panel B muestra el andlisis densitométrico de la
expresion de eNOS. Los resultados (medias + EEM) se expresaron como €l ratio entre la sefial
obtenida para eNOSy |a obtenida parala a-actina.
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Con respecto a laregulacion de la expresion de la eNOS por estrégenos, |os resultados son
contradictorios. Se ha descrito que los estrogenos no modifican (Nawate y col., 2005) e
incrementan (Hishikawa y col., 1995; Gonzales y col., 2001) la expresion de la eNOS a
través de distintos mecanismos que incluyen el incremento de Ca?* en la célula endotelial
(Weiner y col., 1994) y a la presencia de elementos de respuesta a estrégenos en €
promotor de la eNOS modulando su expresion (Marsden y col., 1993). Por lo tanto, la
regulacion de la expresion de eNOS por los estrogenos es controvertida y difiere

dependiendo del lecho estudiado, cepa ddl animal y posible tratamiento con estrogenos.

Liberacion de NO inducida por ACh.

El siguiente paso, por tanto, consistié en andizar la liberacion de NO basa e inducida tras
la estimulacion con ACh en aortas de hembras control y ovariectomizadas. La ovariectomia
no produjo cambios en la liberacion basal ni en la estimulada por ACh (fig.44).
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Figura 44: Efecto de ovariectomia sobre la liberacion de NO de origen endotelial basal y
estimulada por ACh. El nimero de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados
se expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tegjido. * p<0,05
frente alaliberacidn basal de NO.

Estos resultados concuerdan con otras publicaciones en las que muestran que e tratamiento
de ratas ovariectomizadas con hormonas sexual es femeninas no incrementa la liberacion de
NO en aorta de rata (Vedernikov y col., 1997).

Puesto que la expresion de la eNOS no varié por la ovariectomia y no se modifico la

liberacion de NO, se podria hipotetizar que la actividad de la enzima no se ve alterada por
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el déficit de hormonas como ha sido descrito (Barber y Miller, 1997; Riveiro y col., 2001).
Sin embargo, existen publicaciones que muestran que los estrogenos incrementan la
actividad de la eNOS (Weiner y col., 1994; Wellmann y col., 1996; Meyer y col., 1997)
regulando la entrada de Ca®* (Hishikawa y col., 1995; Hayashi y col., 1992). Esta
variabilidad de los efectos del estradiol en las respuestas vasculares puede ser debido a las
distintas especies estudiadas, la concentracion y duracion del tratamiento con estrgenos,
y/o del lecho vascular estudiado. No se obtuvieron diferencias entre la liberacion de NO de
hembras en estro y machos, sin embargo hay estudios que afirman que las hormonas
sexuales femeninas incrementan la liberacion de NO en hembras comparados con los
machos (Teede y col., 2001; Hayashi y col., 1992; Kauser y Rubanyi, 1994).

IIL.b. Participacion de prostanoides

Teniendo en cuenta que |os estrégenos pueden modular la expresion de COX y por tanto la
liberacion de distintos prostanoides, de forma similar a lo descrito para las hormonas
sexuales masculinas, se analizo si las hormonas sexual es femeninas regulan la participacion

de prostanoides en |la respuesta inducida por ACh.

Expresion de la COX-1y COX-2

La ovariectomia no modifico la expresién de COX-1, sin embargo, aumento la expresion de
COX-2 (fig .45).
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Figura 45: Western blot representativo para la expresion de COX-1y COX-2 en segmentos de aorta hembras en
estro y ovariectomizadas (A). La figura es representativa de cuatro y ocho segmentos separados de cada grupo de
animales. El pand B muestra d andisis denstométrico de la expresion de COX-1/2. Los resultados (medias +
EEM) se expresaron como € ratio entre la sefia obtenidapara COX-1/2 y laobtenida parala a-actina. * p<0,05.
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Teniendo en cuenta que las ROS activan la COX-2 (Feng y col., 1995; Kulmacz y Wang,
1995), y sabiendo que los aniones superoxido estdn incrementados por la ovariectomia
(Sagredo y cal., 2007), se podria de este modo explicar € incremento de la expresién de COX-
2 en ratas castradas. Sin embargo, estos resultados difieren de otros estudios dénde se sugiere
que los estrogenos incrementan la expresion de COX-1 (Koritay col., 2004) y COX-2 (Pedram
y cal., 2002). Por g emplo, en cultivos de células endoteliales humanas, 10s estrégenos inducen
la expresion de COX-2 (Pedram y col., 2002). Del mismo modo los estrégenos incrementan la
produccién de prostanoides en cdlulas endotdiales de vena umbilica humana mediante €
incremento de la expresién de COX-2 pero no de COX-1 (Akarasereenont y col., 2000). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que los cultivos celulares estan sometidos a periodos de
exposicion a estrogenos bastante mas cortos que las ratas de nuestro modelo experimental.
Ademas, teniendo en cuenta que las cdulas endotdides aidadas no estédn sometidas a los
mismos estimulos que las céulas que se encuentran formando parte de la pared arterid, los
resultados no son comparables en su totalidad. Debido a las diferencias observadas hasta €

momento, se estudio la participacion de los distintos derivados de COX en larespuestaa ACh.

