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TRABAJO ORIGINAL

El Estradiol y la Estrona modulan la funcion
vascular por mecanismos diferentes.

"Rat aorta rapid response to Estrone and Estradiol are mediated
by different mechanisms"

Massheimer, V.; Polini, N.; Benozzi, S.; Alvarez, C.; Sellés, J.

Catedra de Andlisis Clinicos Il, Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia. Universidad Nacional del Sur.
B800OICN. Bahia Blanca.

Resumen

Previamente demostramos que el estradiol y la progesterona inhiben la agregacion plaqueteria (AP) en
forma dependiente de 6xido nitrico (NO), y la progesterona regula la actividad de la ciclooxigenasa endotelial.
En este trabajo estudiamos el mecanismo de accién no genémico de estrona (E;) en anillos de aorta de ratas
fértiles y se lo compar6 con el demostrado para estradiol (E,). Se trataron “in vitro" anillos de aorta de ratas
hembra con E; o estradiol (E,) determinando la inhibicioén de la agregacion plaquetaria; actividad 6xido nitri-
co sintasa (NOS); y eicosanoides liberados al medio. El incremento de NO inducido por las hormonas es aboli-
do por metil ester de N-nitro-L-arginina (L-NAME). A diferencia del E,, la presencia del acido etilenglicol-bis
amino tetracético (EGTA) no modifica el estimulo sobre la NOS inducido por E;. La E; induce una menor inhibi-
cion de la AP que E,. Ambos estr6genos aumentan la produccion de prostaciclina (PGl,), siendo el estimulo
de E; significativamente menor. La sintesis de Tromboxano (Tx) es solamente activada por E;. En presencia de
Indometacina el efecto antiagregante de E; es equivalente al del estradiol. Estos resultados sugieren que a nivel
vascular estradiol y estrona actan por mecanismos distintos.

Abstract

Introduction: Postmenopausal women have an increased risk for cardiovascular disease which is associated to the
lost of the vascular protective action of estradiol. In this period circulating estradiol (E,) levels are considerably
low, but estrone (E;) remain high due to its periferic synthesis. The endothelium produces different active
metabolites such as Nitric Oxide (NO) and eicosanoids (thromboxane, prostaglandins and prostacycline) which
regulate arterial vasomotor properties and platelet aggregation. Previously we demonstrated that rat aortic tissue
treated with physiological concentrations of estradiol and progesterone for 1-5 min inhibits platelet aggregation
mediated by NOS activation. We also reported progesterone rapid action of aortic ciclooxigenase.
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Objectives: The aim of the present study was to compare the mechanism involved in the rat aortic rapid
response to E; or E,.

Methods: Rat aortic strips (RAS) with intact endothelium, were treated "in vitro" for 1-5 min with physiologic
concentrations of 17b-estradiol or estrone. Platelet aggregation (PA) induced by 10nv ADP was measured in a
platelet rich plasma (PRP) which was incubated with RAS and treated with the hormones. NO production was
measured by conversion of 3H-arginine to 3H-citruline reaction. 3H-citruline was determined by ion exchange
chromatography using a Dowex AG-50WX8 column. Eicosanoids production was measured by thin layer
chromatography using 3H-arachidonic acid as precursor.

Results: Increment in NO production induced by 1 nM E; treatment was abolished by the presence of L-NAME
in the incubation media, confirming that NOS activation in the aortic tissue responses to E; as has been
demonstrated for E,. Calcium requirement for aorta NOS rapid activation by E; and E, treatment was studied.
The presence of 0.5 mM EGTA in the incubation mediun abolished the increment of NO production induced
by 1 nM 17b-estradiol (2.02+0,26 without vs. 0.9+ 0,11pmol NO/mg prot with EGTA), meanwhile tissue
response to 1 nM Estrone was not affected by the calium chelator (2.08+0,20 without vs. 2.15+0,22 pmol
NO/mg prot. with EGTA), implying that aorta response to E; treatment does not require extracellular Ca?*.
Both E, and E; treatment inhibited PA, but the effect elicited by estrone is less potent compared with E,. The
eicosanoid signal transduction pathway is involved in RAS rapid response to 17b-estradiol or estrone. Our
results show that both hormones increase PGI, release by aortic tissue, with higher stimulus induced by E;
(86 vs 32 % E; and E, respectively). On the other hand, thromboxane (Tx) production was only stimulated by
E,. Considering the potent effect of Tx on platelet aggregation, we determined the effect of E; treatment on
platelet aggregation in the presence of the cyclooxigenase (COX) inhibitor indomethacine. We found that
under this experimental condition E; treatment produced an inhibition of platelet aggregation equivalent to
that elicited by E,.

