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Dario Echeverri?, Ménica Diaz®, Alexandra Delgadillo* Félix Montes® y Fernando Lizcano®

“Laboratorio de Investigacién en Funcién Vascular. Fundacién Cardioinfantil-Instituto de Cardiologfa. Bogota. Colombia.
bCentro de Investigaciones Biomédicas. Universidad de La Sabana. Chia. Colombia.

Introduccion. Existe controversia acerca de los
efectos de los andrégenos sobre la aterosclerosis y
sus manifestaciones clinicas. El objetivo de este
trabajo fue comparar, en conejos ateroscleréticos
castrados y no castrados, las caracteristicas
morfolégicas, funcionales y la expresion de genes
asociados con el metabolismo reverso del
colesterol.

Métodos. Cuarenta conejos machos NZ fueron
distribuidos en 4 grupos: 1: no castrados, con dieta
normal; 2: castrados, con dieta normal; 3: no
castrados, con dieta aterogénica, y 4: castrados,
con dieta aterogénica. En cada conejo se realizaron
mediciones de colesterol total, testosterona libre,
relajacion vascular in vitro, analisis
histomorfométricos de la aorta toracica, y la
expresion de genes IL-1B, LRX-a y ABCAI.

Resultados. La castracién redujo los valores de
testosterona total (2,1 + 0,3 frente a 0,8 + 0,4 ng/ml;
p = 0,024). En animales con dieta normal (grupos 1
y 2), la castracién incremento la expresion de
IL-1B (0,71 + 0,07 frente a 0,77 + 0,06; p < 0,001),
redujo LXR-a (0,77 + 0,008 frente a 0,41 + 0,01;

p < 0,001) y aumenté ABCAI (0,2 + 0,008 frente a
0,31 £ 0,08; p < 0,001). En animales con dieta
aterogénica (grupos 3y 4), la castracién se asoci6 a
mayor area de la placa (0,9 + 1,3 frente a 2,6 + 2,3
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mm? p = 0,026), indice area placa/area vaso (0,08
+ 0,1 frente a 0,25 + 0,1; p < 0,001), indice 4rea
placa/area de la media (0,2 + 0,2 frente 2 0,4 + 0,3;
p = 0,003), mayor expresion de IL-15 (0,93 + 0,05
frente a 1,1 + 0,02; p < 0,001), reduccién de LXR-a
(1,45 + 0,01 frente a 1,29 + 0,01; p < 0,001) y
reduccién de ABCAI (0,22 + 0,1 frente a 0,20 =
0,02; p < 0,001).

Conclusiones. Este estudio demuestra que, en
presencia de aterosclerosis inducida por
hipercolesterolemia, la testosterona endégena
podria tener un efecto atenuante o protector de la
aterogénesis.
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VASCULAR AND MOLECULAR EFFECTS OF
ENDOGENOUS ANDROGENS IN AN
ATHEROSCLEROTIC EXPERIMENTAL RABBIT
MODEL

Introduction. The effects of androgens on
atherosclerosis and its clinical manifestations are
controversial. The objective of this study was to
compare the morphologic and functional
characteristics and gene expression associated with
reverse metabolism of cholesterol in castrated and
non-castrated atherosclerotic rabbits.

Methods. Forty male NZ rabbits were distributed
in four groups: 1: non-castrated with a normal diet;
2: castrated with a normal diet; 3: non-castrated
with an atherogenic diet, and 4: castrated with an
atherogenic diet. Measurements of total
cholesterol, free testosterone, in vitro vascular
relaxation, histomorphometric analyses of the
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thoracic aorta and expression of the IL-18, LRX-«a
and ABCA1 genes were carried out in each rabbit.

Results. Castration decreased levels of total
testosterone (2.1 = 0.3 vs. 0.8 + 0.4 ng/mL; P=.024).
In animals with a normal diet (groups 1 and 2),
castration increased expression of IL-18 (0.71 +
0.07 vs. 0.77 + 0.06; P<.001), decreased that of
LXR-a (0.77 + 0.008 vs. 0.41 + 0.01; P<.001) and
increased that of ABCAI (0.2+0.008 vs. 0.31+0.08;
P<.001). In animals with an atherogenic diet
(groups 3 and 4), castration was associated with a
larger plaque area (0.9 + 1.3 vs. 2.6 + 2.3 mm2;
P=.026), plaque area/vessel area ratio (0.08 + 0.1 vs.
0.25 + 0.1; P<.001), plaque area/media area ratio
(0.2 £0.2vs. 0.4 +0.3; P=.003), greater expression
of IL-18(0.93 + 0.05 vs. 1.1 + 0.02; P<.001),
reduction of LXR-« (1.45 + 0.01 vs. 1.29 + 0.01;
P<.001), and reduction of ABCAI (0.22 + 0.1 vs.
0.20 = 0.02; P<.001).

