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CAPITULO I
1LIRODUCCION

1. Utero de rata

1.1 Aspectos anatémico-histolégicos

El dtero de los Euterios puede presentarse con una serie de
varizciones: simple, bicorne, bipartito o duplex. Ciertos. au-
tores ubican al dtero de la rats dentro de la dltima categoria

(209)(193). Otros, consideran que es del tipo bicorne (68)(91).

Ambos cuernos uterinos desembocan en el extremo superior de

la vagina y se relacionan con los ovarios mediante sendas trom-

pas de Fallopio u oviductos(68).

La pared del dtero esta integrada por 3 capas: 1la serosa o
cubierta peritoneal del 6rgano, una capa dc¢ misculo liso o mio-
metrio, que constituye la mayor parte del espesor del dtero y
por dltimo, el endometrio o membrana mucosa glandular que tapi-
za su luz (33).

Las fibras musculares lisas de la capa rscular estdn dis-
puestas en haces aplanados o cilindricos, separados por delga-
dos tabigues de tejido conjuntivo con células musculares aisla-
das. Segun la direccidn y disposicién de los haces se pueden
distinguir varias capzs en el miometrio (33).

Ilark (169) describid las distintas capas nusculares gue com-
ponen la parcd del dtero de rata. Observd, una capa ruscular

longitudinal externa constituida por h:ces de fibrac cilindricas



estrechamente unidas en figuras imbricadas y una capa muscu-
lar interna que consiste en una formacién continua de fibras

ordenadas laxamente.

El citoplasma de las fibras musculares lisas presenta mio-
fibrillas dispuestas longitudinalmente, cuyo deslizanmiento de
unas sobre otras provoca el acortamiento de las células al

igusl que en las fibras esqueléticas (234)

Existen dos estructuras que son caracteristicas de la mem-
brana de lss fibras musculares lisas: las lLandas densas, son
drcas de material denso ubicados en la membrana del lsdo cito-
plasmdtico que sirven de anclaje a los filamentos, y las cave-
olzs que son peqgueflas invaginaciones de la membrana asociadas

8 tdbulos y sacos del reticulo endoplasmitico (81)

El material intercelular es :bundante en elastina y coldge-
no, éste dltimo presente fundamentalmente en forma de fibrillas.
El contenido de coldgeno en las célulns nmusculsres lisas es

mucho moyor que en las esqueléticas (80).

El endometrio estd formado por un epitelio superficial ci-
lindrico simple que sufre invaginaciones, originzndo numerosas
gléndulas uterinas tubulares gue se prolongan hacia una ldmina

propia muy gruesa llamada estroma (33)

Dentro del miometrio corren circunferencialemtne hacia la
linea media, donde se ansstomosan, las arterias arciformes.
Ramas de estas arterias, alcanzan al endonctrio desjprendiendo

otras ramas llanadas arterias bacales. ILas dltimas se hacen



contorneadas al penetrar en la capa mus gruesa o ’uncional y se
ra~ifican para formar un rico lecho cagrilar en la superficie
del endometrio. Durante el ciclo sexual, las arterias contor-
neadas se contraen y dilztrn ritmicamente de modo gue la super-
ficie del endometrio enrojece y empalidece alternadamente (33).
Las ratas y ratones presentan un ciclo estral de 4 § 5 diss.
En su transcurso, el endometrio y la vagina sufren modificacio-
nes morfolégicas y funcionales. Long y Evans (164), idearon
un método para diagnosticar ridpidamente las fases del ciclo es-
tral sobre la base de los diferentes tipos celulares presentes

en los frotis vaginales de rata.

Durante el estro o periodo de celo, se produce la ovulacidn.
El dtero se alarga, haciéndose edematoso y las gléndulas uteri-
nas se activan en preparacién para la implantacién. ILs mucosa
vaginsl prolifera y las capas epiteliales superficisles se ha-
cen escamosas y cornificadas adecudndose a la copulacién., ILos
frotis vaginales realizados en esta etapa contienen células

escamosas caracteristicas cue diagnostican la fase estral del

ciclo.

Durante el metaestro el didmetro de los cuernos se reduce,
el epitelio toma aspecto pseudoestratificado, disminuye la vas-
cuiarizacién y la actividad de las cdndulas uterinas. Los exten—
didos vaginales presentan leucocitos junto con células escamosas,
indicando gran delgadez de la mucosa y la migracién de leucoci-

tos a través de ella.



En proestro, que es una etapa de preparacién para el préxi-
mo estro, el Utero comienza a llenzrse de fluido y entran en
actividad las ;ldndulas uterinas. En los frotis vaginazles se
observan células epiteliales nucleadas ( no cornificadas) que

pueden soltarse aisladamente 6 en bandas (119).

El dtero presenta inervacién colinérgica y adrenérgica (5).
Las fibras colinérgicas se originan en el ganglio paracervical
contribuyendo directaniente a la inervacién del dtero (139).

La inervacidn acdrenérgica se halla asociada a vasos sanguineos

y célulss musculares (195). Estd constituida por las tipicas
neuronas postganglionares largas, cuyos cuerpos celulares estdn
en los ganglios lumbar y mesentérico y por neuronas postganglio-
nares cortas que tienen su origen en los ganglios pélvicos loca-
lizados en 6 cerca del d8rgano efector (233) (117). IL=s neuronas
adrenérgicas cortas parecen ser ademds caracteristicas y abun-
dantes en otras zonas del tracto reproductivo de la musjyoria de
los mamiferos tales como las regiones istmicas y ampulares de
oviducto (172). Paton ha sugerido (205) que esa inervacién po-
dria estar implicada en lz regulacidén de la motilidad del ovi=-

ducto y el transporte del évulo.

Estas neuronas llamadss cortas, difieren de las tipicas neu-

ronas adrenérgicas largas tznto anatémica como funcionalmente (172)

Una de esas diferencias es cu capacidad p:ra reaccionar ante la
edministracién de estrégenos. Luego de un trata.dento con 17-

beta estradiol puede obierv-.r:c un incremento en la densidad y



contenido del neurotransmisor en los axones (117).

La estructura fina de las fibras adrenérgicas preterminales
uterinas se asemeja a la de axones adrenérgicos en otros teji-
dos, ya que presentan también varicosidades terminales y preter-
minales con grdnulos peguefios (30-60 nm) y grandes (70-120 nm).
La distancia entre los terminales nerviosoc y las células mus-
culzres uterinas varia con la especie animal, en conejo es de
200 nm, mientras que en rata y gato oscila n:lrededor de 20 nm.
La implicancia fisiolébgica de este arreslo anatdmicc sugiere un
control neurogénico del miometrio, mayor en el giuto y la rata

que en el conejo (232) (238).

1.2 Aspectos funcionales

1.2.1 Caracteristicas electrofisiolégicas

El miometrio pertenece & la categoria de ndsculos lisos
denominados " unitarios " por Bozler (38). Estos se carac-
terizan por poscer actividad espontdnea, la cual se inicia en
algunas dreas especializadas del tejido 6 " marcapaso ". Las
contracciones en este tipo de mdsculos no son necesariamente
iniciadas por el impulso nervioso, aungue pueden ser coordi-

nadas y reguladas por mediacidn nerviosa.

La actividad espontdnea del miometrio es precedida por la
zctividad eléctrica desarrollada en forma de descargas periddi-
cas de potenciales de accidn de tipo es.iga (55). Se puede ve-

rificar en ciertas células y a diferentes tiezpos una lenta




despolarizacién previa a la descarga de potenciales de accidn.

Este fendémeno serias el respons:ible de la actividad marcapaso (170).

El marcaepaso uterino no estd restringido a una zona especigli-
zada como sucede en misculo cardiaco, sino que en él todas sus
células musculares pueden presentar actividad marcapaso. El
miometrio actde como un sincisio eléctrico que propaga los
potenciales de sccién (55) (122). Experimentos realizados

con microelectrodos intrescelulares indican gue la estimulacidn
de una célula produce una despolsrizacién localizada en las
membranas de células adyacentes (190). Sin embargo, se ha ob-

servado poca sincronizacién de las espigas individuales (55).

La frecuencia, la amplitud y la duracién de las contraccio-
nes estan gobernadas por la frecuencia con que se descargan los
potenciales de accién, por la duracién de la serie de potencia-
les de accién originados en la célula musculsr y por el ndmero

total de células estimuladas y sincrénicamente activas (121).

1.2.2 Eventos moleculares de lz contraccidén muscular

Wilkie (267) en 1956, s partir de sus estudios sobre
las propiedsdes mecdnicas del musculo liso, sugiridé la exis-
tenciae -de una serie de componentes celulares eldsticos, a pe-
sar de gue su organizacién estructural y naturaleza quimica

no ere conocida.

Xete canppo ha sido objeto de intensos estudios y es cono-




cido actualmente (189) que los mdsculos lisos presentan mio-
sina dispuesta en forma de agregadoe constituyendo los fila-
mentos gruesos y mondéreros globulares de actina, que se aso-
cian entre si formando largas cadenas ernrollasdas helicoidal-
mente de apares, visuslizadas como filamentos finos. Estos
filamentos finos, ademds de actina, poseen tropomiosina, sun-
que la troponina presente en los filamentos finos del miscu-

lo estriado estd ausente (109).

El misculo liso se caracteriza por carecer de unidades
sarcoméricas del tipo encontrado en los musculos esqueléticos
(15). Los filamentos estdn adheridos a los llamados cuerpos

densos y a ciertas estructuras de la membrana o0 sarcolema.

Durante la =zctividad de los musculos estriados, los fila-
mentos de nctina se desplazan desde cada extremo del sarcdéme-
ro hacia el centro, entre los filamentos de miosina (189).

La repeticién de muchos de estos movimientos microscdpicos
conduce a una contraccién macroscépica de la fibra. ZEIstos

eventos moleculares son aplicables tembién al mdsculo liso

(234) ( Fig. 1)

El suplemento energético para el desplazamiento de los fi-
lamentos proviene de la hidrélisis del ATF por la actividad

ATPd4sica caracteristica de la miosina (225) (109).

En todas las células musculares la contraccién es iniciada
. . - . 2+ ..
por un incremento en la concentracién citosélica de Ca libre,

. . . 2+ .
pero el mecanismo de activacién por el Ca varia de acuerdo
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Fig. 1: Esqueme del desplazemiento de los filamentos acoplado

a la hidrélicis del ATP durante la contraccidn muscular




con el tipo muscular (4).

Se ha encontrado en los musculos no sarcoméricos (225) gue
una proteina quinasa especifica fosforila la cadena liviana
de la miosina. Esta proteina guinasa (miosina quinasa) es
activada por otra proteina llsmada calmodulina (homéloga a
la subunidad C de 1la troponina) unida al Ca2+ cuando los nive-
les en citosol son elevados (110) (90). Una vez fosforilada
la miosina, se incrementa la afinidad de ella por la de acti-

na y sobreviene la contraccién ( Fig. 2 )

La relajacién se produce cuando disminuye la concentracién
de Ca2+ libre y como consecuencia la calmodulina queda libre
de Ca2+ Yy se disocia del componente catalitico de la guinssa

descripta, lo gue ocaciona su desactivacidn.