Conclusion: These results suggest that E; and E, modulate rat aortic NOS and COX activity by different
mechanisms.

Introduccién

El endotelio vascular es un tejido con una impor-
tante actividad metabdlica que participa activa-
mente en la regulacion del tono vascular y en el
mantenimiento de las propiedades antiaterogénicas
y antitrombéticas. Estas funciones las cumple
mediante la produccion de factores vasodilatadores
como el 6xido nitrico (NO) y las prostaciclinas
(PGl,) % El NO es sintetizado por la 6xido nitrico
sintasa endotelial (NOSe) enzima localizada en la
caveola 2. Su activaciéon es dependiente de Ca** y
Calmodulina (CAM), produce pequefias cantidades
de NO, que difunde a la luz arterial induciendo
inhibicion de la agregacién plaquetaria, o trasloca a
la capa muscular induciendo vasorelajacion depen-
diente de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc).
El NO es también producido por la NOS inducible
gue se expresa en células musculares lisas vascu-
lares (CMLV) bajo estimulo de citoquinas, y que

genera grandes cantidades del radical libre en
respuesta a reacciones inflamatorias 3. Las
prostaglandinas (PG) y tromboxanos (Tx) se sinteti-
zan a partir del acido araquidonico por la accion
catalitica de la ciclooxigenasa constitutiva (COX-1) o
inducible (COX-2). Los eicosanoides PGD,, PGE, y
PGI, son potentes vasodilatadores y tienen ademaés
accion antitrombotica, mientras que el TxA, es un
potente vasoconstrictor y estimulante de la agre-
gacion plaquetaria *. Se ha demostrado que la inte-
gridad funcional del endotelio se altera en diferentes
patologias (hipertension, hipercolesterolemia) y en
ciertas condiciones fisiolégicas como la menopau-
sia. La menopausia, es un periodo en el cual la
probabilidad de padecer enfermedades cardiovascu-
lares se incrementa notablemente, hecho que ha
sido atribuido a la disminucién de los estrdgenos
circulantes 5. Se postula que el efecto cardioprotec-
tor del estradiol se debe a su accion sobre el
metabolismo lipoproteico y vascular. La terapia hor-
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monal de reemplazo con estrdgenos o combinada
estrogenos/progestagenos constituye una alternativa
terapeutica de mejorar la expectativa y calidad de
vida de este grupo poblacional é.

La funcién vascular es regulada por diferentes
agonistas entre ellos las hormonas ovaricas estradiol
y progesterona. Las hormonas esteroides actan a
través de dos mecanismos de accién: genomico
(regulacion de la transcripcion génica) o no gendmi-
co (asociado a sistemas de transduccion de sefiales
intracelulares) 7.

Se encuentra ampliamente documentado que el
estradiol (E,) ejerce un efecto directo sobre la vas-
culatura regulando la actividad COX y NOSe a
través de mecanismos de accidn gendmico y no
genémico, que comprenden la participacion del
receptor de estradiol alfa (ER alfa), y sistemas men-
sajeros mediado por protein quinasa activada por
GMPc (PKG), protein quinasa C (PKC) y protein
quinasa activada por mitdgenos (MAPK) 8. Sin
embargo no existe en la literatura datos sobre la par-
ticipacion de la estrona (E;) en la regulaciéon del
metabolismo vascular. La E;, segundo estrégeno con
actividad bioldgica relevante, proviene predominan-
temente de la conversion periferica de su precursor
suprarrenal androstenediona y en menor propor-
cion de la contribucion ovérica °. En la menopausia,
se produce una marcada declinacion de los niveles
circulantes de E,, mientras que la concentracion
sérica de E; se mantiene.