Conclusions. This study shows that in the
presence of atherosclerosis induced by
hypercholesterolemia, endogenous testosterone
could have an attenuating or protective effect on
atherogenesis.
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Introduccion

La enfermedad cardiovascular (ECV) es la prin-
cipal causa de muerte e incapacidad en el mundo
occidental'. La mujer sufre ECV 10-20 afios mas
tarde que el varén, lo que ha llevado por varias dé-
cadas a sustentar la hipétesis que las hormonas
ovaricas end6genas ofrecen un efecto protector en
el desarrollo de la enfermedad. Por otra parte, estu-
dios clinicos recientes han mostrado que el reem-
plazo con terapia hormonal no reduce el riesgo de
ECV en la mujer posmenopausica®?, lo que sugiere
que la reduccion de las concentraciones de estroge-
nos no es la clave determinante del riesgo de ECV
acelerada asociado a la transicién menopdusica.

Una hipétesis alternativa para la diferencia de
sexos es que la testosterona desempefa un papel
adverso, lo que explica en varones el mayor riesgo
de presentar enfermedad coronaria, ya que los an-
drégenos, en general, y la testosterona en particu-
lar, se han asociado previamente a un alto riesgo de
ECV en el var6n®. Sin embargo, los valores de tes-
tosterona no han mostrado relacién con eventos
cardiovasculares en varones® o mujeres®, y estudios
sobre valores endégenos de dehidroepiandrostero-
na (DHEA) y eventos cardiovasculares mostraron

resultados conflictivos’. Adicionalmente, estudios
clinicos prospectivos®, transversales’ y experimen-
tales!®!! sugieren que los andrégenos tienen un
efecto neutral o benéfico sobre la aterosclerosis y
sus manifestaciones clinicas en el varén.

En modelos animales, el tratamiento con testos-
terona tiende a inhibir el desarrollo de la ateroscle-
rosis en conejos machos!?, mientras que en prima-
tes no humanos hembras induce exacerbaciéon de
la aterosclerosis'3, lo que sugiere efectos especifi-
cos de los andrégenos segtin el sexo y la especie so-
bre la ECV. Recientemente, se demostré que la cas-
tracién en un modelo animal de conejos resulta en
un incremento del 100% de la presencia de ateros-
clerosis adrtica, lo que sugiere que la testosterona
endégena podria tener un fuerte efecto preventivo
en la aterosclerosis en varones'*.

Tanto para andrégenos de origen testicular
como adrenal, se han sugerido diferentes mecanis-
mos de accién mediados por vias no lipidicas®. En
términos de inhibicién de la aterosclerosis, varios
estudios son consistentes y claramente soportan un
impacto benéfico de los andrégenos endégenos so-
bre el perfil de lipidos y lipoproteinas, fibringeno,
agregacién plaquetaria, efectos antiinflamatorios,
regulacién de apoptosis y estabilidad de células de
musculo liso vascular (CMLV). Ademas, propieda-
des vasoactivas directas de relajacién vascular,
como un efecto no genémico y especifico estructu-
ral en la membrana de CMLV. La presencia de an-
drégenos induce inicialmente una reduccién del
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
(cHDL); sin embargo, esto podria no asumirse
como un efecto proaterogénico inmediato, ya que
puede reflejar una aceleracién en el metabolismo
reverso del colesterol.

En el presente estudio, pretendemos determinar
los efectos vasculares (morfol6gicos y funcionales)
y moleculares (inflamatorios y en la via reversa del
colesterol) con la reduccién de los valores endoge-
nos de testosterona, mediante castracién en un
modelo experimental en conejos hipercolesterolé-
micos y aterosclerdticos.

Métodos

Animales

Este estudio experimental, aleatorizado y controlado fue
aprobado por el Comité de Etica en Investigacion Animal
(CEIA) de la Fundacién Cardioinfantil. Se utiliz6 un total de
40 conejos blancos machos de la raza Nueva Zelanda de 4 me-
ses de edad. Después de un periodo de adaptacién de una se-
mana, se sometieron 20 animales bajo anestesia general a or-
quidectomia (grupo 1) y se utilizaron 20 animales como grupo
control (grupo 2). Después de 2 semanas en etapa de recupera-
cion, se dividié a los 40 animales en 4 grupos y se los sigui6
por 20 semanas:
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- Grupo 1: no castrados, sometidos a dieta normal.

- Grupo 2: castrados, sometidos a dieta normal.

- Grupo 3: no castrados, sometidos a dieta aterogénica.
- Grupo 4: castrados, sometidos a dieta aterogénica.