Existen procesos capaces de modular este mecanismo de con-
. L 2+ . . .
traccién-relajacién, via Ca - calmodulina, que implican fos-
forilaciones proteicas reversibles mediadas por estimulaciodn

de beta adrcnorreceptores (228).

l1.2.3 Influencia hormonal

La mayoria de los misculos lisos tienen una funcién espe-
cifica que es llevada s cabo intermitente o continuamente a
través de la vida. La funcidn del dtero sin embargo, varia de
acuerdo con el estado reproductivo del ani:inl. Sufre cambios

ciclicos en preparacidén para una posible implantacidén del blas-
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tocisto y si esto ocurre, crece con el embrién en desarrollo
y durante el parto varia desde una relativa guiescencia a una

extrema actividad contrdctil (55).

El estado hormonsl ejerce una notable influencia sobre el
miometrio y parecen operar en él numerosas modificaciones: mor-
folégicas, eléctrices, contrdctiles, que se repetirdn ciclica-

mente a través de los ciclos sexuales (214).

Los esteroides sexuales que circulan en plasma,luego de se-
cretados por el ovario, varian marcadamente a lo largo del ci-

clo estral.

Las mediciones de los mismos fueron realizadas durante el
ciclo estral de la rata por Neill y Smith (194) ( Fig. 3 ).
Sus estudios muestran que los niveles plasmiticos de estradiol
comienzan a elevarse progresivamente a partir de las 17 hs del
diestro y llegan a un mdximo a lz msfiana del proestro, luego
del cual descienden para alcanzar los niveles basales en el

estro después de la ovulacién.

En cuanto a la progesterona se observa que sus niveles ¢ imen-
tan rdpidamente a partir de las 13 hs del proestro hasta alcan-
zar el mdximo a las 17 hs del mismo estadio, luego de lo cual
sus niveles plasmdticos descienden para retornar a basales en

la mafiana del estro.

Durante el metacstro, el cuerpo ldteo funcionante, aunque
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Fig. 3: Niveles plesmdticos de esiradiol y progesterona

a través del ciclo sexual de ls rata.




de vida fugaz en la rata, secreta progescterona, por lo tanto,

durante éste periodo los niveles plasmfticos de la hormona tam-

bién estdn algo elevados.

En las ratas inmaduras no se han desarrollado todos los
pasos de los mecanismos implicados en las acciones de las hor-
monas sexusles en general y en el miometrio en particular (249).
El estado adulto y la pubertad son el resultado de un proceso

de decarrollo gradual, arménico y sincronizado (201).

Se han propuesto para la rata las siguientes fases de desa-

rrollo hasta alcanzar la madurez sexual (201)

- periodo neonatal (dfas 1 a 7 después del nacimiento)
- periodo infantil (dfas 7 a 21)
- periodo juvenil o prepuberal (dias 21 a 32)

Aproximadamente en el dfs 32 aparece por primera vez el fluido

uterino, precediendo a la primera ovulacién.

Durante estas fases se registraron vsriaciones en los ni-

veles plasméticos de hormonas sexuasles (201)(175)(174)(63).

Los niveles estrogénicos se hallan elevados durante el pe-
riodo infantil, y los mismos parecen provenir en su majyoria
de las gldndulas adrenales, més que de los ovarios (187). Lue-
go de ls fase infantil los niveles en plasma de estas hormonas

decrecen clarsmente y permanecen bajos durante todo el periodo

prepuberal.

13
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El ovario de la rata infantil también produce progesterona,
aunque la mayor parte del esteroide circulante proviene de las
gldndulas adrenales (187). A partir de la fase prepuberal 1la

progesterona sérica comienza a elevarse gradualmente.

Muchas de las acciones de las hormonas esteroideas parecen
ser dependientes de la unidén de las mismas a un receptor pro-
teico. Hay evidencias de que diversas respuestas estdn media-
das por un sistema de receptores citosélico-nucleares (11)(134)

(88).

El dtero de rapa neonatal presenta receptores para estrége-
nos citoplasmdticos que se incrementan en nimero hasta un mdxi-
mo en el dia 10 de vida, para luego declinar y alcanzar un ni-
vel estsble a partir del dia 30 (51) (158). Sin embargo, el
estucdio de los receptores nucleares, reveld que se hallan en
menor proporcién a los 7 dias de vida que a los 20 (166).
Tchernitchin (249) apunta gue en las ratas inmzduras la trans-
ferencia del receptor citosélico al nidcleo estd disminuida y
considera que la maduracién insuficiente de este necanismo es
la causs de la disociacién temporal entre las resjpuestas gend-
nicas de los estrégenos ( sintesis de RNA y proteinas que apa-
recen a los 10 dias de vida) y slgunos otros pardmetros de la
estimulacién estrogénica como la eosinofilia y edema uterino,

que se desencadenan luego del dia 15.

En ratas inmadaras Hsue encontrd gue la progesterona es

capaz de disminuir los receptores para estrégenos (124).
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Los estrégenos promueven respuestas uterotréficas denomina-
das tempranas y tardias (140). Son reconocidas como reSpués—
tas tempranas: la induccidn de una proteina denominada inducto-
ra (140), el aumento de oxidacidn de glucosa (263), el incre-
nerto de la actividad de la RNA polimerasa II (107), 1a sinte-
sis de RNA y proteinas y el aumento del contenido de agua
uterino. Estas respuestas se detectan luego de 6 hs de una

inyeccién de estradiol a ratas adultas (140).

Aproximadamente 20 hs después de un tratamiento estrogénico
se manifiestan las respuestas llamadas tardias: sintesis de

DNA e incremento del peso uterino (152).

La administracidn simultdnea de progesterona y estrézenos
puede provocar un crecimiento uterino menor gue el desarrollado
con estradiol solamente; probablemente el conocido efecto del
progestdgeno de disminuir los receptores estrogénicos, condu-

ciria & uns repoblacidén menor de receptores para estré enos

citoplasmdticos (125)(31).

Las respuestas morfolégicas a la »rogesterona son disimiles
en diferentes tejidos, aungue en todos ellos es capaz de dis-
minuir los recepto}es estrogénicos (40). En gatos y monos la
progesterona hipertrofis y aumenta la secrecidén del endometrio,
atrofia el oviducto y produce pérdida de cilias y desdiferencia-
cién (140). Willams y Rogers (270), hallaron un incremento en
la longitud de las células epiteliales uterinas de ratas, 2 hs
desjués de la dministracién de progesteronu; cosa que estuvo

precedida por un aumento : i, rificativo del tamafio nuclear y del
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volumen de la fraccidén citoplasmitica de ribosomas libres y de
reticulo endoplasmdtico rugoso. A diferencia de los mecanis-
L.os gque operan las respuestas al estradiol, no parece implicar

una sintesis de RNA dirigida por DNA (270).

Los estrégenos ademds de promover los bien conocidos efectos
del crecimiento uterino, ¢ue parecen estar mediados por recep-
tores estrogénicos intracelulares, ejercen una profunda influ-

encia soltre la motilidad uterina (56).

La influencia de los estrdgenos sobre el mdsculo liso uteri-
no, particularmente las vinculadas con la actividad contrdctil
espontdnea, son probablemente independientes de aguellas media-
das por un receptor estrogénico cldsico y purecen ser el resul-
tado de la influencia de los esteroides sobre la permeabilidad

de la membrana a iones tales como el 032+ (18).

Reynolds habia observado que el dtero de varias esecies

carecia de actividad es,ontdnes luego de laz casiracién (215).

Harper (108), indicé gue el dtero de rata ovariectomizada
Se caracterizaba por poseer contracciones irregulares y de baja
amplitud, y los estrégenos fueron considerados como activado-
res de la motilidad uterina (207)(214). Sin embargo trabajos
posteriores han documentado que el miometrio aislado de rata
ovariectomizada exhibe una definida actividad espontdnea y con-
tracciones mds regulares que las preparaciones de animales en
estro. En este sentido, Bydgeman (46) demostré gue el 17-beta
estradiol era inhibitorio de 1a: contracciones espontdneas del

misculo uterino. liossmon y Conrad (188), h:in comunicado gue



esa horrona era capjaz de inhibir también las contracciones de

preparaciones uterinas humunas durante la gestacidn.

Gimeno y col. (85), observaron que el Ytero aislado de ratas
multiparas castradas presentaba una clara actividad contrdctil
espontdnea. La estabilidad en el tiempo de la tensiédn contric-
til y la frecuencia de las contracciones era mayor en dichas
preparaciones gue en las obtenidas de ratas en estro natural
(estadio caracterizado hormonalmente por presentar una gran in-
fluencia estrogénica). Al analizar el efecto de los estrége-
nos sobre la actividad espontdneca del dtero aislado de rata o-
variectomizadas (163), se halld que el tratamiento con 17-beta

estradiol inhibia dicha actividad.

2. Unién neuroefectora adrenérgica

2.1 Generalidades

Las uniones neuromusculares autondmicas difieren en muchos
aspectos de las uniones neuromusculares esqgueldéticas, ya gue el
efector es una agrupaci‘n de células musculares y no una célu-
la individual. Existe un acoplamiento electroténico entre las
células, representado morfolégicamente por dreas de estrecha
aposicién entre las membranas de células adyacentes (95). Dii-
crografiss de alta resolucién muestran gue en esos sitios las

membranas poseen uniones en hendiduras (79).

17
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En la vecindad del tejido efector, los axones de las fibras
simpaticas postsindpticas se vuelven varicosos y ranificados.
El grado de ramificacidn, el drea de tejido efector afectado por
neuronas adrenérgicas individuales y el ancho del espacio neuro-
muscular, varian con cada tipo de tejido. ILa densidad de la
inervacién adrenérgica, en términos del nimero de perfiles axé-
nicos por cada cien células musculares en sgccién transversal,
también difiere considerablemente en diferentes 6rganos. Es
muy alta en conducto deferente, iris y membrana nictitante y

menor en el dtero y el uréter (44).

La norepinefrina 6 noradrenalina es el neurotransmisor de la
mayoria de las fibras simpsticas postsindpticas y de ciertos

tractos del sistema nervioso central.

Su via biosintética estd representada en la figura 4. Ila
sintesio de las enzimas que sintetizan nore;inefrina ocurre en
los cuerpos neuronales de las neuronas adrenérgicas y migran
posteriormente por transporte axoplasmitico hacia los termina-

les necurales (143).

