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RESUMEN

Introduccién: Los esteroides androgénicos anabdlicos (EAA) modifican el funcionamiento fisiolégico del
sistema cardiovascularytienen posibles efectos en el origen de trombosis cardiovascular. Ojetivos: Determinar
el efecto del metabolito de la testosterona en la cuantificacion de plaquetas en ratas ORX con o sin reemplazo
de DHT. Métodos: 24 ratas macho wistar de 45 dias de edad fueron sometidas a orquidectomia con una
incision simple escrotal. A los 2 meses y medio de edad, las 24 ratas fueron divididas en 4 grupos de estudio.
De las 12 ratas macho ORX, la mitad recibié reemplazo hormonal con propionato de dihidrotestosterona
(DHT) a dosis de 2 mg / kg a través de una inyeccién subcutdnea durante 7 dias y la otra mitad recibié solucion
fisiologica (0.9% NacCl). De la misma manera ocurrié en los 12 machos no ORX (SHAM). Después de 7 dias
de administracién, se extrajo sangre mediante puncién orbital y se realizd la cuantificacién de plaquetas.
Resultados: Se encontré una diferencia significativa (ANOVA, p < 0.005) entre los 4 grupos. Al realizar el
Método Dunn, se encontré una diferencia significativa (p < 0.05) en la administracion endégena de DHT entre
ratas Sham y ratas ORX + NaCl al 0.9% pero no con ORX + DHT. Conclusién: DHT induce un aumento en la
cuantificacién de plaquetas en ratas Sham y no en ratas ORX con DHT, lo que puede afectar el aumento en la
cuantificacién de plaquetas.
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ABSTRACT

Introduction: Anabolic androgenic steroids (AAS) modify the physiological functioning of the cardiovascular
system and have possible effects on the origin of cardiovascular thrombosis. Objectives: To determine the
effect of the testosterone metabolite on platelet quantification in ORX rats with or without DHT replacement.
Methods: 24 male 45-day-old wistar rats underwent orchidectomy with a simple scrotal incision. At 2.5
months of age, the 24 rats were divided into 4 study groups. Of the 12 male ORX rats, half received hormone
replacement with dihydrotestosterone propionate (DHT) at a dose of 2 mg / kg via subcutaneous injection for
7 days and the other half received physiological solution (0.9% NaCl). The same occurred in the 12 non-ORX
males (SHAM). After 7 days of administration, blood was drawn by orbital puncture and platelet quantification
was performed. Results: A significant difference (ANOVA, p < 0.005) was found between the 4 groups. When
performing the Dunn Method, a significant difference (p < 0.05) was found in the endogenous administration
of DHT between Sham rats and rats ORX + 0.9% NaCl but not with ORX + DHT. Conclusions: DHT induces an
increase in platelet quantification in Sham rats and not in ORX rats with DHT, which may affect the increase in
platelet quantification.
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INTRODUCCION

La testosterona es el andrégeno derivado del
colesterol con mayor presencia en los varones,
siendo del total de testosterona circulante, el 95% (6
a 7 mg / dia). Es producido por las células de Leydig
en los testiculos®?.

Los principales efectos de la testosterona son
dos: androgénicos y anabdlicos. Los efectos
androgénicos estan relacionados a las caracteristicas
sexuales masculinas, en cambio, los efectos
anabdlicos se encargan de la formacion de proteinas,
principalmente el aumento de la masa muscular®,

Un grupo de hormonas esteroideas, quimicamente
similares, son los esteroides androgénicos
anabolicos (EAA)™, los cuales fueron creados para
minimizar los efectos androgénicos y maximizar los
anabdlicos favoreciendo el crecimiento de musculos
esqueléticos®.