La dieta aterogénica fue hecha con suplementos del 0,5%
de colesterol (Purina, S.A.), y administrada por periodos de
4 semanas, alternados con una dieta normal para un total
de 20 semanas, como describieron Abela et al'®. Al finalizar se
realiz6 una medici6n de las concentraciones de colesterol séri-
co y de testosterona total en muestras plasmaticas antes de la
eutanasia en los 4 grupos.

Eutanasia y preparacion del tejido vascular

La eutanasia electiva se realizo al final de un periodo de ob-
servacion de 20 semanas, usando anestesia general con keta-
mina (50 mg/kg por via intramuscular) y una inyeccion letal
de tiopental s6dico (Pentothal® USP) 150 mg/kg por via intra-
venosa. Inmediatamente después, la aorta de cada conejo fue
cuidadosamente removida. Se aislé el segmento proximal de la
aorta toracica para los estudios de relajacion vascular in vitro.
El segmento de aorta tordcica remanente fue mantenido y per-
fundido manualmente con formaldehido en solucién buffer-
fosfato al 10% a 80 mmHg por 15 min. Se corté en segmentos
la porcién distal de la aorta toracica, 2 cm por encima de la ar-
teria renal derecha, para anélisis histomorfométricos.

Andlisis morfométricos

Procesamiento de tejidos. Después de fijacion tisular en for-
mol tamponada, se embebié los segmentos de tejido arterial
en parafina a 56-38 °C. Las secciones fueron realizadas a 4 um
y tefiidas con hematoxilina-eosina y por el método de tricrémi-
co elastica. Se realiz6 un anélisis individual de los segmentos
utilizando un microscopio de luz (Olympus BX50). Se midie-
ron los segmentos mediante morfometria digital y planimetria
computarizada (Media Cybernetics® Image-Pro Plus TM).

Morfometria. Se localiz6 sistematicamente cada segmento
de aorta examinado en el centro del campo del objetivo, usan-
do magnificacién 2X. El érea del vaso corresponde al area
comprendida dentro de la ldmina elastica externa (mm?), el
area del lumen al area dentro de la superficie endotelial (mm?)
y el area de la placa aterosclerética al area comprendida entre
la lamina elastica interna y el lumen arterial, cuantificada en
mm?. El drea de la media corresponde a la resta entre el area
del vaso y el area del lumen. Se realizaron célculos de indices
area de placa aterosclerética/area del vaso y area de placa ate-
rosclerética/drea de la media.

Vasorreactividad arterial in vitro

Se realizo la preparacion del segmento arterial para estudio
de relajacién vascular in vitro como se ha descrito previamen-
te'”. Los segmentos de aorta se transportaron al laboratorio
para ser lavados, sometidos a diseccion y limpieza del tejido
conectivo exuberante. Se obtuvo 8 anillos de cada vaso. Los
segmentos se colocaron cuidadosamente en recipientes con so-
lucién de Krebs Henseleit con la siguiente composicién (en
mM): NaCl: 117; KCl 4,7; CaCl,: 6,1; MgSO, 1,17, NaHCO,
24,9; D-glucosa: 11; y pH 7,40 + 0,05. El tiempo que se utiliz6
entre la obtencion del tejido y su preparacion fue menor a
15 min.

Experimentos con anillos vasculares aislados. Se suspendie-
ron los anillos entre dos asas de alambre en una camara de vi-
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drio en el equipo de bafio de érganos, con 25 ml de solucién
de Krebs Henseleit a 37 °C y pH 7,40, aireada con O, al 95% y
CO, al 5%. Uno de los alambres tensores estaba conectado al
transductor de fuerza (Kent-Scientific Corporation, Litchfield,
CT), y los cambios en fuerza isométrica fueron recolectados en
un sistema computarizado de registro (Power Lab/4 Sp) y en
un programa Windows 2000. Se aplicé una tensién progresiva
en reposo hasta de 3 g, la cual fue definida en estudios preli-
minares y cada anillo vascular se dej6 suspendido en ese siste-
ma durante aproximadamente 45-60 min.

Evaluacion de la relajacién vascular. Se evalué la relajacion
independiente de endotelio (RIE) usando dosis acumulativas
(10-* a 10-* M) de nitroglicerina (NTG) en anillos precontrai-
dos con norepinefrina (NE) 3,16 X 10-¢ M. La relajacién de-
pendiente de endotelio (RDE) fue evaluada utilizando acetilco-
lina (ACh) 3,16 X 10-° M en anillos precontraidos con NE 3,16
X 10-¢ M. Se administr6 solo un tratamiento (ACh o NTG) en
cada anillo de aorta.