La tirosina es el primer sustrato implicado en la biosintesis.
Las transformaciones g partir de éste aminodcido que conducen
a la formacidn de dopamina estdn mediedas por enzimas presentes
extraegranularmente en el citoplasma (44).. lLa:dopamina sinte-
tizada se convierte a su vez en norepinefrina dentro de las .ve-
sfculas de los terminales noradrenérgicos por la accién cata-

litica de la dopamina beta hidroxilasa azociada a dichos (rénu-
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los (244). A1 mismo tiempo, los grdnulos son capaces de con-
centrar nore inefrina proveniente del citoplasma por medio de
un sistema de transporte que requiere ATP y iones mg2+ (49).

En el grdnulo, la norepinefrina libre estd en equilibrio con

el complejo catecolamina-ATP-proteins (cromograninas).

Por microscopis electrdénice Bengtsson demostré que existi-
rian 2 tipos de vesiculas capaces de almacenar y acumular no-
repinefrina, las que Se corresponden probablemente con las

vesiculas de cuerpo denso grandes y pequeilas.

La llezada de un impulso nervioso provoca la liberacién de
norepinefrina de las fibras adrenérgicas. Los iones Ca ¥ pa-
reccn desempeflar un papel fundamental en el acople del impul-
so nervioso y la liberacién de norepinefrina de los terminales

adrenérgicos por el proceso de exocitosis (64)(275). Este fe-

rndmeno se denomina liberacidn por estimulo nervioso, pero exis-—

te ademds liberacidén sin despolarizacidén, lo cual se conoce
como liberacién espontdnea (45).

La liberacidn espontdneas proporciona una reducida cantidad
de neurotransmisor que a diferencia de la liberacién por esti-
rulo nervioso, es insuficiente para desencadenar respuestas
del efector. En la placa mioneural, la liberacidn espontdnea
queda demostrada por el registro de los potenciales en minia-
tura, pero en los efectores autonémicos este tipo de registro
se ve dificultado porcue una célula efectora puede presentar

varias uniones neuroefectoras.

20



El metabolis..o de la norepinefrina ( Fig. 5 ) es llevado a
cabo principalmente por dos enziias: :onoanino oxidasa (MAO)
(227) y catecol-o-metiltransferasa (CONT) (274), gue estdn pre-
sentes en la unidén neuroclectora adrenérgica, en los ganglios
simpdaticos y en varias dreas del sistems nervioso central.

La MAO se ubica tmznto en los terminales nerviosos adrenér-
gicos, como asf también extraneuronalmente (236)(70).

La actividad enzimdtica de COMT parece hallarse fundamen-

talmente en el tejido extraneuronal (17).

La Fig. 6 esquematiza los diversos caninos a seguir por 1la
norepinefrina, una vez que esta hasido liberada por l=s vari-

cosidades axonales adrenérgicas.

1- Interaccidn con sus receptores especificos postcindpticos

Ahlquist (8) propuso los términos de alfa 6 beta receptor
para designar los sitios en el érgano blinco donde las cateco-

laminss producian respucstas excitatorias o inhibitorias res-

pectivamente.

La clesificacién de los receptores alfa en alfa 1 6 2 es
meramente operacional; estd basada en lu afinidad relativa
para los agonistas y =ntagonistas y es independiente de la
localizacién pre o postsingptica (30) (19).

Por otro lado, Lands y col (153) postulsron la existencia de

dos tipos de adrenorrece.tores beta, fundamentando tal divi-

sién en la observacibn de ailerenciss de potencia de una se-

21
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rie de catecolaminas pars .roducir distintas respuestas tigpo
beta. Is asi que clasificaron a los receptores en beta 1 y
beta 2. La estimulacién de los bets 1 brovocaba increnmnento
de cuatro propiedades cardfacas (cronotropismo, inotropismo
dromotropismo, batmotropismo), lip6lisis e inuibicién de

la motilidad intestinal. For su parte la estimulacidén de
los beta 2 provoceba vesodilatacién, broncodilatacién, inhi-

bicidén de la motilidad uterina y glucogenélisis muscular,

Adevds de estos procedimientos farmacoldésicos para la
clesificacién y caracterizacién de adrenorreceptores, basa-
dos en la potencia de los agonistas para evocar respuestas
fisioldzicas & bien en la potencia de los antagonistas para
bloquear esas respuestas, se han desarrollado cnsayos bio-

cuimicos directos (178)

La tecnica bdsica qgue implica la unidn recversible y con-
petitiva de un radioligcndo, gener:lmente un ant-gonista, a
molécules adr:norreceptoras, pernite obtener los pardmetros
que cer=scterizan un receptor: afinidad y capacidad o nudmero

de sitios receptores (120)

24



25

Recientemente se hen aislado entidades concretss de 21ta

afinidad pzra agonistas de adrenorreceptores.

Shorr y col. aisclaron y purificaron el adrenorreceptor beta

de eritrocitos de rana con un elevado grado de homogeneidad.

Se determind que su constitucidn quimica es glicoproteica y
consiste de subunidades de 58.000 daltons (231). La proteina
purificada de membrana de eritrocito de rana contendria al
sitio adrenorreceptor beta ya que une con alto grado de especi-

ficidad s radioligzandos beta (231).

Guellasen y col. (94) han solubilizado el adrenorreceptor

alfa 1 y deterninaron para el mismo un PM de 96.000 dealtons.

Wood y col. (273) demostraron gue en el pasaje de extractos
solubles sobre columnas de agarosa-alprenolol se adsorbian los
adrenorreceptores beta, pero no los alfa, indicando gue ambos

sitios aceptores no residirian en la misma moldécula.

Los adrenorrece.tores adrenérgicos reccnocen y se unen re-
verciblemente a los agonistas adrenér icis. Como resultado
de la interaccién, se desencadenen cambios celulares que difie-
ren segun el subtipo de rcceptor implicado y que sirven de
seflal intracelular entre la unién del neurotransrisor al re-

ceptor y la respuesta celular ( Fig. 7 )

En la ectimulacidén de :drenorrecptores alfa 1, la seiial
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princinal es un incremento de la concentracién de Ca2+ en el
citosol como resultado de la movili. #cidn del mismo desde si-
tios intracelulares o extracelulares (29).

Michell (176) propuso que la degradacién o ruptura del fos-
fatidil inositol (fosfolipido aidico de la membrana celular)
inducida por estimulacién de adrenorreceptores alfa 1 seria un
mecanismo primario responsable de la movilizacién del Ca?+. Se
han hallado evidencias en cotra de esta propuesta ya gue la
ruptura del fosfatidil inositol parece ser en algunos casos pa-
ralela a la movilizacidén tisular de Ca2+ y mds adn, en algu-

nos tejidos es dependiente de ese idén (133) (52).

Las sefiales intracelulsres generadas en la activacién de
los adrenorreceptores alfa 2 postsindpticos son menos conoci-

das y €6lo ha sido detectado una inhibicién de la enzima adeni-

leto ciclaesa (132) (131).

La mayorias de las acciones de lac catecolzninas mediadas por
activacién de adrenorreceptores beta parecen requerir la parti-
cipacidén de la adenilato ciclasa con el consecuente increnento
de las concentraciones intracelul::res ae AMP ciclico (248).

La formscidn de AMP ciclico estd precedida por una secuencia de

etapas (160) ( rig. 8 )

1- El1 agonista se une al adrenorreceptor beta y forma un com-
plejo binirio hormons receptor
2- Un czmbio conformacional dcl rcceptor inducido por el a;onis-

ta lleva a una interaccidén del com:lejo con la proteina resu-



ladora, la que a su vez estd formando complejo con GDP

3- Este complejo ternario pierde GDP y adquiere GTP

4—~ La proteina regulatoria adherida al GTP se scepara del com-
plejo hormona-receptor y se combina con la subunidad cata-

litica de la enzima para convertir el ATP en AMP ciclico.

Muchas evidencias indican que las acciones mediadas por a-
drenorreceptores beta implican fosforilaciones proteicas cata-
lizadas por proteinas cuinasas. Estas fosforilaciones son con-
secuencia del incremento de AIP ciclico inducido por estimula-
cidn de adrenorreceptores beta de 1.: adenilato ciclasa. Este
nucledtido ciclico activa proteinas guinasas dependientes de
AMP ciclico, las cuales fosforilzndo proteinas especificas al-
teran funciones celulares tales como: glicogendlisis, lipéli-

sis transporte idénico etc. (161) (339).

II- Interaccidn con sus receptores especificos presindpticos

Ademdgs de los cldsicos adrenorreceptores yostsindpticos que
median las respuectas del 6rgano cfeclor, existen también re-
ceptores localizados en los terminales nerviosos norcdrenérgi-
cos. Estos receptores presinfpticos cstdn implicados en la
modulacién de 1la liberacién de norepinefrina inducida por po-
tenciales de accién evocados tanto en sistema nervioso central

como en el periférico (156).

Se ha determinado gue los adrenoceptores clfa presindpticos

que modulan la liberacién de noreninefrina tanto en esiructu-
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ras periféricas como centrales, son del tipo alfa 2 (245). Sien-
do innibitorioc de la liberacién de norepinefrina a través de
un mecanismo de retroalinentacidn ne _ativa mediadsz por el pro-

510 neurotransmicor (58).

El fendmeno opuecto, 6 sea una facilitacién de la liberacidn
de neurotransmisor, se desencadena con la participacidén de a-

drenorreceptores beta presindpticos (6) (59).

III- Recaptacidn neuronal

Con técnicas histoqufmicas de fluorescencia fue posible de-
..ostrar (105) en el iris de rats previawente deplecionado de
norepinefrina por reserpinizacién, que luego de una inyeccidn
de norepinefrina, la misma se acu..ul:ba en fibras zurenérgicas,
incluyendo tanto a los cucrpos celulares como a los terizinales
axbnicos. Observaciones similnrec fueron hechas por Gillesiie
y col. (84) combinando lac técnicas de fluorescencia con radio-

aulografia.

Whitby y col. (266) observaron (ue lu norcpinefrins radioac-
tiva circulante era retenida principali~nte en tejidos con rica
inervacién sinpdtica. Los autores mostraron idemds que la ha-
bilidad para acumular catecolaminz exégena ers reducida luego
de la dencrvacién simpdtica (266)

Ia rccaptacidn neuronsl pzrece cer cl rcsultado de la acti-
vidzd de un sistema trunsportador de membrana dependiente de

energia metabdlica (262) ya que co Obscrvé una facilitacidn de
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la recaptacidén neuronal por ATP y un~: dependencia funcional con

la cadena respirstoria y la fosforilaciébén oxidativa.

El proceso de recaptscidn es saturable, dependiente de la tempe-
ratura y posee una alta afinidad pare la norepinefrina, cuys
constante de transporte o Km aparente es de 0.2-1 uM en la

mayoris de los tejidos de rata estudiasdos (129).

Este transferencia de la catecolamina desde su sitio extrace-
lular hacia el terminsl nervioso es responsable de la termina-

cién de las acciones de la catecolamina liberada (129).