Entre los usos terapéuticos de los EAA tenemos la
restauracion de la masa muscular en el tratamiento
de la caquexia asociada con quemaduras graves,
insuficiencia renal y SIDA. Ademads se utilizan
como sustitutos hormonales en hombres con
hipogonadismo o niveles bajos de testosterona
circulante®®, Sin embargo, en deportistas masculinos
jovenes es frecuente la auto-administracién para
mejorar sus condiciones fisicas, asi como también en
fisicoculturistas que quieren mejorar su apariencia
fisica aumentando su masa muscular?,

Actualmente, los estudios muestran que el usode EEA
es frecuente, y cuatro de cada cinco personas no son
deportistas y los utilizan sélo con fines cosméticos®,
asi también existe evidencia que su uso para mejorar
el rendimiento y adquirir mas musculatura esta
incrementandose a nivel mundial. Solo en EEUU.
al menos dos millones de personas utilizan o han
utilizado EAA®, por otro lado la prevalencia en paises
como Noruega, Argentina y Polonia fueron 3,6%,
6,5% y 6,2% respectivamente®'?, es mayor.

Cuando los EAA son administrados bajo prescripcion
médica no presentan riesgos, pero en atletas que
abusan de andrégenos, desde 1988 se han reportado
estosefectossecundariosgraves'®.Entrelosde mayor
riesgo estd el infarto de miocardio, especialmente en
levantadores de pesas!™. También se encuentran el
accidente cerebrovascular, hipertrofia ventricular
izquierda y muerte cardiaca subita. A nivel hepatico
se ha reportado obstruccién del conducto biliary un
mayor riesgo de tumores®, Todos estos casos apoyan
la idea de que los andrégenos exdgenos pueden ser

trombogénicos.

Los estudios electrocardiograficos muestran que
dosis muy altas de EAA modifican el funcionamiento
fisiolégico del sistema cardiovascular por ello
que se requiere investigar la relacién que existe
entre la concentracién de testosterona enddgena
y sus posibles efectos en el origen de trombosis
cardiovascular™. La terapia con testosterona
también se ha asociado con un aumento de la
expresion del receptor de tromboxano A2 en las
plaquetas, ademas de un aumento de la agregacion
plaquetaria, lo que potencialmente crea un mayor
riesgo de formacion de trombos,

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
del metabolito de la testosterona en la cuantificacion
de plaquetas en ratas ORX con o sin reemplazo de
DHT.

METODOS
Animales

Este estudio se realizé en ratas Wistar macho de 200
a 300 gr obtenidas del Bioterio - Universidad Catdlica
de Santa Maria. Los procedimientos experimentales
y protocolos fueron aprobados por el Comité de
Etica de la Universidad Catélica de Santa Maria y
estan en concordancia con el manual de IASP para el
estudio de dolor en animales"”. Los animales fueron
alojados en el Bioterio, en jaulas metdlicas (cinco
ratas / jaula) en una habitaciéon con temperatura de
ambiente controlada (23 £ 1 ° C) en un ciclo de luz
claro-oscuro 12:12, con comida y agua disponibles
ad libitum.

Orquidectomia (ORX)

Ratas macho wistar de 45 dias de edad fueron
sometidas a orquidectomizacién con una incisién
simple escrotal. El procedimiento fue desarrollado
bajo anestesia inducida por una inyeccién
intramuscular de una mezcla de ketamina (55
mg / kg) y xilazina (5.5 mg / kg). Se usé una
inyeccion subcutdnea de ketoprofeno (5 mg /
kg) para la analgesia postoperatoria’®. Las ratas
con orquidectomia (ORX) fueron sometidas a
experimentacion luego de 4 semanas después de la
cirugia. Las ratas sham operadas se sometieron a un
procedimiento quirdrgico similar al de las ratas ORX,
excepto que las gdnadas no fueron removidas"*2,

Administracion hormonal

A los 2 meses y medio de edad, las 24 ratas fueron
divididas en 4 grupos de estudio (6 ratas en cada
grupo). El grupo con 12 ratas macho ORX, fue
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constituido por 6 animales que recibieron reemplazo
hormonal con propionato de dihidrotestosterona
(DHT) a dosis de 2 mg / kg a través de una inyeccion
subcutdnea durante 7 dias y, por 6 animales que
recibieron solucién fisiologica (0.9% NaCl)@". Otro
grupo paralelo con 12 machos no ORX, a los que se
les denomind ratas SHAM (simuladas), siendo que
6 recibieron administracién subcutanea diaria de
propionato de DHT en una dosis de 2 mg / kg y la
otra mitad suero fisioldgico (0.9% NaCl) durante 7

dias. La administracion sistémica de DHT, en ratas
ORX, se realiz6 como reemplazo para equiparar
niveles fisiolégicos compatibles con el observado
en las sham®’, Para determinar si la DHT induce
un aumento en la cuantificacién de plaquetas se
administré en ratas ORX o sham DHT (2mg/kg) y en
ratas ORX o sham NaCl (0.9%)