Evaluacion y respuesta inflamatoria tisular

y de vias del metabolismo reverso del colesterol

Inmediatamente después del sacrificio, se obtuvieron
muestras de higado, tejido graso y aorta toracica. Una vez ro-
tuladas, se almacenaron a -70 °C y se transportaron al Centro
de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de La Saba-
na. La evaluacién de la via inflamatoria se realiz6 mediante
cuantificacién tisular de interleucina (IL)-1B y de vias del me-
tabolismo reverso del colesterol mediante la cuantificacién de
los genes LXR-a y ABCAI.

Las muestras de tejido se almacenaron en nitrégeno liqui-
do, luego maceradas, y se llevé a cabo el protocolo de extrac-
cién de ARN total empleando TRIzol® (Invitrogen). Posterior-
mente, se hizo la lectura espectrofotométrica con un radio de
absorbancia de 260/280 nm. En cada muestra se igual6 la con-
centracién a 1 pg/pl, con el fin de realizar la técnica de trans-
criptasa inversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR). Una vez tomado 1 pg/pl de ARNm y 2,5 ul del iniciador
especifico, se adiciond 4 ml de agua libre de ARNasas, 10 pl de
Buffer First strand, 5 ul de DDT 0,1 M, 16 pl de ANTPs, 1 ul
de ARNsin y 1 ul de MMLV. Se realizé una seleccién de inicia-
dores a través del software Amplify 3. Para determinar la espe-
cificidad, se compard los segmentos con el GenBank, emplean-
do el programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov). Se realiz6 la
sintesis de cada uno de los iniciadores en una escala de 50 nm.
Se verificé la amplificacién de cada segmento mediante elec-
troforesis en gel de agarosa al 2%. Las condiciones de PCR
fueron las siguientes:

1. Iniciadores IL-1B: sentido: 5- ATG GCA ACT GTT CCT
GAA CTC AAC T-3’; antisentido: 5-CAG GAC AGG TAT AGA
TTCTTT CCT TT-3’; tamafio esperado: 563 bp.

2. Iniciadores LXR-a: sentido: 5-CTT CCA CTA CAA TGT
TCT GAG CTG C-3’; antisentido: 5-GGC AGC GAC GAG CTT
CTC GAT CAT G-3’; tamanio esperado: 655 pb.

3. Iniciadores ABCAI: sentido: 5- GTT CTC AGA TGC TCG
GAG GCT TCT T-3’; antisentido: 5-GAC AAT ACG AGA CAC
AGC CTG GTA G-3’; tamafio esperado: 609 pb.

4. Iniciadores B-actina: sentido: 5-CCT AAG GCC AAC CGT
GAA AAG -3’; antisentido: 5-TCT TCA TGG TGC TAG GAG
CCA -3’; tamafio esperado: 645 bp.

Los parametros de comparacién del producto de PCR de
los diferentes grupos se realizaron en forma semicuantitativa
estandarizando el numero de los ciclos, las concentraciones de
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ADNCc (2 pg) e iniciadores (50 pm). Posteriormente, se toma-
ron los valores de la expresion del gen de B-actina como con-
trol. Como control endégeno, se empled la misma cantidad de
ARNm para amplificar la B-actina, quien funcioné como gen
housekeeping.

Se obtuvieron imagenes con camara digital Nikkon Coolpix
5400 y la cuantificacién de las bandas se realizé con software
Image J Versién 4.0. La intensidad de la banda se expres6
como unidades relativas de absorbancia. La relacién entre la
muestra de ARNm a ser determinada y la B-actina se calculé
para normalizar las variaciones iniciales en la concentracién de
la muestra y como un control para la eficiencia de la reaccién.
La media y la desviacién estandar de todos los experimentos se
calcularon después de la normalizacién con B-actina. Se realiz6
cada experimento por triplicado en 3 ocasiones diferentes.

Andlisis estadisticos

Los datos se presentan como promedio + desviacién estan-
dar. El namero total de conejos del estudio fue de 40, 10 en
cada uno de los grupos. Debido a que las variables analizadas
no cumplen con las presunciones de normalidad y homogenei-
dad de varianza, para evaluar las diferencias entre los 4 grupos
de conejos en las concentraciones de colesterol sérico, testos-
terona, morfometria vascular, vasorreactividad vascular y la
expresion de los diferentes genes evaluados, se realizé la prue-
ba de Kruskall Wallis. En los casos en que la diferencia entre
los grupos era significativa se realizé la prueba de Tamhane
para determinar entre qué grupos eran las diferencias. Los re-
sultados fueron promediados para cada animal y el grado de
significacion fue establecido con un valor de p =< 0,05. Utiliza-
mos el programa estadistico SPSS 12.0°.