Drogas tales como la cocaina y la desipramina (conocidas
como inhibidores de la recaptacidn neuronal) potencian y prolon-
gan les repuestass de los 6rganos inervedos por el simpdtico an-

te una estimulacidn nerviosa (fendémeno denominado supersensibi-

lidad) (155)(127).

IV- Recaptacién extraneuronal

La primera descripcidn de la recaptacién extraneuronal fue
hecha por Iversen (128), quien observé que diferia de la re-
captacidén neuronal por carecer de estereoselectividad, no ser
inhibible por cocaina y de utilizar como sustratos todas las

catecolaminas incluyendo al isoproterenol.

La recaptacién estd asociada a células del misculo vascular
(115) (204) (114), células cardfacas (130) (71) (35), célules
glandulares (106) (10), etc.
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La catecolamina que ha sido recaptada se metabolizaris por
via de la catecol-o-metiltransferasa y/é la monoasminaoxidasa.
En aorta de conejo se observé (67) que smbas enzimss implicas-
des en la formacién extraneuronsl de metabolitos operan en se-
rie. En el tejido extraneuronal del corazén de gato, la norepi-
nefrina es exclusivamente o-metilada por la catecol-o-metiltrans-
ferass mientras que la o-metilacién y le desminacién tienen

iguel importancia en otros tejidos (71) (116) (204).

La normetanefrina, metanefrina y corticosterona, son poten-

tes inhibidores de la recaptacién extraneuronal (129).

V- Pasaje a circulacién

En el caso de los terminales periféricos o en zonas fuera de

la barrers hemstoencefdlica, la norepinefrina puede pasar a 1ls

circulacién.

2.2 Participacién de las prostaglendinas en la neurotransmisidén

adrenérgica

Ls neurotransmisidén adrenérgica es un fendémeno complcjo que
implics numerosas interacciones biofisicas y bioquimicas en la
cual existen miltiples factores reguladores. Westfall (265)
postula varios mecsmismos de regulscidén local de ls liberacidn

de norepinefrina por los terminsles sdrenérgicos (Fig. 9 ) :
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1- Interaccién del neurotrenemisor sobre sus correspondientes
edrenorreceptores slfa o beta presindpticos, con lo cual se
inhibe o fecilita respectivamente la liberacidén de ls cate-

colamina por impulso nervioso.

2- Modulacién por sustancias tales como acetilcolina, liberadas
a partir de neuronas que terminan préximes s les varicocida-

‘des sdrenérgicas.

3- Acciébn de mediadores formasdos locslmente o provenientes de

la circulacién.

4- Participacién de sustancias originadas localmente como por
ejemplo, las prostaglandinas, luego de la activacién de los
receptores postsindpticos en la célula efectora. Este dlti-
mo mecanismo seria una regulacién de tipo transindptices por

retroalimentacién negativa.

Muches observaciones sugieren que las prosteglandinas (PGs)
son importantes moduladores transindpticos de la neurotransmi-
sisién autondémica adrenérgica. En los primeros estudios al res-
pecto (111) (113) (181), se observd que ls PGE reducfs el eflu-
jo de norepinefrina de tejidos estimulados eléctricamente. Es-
to se interpre%é en_uns primere instancia, como un efecto esti-
mulatorio de la PGE sobre la degradacidén metabdélica del neuro-
transmisor. Sin embargo, estudios posteriores reelizados en

corazén de cobsyo, no de:ostraron alteracién en las actividades
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metabdlicas de la MAO ni de la COMT por tratariento con PGE (264)
Ademds, la PGE no ejerce interferencias sobre la propagacidén

del impulso nervioso (112) (242).

Se han investigado, sin resultados positivos, otros mecanis-
mos de accién probables para explicar la influencia inhibitoria
de las PGs en la liberacién del neurotransmisor inducida por
estimulo eléctrico. Sin embargo, se ha hallado una estrecha
vinculacidén con la disponibilidad de Caz+ y necesario para la
liberacién del neurotransmisor por impulso nervioso (112),

2
< . 2+
sunque se desconoce de gué manera la PG influye sobre el Ca

embiental.

El sitio de sintesis de las PGs enddégenas que participarian
en esta regulacion local no estd bien establecido. Podrian
ser liberadas por los ter::insles adrendrgicos como resultado de
la liberacién del neurotransmisor. En este caso, la norepine-
frina actuaria sobre la presinapsis liberando a las PGs o bien
la liberacidn seria simultdnea con la de la arina. Existen
evidencias que avalan esta hipbétesis; por ejemplo en el cora-
zén de conejo (136) la liberacidén de PGs inducida por norepine-
frina no es inhibida por blogueantes de adrenorreceptores alfa
0 beta. Los inhibidores de la sintesis de PGs incrementan la
liberacién de norepinefrina inducida por estimulacién nerviosa

sin cambio visible de la respuesta contrdctil en conducto de-
ferente (241).

Otra alternativa es que la norepinefrina actde sobre la cé-

lulas efectora induciendo la produccién de PGs como consecuen-—




cie de la interaccién del neurotransmisor comsu receptor. For-
taleciendo este concepto se ha observado que el increcento de
PGs por catecolaminas no es modificado por denervacién quimica

o quirdrgica (83). Los datos experimentales obtenidos hasta

‘el presente svalean este Wltimo mecanismo.

La PGF, que también se libera a partir de tejidos con iner-
vacidn adrenérgica, no psrece ejercer retroalimentacién nega-
tiva sobre la selida del neurotransmisor. Por el contrario se
ha descripto un efecto facilitador de lae liberacién de norepi-
nefrina. Asi en el bazo del perro y en su arteria tibial, la
PGF incrementa ls respuesta a estimulacién nerviosa sin afectar

la respuesta a norepinefrins exdégena (41).

2.3 Papel de las catecolaminas _en ls contraccién y relajacién

del mdsculo liso

Los misculos lisos estdn usualmente inervedos por esmbas di-
visiones del sistems nervioso auténomo y la activided nerviosa
puede inicier o modificer la contraccidp muscular a partir de
la liberacién de neurotransmisor de los terminsles neurales.

Las acciones de las catecolaminas han sido descriptas tam-
bién por el anélisis de le respuesta mecénica que inducen en
diferentes misculos lisos (contraccién o relajacién) (42). Se

ha progresado recientemente en el conocimiento de los proce-
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sos celulares que controlen el comportsmiento contréctil del
misculo liso y le influencia de las catecolaminas sobre los

mismos (Fig. 10 )

El Ca2+ desempefia un papel central en la regulacidon de la ac-
tividad muscular. Se reconoce al Ca2+libre citosélico como
mense jero responsable de la contraccidn muscular (226).

Los adrenorreceptores alfa 1 estdn directamente acoplados
a los flujos de Ca2+ y su estimulacidén por agonistas catecola-
minérgicos conduce a un increcento de la concentracidn de Ca2+
citosblico (226).

En mdisculo liso, el Caz+

calmodulina y el complejo Ca-—calmodulina activaria a una pro-~

se uniria a una proteina llamads

teina quinesa (miosina-quinasa) encargada de fosforilar s 1la
cadena liviana de la miosina, desencadenando la contraccién (225).
Ademds, le miosina-quinasa es capsz de sufrir una fosforilacién
reversible con 1o cual deja de ser activada por el complejo
Ca-celmoduling y sobreviene la relajacién., Este proceso comien-
za por uns estimulacién de los adrenorrecep:iores beta gue in-
crementa 1os niveles de AMP ciclico intracelular (228). El
nucleétido activaries una proteina-quinasa dependiente de AMP
ciclico, la cual fosforilarias a la miosina-quinasa. Asi fos-
forilada, ésta es incapaz de ser activeda por el complejo
Ca-calmodulina. Tel secuencia de procesos celulares lleva a

las relajacién del mdsculo. Ls estimulacibén de adrenorrecepto-
res bete promueve simulténeamente la relajacién por otras fos-

forilasciones dependientes de AMP ciclico que aumentan el trans-
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porte Na+/K+ acoplado al intercambio Na®/Ca** que conduce a

una reduccién del Ca2+ citosdbdlico libre (226).

Estas dltimas secuencias descriptas se hallan bajo control
de une activacién de adrenorreceptores beta y son los mecanis-

mos que conducen a la relajacién musculer,

En el dtero, las anines adrenérgicas son excitatorias o inhi-
bitoriss de la motilidad, dependiendo de la especie (177).

Marshall (151) observé que la inhibicién por agonistas de
adrenorreceptores bete de la motilided del dtero de rata, estd
caracterizada por un bloquce de la descarga de potenciales de
sccibén y de las contracciones musculares, seguido de hiperpo-
larizacién de la membrans celulsr miometral y por una reduccién
de la tensién de reposo. Como estas scciones no se vieron a-
fectadas por tetrodotoxina, atropina o blogueantes de adrenorre-
ceptores alfa, pero fueron abolidas por blogueantes beta, se
concluyé que las mismas eren el resultedo de una accién directa

de la emina sobre los adrenorreceptores beta de las células

del miometrio.
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3. Prostaglandinas

3.1 Generslidsasdes

Kurzok y Lieb (151) en 1930 obsevaron gue el miometrio su-—
fria contracciones cuando se le aplicabs plasma seminal humeno.
Este efecto fue observado posteriormente por Von Euler (260)(261),
guien creyendo que provenia de préststa le did el nomﬁre de
prostaglendinas (PGs) al factor farmacolégicemente activo que
se hallabs en el esperma humano. Ese nombre fue conservado a
pesar de descubrirse algo mss tarde que las vesiculas seminales

eran una fuente importante de ellss.

Bergtrtm (20), continuando con los trabajos de Von Euler
demostré que la actividad biolégica citada se debia s un nuevo

tipo de sustancias: hidroxidcidos inseturados liposolubles.

Bergstrbm y Sjbvall (23)(25)(26)(27) aislaron en forma pu-
re cristalina las primeras dos prostaglsndinas, PGEl y PGFZ.
Por ultramicroandlisis y espectrometria de masa demostraron (28)
que sus férmulas empiricas eran (C20 H34 05) y (C20 H36 05),
respectivamente. Posteriormente se aislaron y determinaron

les estructuras de diversas PGs (24)(220).

La distribucién de las PGs en el reino animsl es smplia Yy
pueden haelldrselss en casi todos los tejidos de mam{feros, en

vertebrados inferiores y sdn en invertebrados. También se ha-
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llan en el reino vegetal, inclusive en corales y algas szules

(223) (16).

La opinién corriente es que estas sustencias son sintetiza-
das y liberades de los tejidos, sin slmacenamiento apreciable

en los mismos (208)(32).

Poseen gran versatilidad de accién y amplio rango de efec-
tos: sumentsn o disminuyen la presién arterial, contraen o re-
ls jan mumerosos mdsculos lisos, perticipan en mecanismos de se-
cresién, afectsn el metabolismo lipidico y de hidratos de carbo-
no, intervienen en el trabajo de parto, la ovulacidén, ls luteé-
lisis y le implantacidén del évulo fertilizado, controlan le
transmisidén nearal en el sisteme nervioso simpdtico y se han

descripto muchas funciones en el sistems nervioso central.