Participacion de COX-1 y COX-2 en la respuesta _inducida por ACh

La preincubacion con d SC-560 y con NS-398, produjo una reduccion en larespuestaa ACh en
segmentos de hembras en estro. Sin embargo, en arterias de ovariectomizadas la incubacion con
SC-560 no produjo cambios en la rdgacion a ACh, pero fue disminuida por € NS-398 (fig.46,
tabla 18).
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Figura 46: Efecto dd SC-560 (0,1 uM) y & NS-398 (10 uM) sobre las curvas concentracion-respuesta a ACh en
segmentos precontraidos con 5-HT de hembras control y ovariectomizadas. Los resultados (medias + EEM) se
expresaron como inhibicién de la contraccidn producida por 1uM de 5-HT (control, 807 + 69; control + SC-560, 685 +
70; control + NS-398, 667 + 69; ovariectomizadas, 935 + 56 mg; ovariectomizadas + SC-560, 767 *+ 115;
ovariectomizadas + NS-398, 904 + 118). El nimero de animdes se indicd entre paréntesis. *p<0,05, **p<0,001
comparando con la situacion control.
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Tabla 19. Cambios en la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentgje de relgjacion) y el log ECsy a
ACh en aorta de ratas control y ovariectomizadas.

Control Ovariectomizada
Control 92,19+ 2,3 -7,47 £ 0,06 9353+ 25 . -7,48 + 0,07
SC-560 83,17+36" -7,27+0,1 02,02+ 4,2 -7,35+0,11
NS-398 78,05+35" -7,32+ 0,11 8520+0,2% -7,14+0,07*

* p< 0,05 vs ratas control; * p< 0,05 vs condicién control en ratas control; * p< 0,001 vs condicién control en
ratas ovariectomizadas.

La disminucion de la relgjacion en hembras controles en presencia de ambos inhibidores
sugiere que los derivados de ambas isoformas participan en la respuesta vasodilatadora, y
que a inhibir una de las isoformas se incremente la actividad de la otra, y/o que se
modifique laliberacion y/o sefializacion del NO.

La disminucion de la relgacion a ACh en presencia de NS-398 en hembras
ovariectomizadas nos sugiere que derivados de COX-2 vasodilatadores, puedan estar
implicados en la relgjacion a ACh en hembras ovariectomizadas. En este sentido Vizioli y
col. (2005) investigaron la implicacién de los prostanoides en la respuesta a ACh y
determinaron que juegan un papel importante, aproximadamente de un 20%, en la
relgjacion vascular a ACh. Sin embargo, puesto que se ha publicado que inhibidores de
COX-2 amplifican la sefiaizacion NO/GMPc, nos permite especular que las hormonas
sexuales femeninas podrian regular la contribucion de diferentes prostanoides en la
respuesta mediada por ACh. También existe la posibilidad de gque la inhibicién de la COX
produzca ateraciones en la sintesis de NO, como se ha descrito anteriormente (Mollace y
col., 2005).

Participacion de productos derivados de COX en la liberacion de NO inducida por ACh

Por lo tanto, € siguiente paso consistio en estudiar € efecto de las dos isoformas de la
COX, sobre la liberacion de NO inducida por ACh. El inhibidor de COX-1, SC-560
incremento la liberacion de NO en hembras en estro mientras que NS-398 no produjo
diferencias. En hembras ovariectomizadas los inhibidores de ambas isoformas de COX
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produjeron una disminucién en la liberacién de NO tanto basal como estimulada por ACh
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(fig.47).

Estos resultados indican que los efectos de COX-1 y COX-2 sobre la liberacion de NO
endotelial estan modulados por los niveles de hormonas sexuales femeninas endogenas. El
incremento de NO en hembras controles en presencia de SC-560, apoyaria la sugerencia de
gue los prostanoides que participan en la respuesta a ACh fueran vasodilatadores
predomi nantemente.

El detrimento en la liberacién de NO en hembras ovariectomizadas en presencia de ambos

Figura 47: Efecto del NS-398 (10 puM) y SC-560 (50 nM) sobre la liberacion de NO de origen endotelial basal
y estimulada por ACh. El nimero de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se
expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tgjido. * p<0,05 frente alaliberacion
basal de NO; + p<0,05, ++ p<0,01 frente a su correspondiente control.

en arterias de ratas controles y ovariectomizadas.

IIL.b1. Participacion del TXA; en la respuesta inducida por la ACh.

Para analizar €l posible papel funcional del TXA; se realizaron curvas de ACh en presencia
de furegrelato (1 uM), inhibidor especifico de la sintesis del TXA, o de SQ29,548 (1 uM),
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agonista del receptor TP. Observamos que ninguno de los dos farmacos modificaba la
relgjacion inducida por ACh en arterias de animales controles. En arterias de ratas
ovariectomizadas e furegrelato no modificd la respuesta vasodilatadora a ACh mientras
que el SQ29,548 ladisminuyo (fig.48, tabla 19).
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Figura 48: Efecto del furegrelato (0,1 pM) y SQ29,548 (10 uM) sobre las curvas concentracion-respuesta
inducidas por ACh en segmentos de aorta de hembras controles y ovariectomizadas. Los resultados (media +
EEM) se expresan como porcentaje de lainhibicion de la contraccion con 5-HT 1 Mm (control, 807 + 69 mg;
control + furegrelato, 1020 + 69 mg; control + SQ29,548, 880 + 84 mg; ovariectomizadas, 935 + 56 mg;
ovariectomizadas + furegrelato, 1008 + 87 mg; ovariectomizadas + SQ29,548, 925 + 160 mg). El nimero de
animales esta indicado entre paréntesis.