Resultados

Al ingreso del estudio, los animales sometidos a
una dieta normal (n = 20) tuvieron un peso de 3,2
+ 0,2 kg y valores de colesterol total de 43,1 + 5,3
mg/dl. Los animales sometidos a una dieta aterogé-
nica (n = 20) tuvieron un peso de 3,2 + 0,3 kg (p
= 0,758) y valores de colesterol total de 41,2 + 3,7
mg/dl (p = 0,879). Todos los animales terminaron
la observacion de 20 semanas, al cabo de las cuales
aquellos sometidos a una dieta normal tuvieron un
peso de 4,2 + 0,5 kg y valores de colesterol total de
51,1 + 8,5 mg/dl y los animales sometidos a dieta
aterogénica tuvieron un peso de 4,9 + 0,3 kg (p
< 0,001) y valores de colesterol total de 429,2
+262,0 mg/dl (p < 0,001).

Los animales sometidos a castracién no presen-
taron complicaciones locales durante el seguimien-
to. Las concentraciones de testosterona al final del
seguimiento en el grupo de animales no castrados
fueron de 2,1 + 0,3 ng/ml y en el grupo de animales
castrados fueron 0,8 + 0,4 ng/ml (p = 0,024).

Resultados de la castracién en conejos con dieta
normal

En animales alimentados con dieta normal (gru-
pos 1y 2), la castracién redujo significativamente
las concentraciones de testosterona total (2,6 + 2,8

NO castrado Castrado

Castrado

A

NO castrado

NO castrado Castrado

- - & Il

N A N A

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, teiido con
bromuro de etidio. Ejemplo de la expresion de genes LXra
ABCAl e IL-1B analizados mediante transcriptasa inversa-
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) semicuantitati-
va. Control interno de reaccién gen housekeeping de B-actina.
A: conejos alimentados con dieta aterogénica; N: conejos ali-
mentados con una dieta normal. El nimero de animales en
cada grupo fue de 10.

frente 0,9 + 0,4 ng/ml; p = 0,017), increment? la ex-
presién de IL-18 (0,71 + 0,07 frente 0,77 + 0,06; p <
0,001), redujo la expresién de LXR-a (0,77 + 0,008
frente a 0,41 + 0,01; p < 0,001) y aument6 la de
ABCA1 (0,2 + 0,008 frente a 0,31 + 0,08; p < 0,001)
(fig. 1). Sin embargo, en animales alimentados con
dieta normal, la castracién no mostré efectos en
las concentraciones de colesterol total, medidas
vasculares histomorfométricas y funcionales (tabla
1 fig. 2).

Resultados de la castracion en conejos con dieta
aterogénica

En animales con dieta aterogénica (grupos 3 y
4), se observé una tendencia a que los conejos cas-
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Figura 2. Cortes de aorta toracica procedente de conejos. A: conejos no castrados alimentados con dieta normal. B: conejos castra-
dos alimentados con dieta normal. C: conejos no castrados alimentados con dieta aterogénica. D: conejos castrados alimentados

con dieta aterogénica. Coloracién tricromico eldstica 2X.

trados presentaran valores menores de testosterona
total (1,7 + 1,4 frente a 0,7 + 0,2 ng/ml; p = 0,142),
ademds la castracién en animales con dieta atero-
génica indujo cambios histomorfométricos en el
area de la placa (0,9 + 1,3 frente a 2,6 + 2,3 mm? p
= 0,026), el indice area placa/area vaso (0,08 + 0,1
frente a 0,25 + 0,1; p < 0,001) y el indice area pla-
ca/area de la media (0,2 £ 0,2 frente a 0,4 £ 0,3; p =
0,003) (fig. 2). También en animales castrados se
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presentaron mayores cambios moleculares, aumen-
tando la expresion de IL-18 (0,93 = 0,05 frente a 1,1
+ 0,02; p < 0,001), disminuyendo la expresién de
LXR-a (1,45 + 0,01 frente a 1,29 + 0,01; p < 0,001) y
disminuyendo la expresion de ABCA1 (0,22 + 0,1
frente a 0,20 + 0,02; p < 0,001) (tabla 1; fig. 1). La
castracién no presentd un efecto independiente en
las pruebas funcionales de relajacién vascular en co-
nejos alimentados con dieta aterogénica.
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Tabla 1. Resultados bioquimicos, morfolégicos, funcionales y moleculares en los cuatro grupos de conejos