Ademds de su reconocido papel fisiolégico, su exceso o de-
fecto se considera como factor etiolégico de muchos desérdenes
funcionales: JProcesos inflsmetorios, alérgicos, dismenorrea,
disbetes, sindrome de Bartter, amenaza de aborto, todos ellos
por caeusa de uns sintesis aumentade de dichos sutacoides.

Une sintesis disminuida puede conducir a dlcera péptica, infer-

tilidad mesculina e hipertensién srterial,

3.2 Estructurs gquimica

Son dcidos grasos ciclicos, oxigenados de 20 C, con estruc-
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A. PROSTANOICO

Fig. 11: Esqueleto hipotético del dcido prostanoico
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turas que recuerds el esqueleto del hipotético dcido prostanoico

(dcido orgénico con una unidad ciclopentano sustituida) (Fig. 11)

Las PGs naturales se dividen en 3 series: la serie 1 pre-
senta una sola doble ligadure entre las posiciones 13-14, la 2
tiene una edicional entre C5 y C6 y la 3, otra doble ligadura
localizads entre el carbono 17 y 18 ( Fig. 12 ).

Las PGs se clasifican ademds en tipos A B C E F, segln 1la
naturaleza de los sustituyentes del ciclopentano (Fig. 13 ).
Todos los tipos tienen oxigeno en posicién 9 ( cetona en los ti-
pos A BC E y oxhidrilo en 108 tipos Dy F y presentan doble
enlace trans entre Cl3 y Cl4.

En Cl1 los grupos E y F poseen una funcién oxhidrilo, cetona
en el Dy csrecen de oxigeno en esa posicién el A By €. 1Ila

funcién hidroxilo en el C15 es caracteristica de todos los ti-

pos.

Estudios sobre la biosintesis de PGs dermostrasron gue las
PGE y PGF se forman a partir de un mismo precursor (13).
Samuelsson (221), al descubrir que los oxigenos del anillo
pentano de los prostanoides se ofiginan de l1ls misma molécula
de oxigeno, propuso la existencia de un endoperéxido interme-
dierio (Fig. 14 ). Este fue posteriormente aislado (98) y
se verificé que posefa actividad biolégica. Este intermediario

fue llamado PGH y presenta un enlace peréxido interno entre los
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C9 y Cl1 y dos cadenas laterales similares a las de las PGs

EyPF.

Mds tarde se aislé otro endoperéxido que posefa ademds un

grupo hidroperéxido en C15, al cuel se denominé PGG2 (198).

Ademds de los prostasnoides estables, los endoperéxidos gene-
ran productos inestsbles (Fig. 15 ) : prosteciclins (PGI2),
hallads en endotelio vagcular (184) con un puente oxigeno que
une el C9 del snillo al C6 de la cadens lateral que se trans-
orma én:gu producto estable 6-ceto PGFl alfa donde desaparece
el puente oxigeno pero presents un oxhidrilo en C9 y cetons
en C6 y el tromboxsno (Fig. 15) A2 (TXA2) (101)(102)(103), re-
conocido en plaquetas y en arteriss mesentéricas con un dtomo
de oxiggno insertado en el enillo. Este se convierte en un
compuesto estable, el TXB que carece de 61 pero posee funcién

oxhidrilo en C9 y Cll.

3.3 Biosintesis

Las PGs son biosintetizadaes a partir de dcidos gresos po-
liinsaturados (253) (22) :
8,11,14 eicosstrienoico (dihomo games linoleico)(C20:3w6)
5,8,11,14 eicosatetraenocico (araquidénico) (C20:4w6)
5,8,11,14,17 eicosapentenoico (C20:5w3) ; los cuales dan ori-
gen a las PGs de 1ls serie 1 2 y 3 respectivemente ( Fig. 16 )
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El dcido sraquidénico junto con sus precursores, linoleico
(9,12 octadecadienoico), gama linolénico (8,11,14 eicosatrie-
noico) y el slfa linolénicc (9,12,15 octadecatrienoico) del
cuasl deriva el 8,11,14,17 eicosapentenoico; son dcidos grasos

esenciales (39).

Los vegetales superiores sintetizan dcidos linoleico y li-
nolénico pero no formsn araquidénico. Como los dos primeros
no son sintetizados por los snimeles, éstos deben recibirlos

presintetizados de los vegetales (39).

En animales, estos dcidos grasos se encuentran formando tri-

glicéridos, fosfolipidos y ésteres de colesterol.

El dcido araquiddénico es el de concentracién mds abundante
en los fosfolipidos de membrasna, gunque la mayor cantidad se
halla en los triglicéridos. Puede obtenerse directamente de
la diets o0 por desaturascidn y elongacién de cadena del dcido
linoleico de la dieta. Luego de su absorcién es transportado
en sangre unido en su mayor parte a la albumina y es incorpora-
do como componente estructural de los fosfolipidos de membrans
y otras estructuras subcelulares. En el dtero de cobayo, exis-
ten pequehas centidades de dcido dihomogamalinolénico, precur-
sor de ls serie 1 y en contraposicién, el dcido araquidénico,

precursor de la serie 2, es muy abundante (157)

Para que se inicie le sintesis de PGs a partir de los dcidos
grasos, €stos no deben estar esterificados. Dado que la forma

libre de tales dcidos se encuentra generaslmente en baja concen-
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trascidén, deben liberarse de los depbésitos. La liberacién de
los precursores de almacenamiento, principelmente en fosfoli-
pidos, es llevada a cabo por un grupo de acilhidrolasas tales

como la fosfolipasa 4, y la triglicérido lipasa (150) (Fig. 17)

La fosfolipasa A2 de ls membrana celular, juega un papel
importante en le biosintesis de PGs ya que los fosfolipidos
son una fqente muy rica en dcido araquidénico. Como en el
ovario el dcido sraquidénico se halla ademds ssociado al coles-
terol como sraquidonato de colesterol, la colesterol estera-
sa estimulada por la hormons luteinizante (LH) es la que libera
dicho dcido greso llevando a la sintesis de PGs (146). En pla-
quetes, la liberacién del dcido araquidénico, inducide por trom-

bina, puede implicer ls operacién secuenciasl de varias enzimas
(173).

Para que ocurrs la sintesis de PGs, el dcido liberado de-
be ser tomedo por la enzima que inicie 1o que se conoce como
la cascada del araquidonato, sin embargo, puede encontrar va-
rios impedimentos para intersctusr con dichs enzima: unién a
otras proteinas del citosol o flufdos extracelulares, compe-
ticién por la enzims con otros scidos gresos, reesterificacién
8 los lipidos por una acilasa. Es asi{ como, aun cuando exis-
ten elevadas concentraciones de sustrasto libre, es muy poco
el disponible para la produccién de PGs. Se han realizado in-
vestigaciones con el objeto de determinar la existencia de uns
liberscién selective, localizada en las proximidades de la en-

zima (126).
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La conversidn del dcido graso a prostaglandinas, prostacicli-
na y tromboxano ocurre en dos pasos: el primero, que es cata-
lizedo por ls ciclooxigenasa, da como resultado la oxigenacidn
y ciclizacién del dcido dando los intermediarios inestables
llamados endoperéxidos (104); el segundo paso implica otras

enzimas y results en la formacién de productos caracteristicos

de cade tejido (Fig. 18 ).

El complejo engimdtico que cataliza el primer pesso fue so-
lubilizado y purificado por primera vez en vesicula seminal bo-
vina (180)(179) y resuelto en dos componentes: una de las en-
zimas convierte los dcidos precursores en los endoperéxidos
PGG y PGH, mientras que la otre convierte PGH en PGE. A 1la
primere se la llama endoperdxido sintetasa o ciclo-oxigenasa y

a8 la segunda, endoperdéxido E isomerasa.

Ls ciclooxigenasa catalizae la conversién a PGG. Esta reaccién
requiere oxigeno moleculsr y es dependiente de un grupo hemo.

Se requiere un hemo por cada dos subunidades.

El PGG es el primer producto formado, pero incluso las pre-
paraciones purificadas convierten PGG a PGH, y ello se debe a

que la ciclo-oxigenasa tiene ademds actividad de peroxidasa (179).
La endoperdxido E isomerasa es una enzims microsomal (179)

que requiere glutetion pera la isomerizacién de PGH & PGE.

La enzima que sintetiza TXA2 a partir de endoperéxido PGH

fue descubierta en la fraccidén particulade de slta velocidad
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de plaquetas humanas, de caballo y de otras especies (192)(246)
(186). E1 TXA2 se hidroliza espontdneamente dando TXB, que

tiene una vida media de 30 segundos & 37 C.

La 11 ceto isomerassa es la enzime que en presencia de gluta-
tion forma PGD a partir de los endoperdxidos (198) que es la

principal PG de cerebro (2) y plaquetas (200).

La enzima endopérdxido reductasa que forma PGF a partir de

PGH, se halld en microsomas de Ultero de cobayo (27t)

Le prostaciclina sintetesa es una enzima microsomal que con-
vierte PGH en el compuesto inestable PGIz,cuya vide media en
sangre a8 37 C es de 2-3 minutos, hidrolizdndose espontdneamente

8 6-ceto PGF, alfa. Se forma en casi todos los tejidos vas-

culares (43)(65)(185).

3.4 Metabolismo

El dcido araquidénico es metabolizado por beta oxidacién, de
la misma forms en que lo hacen todos los dcidos grasos, elonga-
c_.8n de cadena y autooxidacién, lo gque implica un proceso de
formacién de hidroperéxidos por un mecanismo de radicales

libres.

Las PGs sufren une rdpida pérdide de su actividad bioldégica,
lo cual estd ssociado a la oxidacidn enzimdtice del grupo slco-

hol del C15 por una 15 hidroxi PG deshidrogenass (12) (191) (230),




formdndose un grupo cetona., Ests enzims estd ampliamente
distribuida en los tejidos de memiferos (12)(14)(196)(202)
(Fig. 19 ).

Lee y col. (159) sobre la base del cofactor utilizado, NaD' 6
NADP+, propusieron la existencia de 2 tipos diferentes de en-
zimas.,.

La oxidacidén de las PGs es seguide por una reduccién del do-
ble enlace 14-13 trans para der el dihidroceto derivado. Estos
metebolitos son muy sbundentes en circulacidén periférica y per-
sisten en ella con vidas medias de alrededor de 8 minutos (222)
(Fig. 19). Le reaccidén es catalizada por una 13 reductaesa
que requiere como cofactor sl NADH ¢ NADPH (12). E1 sustrato

de este enzima debe poseer un_carbonilo en C15 (99).

Luego de la 15 deshidrogenacidén y la reduccién del doble
enlace en 13-14 puede ocurrir beta oxidacién de la cadens car-
box{lica lateral (97) o bien omega oxidacién. Ambas tienen lu-

gar in vivo fundamentalmente en higado (82) (100).