Tabla 19. Cambios en la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentaje de relgjacion) y el log ECs a
ACh en aorta de ratas control y ovariectomizadas.

Control Ovariectomizada
Control 92,4+ 3,2 -7,4 + 0,06 94,15+ 2,3 -7,5+ 0,07
Furegrelato 93,21 + 3,8 -7,5+20,11 1009+51 -74+0,14 .
SQ29,548 90,39+5,6 -7,5+0,17 9153+4,1 -7,2+ 0,11 #

* p< 0,05 vsratas control; * p< 0,05 vs condicién control en ratas ovariectomizadas.

Estos resultados parecen indicar que € TXA, no participa en la respuesta a ACh en
hembras en estro ni en ovariectomizadas y ademas que en estas Ultimas existen otros

prostanoi des vasoconstrictores implicados que no actlan através de los TP.
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En cualquier caso no se puede descartar cambios en |la respuesta vasomotora y/o en la
liberacion del TXA,.

Reactividad vascular al TXA,

Para estudiar la posible variacion en la sensibilidad al TXA, se redizaron curvas
concentracion-respuesta al mimético del TXA, U-46619 (0,1 nM- 1 uM), obteniendo una

contraccion dependiente de concentracion mayor en hembras ovariectomizadas que en sus
controles (fig.49, tabla 20).
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Figura 49: Curvas concentracion-respuesta al mimético del TXA,, U-46619 (0,1 nM- 1 uM)
en aortas de hembras estro y ovariectomizadas. Los resultados (media + EEM) estén
expresados en porcentgje de la contraccion de KCI 75mM (control, 1232 + 81 mg;
ovariectomizadas, 1387 + 134 mg). El nimero de animales esta indicado entre paréntesis.

*p<0,05 comparando con la situacion control.

Tabla 20. Cambios en |la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentaje de contraccién) y el log ECs a
U-46619 en aorta de ratas control y ovariectomizadas.

Control Ovariectomizada
Emax (%)  log ECso Emax (%) log ECso
U-46619 258,4 + 10,7 -7,46 + 0,07 321,2+ 24,8 ’ -7,65+0,14

* p< 0,05 vsratas control.

Estos resultados estarian de acuerdo con lo publicado por Karanian y col. que defienden
que los receptores de prostanoides estan regulados hormonamente en aorta de rata

(Karanian y col., 1981). En mesentérica se ha publicado un incremento en la sensibilidad de
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los receptores de TP debida a la ovariectomia (Davidge y Zang, 1998). Esto difiere con lo
publicado por Li y Stallone donde la pérdida de hormonas sexuales femeninas produce un
detrimento en la contraccion a U-46619 (Li y Stallone, 2005).

La respuesta contractil a U-46619 fue significativamente mayor en hembras que en machos
como ya se habia publicado en aorta (Li y Stallone, 2005) y en arterias pulmonares (Farhat
y Ramwell, 1992) de rata. De hecho, estudios previos en cultivos de células musculares
lisas de aorta de rata describen que e nimero de lugares de unién del TXA, por cdlula es
mayor en hembras que en machos (Matsuda y col., 1995), resultados que explicarian la
mayor sensibilidad a U-46619.

Liberacion de TXA; inducida por ACh

Se midi6 la produccion de TXB,, metabolito estable de TXA, inducida por ACh (0,1 nM —
10 pM). Se obtuvo un ligero incremento en la produccion de TXA, en hembras
ovariectomizadas (fig.50). Sin embargo, también se debe tener en cuenta que €l incremento

de este prostanoide fue mucho mayor en situacion basal.
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Figura 50: Liberacion de TXB, inducido por ACh (0,1 nM — 10 pM) en aorta de hembras
control y ovariectomizadas. Los resultados (media + EEM) se expresaron como pg TXB,/ml
mg tejido. Siendo n €l niimero de animales. *p<0,05 comparando con la situacién control.

Participacion del TXA; en la liberacion de NO endotelial.

Con €l fin de andlizar la posible interaccion entre el TXA, y laliberacion del NO inducida

por ACh, se incubaron las arterias de ambos grupos de animales con furegrelato, inhibidor
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de lasintesis de TXA,. En presencia de furegrelato se increment6 la liberacién de NO tanto
basal como estimulada por ACh en arterias de hembras en estro mientras que la disminuyo

en arterias de ratas ovariectomizadas (fig.51).
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Figura 51: Efecto del furegrelato (1 uM) sobre la liberacion de NO de origen endotelia basal y la estimulada
con ACh (0,1 nM — 10 uM). El nimero de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se
expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tgjido. * p<0,05 frente alaliberacion
basal de NO; + p<0,05, +++ p<0,001 frente a su correspondiente control.

