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RESUMEN

Introduccion: Estudios clinicos y epidemiol6gicos sugieren que la tes-
tosterona se ha considerado como un factor de riesgo para el desarro-
llo de hipertensién. Sin embargo, hay pocos datos acerca de los efec-
tos de la testosterona en esta patologia clinica. Ademas, los
mecanismos de accién de testosterona y su sitio celular de accién son
confusos. Recientemente, se ha sugerido que los efectos de la hormo-
na pueden depender de los grupos funcionales contenidos en su es-
tructura quimica.

Objetivo: Para proveer informacion acerca de este fenémeno, se eva-
luaron los efectos inducidos por la testosterona y 3 derivados de tes-
tosterona sobre la presion de perfusion.

Métodos: En este trabajo se evaluaron los efectos inducidos por testos-
terona y 3 de sus derivados a concentraciones de 1 x 102 a1 x 107
M sobre la presion de perfusion usando corazén de rata aislado (mo-
delo de Langendorft) y perfundido a flujo constante (10 ml/min).

Resultados: Nuestros resultados indican que la testosterona incremen-
ta la presion de perfusion en una forma dependiente de la dosis (1 x
107 a1 x 1075 M); sin embargo, este fendmeno mostrd diferencias en
comparacién con el efecto inducido por los derivados de testosterona
sobre la presion de perfusion a las mismas concentraciones.

Conclusiones: Los resultados indican que los efectos ejercidos por la
testosterona sobre la presion de perfusion podrian depender de los
grupos funcionales envueltos en su estructura quimica.
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ABSTRACT

Evaluation of testosterone biological activity
on perfusion pressure in an isolated heart model

Introduction: Epidemiological and clinical studies
suggest that testosterone has been considered like
a risk factor for the development of hypertension.
Nevertheless, there is few data about the effects
of testosterone on this clinical pathology. In addi-
tion, the mechanism of action of testosterone and
its cellular site of action are still unclear. Recently,
it has been suggested that the effects of the hor-
mone can depend of the functional groups con-
tained in their chemical structure.

Objective: In order to provide further information
about this phenomenon, the effects induced by
testosterone and 3 testosterone-derivatives on
perfusion pressure were evaluated.

Methods: In this work, the effects induced by tes-
tosterone and 3 of their derivatives were evalua-
ted at concentrations ranging from 1 X 10 M to
1 x 10-° M on the perfusion pressure using isola-
ted rat hearts (Langendorff model) at constant
flow (10 ml/min).

Results: Our results indicate that the testosterone,
increase the perfusion pressure in a manner dose-
dependent (1 X 10° M to 1 x 10-° M) neverthe-
less, this phenomenon showed differences in
comparison with the effect induced by testostero-
ne-derivatives on the perfusion pressure to same
concentrations.

Conclusions: The results, indicate that effects
exerted by testosterone on perfusion pressure
could depend of functional groups involved in
their chemical structure.

Key words: Testosterone. Pressure. Perfusion.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de muerte en el dmbito mundial’. Hay varios
factores de riesgo como el tabaquismo, el alcoholis-
mo, la diabetes y las altas concentraciones de lipidos,
entre otros, que incrementan la progresion de estos
desordenes cardiovasculares’>. Aunado a esto, se ha
observado que la hipertensiéon (HTA) es uno de los
principales factores de riesgo involucrados en el desa-
rrollo de enfermedades cardiovasculares®®. Varios es-
tudios indican que esta patologia clinica es menor en
mujeres que en varones®’, sin embargo, la HTA se in-
crementa después de la menopausia®®. Por lo tanto,
hay una situacién distinta que constituye el hecho di-
ferencial de la HTA en la mujer con respecto al varén;
en este contexto, hay datos que indican que se debe
al déficit hormonal después de la menopausial®. Los
hechos anteriormente descritos sugieren que los es-
trégenos tienen un papel muy importante en la HTA.
En apoyo a lo anterior, hay evidencias que muestran
que la terapia de reemplazo estrogénico disminuye la
HTA, y que este efecto puede ser mediado por efec-
tos directos de los estrégenos sobre las paredes vascu-
lares'!12 y por efectos indirectos sobre el metabolismo
de lipoproteinas de alta y baja densidad!®. Por otro
lado hay evidencias epidemiolédgicas que sugieren que
los andrégenos tienen efectos contrarios a los reporta-
dos para los estrégenos sobre la HTA*15. Ejemplo de
esto son los estudios donde se senala que, en los varo-
nes, al aumentar las concentraciones de testosterona
aumenta la presion sanguinealé. Sin embargo, otros
estudios epidemioldgicos sugieren que este androge-
no estd inversamente relacionado con la presiéon san-
guinea en varones'”!8 estos datos estin sustentados
por estudios de metaandlisis'® y otros estudios que
muestran que con la edad disminuyen los valores de
la hormona y se incrementa el estado de hiperten-
si6n?’.