La metabolizacidén del TXA a TXB parece no ser enzimdtica y
ocurre régpidemente (104). Estudios realizados en monos por
Roberts (217)(218) revelaron que el camino metabdlico princi-
pal del TXB era via ls dehidrogenacién del grupo hidroxilo del
Cll, llevando a ls formacién del 11 dehidro tromboxano B.

El metabolismo de la PGI & la 6-ceto PGFl alfa ha sido es-

tudiado en animales enteros (272)(247)(203) (Fig. 20). La en-
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zima 15 dehidrogenasa puede usar como sustrato tanto a PGI2
como a 6-ceto PGF1 alfa. Esta dltima se convierte in vivo en
el 15 ceto metabolito. En consecuencia, la 6,15-diceto PGFl

alfa puede ser formado por dos ceminos diferentes. A partir de

este dltimo metabolito se originarian otros por beta oxidacidén.

Un porcentaje elevado del metabolismo de PGs ocurre en el
pulmén. A1l se remueve la mayoria de la PGE2 y 1la PGF2 alfa
de la circulascién (69). Ademds, parte de la PGE, es eliminada
por la accidn de higado y rifién, lo cual determina una limita-
cién para ejercer efeotos sistémicos. Como una gran propor-
cién de PGI2 no se metaboliza en pulmén, haciéndolo preferen-
temente en higado y rifién, 1la PGI2 podria entrar en la circu-

lscidén sistémica y funcionar como hormons.

3.5 Inhibidores

Existen varios tipos de inhibidorgs: a- andlogos de sustra-
to b- droges antiinflamatoriss no esteroideas tipo sspirina

c—- esteroides antiinflamatorios.

a- Ahern y Downing (7) demostraron que un andlogo acetilénico
del 4cido esraquidénico, el eicosa 5,8,11,14 tetraenoico (5a8alda
20:4 TYA) producis una inhibicién irreversible de ls sintesis

de PGs sin ser csustrato del sistema enzimdtico endoperédxido

sintetasa.
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Los andlogos acetilénicos de los sustr.tos a2si como algu-
nos otros dcidos grasos naturales ejercen una inhibicién de
tipo bifdsica con un efecto instantdneo dependiente de la con-

centracién y una accidén tardia debido a la destrucciédn ireever-

'sible del sitio catalitico de la enzima (154 )(255).

Por otro lado, los isdémeros de posicién del dcido araquidéd-
nico y dihomo-gama linolénico inhiben irreversible y competiti-

vamente la enzima(197).

A pesar de que estos sndlogos de sustrato son efectivos en
algunas preparaciones tisulsres in vitro, no se utilizan in vivo
dado que no se conoce con exactitud la absorcién, excrecién y

distribuciédn de los mismos.

Los inhibidores mencionados actdan impidiendo que tenga lu-

gar la cascada del asraquidonato.

Existen inhibidores que son especificos para ciertos cami-
nos dentro de ls csscada, los hay pare TXA y para PGI.

Son verios los inhibidores conocidos para la tromboxano sin-
tetasa: imidazol (182), 1-(isopropil-2-indoil)3-piridil-3-ceto
na conocido como el L8027 (104) y ciertos andlc-;os del dcido a-
raquidénico como el 15-HPAA £183).

La tranilcipromina (92) inhibe 1ls PGI, sintetesa.

b- Las drogss entiinflsmatorias no esteroideas tipo aspirina

presenten estructuras quimicas variadas, aunque todas compar-
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ten con la scpirina su acecién sntipirética, analgésica y anti-

inflamatoria.

Ku, Lands y otros indicsron que le mayoria de estas drogas
son inhibidores competitivos irreversibles de la endoperdxido
sintetasa (145)(235).

La mayoria de los compuestos probados inhiben por igual 1la
formacién de todos los productos de la ciclooxigenasa (74).

Experimentos con ezimas purificadas formadorss de PGs, mos-
traron que estas sustenciss inhiben a la endoperdxido sintetasa
pero no la endoperéxido PGE isomerassa (180). Ademds, s846lo es
inhibide la actividad de ciclo oxigenasa, no alterdndose la de

peroxidasa (179).

Las droges de uso mds corriente para la inhibicién de la
sintesis de PGs son: la indometecina y el écido acetil salicili-~
co. Aunque existe gran variedad de ellas: SU 21524, dcido me-
clofendmico, dcido mefendmico y dcido flufendmico, es discutido
todavia cusl es el mecanismo de accién de cada una pero se pien-
sa que la aspirina actusris como un agente acetilante del sitio

activo de ls enzima (219).

c- Flower y col. (75)demostraron que la biosintesis de PGs &
partir del décido araquidénico por la fraccién microsomal de ho-
mogenatos de bazo de perro era inhibide por indometacina y fe-
namatos, pero no por hidrocortisona 6 dexsmetasonas. Estos dlti-
mos tampoco alterasban la enzima PG sintetasa microsomsl de ve-

sfcula seminal bovina, médula de rifién y cerebro de conejo.
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Todas lss evidencies indicsban que los corticoides no eran in-

hibidores de la ciclooxigenasa microsomal.,

Lewis y c0l(162) publicaron los primeros datos concernientes
a ls inhibicién de ls liberaciédn de PGs por corticosteroides
antiinflamatorios y propusieron quepééfe efecto no se debfa a
le inhibgién de la sintesis por el tejido sino a une inhibicién

de los mecanismos de transporte de membrana de las PGs.

Gryglewski y col. (93) propusieron en cambio que los corticoi-
des inhibian le liberacién de araquidénico de los fosfolipidos
a2l disminuir la ectividad de la fosfolipasa A2, decreciendo asi

el sustrato disponible para la sintesis de PGs ( el dcido araqui-

dénico).

Mdés tarde (60)(62) se hslld que la inhibicién de la sinte-
8is de PGs por cortisol tenias un periodo de letencia, y que su

eccién era prevenide por inhibidores de la sintesis de RNA o

proteinas.

Flower y col (73) descubrieron un factor inducido por este-
roides que mimetizaba los efectos entifosfolipdsicos de los a-
gentes antiinflamatorios. DPropusieron que ese factor ers un
péptido o uns proteina, s la cusl denomineron macrocortina. Se
observé que su sintesis era estimulads por glucocorticoides y

que ésta era capaz de inhibir le activided de fosfolipasas.

Hirata (118) demostré que la fosforilacién de la lipomodu-

lina o macrocortina por una proteina guinasa dependiente de AMP
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ciclico, ceusaba una disminucién de su sccidédn inhibitoria so-

bre la fosfolipssa A2

Ademds de los tres tipos de inhibidores mencionados, existen
compuestos tales como el PPP (polifloretin fosfato) capez de
antagonizar selectivamente las acciones estimulantes de las
PGs E y F sobre el mdsculo 1iso. Eskins (166) describe anta-
gonismos del PPP sobre las respuestas contrdctiles de PGE2 y
PGF2 alfa en dtero de rata, cobesyo, conejo y mono, siendo los

mismos reversibles y competitivos.

Otro antagonista de la accién de PGs es el denominado SC 19220
(53).

Pue también observado que el PPP no disminuia la unién es-
pecifica de PGEl a su receptor y se postuld que actusria en un
sitio préximo del receptor para PGs. Se halld asi mismo que
el SC 19220 tiene poca afinidad pars los receptores de PGs por

lo que su actividad anti PG permanece sin explicacién (148).

3.6 Receptores

Ls primera evidencias experimental de receptores para IGs
fue comunicada por Kuehl y col. (149) en 1972. Los autores
demostraron una unién especifica de PGEl tritiada a8 fraccio-
nes particuladas obtenidas & partir de homogenatos de adipo-

citos de rata. El descubrimiento de sitios receptores en los
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érganos blanco donde las PGs originan variadas acciones, ha
valorizado el papel que ejercen las mismas en 1los procesos
fisiolbégicos. Asi, para la PGF2 alifa, considerada como 1la

hormona luteolitica en la mayoris de los mamiferos, Kirton(142).

Se han hsllado receptores especificos en cuerpos liuteos ovinos,

bovinos y humanos (210) (211) (212).

Prior (213) describié en concordancia con el hecho de que
le PGE2 es un estimulador mds potente que la PGF2 alfa de la
actividad uterins humana, que las membrsnas uterinas humanas

presentan sitios de unién especificos que unen PGE2 con mayor
afinidad que PGF2 alfa.
Receptores para PGs se han halledo tmabién en estructuras

neuroendécrinas como ls gléndula pinesl (48) y el hipotdlamo (167),

en cuyos procesos bioquimicos y funcionales bdsicos parecen es-

tar implicades varias PGs (47).

3.7 Influencia de las hormones sexusles en la biosintesis uterina

de PGs

La influencia de los esteroides sexuales sobre la biosinte-
seis de PGs por el dtero ha sido esmpliasmente explorada y acep-
teda, sunque los resultados son en general contradictorios.

Sharma y col. (229) hallaron que el estradiol increments
la produccién de PGE y PGF en el dtero de rata overiectomizada.

Sin embargo Kuehl (147) sefiald una sccibén diferenecial del es-
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tradiol, ya que el mismo incrementé los niveles de PGF pero
disminuyé los de PGE. Esto dltimo fue tembién observado por
otros autores (96) (3),hsllando ademds que la progesterons
coadministrada con estradiol bloqueabe la accién del estrdége-
no. En contraposicién, Castracane y col (50) observaron que
el incremento de PGF inducido por estradiol eras potenciado
por progesterona, y hallaron que la progesterona sola carecia
de efecto. |

La accién inhibitorie del estrsdiol sobre la sintesis de
PGE fue descripts tambidn por otros investigadores (240) (250).

Frenchi y col. (78), por otro lado, describieron un efecto
estimulante de la progesterona sobre la produccidén de PGF ute-
rina de rata ovariectomizade, el cusl ere disminuido por accién

del 17-beta estradiol.

En vieta de que los estrégenos son activadores de la sin-
tesis proteica se postulé que ésta podria estar mediando las
acciones del estradiol sobre 1ls sintesis de PGs, a través de
alguns induccién enzimdtica. Sin embargo, Horton y col (123),
observaron que el incremento de la sintesis de PGF inducido por
estrediol, se manifestaba mucho antes de que la sintesis pro-
teices iuviera lugar. Ademds, Castracane y col. (50) mostra-
ron que la sdministrecidén simultdnea de inhibidores de sinte-
sis proteica o sustanciss antiestrogénicas con estradiol, no
afectaba la accidn de este @ltimo sobre la produccién uterina
de PGs.

Recientemente se he hallado (61) en ratas hipofisectomize-
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des implantadas con cdpsulas pldsticas de estradid, que éste in-
crementaba la actividad de la fosfolipaca Az (enzima hidroli-
tica que libera dcido arsquiddénico de los fosfolipidos). Por

lo tanto la accién de los estrégenos sobre la fosfolipssa A2

'podria ser un factor implicado en la modulacién por hormonas

sexuales de la sintesis de PGs ya que estaria determinando la

disponibilidad de sustrato pars que tenga lugar la sintesis.