El incremento de laliberacion de NO endotelial en hembras controles al inhibirse la sintesis
del TXA, indica que existe una estrecha relacion entre la sintesis de factores
vasocontractiles y vasodilatadores que regula la homeostasis vascular. De hecho se ha
descrito que la activacion de los receptores TP producen entre otros efectos la inhibicion de
la AC (Hirata y col., 1996), por tanto se podria hipotetizar que la inhibicién del TXA,
incremente la liberacion de NO via AMPc.

Por el contrario, la ovariectomia reduce la liberacion de NO en ausenciade TXA, y tal vez
por eso la relgjacion a ACh con furegrelato no incrementa en este grupo, o tal vez porque
estén implicados otros prostanoides, |os cuales se analizardn a continuacion.

IIL.b2. Participacion de PGI; en la respuesta inducida por la ACh.

Continuando con € estudio, investigamos € efecto del inhibidor de la sintesis de PGy,

TCP (10 uM), en la respuesta inducida por ACh. Observamos que la presencia de TCP
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disminuy6 la respuesta vasodilatadora a ACh en mayor medida en las arterias de hembras
ovariectomizadas que en estro (fig.52, tabla 21).
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Figura 52: Efecto del TCP (10 uM) sobre las curvas concentraci n-respuesta inducidas por ACh (0,1 nM - 10
MM) en segmentos de aorta de hembras control y castradas. Los resultados (media + EEM) se expresan como
porcentaje de lainhibicién de la contraccion con 5-HT, 1 uM (control, 807 + 69; control + TCP, 985 + 81 mg;
ovariectomizadas, 935 + 56 mg; ovariectomizadas + TCP, 1102 + 329 mg). El nimero de animales esta
indicado entre paréntesis. *p<0,05, **p<0,001 frente a su correspondiente control.

Tabla 21. Cambios en la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentaje de relgjacion) y el log ECsy a
ACh en aorta de ratas control y ovariectomizadas.

Control Ovariectomizada
Control 92,19+ 23 -7,47 £ 0,06 93,53+25 -7,48 £ 0,07
TCP 8381+31"  -7,26+0,09 4524+27%" -701+0,09"

* p< 0,05 vs ratas control; * p< 0,05 vs condicién control en ratas control; * p< 0,001 vs condicién control en
ratas ovariectomizadas.

Este resultado, en un principio, sugiere una mayor participacion de PGIl, con efecto
vasodilatador en arterias de ratas ovariectomizadas, a través de su sintesis y/o efecto
vasomotor. Sin embargo, no se puede descartar la modulacion en la sintesis de otros

factores cuando la produccién de PGl esta bloqueada.

Liberacion de PG, inducida por ACh
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Para analizar el efecto de las hormonas sexual es femeninas sobre la liberacion delaPGl; en
larespuesta a ACh, se midio la produccién de su metabolito estable 6-keto-PGF,, inducida
por ACh (0,1 nM — 10 pM). Los resultados obtenidos muestran una sintesis mayor de 6-
keto-PGF,, estimulada por ACh en hembras ovariectomizadas (fig.53).
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Figura 53: Liberacion de 6-keto-PGF,;, inducida por ACh en aorta de hembras control y
ovariectomizadas. Los resultados (media + EEM) se expresaron como pg 6-keto-PGF,, /ml mg
tgjido. Siendo n & nimero de animales. *p<0,05 frente a su correspondiente control.

Estos resultados concuerdan con lo publicado en aorta de ratas ovariectomizadas donde se
ve un incremento en la sintesis de PGI, (Lennon y Poyser, 1987) y un detrimento de la
sintesis de la misma en conejos tratados con estrogenos (Elam y col., 1980).

Sin embargo, existen publicaciones donde la sintesis vascular de PGI, aumenta cuando los
niveles de estroégenos son altos (Zamorano y col., 1994; Chang y col., 1980). En cultivos de
células endoteliales de vena umbilical en humanos los estrogenos inducen la expresion de
COX-2, incrementando PGIl, (Pedram y col., 2002; Akarasereenont y col., 2000). El
incremento de PGI, observado en ovariectomizadas va acompafiado del incremento de

TXA, como sucedia en aortas de machos orquidectomizados.

Reactividad vascular a PGI,

Con €l fin de determinar posibles diferencias en la sensibilidad a PGl se realizaron curvas
concentracion-respuesta a PGl, (0,1 nM- 1 puM). Se obtuvo una mayor relgacion en
hembras controles que en castradas p<0,05 (fig.54, tabla 22).
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Figura 54: Curvas concentracion-respuesta al Prostaglandina |, en aortas de hembras control y
ovariectomizadas. Los resultados (media + EEM) estan expresados en porcentaje de la
contraccion con 5-HT 1 puM (control, 709 + 52 mg; ovariectomizadas, 763 + 65 mg). El
ndmero de animales esta indicado entre paréntesis.

Tabla 22. Cambios en la respuesta méxima (E,..., expresada como porcentaje de relgjacion) y el log ECs a
PGI, en aorta de ratas control y ovariectomizadas.