En nuestro laboratorio, utilizando anillos de aorta
aislados de ratas hembras en edad fértil (REN) hemos
demostrado que Pg y 17-beta-E, estimulan la activi-
dad NOS y COX e inhiben la agregacién plaquetaria
en forma NO dependiente. EI mecanismo de accion
descripto es de tipo no genémico, se manifiesta a
concentraciones fisioldgicas y es especifico de sexo
y para hormonas ovéricas °. Obtuvimos evidencia
de una interregulacion entre las vias mensajeras acti-
vadas por Pg . Cuando se utilizo tejido adrtico
proveniente de ratas envejecidas sin funcién ovérica
(REB), o ratas bilateralmente ovariectomizadas
(OVX) los efectos estimulatorios de los tratamientos
"in vitro" con 17 b-estradiol y progesterona desa-
parecen 2.

Con respecto a la estrona comprobamos 2 que el
tratamiento "in vitr 0" por tiempos cortos, con diferentes
concentraciones de esta hormona (108M - 10-10M)

incrementa la actividad NOS de anillos de aorta ais-
lados de ratas en edad fértil.

Teniendo en cuenta nuestros resultados previos, en
el presente trabajo nos propusimos estudiar el mecanis-
mo de accidn no gendmica de estrona en tejido adrtico
de ratas REN y compararlo con el del 17 b-estradiol.

Materiales y Métodos

Materiales

3H-arginina y acido 3H-araquidénico fueron
adquiridos en New England Nuclear (Chicago). La
resina de intercambio i6nico Dowex AG 50WX8
de Bio Rad Laboratories, (California). Las placas de
silica gel para cromatografia en capa fina fueron
adquiridas en Merck KgaA (Alemania). Estrona , el
17b-estradiol, la superdxido dismutasa (SOD), y
otros reactivos son de Sigma (St. Louis, MO).

Animales

Se utilizaron ratas hembra (cepa Wistar) sexual-
mente maduras y en periodo fértil (6 a 8 meses de
edad). Todas habian tenido mas de tres estros
consecutivos comprobados con citologia exfoliati-
va. Los animales fueron alimentados con dieta
estandar para roedores, con provision de agua “ad
libitum”, y mantenidos con ciclos de 12 hs.
luz/oscuridad.

Sistema experimental

Se emplearon anillos aislados de aorta de rata
(RAS) con niveles normales de estrdgenos y procesa-
dos como se describié previamente 1, Brevemente,
los animales se sacrificaron por dislocacién cervical.
Inmediatamente se extrajo la aorta, se colocd en una
solucién salina Dulbeco tamponada (DPBS), se
limpié de tejidos adherentes y se cortd en anillos de
5 mm de ancho. Todo el procedimiento se hizo
tomando precauciones para no dafiar el endotelio.
Los anillos se colocaron en un medio de incubacion
conteniendo (NaCl 125.4 mM; KCI 5.9 mM; MgCl, 1.2
mM; CaCl, 1.5 mM; glucose 11.5 mM; Hepes 10
mM pH: 7.35) se equilibré durante 15 minutos en un
bafio con agitacion termostatizado a 37 °C.
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Para cada experimento descripto se utilizaron
anillos de aorta aislados de 3 animales.