No castrados. Castrados. No castrados. Castrados. Kruskall

Dieta normal Dieta normal Dieta aterogénica Dieta aterogénica Wallis, p
Conejos (n) 10 10 10 10
Peso (kg) 42+04 43+04 49+03 49+03 0,991
Colesterol total (mg/dl) 472 +54 66,4 + 31,2 366 +226,1 387,6 +292,7 < 0,001
Testosterona total (ng/ml) 26+28 0,9 + 0,4 1,7+14 0,7 +0,2° 0,048
Area vaso (mm?) 103+1,5 84+1,1 105+1,5 10,1 +4,0 0,176
Area lumen (mm?) 82+13 6,8+1,0 76+13 59+28 0,040
Area placa (mm?) 0,0 0,0 09+1,3 2,6+2,3b < 0,001
Indice 4rea placa/drea vaso 0,0 0,0 0,08 + 0,1 0,25+0,1° < 0,001
Indice area placa/area media 0,0 0,0 02+0,2 0,4+0,3" < 0,001
RIE, % 85,1 +15,8 88,9+9,8 83,2+ 18,5 85,5+ 14,3 0,995
RDE, % 65,4+ 17,4 70,2 + 21,7 57,9 + 31,6 38,5+ 20,1 0,006
IL-1B 0,71 + 0,07 0,77 + 0,06* 0,93 + 0,05 1,1 +0,02° < 0,001
LXR-a 0,77 + 0,008 0,41 £ 0,012 1,45 £ 0,01 1,29 + 0,01° < 0,001
ABCAI 0,2 + 0,008 0,31 + 0,08 0,22 +0,1 0,20 = 0,02° < 0,001

RDE: relajacion dependiente del endotelio; RIE: relajacién independiente del endotelio.
p < 0,05 entre grupos con dieta normal. ®p < 0,05 entre grupos con dieta aterogénica.

Discusion

Los resultados del presente estudio en conejos
demuestran que los andrégenos endégenos circu-
lantes se reducen significativamente con la castra-
cién en un 63%, y que esta condicién en presencia
de hipercolesterolemia inducida por una dieta ate-
rogénica favorece la mayor formacién de placa ate-
rosclerética en la aorta tordcica, aumenta la expre-
sién de interleucina proinflamatoria (IL-1B) y se
asocia con una reduccion en la expresion de genes
que favorecen la via reversa del colesterol (LXR-a y
ABCA1I). La castracién per se no afecté las concen-
traciones de colesterol total ni la relajacién vascu-
lar independiente o dependiente de endotelio. Los
resultados sugieren que la testosterona endégena
en presencia de dislipidemia puede ejercer una ate-
nuacién de la formacién de la aterosclerosis a tra-
vés de vias moleculares intracelulares.

Concentraciones de colesterol

En el presente estudio, la castracién no mostré
efecto directo en las concentraciones séricas de co-
lesterol total. La influencia de andrégenos sobre lipi-
dos séricos y lipoproteinas en varones es controverti-
da. Las diferencias entre especies, sexos y disefios de
los estudios utilizados, incluidas las dosis y la ruta de
administracién de las hormonas, desempefiaron un
papel esencial para estas discrepancias en el perfil de
lipidos. Estudios experimentales'® y clinicos' sopor-
tan un impacto benéfico de los andrégenos endége-
nos sobre los lipidos séricos y lipoproteinas.

Formacion de placa aterosclerdtica
Estudios clinicos®?? sugieren que los andrége-
nos tienen un efecto neutral o benéfico sobre la gé-

nesis de la aterosclerosis. El efecto de la testostero-
na sobre la ECV en varones no fue investigado en
estudios clinicos, ciegos y controlados. Alexander-
sen et al'* tuvieron la hipétesis que los andrégenos
naturales tienen un efecto preventivo, similar al
efecto de los estrogenos. Por primera vez se demos-
tré que la castracion per se resulta en un incremen-
to del 100% en la presencia de aterosclerosis aorti-
ca en conejos ateroscleréticos, lo que sugirié, como
con nuestros resultados, que la testosterona endo-
gena podria tener un efecto preventivo en la forma-
cién de aterosclerosis. En nuestro estudio, también
demostramos que la reduccién de los andrégenos
endégenos inducida por la castracién favorece la
formacién de placa aterosclerdtica 2-3 veces mayor
en aorta toracica de conejos sometidos a dieta ate-
rogénica.

En varones, se ha descrito un efecto benéfico de
la testosterona y la DHEA en los factores de riesgo
cardiovascular?. Existe evidencia acerca de un pa-
pel protector de las hormonas sexuales end6genas
y de la terapia estrogénica en el desarrollo de la
aterosclerosis?*. Van den Beld et al*® describieron
en 403 varones (73-94 anos) las concentraciones de
testosterona endégena, estrona y IGF-1 libre pue-
den tener un papel protector en el desarrollo de la
aterosclerosis medida en el grosor intima-media en
arterias carétidas por ultrasonido. En un estudio
poblacional®, las concentraciones de testosterona
sérica mostraron tener una relacién inversa y co-
rrelacion independiente con la presencia de placas
adrticas calcificadas y progresion de aterosclerosis.