RESULTADOS

Figura 1. Efecto de la testosterona en la cuantificacion de plaquetas. La administracion de testosterona
en ratas sham indujo una cuantificacion de plaquetas significativamente mayor cuando se compara con el
grupo de ratas sham con NaCl. Simbolo * (P < 0.05, Student’s t-test). En esta figura, los datos se expresan
como media + SEM de cuantificacion de plaquetas, seis ratas por grupo.
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Figura 2. Efecto de la testosterona en la cuantificacion de plaquetas. La administracion de testosterona
en ratas orquidectomizadas indujo una cuantificacion de plaquetas significativamente mayor cuando se
compara con el grupo de ratas orquidectomizadas con NaCl. Simbolo * (P < 0.05, Student’s t-test). En esta
figura, los datos se expresan como media + SEM de cuantificacidon de plaquetas, seis ratas por grupo.

Figura 3. Efecto de la testosterona en la cuantificacion de plaquetas. Ratas orquidectomizadas con NaCl
presentan menor cuantificacion de plaquetas cuando son comparadas con el grupo sham con NaCl, y con
el grupo sham con testosterona. Simbolo * (P < 0.001, Kruskal-Wallis). En esta figura, los datos se expresan
como media + SEM de cuantificacion de plaquetas, seis ratas por grupo.
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Figura 4. Efecto de la testosterona en la cuantificacion de plaquetas. Ratas orquidectomizadas con
testosterona presentan menor cuantificacion de plaquetas cuando son comparadas con el grupo sham con
testosterona. Simbolo * (P < 0.001, Student’s t-test). En esta figura, los datos se expresan como media + SEM

de cuantificacion de plaquetas, seis ratas por grupo.

El andlisis unidireccional ANOVA se utiliz6 para
determinar si habia diferencias significativas entre
los grupos en la figura 1, el nivel de significancia
estadistica fue P < 0,005. La prueba post hoc del
Método Dunn se empled para determinar la base
de diferencias significativas. La prueba T o la Prueba
de suma de rango se usaron cuando fue apropiado,
el nivel de significancia estadistica fue P < 0.04. Los
datos se presentan en cifras como medias + SEM.
Se utiliz6 el programa Sigma Stat para el analisis
estadistico.

La administracion de DHT en ratas macho ORX
indujo una respuesta de cuantificacién similar a
la inducida por NaCl al 0.9% (solucién salina). Sin
embargo, la respuesta de cuantificacion inducida
por la administracion de DHT en machos simulados

fue significativamente mayor que la inducida por
0.9% de NaCl (Figura 1), ANOVA unidireccional, p <
0.005 y prueba para comparar dos grupos, (p < 0.04).
La respuesta de cuantificacion encontré resultados
similares de testosterona enddgena en los machos
ORX y en los machos sham con NaCl al 0.9% que
mostraron que la dosis de DHT fue concentracion
fisiolégica (prueba-T fallida, p < 0.05). La diferencia
estadistica entre la administracion endégena de DHT
entre ratas sham y ratas macho ORX (Método Dunn,
p < 0.05) sugiere que el impacto de la reduccién
prolongada en la concentracién fisiolégica de
testosterona, a través de la ORX, en la expresion
de plaquetas TXA2 afecta la regulacion positiva de
plaquetas, lo que sugiere la concentracion controlada
de testosterona enddgena.
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Figura 5. Orquidectomizacion de ratas macho. Se realiz6 una incision simple escrotal bajo anestesia, se
identifico el testiculo, se amarré el corddn espermatico y luego se procedio al corte para asi evitar sangrado.
Lo mismo se realizo6 en la otra gonada“?.