Control Ovariectomizada
Emax (%) |Og EC50 Emax (%) |Og EC50
PG, 35+216 -8,13+ 0,18 2583+32  -775+03

* p< 0,05 vsratas control.

La interaccion de la PGI, con sus receptores IP induce la union del GTP a la proteina Gs
gue activa la subunidad catalitica de la AC, resultando en una conversion de ATP a AMPc.
Puesto que se ha publicado que e activador de la AC, forskolina, produce relajaciones
idénticas en arteria mesentérica de ratas ovariectomizadas y tratadas con estrogenos, se
podria sugerir que los estrégenos modulan la via de transduccion de la PGI, posiblemente
al nivel de la proteina Gs. Esta hipétesis vendria avalada por publicaciones en las que se
sugiere gque los estrégenos regulan las funciones de los receptores [3-adrenérgicos tanto en
tgjido vascular (Ferrer y col., 1996) como hepético (Y agami y col., 1994) incrementando la
expresion de la proteina Gs.

Este resultado confiere un papel cardioprotector a las hormonas sexuaes femeninas en

cuanto que incrementala sensibilidad del musculo liso vascular a un agente vasodilatador.
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Participacion de la PGI, en la liberacion de NO inducida por ACh.

La incubacién con TCP produjo un incremento en la liberacién basal e inducida por ACh
de NO en animales controles mientras que la disminuyé en aortas de ovariectomizadas
(fig.55).
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Figura 55: Efecto del TCP (10 uM) sobre laliberacion de NO de origen endotelial basal y la estimulacion con
ACh. El nmero de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se expresaron como unidades
arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. *p<0,05 frente a la liberacion basal de NO; +p<0,05,
++p<0,01 frente a su correspondiente control.

Estos resultados muestran una vez més que € efecto de inhibir derivados de COX-2 en
conjunto o de forma individual esta regulada por los niveles de hormonas sexuales.
También confieren un papel cardioprotector a los estrogenos puesto que en situaciones
fisiopatoldgicas en las que la sintesis de PGl esté reducida, la produccion de NO también
esté disminuida en ausencia de hormonas sexual es femeninas. Probablemente el incremento
del NO en controles sea el responsable, al menos en parte, de que la relgjacion a ACh no
disminuya tanto en presencia de TCP, del mismo modo la disminucion de NO en
ovariectomizadas puede que contribuya a la gran disminucion en la relgjacion a ACh en
presencia de TCP. A pesar de estas consideraciones, no se puede descartar que se

modifique laliberacién/funcion de otros prostanoides.

Puesto que se ha descrito que la PGIl, endbgena puede modular las acciones
cardiovasculares del TXA; in vivo (Cheng y col., 2002), el siguiente paso fue analizar
efecto funcional de la inhibicion de la sintesis de ambos prostanoides. Observamos que la

coincubacion de las arterias con TCP y furegrelato revirtio la disminucion de larespuesta a
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ACh causada por € TCP en arterias de ratas en estro, mostrando asi la existencia de un
balance entre TXA, y PGIl, en estas arterias. Sin embargo, en arterias de ratas
ovariectomizadas, la coincubacion con TCP mas furegrelato no revertio e detrimento de la
respuesta vasodilatadora causada por e TCP, indicando la participacion de otros

prostanoides contractiles distintos ala PGl, y TXA, que se manifiestan en ausencia de éstos
(fig.56, tabla 23).

Estro Ovariectomizada
B Control (19) B 2 Control (19)
B °TCP(10) bTCP (6)
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Figura 56: Efecto del TCP (10 uM)+furegrelato (0,1 pM) y TCP (10 pM)+ SQ29,548 (0,1 uM) sobre las
curvas concentracion-respuesta inducidas por ACh (0,1 nM - 10 uM) en segmentos de aorta de hembras
control y castradas. Los resultados (media + EEM) se expresan como porcentaje de la inhibicion de la
contraccion con 5-HT, 1 uM (controles + TCP + furegrelato 729 + 32 mg; controles + TCP + SQ29,458 781 +
67 mg; ovariectomizadas + TCP + furegrelato 929 + 149 mg; castrados + TCP + SQ29,458 916 + 64 mg,
p>0,05). El nimero de animales esta indicado entre paréntesis. *p<0,05, ***p<0,001 frente a su
correspondiente control.

Tabla 23. Cambios en la respuesta maxima (E,..., expresada como porcentgje de relgjacion) y el log ECsy a
ACh en aorta de ratas control y ovariectomizadas.