Se especula que la modulacién de lipoproteinas
es probablemente uno de los varios mecanismos
por los cuales los andrégenos end6genos en dosis
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farmacoldgicas previenen la aterosclerosis. Tanto
para andrégenos de origen testicular como adre-
nal, también se han sugerido varios mecanismos de
accién mediados por vias no lipidicas. La conver-
sién de testosterona a estrégenos por via de la aro-
matasa puede desempenar un papel en el efecto
protector del reemplazo con andrégenos sobre la
aterosclerosis, soportado por la demostracién de
la actividad de la aromatasa en CMLV de ratas en
cultivo?”?, Otros posibles mecanismos de los an-
drégenos podrian incluir efectos antiinflamatorios,
regulacion de apoptosis y una estabilidad de CMLV?,

Funcion endotelial in vitro

En nuestro estudio no se demostré efecto in-
dependiente de los andrégenos enddgenos en la
vasodilatacion arterial in vitro. Estudios previos
realizados en animales han demostrado que la tes-
tosterona actiia como un vasodilatador arterial di-
recto en varias especies®, incluidos conejos, pe-
rros, cerdos y ratas; tanto en experimentos in vivo
como in vitro. La testosterona ha demostrado exhi-
bir la accién vasodilatadora en arterias musculares
y elasticas en diferentes especies. Otros estudios
experimentales®! han demostrado que la vasodila-
tacién inducida por testosterona puede ocurrir de-
pendiente e independiente de endotelio e involu-
crar la activacion de canales de K* en CMLV. Yildiz
et al** demostraron recientemente el efecto vasodi-
latador de la testosterona en la arteria mamaria in-
terna de humanos, utilizando concentraciones su-
prafisiolégicas, lo que sugiere que la vasodilatacién
obtenida es dependiente del endotelio y mediada
en parte por la activacion de canales de K* depen-
dientes del Ca*.

Vias moleculares inflamatorias v del metabolismo
reverso del colesterol

Los resultados moleculares obtenidos en nuestro
estudio indican que aquellos conejos castrados in-
crementan de manera significativa la expresién de
IL-1B y reducen la expresion de genes que median
las vias de colesterol reversa, tales como LXR-a y
ABCA1.

La IL-1B se considera el prototipo de citocina
proinflamatoria multifuncional. Es inducida por
factores como el estrés, hiperosmolaridad, hipoxia,
radiacién (gamma, ultravioleta y laser), sustancias
neuroactivas (sustancia P, melatonina, etc.), sus-
tancias inflamatorias (C5a, C5b-9, productos fina-
les glucosilados, PCR, etc.), matriz extracelular (fi-
bronectina, coldgeno), factores de coagulacion
(productos de degradacién de la fibrina, plasmina
y trombina) y lipidos (4cido 9-hidroxi-octadenoico,
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LDLox, factor activador de plaquetas), entre
otros®. La presencia de IL-1 en tejidos ateromato-
sos se debe a la infiltracién de células espumo-
sas que la sintetizan en respuesta a la presencia de
LDLox. Las propiedades proinflamatorias de IL-1p
son relevantes para el desarrollo de la lesion atero-
matosa, dafio del tejido luego de isquemia, reeste-
nosis coronaria y disfuncién miocardica. La pre-
sencia de andrégenos induce inicialmente una
disminucién de las particulas HDL; sin embargo,
esto no se debe asumir como un efecto proaterogé-
nico inmediato, ya que puede reflejar una acelera-
cién en el metabolismo reverso del colesterol*. Las
particulas HDL ejercen un efecto antiaterogénico
que incluye un incremento en el metabolismo re-
verso del colesterol desde las células periféricas
hasta el higado.

La activacién de ligandos end6genos para LXR-a
pueden potenciar el efecto que tiene el LXR sobre
el metabolismo lipidico, incluida la estimulacién
del metabolismo reverso del colesterol, elevacion
de los valores plasmaticos de cHDL, inhibicién de
la absorcién del colesterol y crea un antagonismo
con las sefales inflamatorias, convirtiéndolo en un
blanco farmacolégico potencial para revertir la ate-
rosclerosis en etapas tempranas por su efecto en la
modulacion del metabolismo lipidico. Sin embar-
go, no hay que olvidar el potencial lipogénico que
se puede presentar®,

Los transportadores ABC estan criticamente in-
volucrados en la homeostasis del colesterol celular
y resistencia a multiples farmacos. El ABCA1 ayu-
da a controlar la formacién de particulas HDL, y
ademds es una molécula blanco para incrementar
los valores de HDL y proteger contra la aterosclero-
sis*. Es un blanco importante de LXR en los ma-
créfagos. Este tipo de transportadores median el
eflujo celular de fosfolipidos y colesterol a apolipo-
proteinas pobres en lipidos Al (apo-1) y desempe-
fian un papel significativo en el metabolismo de
HDL. Adicionalmente, para la regulacién lipidica,
estos genes estan involucrados en la apoptosis e in-
flamacién, procesos a través de los cuales se realiza
la progresion de la placa aterosclerética. La inte-
racciéon de PPAR-LXR-ABCAI es integral para la
homeostasis del colesterol y, adicionalmente, estos
receptores nucleares tienen una actividad antiinfla-
matoria y anti-MMP.