Figura 6. Testiculos extirpados. Se observan ambas génadas extirpadas, con restos de epididimo.
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DISCUSION

Este estudio muestra que hay una diferencia
significativa entre el grupo con reposicién de DHT
y los otros grupos de comparacion. Los niveles de
plaquetas en sangre disminuyen en situaciones
como la ORX inducida por la disminuciéon de la
testosterona enddgena, ademas del nivel plaquetas
en sangre disminuye en ratas ORX jovenes que
recibieron suero fisiolégico cuando se compara conel
grupo de ratas que recibié DHT exdgena. Un estudio
de doble ciego realizado por Ajayi, coincide con un
aumento significativo de la agregacién plaquetaria,
siendo que los esteroides anabdlico androgénicos
contribuyen a un estado trombotico®?.

Karolczack y colaboradores, evidencié que el
efecto de esteroides sexuales in vitro, en donde
la testosterona estimulada por coldgeno o
araquidonato, tiene un poder de inhibiciéon de la
agregacion plaquetaria en personas de grupo etareo
de 60-65 anos, incluyendo hombres y mujeres®?,
un estudio que evalla la modulacién del TXA2, a
través de la administracién de testosterona, mostré
que el nivel de proteina sintasa TXA2 incrementa
en vasos sanguineos cerebrales??, sin embargo, se
requieren mas estudios para descartar que haya
otro efecto indirecto que provoque esta accién. En
comparacion con el estudio de Campelo et al, se
obtuvo como resultado que la testosterona inhibe la
agregacion plaquetaria en donde indican que es un
efecto dependiente del 6xido nitrico endotelial®. En
resumen, este estudio sugiere que la administracién
de esteroide anabdlico androgénico no demostré
un efecto en la regulacion de las plaquetas debido
a que después de la castracion la concentracion
de testosterona circulante se asocia con una
disminucién significativa de la densidad de receptor
de las plaquetas TXA29,

En otro experimento se vio que la administracién
suprafisiolégica de testosterona inhibe actividad
fibrinolitica y el tiempo de sangrado es prolongado
de forma significativa, sin embargo la agregacién
plaquetaria inducida por ADP se mostré sin
cambios®?”). Actualmente, existen estudios en donde
se sugiere que el consumo de esteroides anabdlicos
androgénicos estd asociado a tromboembolismo y

aumenta su riesgo trombdtico puesto que inhiben
la produccion de un inhibidor de agregacién
plaquetaria prostaciclina, generandose estados de
hipercoagulabilidad®, presentandose también
cardiomiopatias, hipertrofia cardiaca entre otros®.

Algunos estudios concluyen que hay mayor
cantidad de eventos perjudiciales en los hombres
que tuvieron terapia de reemplazo de hormona o
consumo de esteroides anabdlicos androgénicot®°33
sin embargo, existen otros en donde encontraron
efectos neutrales e incluso beneficiosos®**,

Ante la diversidad de resultados, esto debido a
distintos factores como lo son el prototipo de
andrégeno utilizado, la cantidad de dosis, el tiempo
del tratamiento, la forma de administracion y
el tipo de exdmenes de laboratorio que existen
para su evaluacién, es que la FDA advierte de las
consecuencias de usar este tipo de sustancias sin
consulta o indicacién médica, aprobandose solo su
uso en casos tratamientos de reemplazo hormonal
(36). El uso indebido de esteroides anabdlicos
androgénicos puede ocasionar una dependencia en
un contexto fisico y psicolégico®”.

Diversos estudios que indican una mayor prevalencia
enelconsumodeesteroidesanabdlicosandrogénicos
en joévenes de 15 - 24 ailos en un 54%"", es necesario
que la poblacion que consume dichos andrégenos
no abuse con las concentraciones, en vista que a
largo plazo pueden presentarse efectos adversos.
Nuestra investigacion sugiere ampliar y continuar
con estudios para dilucidar la relacién empirica entre
el uso de estos esteroides anabdlicos androgénicos y
las consecuencias en el cuerpo del abuso de esto, ya
que sigue aumentando la cantidad de personas que
utilizan estas sustancias.

CONCLUSION

Este estudio muestra que en ratas wistar la DHT
induce un aumento en las plaquetas cuando
la testosterona es administrada en niveles
suprafisiolégicos, sugiriendo una probable via de
TXA2. Los estudios posteriores esperan dilucidar
este mecanismo probable, utilizando inhibidores
de TXA2, para poder aclarar mejor a través de la
regulacién positiva de plaquetas.
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