Todos estos datos indican que hay divergencias
acerca de los efectos que induce la testosterona sobre
la presion sanguinea. Esto se puede deber a la dificul-
tad en la interpretacién de los resultados de estos
efectos o a la capacidad de accién de este andrégeno
sobre células blanco a distintos niveles y a través de
diversos mecanismos. Se ha sugerido que los efectos
que induce la testosterona pueden ser mediante el
mecanismo de accién cldsico de las hormonas esteroi-
dales sexuales, que involucra la interaccién de este an-
drégeno sobre receptores intracelulares?!. Esta inte-
raccién involucra a los grupos funcionales en C-3
(carbonilo) y en C-17 (hidroxilo) contenidos en la es-
tructura quimica de la testosterona, asi como la inte-
raccién del sistema anular (ciclopentanoperhidrofe-

en un modelo de corazén aislado

nantreno) de la hormona con su receptor??. Por lo
tanto, en este trabajo se evalué la actividad de la tes-
tosterona sobre la presion de perfusiéon en un modelo
de corazoén aislado de rata y perfundido a flujo cons-
tante (Langendorff)?® usando 3 anilogos de testoste-
rona como herramienta farmacolégica, para establecer
si modificaciones en los grupos funcionales conducen
a cambios en el efecto de la testosterona sobre la pre-
sién de perfusion.

METODOS

El hemisuccinato de testosterona-etilendiamina se
prepar6é mediante las técnicas reportadas por Figueroa
et al?*. Los otros reactivos se obtuvieron de Sigma-Al-
drich Chemical Co. Todos los protocolos fueron
aprobados por el comité de ética de la Universidad
Auténoma de Campeche; su aprobacién se basé en la
guifa para cuidados y uso de animales de laboratorio,
publicado por la Academia Nacional de Ciencias,
Washington D.C., 1996. Lo animales se obtuvieron
del Instituto de Investigaciones de la Universidad de
Yucatan. La cepa que se utilizo fue ratas Wistar (ma-
chos), antes de su experimentacién se mantuvieron a
una temperatura de 22 °C y se alimentaron con una
dieta balanceada (purina) y agua para mantenerlas en
condiciones deseables.

Método de Langerdoff

Se usaron ratas macho Wistar (200-250 g) (n = 6)
para cada uno de los diferentes experimentos realiza-
dos, las cuales fueron anestesiadas con pentobarbital
por via intraperitoneal (50 mg/kg de peso). Se extra-
jo el corazén del animal por medio de una laparato-
mia toracoabdominal y se depositd en un vaso de pre-
cipitados que contenfa soluciéon de Krebs-Henseleit
(H-K), que estaba compuesta de: NaCl (127 mM);
KCl (6 mM); CaCl, (1,8 mM); NaH,PO, (1,2 mM);
MgSO, (1,2 mM); NaHCO, (25 mM); dextrosa (5
mM), y dcido pirtvico (2 mM). En este método el
corazén se perfundi6 retrégradamente a través de una
canula insertada en la aorta. El corazén se prefundiéd
con la solucién de H-K. Esta solucién se ajustd a un
pH de 7.4 (con NaHCO;), y se burbujed con una
mezcla de gases (5% de CO, y 95% de O,), a una
temperatura de 35,5 °C, regulada por un termostato.