Determinacion de la inhibicion de la agregacion
plaquetaria:

Se procedié como se describié previamente 1,
Los anillos de aorta se incubaron en 400 m plasma
rico en plaquetas (conteniendo 3 x 108 plaque-
tas/ml) (PRP), en un bafio termostatizado a 37° C, y
se traté con las hormonas a concentraciones indi-
cadas y por intervalos cortos de tiempo (1-5 min).
Los grupos controles fueron tratados con vehiculo
solamente (etanol < 0,1 %). Se agregé SOD (60 U/ml)
al medio de incubacién 4, antes del tratamiento hor-
monal para evitar la degradacion del NO producido.
Inmediatamente después del tratamiento, se
tomaron 285 nl del PRP y se colocaron en la cube-
ta del agregobmetro CronoLog 430. Se inicio la agre-
gacion plaquetaria con el agregado de adenosina
difosfato (ADP) 105 M. Se registraron los cambios
en la transmision de luz en un intervalo de 5 minu-
tos. La sefial generada en un plasma pobre en pla-
guetas sirvi6 como control transparente (100%
transmision) 5. Los anillos adrticos se disolvieron
con NaOH 1 N y se tomaron alicuotas para deter-
minar la concentracion de proteinas por el méto-
do de Lowry 6. Los resultados se expresaron
como porcentaje de inhibicion de la agregacion
plaquetaria por mg de proteina. La agregacion
plaguetaria maxima se consider6 aquella inducida
por las muestras control. Se constaté que todos
los compuestos usados para el tratamiento del
tejido no tenian efecto directo sobre la agregacion
plaquetaria.

Determinacion de la produccion de NO

Se determind utilizando la técnica de conversidn
de 3H arginina en 3H citrulina 7. El tejido adrtico se
preincubd por 15 minutos a 37°C con buffer D com-
puesto por (NaCl 145 mM; KCI 5.0 mM; MgSQO, 1.2
mM; CaCl, 1.0 mM; glucose 10 mM; Hepes 10 mM
pH: 7.35), y se marcé con 3H-arginina 10 OM (5uCi)
durante 10 min. en baflo termostatizado con
agitacion constante. Luego se expuso el tejido a los
diferentes tratamientos hormonales. Cuando se usé
indometacina ésta se agreg6 al medio de incubacion
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10 minutos antes del tratamiento con las hormonas.
Se procesaron en todos los casos los controles
respectivos a los que se los trata con vehiculo
(etanol<0.1 %). Luego del tratamiento los anillos
de aorta se lavaron con medio sin marcacion y
fueron inmediatamente congelados en nitrégeno
liquido. El tejido fue homogeneizado a 4° C en
medio conteniendo &cido N-2 hidroxietil
piperazinaN-2 etansulfénico (HEPES) 20m M con
acido etilén diamino tetracético (EDTA) 2 m M
durante 45 segundos, se centrifugd a 2500 x g por
20 minutos y el sobrenadante se aplicé a una
columna de intercambio i6nico Dowex AG 50WS8.
La citrulina se eluy6 con 2 ml de agua y se conto
la radioactividad en un contador de centelleo
liquido .

Determinacion de la produccion de eicosanoides

Los anillos de aorta se premarcaron con Acido
3H-araquidonico (0,3 nCi/ml) durante 90 minutos,
luego se lavaron con solucion D y se transfirieron a
un medio de incubacion fresco para efectuar los
tratamientos hormonales en las condiciones experi-
mentales adecuadas. Inmediatamente después del
tratamiento se retira el tejido y el medio de
incubacidon se acidificé con &cido citrico 1M y se
extrajo cuatro veces con 0,5 ml de acetato de etilo.
Se recolectaron todos los extractos y se evaporaron
bajo atmosfera de nitrdgeno. Los eicosanoides se
separaron con cromatografia en capa fina unidi-
mensional 18 usando acetato de etilo/isooctano/acido
acético/agua (66:30:12:60) como solvente de
desarrollo y yodo como revelador. Se determinaron
los Rf de las respectivas muestras y estandares, se
rasparon las fracciones correspondientes a 3H6-
ceto-PGF195 (metabolito estable de PGIl,) y 3H
Tromboxano B, (metabolito estable del TxA,), se
contd la radioactividad de ambas fracciones y los
resultados se expresaron como porcentaje del total
de 3H-eicosanoides *.