Mecanismos de accién de los andrégenos

Los avances en el conocimiento de la fisiologia
de los andrégenos han referido nuevos mecanis-
mos que podrian ser cruciales para un mejor en-
tendimiento de la accién sobre la vasculatura. Se



ECHEVERRI D ET AL. EFECTOS VASCULARES Y MOLECULARES DE LOS ANDROGENOS ENDOGENOS EN UN MODELO EXPERIMENTAL

EN CONEJOS ATEROSCLEROTICOS

considera que los andrégenos presentan mecanis-
mos gendmicos y extragenémicos que pueden in-
fluir en el desarrollo de la enfermedad cardiovascu-
lar*”. La regulacién genémica es la via clasica de
accion de los andrégenos, involucra la unién de los
esteroides a receptores de andrégenos especificos
(AR) y activan un factor de transcripcién sobre el
genoma con el que se transloca al nicleo y actda
como un factor de trascripcién que puede producir
efectos a largo plazo por la sintesis de nuevas pro-
teinas. Los efectos no genémicos tienen la capaci-
dad de involucrar una induccién de sefiales y cas-
cadas de transduccién, incluidas la movilizacién de
calcio citosdlico, la activacion de proteincinasas (A,
C) y MAPK, llevando a diversos efectos celulares
que incluyen la relajaciéon de CMLV, transmisi6n
neuromuscular, senales intercelulares y plasticidad
neuronal,

A nivel fisiol6gico, en ausencia de andrégenos,
se incrementa la lipogénesis en los adipocitos y se
favorece la obesidad. El incremento en la aromati-
zacion de la testosterona a estradiol en conejos
obesos disminuye posteriormente las concentracio-
nes de testosterona. La activacion metabélica de
los andrégenos es una de las claves en el efecto bio-
légico de la testosterona. Consiste en la conversion
a metabolitos bioactivos. Aunque solamente una
pequeiia fraccién (< 5%) de la testosterona experi-
menta la transformacién en tejidos locales®”. Sobre
la base de estudios de inmunorreactividad, se ha
identificado en tejido vascular el tipo 1y el tipo 2
de la 5a reductasa®. La conversién de testosterona
a estradiol por la enzima aromatasa (CYP19) diver-
sifica la accién de los andrégenos activando recep-
tores de estrogenos. La expresion del gen de la aro-
matasa, actividad proteica y actividad enzimatica*
se han detectado en tejido vascular.

Los receptores de andrégenos se expresan por
las células de la vasculatura, incluidas células en-
doteliales, CMLYV, fibras del miocardio, macréfagos
y plaquetas. Su contenido fue similar tanto en ra-
tas machos como hembras y conejos. La expresion
de receptores se ha relacionado con una mayor ad-
hesién de monocitos circulantes al endotelio, for-
macion de células espumosas en la estria grasa fa-
voreciendo la expresion de moléculas de adhesion
(VCAM-1). El tratamiento con testosterona de ma-
créfagos murinos inhibe la liberacion de nitritos
por via del éxido nitrico sintasa inducible (iNOS),
aunque el mecanismo exacto de accién es descono-
cido*!. Esta inhibicién del iNOS puede incrementar
la agregacién plaquetaria y el riesgo de trombosis
asociado al tratamiento con andrégenos por elimi-
nacion del efecto antiagregante del éxido nitrico.

Conclusiones

En este estudio, utilizando un modelo animal de
ateroesclerosis reconocido, conejos adultos castra-
dos en presencia de hipercolesterolemia, se de-
muestra que la testosterona endégena podria tener
un efecto atenuante o protector en la aterosclero-
sis. Los efectos benéficos antiinflamatorios y en la
expresion de genes involucrados en la via reversa
del colesterol podrian explicar en parte sus efectos
benéficos sobre la aterosclerosis. A pesar que la
evidencia sugiere que valores normales de androge-
nos podrian proteger al var6n del desarrollo de la
aterosclerosis, nuevos estudios experimentales y
clinicos son necesarios para explorar el efecto an-
tiaterogénico de los andrégenos endégenos en el
varon.
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