Presion de perfusion

Se obtuvo mediante una derivacién de la canula, que
se conecta a un transductor de presiéon (Statham), que
a su vez estd acoplado a un sistema de captura de da-
tos computarizado (Biopac).
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Evaluacion de los efectos farmacoldgicos

Caracterizacion del efecto de la testosterona libre

sobre la presion de perfusion a través del tiempo

Se registro la variacion en los valores de presion de per-
fusién en condiciones control y en presencia de testoste-
rona (1 x 10 M) en lapsos de 3 a 15 min. La testoste-
rona se disolvié en metanol 1 mg/mly la concentracién
de trabajo (1 x 10® M) se obtuvo diluyendo esta solu-
cion concentrada con soluciéon de K-H (0,01%, v/v).

Evaluacion del efecto inducido por testosterona y el derivado
OTBDS-testosterona (17-([tert-Butyl(dimethyl)silylJoxy)an-
drost-4-en-3-one) sobre la presion de perfusion

Se registraron los valores de presiéon de perfusiéon en
presencia de testosterona y el derivado OTBDS-tes-
tosterona a diferentes dosis (1 x 10® a 1 x 10° M)
en tiempos no mayores de 1 h. La hormona y el deri-
vado de testosterona se disolvieron en metanol
1 mg/ml y las diferentes concentraciones de trabajo
se obtienen diluyendo esta solucién concentrada con
solucion de K-H (0,01%, v/v).

Cuantificacion del efecto inducido por la testosterona

y el conjugado hemisuccinato de testosterona-etilendiamina
sobre la presion de perfusion

Se registraron los valores de presiéon de perfusiéon en
presencia de testosterona y el hemisuccinato de tes-
tosterona-etilendiamina a diferentes dosis (1 x 107 a
1 x 10 M) en tiempos no mayores de 1 h. El deriva-
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do de testosterona y la hormona se disolvieron en
metanol 1 mg/ml y las diferentes concentraciones de
trabajo se obtienen diluyendo esta soluciéon concen-
trada con solucién de K-H (0,01%, v/v).

Determinacion del efecto ejercido por Ia testosterona

y la 3-oxima-testosterone sobre la presion de perfusion

El efecto inducido por la hormona y la oxima de tes-
tosterona sobre la presién de perfusion se registraron
por la aplicaciéon de diferentes concentraciones (1 x
10”7 a1 x 10° M) en tiempos no mayores de 1 h.
Los compuestos se disolvieron en metanol 1 mg/mly
las diferentes concentraciones de trabajo se obtuvie-
ron diluyendo esta solucién concentrada con solucién
de K-H (0,01%, v/v).

Estadistica

Los valores obtenidos se expresan como media +
EEM, cada corazén fue su propio testigo. Los datos
obtenidos se sometieron a una prueba t de Studen y
analisis de varianza (ANOVA) con factor de correc-
ci6n de Bonferroni®®. Las diferencias se consideraron
significativas cuando p tiene un valor =< 0,05.

RESULTADOS

En este trabajo se evalud la actividad biolégica ejerci-
da por la testosterona sobre la presion de perfusion en
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Figura 1. Estructura quimica de los esteroides estudiados. A) Testosterona. B) OTBDS-testosterona. C) Hemisuccinato de testosterona-

etilendiamina. D) 3-oxima de testosterona.
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un modelo de corazén aislado de rata y perfundido a
flujo constante (Langendorff), usando 3 anilogos de
testosterona (fig. 1) como herramienta farmacolégica
para establecer si modificaciones en los grupos funcio-
nales conducen a cambios en el efecto de la testoste-
rona sobre la presion de perfusion. Para llevar a cabo
esto, en primer lugar se caracterizé el efecto de la tes-
tosterona libre sobre la presiéon de perfusion a través
del tiempo. Los resultados senalan que con cambios
en el tiempo (3-15 min) en condiciones control
(fig. 2) la presion de perfusiéon no presenta cambios
significativos; sin embargo, en presencia de testoste-
rona (1 x 10 M] la presién de perfusiéon se incre-
menta significativamente (p = 0,001).

Por otro lado, se realizaron experimentos donde se
evaluo el efecto inducido por testosterona y el deriva-
do OTBDS-testosterona sobre la presiéon de perfusion
(fig. 3). Los datos encontrados de la evaluacién del
efecto ejercido por la aplicacién de testosterona (1 x
10® a1 x 10° M) muestran un aumento en la pre-
sion de perfusion, sin embargo en comparacion con el
efecto ejercido por el OTBDS-testosterona este efec-
to se incrementa significativamente (p = 0,005).