Analisis estadistico

Se utilizé el test t de Student con un nivel de
significacion P< 0.05. Cada condicién experimen-
tal se reprodujo al menos en tres experimentos
independientes.
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Fig. 1. Supresion por L-NAME de la estimulacion de la produccion de NO por Estrona y Estradiol:

Anillos de aorta de rata fueron mar-

cados con 10 OM 3H-arginina (5 QOCi) durante 10 minutos a 37°C en presencia o ausencia de 10 OM L-NAME y luego se trataron 5 min con
Estrona, 178 -estradiol o etanol (control). La produccién de NO se midié como se describe en métodos. Los resultados son promedios + DE

de 3 experimentos independientes (n=4). ** P< 0.025, ***P<0.01.

Resultados

Iniciamos nuestros estudios evaluando el efec-
to de estradiol o estrona sobre la actividad NOS en
presencia o ausencia de L-NAME, inhibidor especi-
fico de la NOS. Como puede observarse en la Fig.
1 el tratamiento del tejido vascular con estrona
(0,1 nM) incrementa significativamente la produc-
cion de NO (1,05 £ 0.05 vs 2,2 £ 0.18 pmol NO/mg
prot, control y estrona respectivamente, P<0.01 ),
siendo este efecto ligeramente superior al del
estradiol (109 y 72 % de estimulo sobre el control).
El estimulo inducido por ambas hormonas fue
totalmente abolido por L-NAME, demostrdndose
asi la especificidad del ensayo utilizado.

Es sabido que la activacion de la NOS
endotelial inducida por estradiol es dependiente
de calcio *°, por lo tanto evaluamos si el incre-
mento en la produccion de NO inducido por las
hormonas era dependiente del aporte de calcio
del medio extracelular. RAS se incubaron con 0.1
nM E, 6 E;, durante 5 minutos en presencia de
EGTA (quelante de calcio externo). La Fig. 2 mues-

tra que, el estimulo en la produccién de NO
inducido por la estrona no es afectado por EGTA
(2.08+0.20 s/EGTA vs 2.15 = 0.22 pmol/mg prot
con EGTA respectivamente) sugiriendo que la acti-
vacion NOS dependiente de estrona no requiere
de la entrada de calcio al tejido. Por el contrario,
el estimulo inducido por 174} -estradiol fue com-
pletamente suprimido por el quelante de calcio
(2.20 £ 0.26 s/EGTA vs 0.9 £ 0.11 pmol/mg prot
con EGTA).

En nuestro laboratorio demostramos que el NO
producido por anillos de aorta de rata tratados con
concentraciones fisiolégicas de estradiol o proges-
terona inhiben la agregacion plaquetaria de un plas-
ma rico en plaquetas (PRP) °. Por consiguiente se
procedié a medir la agregacién plaquetaria induci-
da por ADP de un PRP previamente incubado con
RAS expuestos durante 1 minuto a 0.1-10 nM E; o
E,. Se observa que, si bien la E; inhibe la agre-
gacion plaquetaria, su efecto es de menor magni-
tud que el de E,. En la Fig. 3 se muestra que el
estradiol exhibe una accién antiagregante de
mayor magnitud que la estrona (30 £ 4,5; 50 + 7,2
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Fig. 2. Efecto de la deplecion de Ca++ del medio extracelular sobre el estimulo en NO inducido por Estrona y Estradiol: Anillos de

aorta de ratas REN se premarcaron con 10 OM 3H-arginina (5 QCi) durante 10 minutos a 37°C y luego se expusieron durante 5 minutos a
estrona 0 178)-estradiol 0,1 nM en presencia o en ausencia de EGTA (0,5mM). Se midi6 la 3H-citrulina como se describe en métodos. Los
resultados son promedios = DE de 3 experimentos independientes efectuados por cuadruplicado.*** P< 0,01 .