3.8 Papel de las PGs en la motilidad uterins

Estudios de Bergetrdm y col. en 1968 (21) demostraron que
las PGs exdégenas inducian cohsraceiones uterinas en varias
especies de msmiferos. Mas tarde Vane y col. (257) utilizan=-
do inhibidores de sintesis de PGs, redujeron la actividad
esponténea del dtero eislsdo de rata. Posteriormunte los
mismos autores, empleando el dtero de ratas prefiadas de 17 a
22 dias (258), observaron gque el mismo exhibia contracciones
espontdneas 81 mismo tiempo que Be registraba una liberacién
de sustancias de tipo prostasglandinico. Nediante inhibidores
de sintesis de PGs como indometacina, lograron sbolir tanto
le liberacién de PGs como la actividad uterina, restaurdndose

la ectividad contrdctil con el agregado de PGs exdgenas .

Si bien todas estes evidencias sugerisn una participacién
de las PGs en la motilidad uterina, no se descartaba ls po-

sibilidad de que la liberacién de PGs fuera la consecuencia y
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no la causa de 1ls sctividad mecdnica. Posteriormente fue dese-
chada esta hipbtesis ya que se demostré que le produccién de
PGs ocurris adn cusndo las contracciones uterinas eran aboli-

des por un relajente muscular tal como la papasverina (9).

Gimeno y col. (87) demostraron que concentraciones crecientes
de PPP ( antagonistas de PGs) producian la reduccién creciente

de la actividad esponténes del dtero aislado de rata ovariecto-

mizeda.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

l. Materiales

l.1 Animales utilizados

Se utilizaron rates hembras de la variedad Wistar, cuyo pe-
so oscilaba entre 180 y 200 g, en diferentes estadios del ci-
clo sexusl ( proestro,estro,metsestro y diestro), los que se
determinaron mediante extendidos vaginales efectusdos diaria-
mente entre las 9.00 y las 10.00 hs. Se emplearon solamente
aquellas ratas que mostraron dos ciclos consecutivos regulares
antes del sacrificio, el que se llevd a cabo por un golpe en

les cabeza y dislocacién cervical.

En los experimentos realizados se utilizaron tazibién hem-
bres inmaduras de 25 diss de edad, dividides en 3 grupos ex-
perimentales:

Grupo 1: ratas a las cuales se les administré vehiculo intra-
peritoneslmente.

Grupo 2: ratas inyectadeas inﬁraperitonealmente con una dosis
de 17-beta estradiol (0.5ug) y una de la misma hormdo-
na (lug) al dfe siguiente.

Grupo 3: ratas inyectadas subcutdneanente con(lug) de progeste-

rona.
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Todos los animales se sacrificaron 24 hs después de la dl-

tims inyeccidén.

Tes ratas fueron mantenides en un régimen de luz diaria de

14 hs (07.00-21.00) en ambiente climastizado (2232)0 y atimenta-

-das con alimento balanceado "Purina" y ague ad libitum.

1.2 Drogaes utilizadas

Sigma Chemical Co:

PGEZ,PGFZ alfa.PGI2
Adenosin difosfato (ADP)
Atropina

Propranolol

Indometacina

17-beta estradiol
Progesterona
Folin-Ciocalteus
Albdmina bovina fraccién V
Corticosterona

Acido acetil salicilico
Norepinefrina
Isoproterenol

PPO

POPOP



The UpJohn Company

U0521

New England Nuclear, Mass EEUU

DI~Norepinefrina -7-3H(N) (AE 10,4 Ci/mmol)

3H (AE 90 Ci/mmol)

I-Dihidroalprenolol
Protosol

Inulin-Carboxil(AE 1-3 mCi/g)

Mack Co

Acido escérbico
Placas cromatograficas de Silica gel G

ciproheptadina
CIBA Co
Regitina

May & Baker

ETTA

cocaina

papel Whatman GF/C

Las sales y solventes utilizsdos fueron de grado asnslitico

(Carlo Erba, Mellinecrodt, Merck)
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2. Métodos

2.1 Determinacidn de la motilidad uterina

Los estudios se reslizaron empleando in vitro cuernos ute-
rinos de rates adultes o prepuberes. Para su obtencién se prac-
ticé una incisién longitudinal medio-ventral. Inmedistamente
despdes de separar los cuernos se los colocéd en una cdpsula de
Petri conteniendo solucidén de Krebs Ringer bicarbonato (KRB) mo-
dificado y se los disecé a temperatura ambiente.

Los cuernos se abrieron longitudinalmente siguiendo la li-
nea del mesometrio y posteriormente se cosieron por los extre-
mos con hilo y aguja.

El tejido se sujeté por el hilo de uno de sus extremos a un
soporte de vidrio en forma de J, el cual estsba contenido en
una cdmars tisular de vidrio de doble pared cerrado en su base,
entre las cuales circulaba agua termostatizada a 37 C impul-
ssda por una bomba Edmund Bller UKT 2 ( Fig. 21). El hilo
del otro extremo tisular se conectdéd a un transductor Statham
6 TMI BHL, capez de transformar la actividsd mecdnica del teji-
do en una sefial eléctrica. Esta seflal eléctrica era magnifi-
cada con un smplificador SAN-EI acoplado a un poligrafo con
plumas inscriptores encargades de registrer en forms inmedista
y continue las curvas producidas por la actividsd mecdnica del

tejido (Fig. 22)
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SAR

Fig. 22:

Esquema del ecuipo utilizado para registrar la
motilidad esponténea del dtero aislado de rata
T= transductor

P= prepsracidn muscular

SAR= sistema de amplificacién y registro
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Como medio de incubacién tisular se utilizé una solucidn
buffer KRB @8 pH 7.4 y que contenis glucosa como sustrato me-

tabdlico. La solucidén KRB tenis la siguiente composicidn:

+

Na 145mM
K+ 5« 9mM
ca®*  2.2mM
Mgt 1.2mM
c1” 127mM
HCOS 25mM
50, 2= 1.omM
Poif 1.2mM

El pH de la solucién se mantuvo ajustado en un valor de 7.4

con gas carbégeno (95% de O, y 5% de 002) a flujo constante.

2
En todos los experimentos la temperatura del medio nutrien-

te fue estabilizadse & 37 C.

Una vez montado el tejido se le aplicé una tensidén basal de
1l g. mediante el estiramiento producido gracias a un disposi-
tivo micrométrico, luego de lo cual se registré su actividad
contrdctil espontdnea por un periodo de 60 minutos. Se consi-
deré como control de dicha actividad al promedio de las con-

tracciones de los primeros 10 min. postasislamiento.



Las variaciones observaedas durante la hora de experimenta-
cién se cuantificaron en periodos de 10 min. y se e%presaron
como porcentaje de cambio con respecto a controles internos
registrados durante los primeros 10 min después del aislamien-
to y a 1los que se consideraban como el 100% de actividad con-
trdectil.

La valoracidén de ls actividad contrdctil uterina se realizé
teniendo en cuenta los siguientes pardmetros:

Frecuencia (F): ndmero de contrecciones en 10 minutos

Tensién contréctil isométrica (TCI): tensién desarrollada por
el mdsculo uterino desde el nivel de tensién de reposo hasta

el punto de mayor desarrollo de tensidén(tensién pico) isométri-
ca. (Fig. 23). Los valores de TCI fueron el promedio de las
contracciones individusles registradas en periodos de 10 min.

Su valor fue expresado en mg.mg-l peso seco del tejido.

Para estudisr la reactividad del dtero aislado de rata fren-
te a diversos sgentes, se reaslizaron curves dosis respuesta de
tipo acumulativo de acuerdo con el procedimiento descripto por
Van Rossum (254), consistente en el agregado de dosis crecien-

tes de una droga cada 2 min y registre simultdneo de la TCI

desarrollada.,
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Pardmetros pzra medir 1ln tensidn contrdctil

isométrica del tejido

a. trazado de calibracién en mg.
b. medida de ls tensidn contrdctil isométrica

en mg
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2.2 Técnicas biométricaes y rediométricas

2.2.1 Cusntificacién de PGs

a) Determinecién de PGs tipo E y F

Se estimaron las PGs de tipo E y F libersdas al medio de in-
cubacidn pdr los cuernos uterinos aislados de rata montados en
la cémaera tisular con solucién KRB burbujeada con carbdgeno y
a 37 C bajo una tensién basal de 1 g. En estas condiciones se
registraron las contracciones uterinss mediante los dispositi-
vos explicasdos anteriormente. Luego de lh de incubascidén se
retirebs el medio nutriente y se lo guardaba a -20 C para le
posterior extraccién de PGe. Lss preparaciones tisulsres eran
secadass en estufs a 40 C durante 48 hs, luego de 1o cual se

cuantificaban sus pesos secos.

Para le extraccién de PGes se acidificaron los medios de in-
cubacién a pH 3 con ClH1 N y se extrasjeron 2 veces con un vo-
lumen de ecetato de etilo, el cual era luego evaporado por va-
cio en un evaporador rotatorio a 40 C. El residuo era suspendi-
do en 10 ml de acetato de etilo. La fraccién de acetato de e-
tilo se extrajo tres veces con 10 ml de buffer fosfato de K
pH 8 y se acidificaban les fasee acuosas con ClH a pH 3.

Los 4cidos grasos eran luego extraidos con un volumen de
cloroformo, repitiéndose la operscién tres veces. La fase
cloroférmica se evagorasba en vacio a 40 C y el residuo redisuel-

to en cloroformo-metanol (4:1 v/v) se sembraba en el origen de
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una placa de cromatografia recubierta con sflica gel G. La
cromatografia se desarrollé en un sistema de solventes cloro-
formo-metanol-dcido acético-agua(90:9:1:0.65), corriéndose pa-

ralelsmente placas con PGE2 y PGF2 alfa auténticas como testi-

gos. La posicibén de lss PGs de referencia fue visualizada lue-

g0 de rociar las placas secas con una solucién de dcido fosfo-~
molibdico al 15% en etsnol y someterlas a 120 C durante 15 min.
o ¥ FGF,

0.61 y 0.42. En las placas con las muestras, las zonas corres-

Los valores de RI' paras PGE alfa fueron respectivamente
pondientes a los valores de los estandards se rasparon y eluye-

ron con cloroformo-metanol y se llevaron a sequedad bajo vascio.

La estimacién cuantitativa de ls.actividad tipo PG de las mues-
tras se reaslizé por el método de bioensayo descripto por Vane
(256). Esta método estd basado en la capacidad que tienen las
PGs para modificar la sctivided contrdctil del mdsculo liso
de diversos 6rganos. Se escogid para los experimentos el es-
témsgo de reta, dada su buena sensibilidad a las PGs E2 y F2 al-
fa.