Ademas, en experimentos alternativos de la evaluacion
del efecto inducido por la testosterona (1 x 10° M)
en comparacion con el efecto ejercido por el hemisuc-
cinato de testosterona-etilendiamina a la misma con-
centracién (fig. 4), los resultados muestran que incre-
mentos en la dosis de testosterona ejercen aumentos
en la presion de perfusion, sin embargo, en compara-
cién con el efecto del hemisuccinato de testosterona-
etilendiamina este fenémeno disminuye significativa-
mente (p = 0,001).

Por tltimo, los resultados obtenidos del registro de
la evaluacién del efecto ejercido por la testosterona y
la 3-oxima-testosterona sobre la presion de perfusion
(fig. 5), senalan que incrementos en la concentraciéon
de la oxima de testosterona inducen aumento en pre-
sion de perfusion, sin embargo en presencia de la tes-
tosterona este efecto aumenta significativamente (p =
0,001).

DISCUSION

En este trabajo se evalud el efecto inducido por la tes-
tosterona sobre la presion de perfusion, los resultados
indican que variaciones en el tiempo (3-15 min) en
condiciones control (fig. 2) la presion de perfusion no
presenta cambios significativos; sin embargo, en pre-
sencia de testosterona (1 x 10 M] la presién de per-
fusién se incrementa significativamente (p = 0,001).
Estos datos senalan que la testosterona ejerce un efec-
to directo sobre la presiéon de perfusiéon y que este

en un modelo de corazén aislado
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Figura 2. Registro del efecto de la testosterona sobre la presion de
perfusion a través del tiempo. Se registr6 la variacion en los valores
de presion de perfusién en condiciones control y en presencia de
testosterona (10 M) en lapsos de 3 a 15 min. Los resultados sefia-
lan que variaciones en el tiempo no aumentan la presién de perfu-
sién; sin embargo, en comparacién con la testosterona este efecto
se incrementa significativamente (p = 0,001).

efecto podria ser dependiente de los grupos funciona-
les involucrados en su estructura quimica, como lo se-
falan algunos investigadores?®. Para evaluar esta pre-
misa, en este trabajo se determiné la actividad
bioldgica ejercida por la testosterona sobre la presion
de perfusion en un modelo de corazén aislado de rata
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Figura 3. Efecto inducido por testosterona y el derivado OTBDS-
testosterona sobre la presion de perfusion. En la grifica se mues-
tran los registros de los cambios de presién de perfusion en presen-
cia de testosterona y el derivado OTBDS-testosterona a diferentes
dosis (1 x 10 a1 x 107 M), en tiempos no mayores de 1 h. Los
resultados sefialan que incrementos en la concentracion de testoste-
rona inducen un aumento en la presién de perfusién; sin embargo,
este efecto es mayor en presencia del derivado de testosterona (p =
0,005).
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Figura 4. Determinacién del efecto inducido por la testosterona y
el conjugado hemisuccinato de testosterona-etilendiamina sobre la
presion de perfusion. En la grafica se muestran los registros de los
cambios de presion de perfusion en presencia de testosterona y
el hemisuccinato de testosterona-etilendiamina a diferentes dosis
(1 x 10®” a1l x 10° M). Los datos encontrados sefialan que la tes-
tosterona induce un aumento significativo (p = 0,001) en la pre-
sion de perfusioén en comparacion con el efecto ejercido por el deri-
vado de testosterona.