Control Ovariectomizada
Emax (%) |Og ECSO Emax (%) |Og EC50
Control 92,19+23 -7,47+0,06 9353+ 25 -7,48 £ 0,07

TCP + Furegrelato 91,74+28 -7,34+007 8538+39" -7,06+0,09"
TCP + $Q29,548 8949+36 -723+009 8350+25% -716+006"

* p< 0,05 vs ratas control; * p< 0,01 vs condicién control en ratas control; * p< 0,001 vs condicién control en
ratas ovariectomizadas.
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El TCP puede reducir la relgacién tanto por lainhibicién de PGI, vasodilatadora, como por
producir un incremento de su precursor PGH, que es capaz de activar |os receptores TP
produciendo vasoconstriccion (Mais y col., 1985; Ogletree y col., 1985). Se comprobo por
tanto si estos prostanoides activan también los receptores TP y para ello coincubamos €l
TCP con SQ29,548, € efecto fue similar a obtenido con TCP + furegrelato, 1o que indica
gue sblo e TXA, activa los TP (fig.56). Este resultado nos indica que deben existir otros
agentes vasocontractiles involucrados en la respuesta a ACh que no activen necesariamente
los receptores TP y/o que exista una disminucion de factores vasodilatadores. Por tanto se
estudio laliberacion de NO en presencia de estos inhibidores.

En hembras controles la incubacion con TCP + furegrelato no registré diferencias
significativas en la liberacion basal, sin embargo, observamos un incremento de la
liberacion de NO estimulada por ACh en presencia de estos farmacos. En hembras
castradas, la incubacién con TCP + furegrelato disminuyd la liberacién de NO tanto basal
como la estimulada por ACh (fig.57).
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Figura 57: Efecto del furegrelato (1 uM) + TCP (10 pM) sobre laliberacién de NO de origen endotelia basal
y laestimulacion con ACh (0,1 nM — 10 uM). El nimero de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los
resultados se expresaron como unidades de fluorescencia arbitrarias (U.A.) frente a mg de tejido. * p<0,05
frente alaliberacion basal de NO; + p<0,05 ++ p<0,01 frente a su correspondiente control.

El incremento de la liberacion de NO en ausencia de TXA,, de PGI, o de ambos alavez en
hembras en estro nos dota de otro argumento a favor del papel cardioprotector de las

hormonas sexuales femeninas. Respecto a las hembras castradas observamos una

103



Resultados y discusion

disminucion de NO en presenciade TCP, furegrelato o ambos alavez, resultado que podria
contribuir a la menor relgjacion a ACh que observamos en todos |os casos en este grupo de

animales en presencia de los inhibidores de prostanoides.

ITL.b3. Participacion de la PGF;, en la respuesta inducida por la ACh.

La PGF,, derivada del endotelio juega un papel importante en la regulacion del tono
vascular en numerosas alteraciones vasculares. Sus efectos son mediados por dos subtipos
de receptores especificos, FPa y FPg (Srinivasan y col., 2002) localizados en € musculo

liso vascular produciendo vasoconstriccion.

Liberacion de PGF >, inducida por ACh

Para analizar € efecto de las hormonas sexuales femeninas sobre la liberacién de la PGF,,
en la respuesta a ACh, se midié la produccion de su metabolito estable 13,14-dihydro-15-
keto-PGF,, inducida por ACh (0,1 nM — 10 uM). Laliberacion de PGF,, inducida por ACh

fue similar entre ambos grupos de animales (fig.58).
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Figura 58: Produccion de 13,14-dihydro-15-keto-PGF,, inducida por ACh (0,1 nM — 10 uM)
en segmentos de aorta de macho control y orquidectomizado. Resultados (media + EEM) estan
expresados como pg 13,14-dihydro-15-keto PGF,, /ml mg tejido. Siendo n el ndmero de
animales.

Estos resultados difieren de lo publicado por Zamorano y col. (1995) dénde la produccién
de PGF,, se veia incrementada en hembras ovariectomizadas. Dado los bajos valores de
PGF,, encontrados en nuestras condiciones experimentales, nos hacen suponer que la

repercusion funcional sea también escasa.
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Reactividad vascular a PGF»,

La realizaciéon de curvas concentracion respuesta a PGF,, produjo una mayor respuesta

contractil en aortas de ratas ovariectomizadas que en controles (fig.59, tabla 24).
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Figura 59: Curvas concentraci on-respuesta PGF,, (1 nM- 1 uM) en aortas de ratas hembras en estro
y ovariectomizadas. Los resultados (media+ EEM) estan expresados en porcentaje de la contraccion
de KCl 75 mM (control, 1120 + 75 mg; ovariectomizadas, 1137 + 107 mg). El nimero de animales
estaindicado entre paréntesis. * p<0,01 frente a su correspondiente control.

Tabla 24. Cambios en la respuesta méxima (E,..., expresada como porcentaje de contraccion) y el log ECs a
PGF,, en aorta de ratas control y ovariectomizadas.

Control Ovariectomizada
Emax (%) |Og EC50 Emax (%) |Og EC50
PGF;,, 75+14 -6,98+0,6 29,11+ 0,24 * -7,29+ 0,24 *

* p< 0,001 vsratas control.

Esta mayor contraccion PGF,, podria ser la responsable, junto ala disminucion de NO, de

la disminucién de larespuestaa ACh en presencia de TCP + SQ29,548 .

I11.b4. Participacion de la PGE; en la respuesta inducida por la ACh.