BE1
HE2

% sobre conirol)

Inhibleldn de agragasidn plaguetaria

Fig. 3. Efecto de la estrona y estradiol sobre la inhibicién de la agregacion plaquetaria: Anillos de aorta se incubaron en 400 Ol de
PRP con Estrona o 174} -estradiol (0,1 - 10 nM) durante 1 min. Se midi6 la agregacion plaquetaria inducida por ADP 10-5 M como se describe
en métodos. Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicidn de la agregacion de las plaguetas con respecto al control (aorta tratada
con vehiculo). Los resultados representan las medias + DE de 4 experimentos independientes. *P<0.05, *** P<0.01.
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y45 £ 6,7 % vs 20 £ 2,1 ;25 +23y 20+ 21%
respectivamente).

Teniendo en cuenta que el proceso de activacion
y agregacion plaquetaria 2 es también modulado por

% de distribucion % Incremento
3H-6¢ceto-PGF respecto al
lalfa control
Control 3.05 (£ 0,62)
Estrona 1 nM 5.67 (+1,24) 86*
Estrona 10 nM 5.76 (+1.62) 89***
Estradiol 1 nM 4.05 (+0,79) 33*
Estradiol 10 nM 5.06 (x1.02) 60**

Tabla 1. Estimulacion de la produccion de PGl , inducida por
E, Yy E;: Anillos de aorta de rata se premarcaron con 3H- araquido-
nato (0.3 OCi) durante 90 minutos a 37°C. Luego se expusieron
a E, y E; a concentraciones indicadas durante 5 minutos. Se midio
la produccién de PGI, como se describe en métodos. Los resulta-
dos son promedio + DE en 4 experimentos efectuados por tripli-
cado. *P<0.05, **P<0.025, ***P<0.01.

los eicosanoides prostaglandinas y tromboxanos, se
estudio el efecto de estrona y estradiol (1-10 nM)
sobre la produccidon de prostaciclina (PGl,). Se
obtuvo evidencia que ambos estrdgenos incremen-
tan la sintesis de 3H-6ceto-PGF 195, siendo la accion
estimulatoria de la estrona mayor que la del 174}
estradiol, (tabla 1). Respecto a los niveles de trom-
boxanos liberados al medio de incubacién luego de
5 minutos de tratamiento con las hormonas, en la
Fig. 4 podemos observar que la estrona incrementa
significativamente la produccion de 3H-TxA, con
respecto al control (85 y 145 %). El efecto de la hor-
mona es dosis dependiente. Por el contrario, el
estradiol no modifico la produccion de tromboxano
por parte del tejido vascular.

Teniendo en cuenta la accion antiagregante pla-
guetaria del Tromboxano, y nuestras observaciones
gue mostraban que la estrona ejerce un débil efecto
antiagregante (Fig. 3), se midio6 el efecto de la estrona
sobre la agregacion plaquetaria en presencia o ausen-
cia de indometacina, inhibidor de la ciclooxigenasa.
Como se muestra en la Fig. 5 al suprimir la actividad
COX la estrona induce una inhibiciéon de la agre-
gacion plaquetaria equivalente al estradiol.

254

¥

=]
i

3H TxB2 % de distribusidn)
-
o tn
]

=
&n
i

Cantral E1D0,1nM

Fig. 4. Efecto de E ,y E4 sobre la sintesis de Tx:  Anillos de aorta de rata se premarcaron con 3H- araquidonato (0.3 OCi) durante 90 min-
utos a 37°C. Luego se expusieron durante 5 minutos a E, y E; a las concentraciones indicadas. Se midio la produccion de PGl, como se describe
en métodos. Los resultados son promedio + DE de 3 experimentos efectuados por cuadruplicado. * P<0.05, **P<0.025
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Fig 5. Efecto de Indometacina 10 uM sobre la inhibiciéon de la agregacion plaquetaria inducida por E

1: Anillos de aorta de rata, se

incubaron durante 1 minuto en 400 Ol de PRP con 1 nM E; 0 E,. Se midi6 la agregacion plaquetaria, como se describe en métodos. Los
resultados se expresan como % de inhibicion de la agregacion plaquetaria respecto al control (aorta tratada con vehiculo ) y representan las
mediciones ZDE de 3 experimentos independientes. *P< 0.05, ***P<0.01