y perfundido a flujo constante (Langendorft) usando
3 analogos de testosterona (fig. 1) como herramienta
farmacoldgica, para establecer si modificaciones en los
grupos funcionales conducen a cambios en el efecto
de la testosterona sobre la presion de perfusion.
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Figura 5. Cuantificacién del efecto ejercido por la testosterona y la
oxima de testosterona sobre la presion de perfusién. En la grifica
se muestran los registros de los cambios de presién de perfusion en
presencia de testosterona y la oxima de testosterona a diferentes
dosis (1 x 10® a1 x 10° M), en tiempos no mayores de 1 h. Los
resultados sefialan que incrementos en la concentracién de testoste-
rona inducen un aumento en la presién de perfusién; sin embargo,
este efecto es menor en presencia del derivado de testosterona (p =
0,001).
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En este sentido, en primer lugar se evalué el efecto
inducido por la testosterona; los datos registrados in-
dican que incrementos en la dosis de este andrégeno
(1 x 10 a1 x 10° M) ejercen aumentos en la pre-
sion de perfusion (fig. 3), sin embargo este efecto se
potencia significativamente (p = 0,005) en presencia
del compuesto OTBDS-testosterona a las mismas
concentraciones. Aqui es importante mencionar que
este derivado de testosterona involucra al grupo fun-
cional tert-butildimetilsilano en lugar del 17B-hidro-
xilo enlazado al anillo D de la testosterona. Es asi,
que los resultados senalan que el grupo hidroxilo de
la testosterona pareciera que no es especifico para el
efecto que ejerce la testosterona. Estos datos parecen
ser similares a los reportados por otros investigado-
res”’, donde se muestra que modificaciones en el gru-
po funcional 173-hidroxilo de la testosterona ejercen
el mismo efecto que la hormona; sin embargo, es im-
portante mencionar que estos trabajos involucran ma-
cromoléculas ligadas a la testosterona, lo que podria
ser un factor de diferencia en el efecto ejercido por la
hormona. Por lo tanto, en este trabajo, pensando que
tal vez el tamano del sustituyente tert-butildimetilsila-
no en la posiciéon 17p podria, de alguna manera, in-
ducir un impedimento estérico, lo que podria traer
como consecuencia diferencias en el efecto de la hor-
mona y el derivado hormonal (OTBDS-testosterona).
Para evaluar esta premisa, se realizaron experimentos
alternativos donde se evalud el efecto del hemisucci-
nato de testosterona-etilendiamina sobre la presion de
perfusion. Aqui cabe senalar que este derivado de tes-
tosterona tenfa una cadena hidrocarbonada en su es-
tructura quimica que involucra grupos funcionales
especificos en la posiciéon 178, como un éster y un
grupo amino libre (fig. 1). Los resultados encontra-
dos senialan que el efecto de este analogo hormonal
fue menor que el efecto inducido por la testosterona
(fig. 4). Todos estos datos senialan, por un lado: #)
modificaciones en el grupo hidroxilo traen como con-
secuencia diferencias en el efecto inducido por la tes-
tosterona sobre la presion de perfusion; &) incremen-
tos en el volumen molecular en la posiciéon 17 de la
hormona induce aumentos en la presiéon de perfusion;
y, por otro, pensando que también el grupo carbonilo
enlazado al anillo A de la testosterona podria tener in-
fluencia sobre la presion de perfusion, se realizaron ex-
perimentos alternativos usando como herramienta la
3-oxima de testosterona. Aqui es importante mencio-
nar que en estos experimentos se modificd el grupo
carbonilo y no se modificé el hidroxilo. Los resultados
encontrados muestran que la oxima de testosterona
induce un menor efecto significativo (p = 0,001) en
comparacion con el efecto ejercido por la testosterona
(fig. 5). Estos datos senalan que el grupo carbonilo
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enlazado al anillo A de la testosterona es mas especifi-
co para el efecto que induce la testosterona sobre la
presion de perfusion. Esta premisa es avalada por los
trabajos de Marhefka et al?!, que sefialan que el grupo
carbonilo de la testosterona parece ser de mayor im-
portancia para el efecto ejercido por este androégeno.

CONCLUSIONES

En este trabajo se observé que el efecto ejercido por
la testosterona sobre la presion de perfusion es dife-
rente al inducido por los analogos hormonales, lo que
parece que depende de los grupos funcionales enlaza-
dos al anillo A (carbonilo, C-3) y al anillo D (hidroxi-
lo, C-17B). Sin embargo, habria que senalar que la
funcionalidad del doble enlace involucrado en el ani-
llo A de la hormona podria contribuir a variaciones en
la presion de perfusion. Por otro lado, cabe senalar
que los grupos funcionales en los analogos de testos-
terona son completamente diferentes, lo que puede
traer como consecuencia diferencias en el efecto sobre
la presién de perfusion.
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