Puesto que la produccion de PG, en hembras en estro y ovariectomizadas es reducida y que
ademés de la activacion de los receptores FP, en lardgacion a ACh en presenciade TCP y
SQ29,548 pueden estar participando receptores EP que dependiendo del subtipo produce
vasocongtriccion o vasodilatacion. Por dlo, se andiz6 laliberacion de PGE; inducida por ACh
y €l efecto vasomotor de PGE;.
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Liberacion de PGE inducida por Ach

La liberacién inducida por ACh de PGE; fue mayor en hembras ovariectomizadas que en
controles (fig.60).
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Figura 60: Produccion de PGE; inducida por ACh (0,1 nM — 10 uM) en segmentos de aorta de
macho control y orquidectomizado; efecto del TCP (1uM) + furegrelato (1uM) en la produccion
de PGE; inducida por ACh. Resultados (media + EEM) estan expresados como pg PGE,/ml mg
tgido. Siendo n & nimero de animales. *p<0,0001 frente a control correspondiente; +p<0,01
comparando las arterias en ausencia de TCP y furegrelato; #»<0,0001comparando con arterias de
ratas ovariectomizadas en presencia de TCP + furegrelato.

El que la liberacion de PGE, sea mayor en ovariectomizadas podria justificar la
disminucion de la respuesta a ACh en ausencia de PGl, y TXA, en arterias de ratas
ovariectomizadas. Estos resultados difieren de lo publicado en cultivos de células
endoteliales humanas, donde | os estrégenos inducen la expresion de COX-2, incrementando
lasintesis de PGE, (Pedram y col., 2002). Sin embargo, no hay que olvidar que en nuestras
condiciones experimentales existe una mayor produccion de O, en ovariectomizadas
(Sagredo y col., 2008) que pudiera estar activando la sintesis de derivados de COX-2.

Es importante tener en cuenta que la PGE; deriva de PGH,, molécula muy |&bil y dificil de
cuantificar. Se ha descrito que la formacion de PGH, puede verse incrementada en
ovariectomizadas de modo que contribuye a efecto vasoconstrictor en este grupo, pues
como ya ha sido publicado anteriormente, la ovariectomia incrementa la expresion y
actividad de PGH sintasa (Kawaguchi y col., 1995) y la sensibilidad a este prostanoide
(Davidge y Zhang, 1998). Otras publicaciones avalan lo anterior proponiendo la hipotesis

de que € tratamiento con estrogenos podria disminuir los niveles de PGH, (Ospinay col.,
2003).
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Se continud e estudio analizando el efecto de los inhibidores de la sintesis de TXA, y PGI»
en laliberacion de PGE; inducida por ACh con el fin de determinar si @ inhibir la sintesis
de dichos prostanoides se incrementa la produccién de su precursor PGH,, y por
consiguiente de PGE,.

En presenciade TCP y furegrelato la ACh indujo un incremento en la produccién de PGE;
sblo en € caso de ratas ovariectomizadas (fig.60). El incremento de PGE; en ausencia de
PGIl, y TXA; podria explicar la disminucion de la relgjacion a ACh en presencia de sus
inhibidores en arterias de ovariectomizadas, a través de la contraccion producida a activar
los receptores EP; y EP; (Funk y col., 1993; Coleman y col., 1994, Jadhav y col., 2004).
Adicionamente, la disminucion de la liberacion de NO en ausencia de PGl, y TXA,
también podria contribuir a la disminucion de la respuesta a ACh en presencia de TCP +
furegrelato.

Por tanto la deficiencia de estrégenos puede exacerbar la liberacion y funcion de los
prostanoides vasoconstrictores observados en diferentes condiciones fisiopatoldgicas
(Davidge, 2001).

Reactividad vascular a PGE,

Con € fin de determinar posibles diferencias en la sensibilidad a PGE; se realizaron curvas
concentracion-respuesta a PGE, (1 nM- 10 uM). Los resultados muestran una contraccion

dependiente de concentracion incrementada en hembras ovariectomizadas p<0,001 (fig.61,
tabla 24).

®  Control (4)

804 O Ovariectomizada (4)
*
— 601
S
[ =
©
S 40-
g
kS
S
O 20 ANOVA p<0,0001
0% __ - _‘14!,_
-8 -7 -6 -5

Prostaglandina E,, log M

Figura 61: Curvas concentraci on-respuesta PGE; en aortas de hembras en estro y ovariectomizadas.
Los resultados (media + EEM) estan expresados en porcentgje de la contraccion de KCl 75 mM
(control, 1238 + 105 mg; ovariectomizadas, 1243 + 145 mg). El nimero de animales esta indicado
entre paréntesis. * p<0,001 frente a su correspondiente control.
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Tabla 24. Cambios en la respuesta méxima (E,..., expresada como porcentaje de contraccion) y el log ECs a
PGE, en aorta de ratas control y ovariectomizadas.

Control Ovariectomizada
Emax (%) |Og EC50 Emax (%) |Og EC50
PGE, 16,33+ 1,36 5,23+ 7,4 89,03+44%* -5,21 + 4,47

* p< 0,001 vs ratas control.