Discusién

En este trabajo demostramos por primera vez
que la estrona actla en forma directa a nivel de la
pared arterial, regulando el metabolismo vascular al
igual que el estradiol, aunque por mecanismos
diferentes. Obtuvimos evidencia que la estrona
estimula la actividad NOS en forma no gendmica e
independiente del aporte de calcio del medio
extracelular, y que también modula la actividad
COX incrementando la produccion de Tx y PGl,.
En cambio, el estradiol regula la actividad NOS en
forma dependiente de calcio y actia sobre el
metabolismo eicosanoide produciendo s6lo aumen-
tos en la produccion de prostaciclina. Ambas hor-
monas difieren también en la modulacion de la
agregacion plaquetaria (AP). El 174} -estradiol ejerce
una potente accion antiagregante, efecto dependiente
de la produccion de NO . Por el contrario, la modu-
lacion de la AP por parte de la estrona depende del
balance entre la produccién de proagregantes (Tx)
y antiagregantes (NO y PGl,), siendo necesario
suprimir la via de los eicosanoides con indometaci-

na para lograr un efecto inhibitorio de la AP equiva-
lente al estradiol.

El NO a nivel vascular se comporta como un ver-
dadero segundo mensajero intracelular, exhibiendo
propiedades hemodindmicas y antiaterogénicas .
Se ha demostrado que este radical libre regula el
tono vascular induciendo vasodilatacién arterial %,
previene la adhesion de los monocitos a la superfi-
cie endotelial %, impide la agregacion y adhesion de
plaquetas *, e impide la formacién de neointima %.
Estd ampliamente demostrado que el 17-beta estra-
diol participa en la modulacion de todos estos even-
tos ya sea en forma directa o a través de la acti-
vacion de la NOS por mecanismos de accion
gendmicos y no gendémicos & Nuestros resultados
evidencian que el estradiol induce activacion de una
isoforma de NOS que es dependiente de calcio. En
cambio los incrementos en NO que hallamos para
estrona son independientes del influjo de calcio
extracelular. En futuros estudios evaluaremos si la
especie molecular de NOS activada por estrona es
regulada por el aporte de calcio proveniente de
depdsitos intracelulares y qué tipo de isoforma NOS
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es la que media la accién de esta hormona en nuestro
sistema experimental.

El mantenimiento del tono vasomotor es regula-
do por la PGl,. Este factor se produce en el endote-
lio y actlia sobre la CMLV a través de la inhibicion
de la sintesis de endotelina 1 *® y de la fosforilacion
e inactivacion de la proteina contractil miosina.
Hemos demostrado que ambos estrdgenos estimu-
lan significativamente la produccién de prostacicli-
na, a tiempos muy cortos de tratamiento (5 minu-
tos), siendo la estrona la que genera un estimulo de
mayor magnitud. Se ha reportado que en células
endoteliales en cultivo, la estrona produce un incre-
mento en la sintesis de PG, luego de 18 horas de
tratamiento a concentraciones suprafisioldgicas, lo
cual sugeriria la participacion de un mecanismo de
accion de tipo gendémico 7.

La COX es la enzima responsable de metabolizar
el acido araquidonico transformandolo en los
endoperéxidos PGG, y PGH,, los cuales en una
segunda etapa son catalizados por la prostaciclin
sintasa (PGlasa) y la tromboxano sintasa (Txasa)
para dar origen a la prostaciclina y tromboxano A,
respectivamente 8. Nuestros resultados demuestran
gue, solamente la estrona afecta la sintesis de Tx.
Esto podria ser explicado por un efecto diferencial
de ambos estrogenos sobre las enzimas PGlasa y
Txasa, lo cual es objeto de nuestras actuales inves-
tigaciones.

Finalmente, en relacion a la AP, es importante
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“La envidia es el gusano roedor del mérito y de la gloria”.
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