Se ha descrito que modestas variaciones en la expresion y sensibilidad de |os receptores EP
pueden provocar alteraciones fisioldgicas en la respuesta a PGE;, en |o que a esto respecta
se ha publicado que €l tratamiento con estrégenos reduce la densidad de los receptores
responsables de la respuesta vasoconstrictora EP; y EP; facilitando e efecto vasodilatador
de EP, y EP, (Schmitz y col., 2006). Es posible, hipotetizar que la diferencia en la
sensibilidad a este prostanoide en ambos grupos sea debida a alteraciones en la expresion
de sus receptores. Este incremento de la sensibilidad del misculo liso vascular a un agente
vasoconstrictor en hembras ovariectomizadas confiere un papel vasoprotector a las

hormonas sexual es femeninas.

En resumen, este estudio demuestra que la ovariectomia incrementa la expresion de COX-
2, e induce un desequilibrio en la produccion de prostanoides vasoconstrictores y
vasodilatadores, siendo los prostanoides vasoconstrictores los — predominantes.
Anteriormente, se ha descrito un incremento en la producciéon de aniones superdxido en
aortas de ratas ovariectomizadas (Sagredo y col., 2008) que disminuye la biodisponibilidad
del NO. Sin embargo, a pesar de estos hallazgos, 1a respuesta vasodilatadora a ACh no se
ve modificada en aortas de ratas ovariectomizadas, probablemente como consecuencia de
mecaniSmos compensatorios, que podrian incluir una regulacion positiva de la liberacion
de NO endotelial através de derivados de COX-2 (fig.62).

108



Resultados y discusion

ACh
v
¥
eNOS cox-2| T
®
' ROS NO A A (Martorell y col., 2008)
\_/ TCP. :
l NO biodisponibilidad © AL
(Sagredo y col., 2007) PGI2 ' PGE2 I TXA2 I ,PGFZU
o‘ ~--<>__».\~:::\“‘ ‘
l l P lsc:129,548 l
JIP-R EP-R \/TP—R@ FP-R
/ Efecto vasoconstrictor neto '
Relajacion inducida por ACh =

Figura 62: Esquema que muestra el efecto de la ovariectomia sobre la relajacion inducida por la ACh. El
esguema muestra que la ovariectomia incrementa la expresion de COX-2 y que cuando la ACh activa los
receptores muscarinicos (M-R) se induce la liberacion de PGl,, PGE,, TXA, y PGF,, la ovariectomia
incrementa la liberacion de PGl,, PGE, y TXA,. Adicionalmente, cuando se inhibe la sintesisde PGl, y TXA,
por TCP y furegrelato, respectivamente, la liberacion de PGE, se incrementa, y la ovariectomia incrementa
este efecto. Estos prostanoides a través de sus respectivos receptores especificos gercen un efecto
vasoconstrictor neto en ratas ovariectomizadas. A pesar de estas modificaciones, la respuesta inducida por
ACh no se ve modificada en aortas de ratas ovarectomizadas.

En resumen, este estudio comparativo sobre la influencia de las hormonas sexuaes
endégenas en machos y en hembras sobre la liberacion/funcion de prostanoides y NO
endotelial nos provee de un argumento més a favor del papel cardioprotector de las
hormonas sexuales enddgenas en los dos sexos. Los efectos vasculares observados en ratas
orquidectomizadas parecen depender de testosterona, mientras que en ratas
ovariectomizadas se observd una disminucion parcial de estradiol. Este resultado podria
indicar: (1) la participacion de otras hormonas y/o factores de origen gonadal y/o (2) que €
sistema cardiovascular femenino fuera més sensible a la disminucién de estradiol que €
sistema cardiovascular masculino a la de testosterona.

Adicionamente, €l estudio pone de manifiesto la existencia de distintas vias de sefializacion

gue actlan simultaneamente para mantener una funcion vascular adecuada.
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Conclusiones

Las conclusiones concretas obtenidas en € presente estudio, realizado en aorta de rata,

muestran que en larespuesta inducida por ACh la deprivacion de hormonas sexuales:

- No modifica la participacion del NO endotelial ni en machos ni en hembras, ya que no
dtera
- laexpresion delaeNOS, y

- laliberacion y funcion del NO endotelial.

- Modulala participacién de derivados de COX-2, ya que
- incrementa la expresion de COX-2, tanto en machos como en hembras,
- incrementa la liberacion de TXA,, PGl, y PGE; en machos y en hembras; e
incrementala de PGF,, solo en machos.
- disminuye el efecto vasodilatador de PGl tanto en machos como en hembras,
- incrementa el efecto vasoconstrictor del TXA,, PGE, y PGF,, en hembrasy solo €

de PGE, en machos.

- Modula el efecto de los distintos prostanoides sobre la sintesis de NO, ya que
- laliberacion de NO esté regulada positivamente solo por el TXA, en aorta de ratas
macho,
- laliberacion de NO en ratas hembra esta regulada positivamente por TXA,, PGl,y
demés prostanoides derivados de COX-2.

Las hormonas sexuales enddgenas confieren un papel protector sobre e sistema
cardiovascular en cuanto a la liberacion y funcién de prostanoides derivados de COX-2 en
Sus respectivos sexos. Sin embargo, a pesar de estas modificaciones, la respuesta
vasodilatadora inducida por ACh estd incrementada o no modificada en aortas de ratas
orquidectomizadas u ovariectomizadas, respectivamente a través de distintos mecanismos

compensatorios.
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