La actividad tipo PG de los eluidos cromatograficos recogi-
dos en 0.2 ml de solucién KRB, se estimé sobre trozos de fondo
de estémazo de rate sometido a superfusidn con una solucién
KRB conteniendo una bateria de inhibidores tales como: atro-
pina, regitina, proprenolol y ciproheptadina. Estos se uti-
lizaron con el objeto de evitar las respuestas contrdctiles

del mdsculo estomacal gue pudierarn deberse a los siguientes
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agonistas: acetilcolina, catecolaminas, serotonina e histamina
que podrian ser liberados por esas preparaciones enmascarando
las respuestas inducidas por las muestras con actividad de ti-

po PG alli enssysdas.

Esa solucidén de perfusién contenis ademds indometacins (lug/ml)
pare impedir ls formacién endégena de EGs por el estémago de

ls rata.

Las contracciones musculsres provocadss por el agregado de
las muestras fueron registrsdas mediante un sistema idéntico
al descripto pera los estudios de las contracciones, esto es,
integrado por un transductor de fuerzs contrdctil isométrica,
un emplificador de las seflales eléctricas y un poligrafo ins-

criptor.

Los bioensayos entre corchetes se llevaron a cabo utilizando
PGE2 (o] PGFé‘;ifa auténticas como testigos y la actividad tipol
PG se expresd como equivalentes de PGE2 o PGF2 alfe en ng.mg
de peso seco del tejido .h:r"'1 de incubacién. Estos valores de
bioensayo fueron ademds corregidos por las pérdidas de activi-
dad en los pasos de extraccién y cromatografia determinadas en
un ensayo de recuperacidén psralelo. Las recuperaciones oscila-

ron entre un 40 y un 50%.

Las muestras experimentales y sus controles fueron siempre

analizsdos en la misma preparscién.



b) Determinacién de PG tipo I2

Para ls determinacién biolégice de la actividad tipo prosta-
ciclina uterina se incubaron trozos del érgano 20 minutos a
temperatura ambiente en 200 ul. de solucidén KRB libre de Ca2+.
Finalizada la incubacién, 50 ul del medio nutriente fueron
transfgridos a la cubete de un sgregémetro Payton gue conte-
nia plasma humano rico en plaquetas (prp). El1 prp fue obte-
nido por centrifugacidén dursnte 10 minutos a 200 x g de la
sangre de donantes que no hubieran ingerido dcido acetil sali-

cilico durante la semana anterior a la venopuncién,

Luego de 45 minutos se introdujo en la cubeta 5Suli de ADP
como sgente agregante de las plaguetas. Le magnitud de la agre-
gacidn se determiné por el grado de transmitancia luminica
a través de la muestras empleando el asragdmetro. La inhibi-
cibén del fendmeno fue determinada por comparacidn con la
accién antiegregante de prostaciclina auténtica disuelta en
buffer Tris 0.005 M pH 9.3. Con este fin se realizaron cur-
vas de calibracidén dosis respuesta para accidn antiagregan-

te de prostaciclina para cada prp utilizado.

La actividad tipo prostaciclina generada por la muestra
tisular fue cuantificada sobre la base de la curve de calibra-

cién y fue expresada en pg.mg"1 de peso del tejido seco.
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2.2,2 Determinacidén de la K@ y N° de sitios de unién especificos

para dihidroalprenolol (DHA) 3H

Las determinaciones se llevaron a cabo en preparaciones de
membrana uterinas. Se utilizdé exclusivamente la porcién mio-
metral del cuerno uterino, mientras que el endometrio fue
seprarado por raspaje.

los dteros libres de endometrio fueron seccionados en tro-
208 pequefios y homogeneizados epn un homogeinizador Ultraturrax
en buffer Tris-ClH 0.01 M pH 7.4 en presencis de sacarosa 0.25 M
El homogenato se centrifugé 15 min a 3000 rpm y el sobrenadan-
te obtenido fue sometido & una centrifugacién de 90 min a
15.000 rpm. El "pellet" resultante, fue resuspendido en buffer
Tris-ClH 0.075 M pH 7.4 con 012M3 0.025 M.

La concentracidén proteica de esta fraccidén particulada fue

estimada por el método de cuantificacién de proteinas de Lowry

(165).

Pars la determinacién de la constante de equilibrio de aso-
ciscién y némero aparente de sitios de unién especificos se
emplearon las técnicas usuales (269) que consisten en ls incu-
baciédn de variss concentraciones de radioligando con uns con-
centr501én fija de tejido; la medicién de ligendo unido al mis-—
mo y el andlisis de los datos de acuerdo con la ecuacién de

Scatchard (224)
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La ecuacidén de Scatchard representa una relaciédn lineal en-
tre sus términos y estd basada en la cinética de tipo Michselis

Menten que exponen generalmente les interacciones receptor-li-

g€ando.

B_ Bmnex - B
F~ Kd
donde:

B= concentracién de ligando unido
Bmax= ndmero total de sitios de unién

F= concentracién de ligando libre

Este técnica permite, conociendo en el equilibrio ls concen-
tracién de ligando unido y libre, estimar la constante de equi-
librio de asociacién Ka 6 su inversa Kd y el ndmero de sitios
de unidn.

Para ello, se incubaron las preparaciones de membranss ute-
rinas con el radioligando (-) dihidroslprenolol (-DHA) 3H
Actividad especifica 90 Ci/mmol, siguiendo el procedimiento de
Krall (144) utilizado para la identificscién de sdrenorrecep-
tores beta en miometrio de rata., Lass slicuotas del homogenato
de 200 ul (100-200)mg. proteina, fueron incubades por triplicedo
con distintas concentraciones de DHA 3H (0.4-16) nM, en pre-
sencia o ausencia de propranolol (luM), entagonista de adreno-
rreceptores beta, como competidor del radioligendo. Las ali-

cuotas fueron llevadas a un volumen final de 250 ul con buffer

de incubacién: Tris-ClH pH 7.4 0.05 M Cl2mg 0.01 M.



83

Estas preparaciones se incubaron por 15 min a 23 C. A esta
tecperatura, dicho tiempo es suficiente para que la unién del
ligando DHA a los adrenorreceptores beta del miometrio de rate

slvence_gl . equilibrio (144). Cumplido ese tiempo, se procedié

a terminar la reaccién con el agregado de 10 volumenes de

buffer frio Tris ClH 0,.01M pH 7.4

La separacién del radioligando libre del unido se efectué
por filtracién a través de papel de filtro de vidrio Whatman
GF/C, bajo vacio parcisl. Este procedimiento permite retener
8l radioligendo unido & membrene en el pspel y eliminar el

excedente no fijado a la fraccién particulada.

En caeda experimento se incluyé una serie paralela de mezclas
de reaccién sin tejido para evaluar la proporcién del radioli-

gando libre unido inespecificamente al papel de filtro.

Los papeles de filtro fueron luego secados y ubicados en
sendos viales de centelleo y su radiactividad fue cuantificae-
da por espectrometria de centelleo liquido, previo agregado de

liquido de centrlleo: 40g PPO; 50mg POPOP; 1 litro de tolueno.

La diferencia entre la concentracién de redi@igando unido,
en presencia o ausencia del competidor, fue cons‘derada uns es-
timacién del ligando combinado especificamente a8 los adrenorre-

ceptores beta.

Con los valores de B y de B para cada concentracién del:
F

radioligando usado, se estimé, por regresién lineal aplicando
la ecuacién de Scatchard, le Kd y el Bmax 6 ndmero total de si-

tios de unién especificos.
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2.23 Medicidén de la captacidr de norepinefrina (NZ 3H) tritiada

Les mediciones se realizaron sobre la.base de le técnica em-
pleada por Boyle y col. en el dtero de rsta (37). Los experi-
mentos se realizaron in vitro empleando cuernos uterinos ais-
lados de ratss adultas cuyo peps oscilaba entre 180 y 250 g.
Los dteros fueron separados del animal e inmediatamente colo-
cados en una cajs de Petri wubicada en uns cubeta con hielo
y conteniendo sotucién KRB burbujeada con carbdgeno. Ambos
cuernos fueron alli abiertos longitudinalmente siguiendo la
linea del mesometrio. Se los fracciond en trozos eguivalen-

tes y se determinaron sus pesos humedos.

Las fracciones fueron preincubadas 30 min. a 37 C en tubos
de ensayo conteniendo 2ml de solucién KRB 8 la cual se le ha-
bie sgregzdo EDTA (2ug/ml) y écido ascédrbico (20mgfml), para
reducir la oxidecién de la catecolamina., Esta solucidn fue
gaseada continuamente con csrbégeno a lo largo de todo el
experimento. Cumplido el tiempo de preincubacién, se trans-
firieron los tejidos & tubos de ensayo conteniendo 2 ml de
medio fresco. Se agregé a cada tubo 2.5 uCi de 3H-(l)NE
(AE: 10.4 Ci/mmol) dilufda con NE fria_hasta'una concentracidn
de lO-GM. e inulina 140 carboxyl 100 uM AE: 1-3 mCi/g para
determinar el volumen del espacio extracelular de cada prepa-

3

recidén con el fin de descontar la radiactividad de “H NE all{

scumulada.,

Se incluyé en todos los tubos, U0521 (10—4M) Yy pargylina 5.10-4'

M.



85

para inhibir la accidén de las enzimas metabolizantes de la NE,

CCET y MAO respectivamente.

De acuerdo con el protocolo experimental, 20 min antes de
iniciar la incubacidn, se agregd a das preparaciones algunas
de laes siguientes drogas: cocaina (lO-SM), como blogueante de
la recaptgcién neuronal; dcido acetil salicilico (10-4M) para
inhibir la sintesis de prostaglandinas &6 corticosterona (5.10-5M)
como blogueante de la recaptacidén extraneuronsl. Este dltimo
fue disuelto en etanol, siendo la proporcidén finsl del mismo en
cada prepaeracién de 0.5 ul/ml. Una cantided equivalente fue
incluids también en un grupo control con el fin de descartar an

efecto tdxico.

Finalizado el perfodo de incubacidén, se transfirieron inme-
diatemente las porciones tisulsres a tubos con medio KRB frio
con el objeto de frenar ls reaccidn y se sometieron a tres
lavados de 10 seg con medio frio. Asi mismo, se colectaron
muestras de 100 ul de los medios de incubscidén y se ubicaron

en visles de centelleo para la determinacidn de 3H y 140

y posterior cdlculo del volumen del espacio extracelular.

Posteriormente cada segmento fue sometido a digestidén tisu-
lar con 1 ml de protosol curente 48 hs en estufa s 40 C. Se
tomaron luego 100 ul de cade preparacién solubilizada y se
ubicaron en viales conteniendo el liguido de centelleo. Ila
radioactividad de los mismoa,3H y 14C, fue determinada en

un contador de centelleo liquido.
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La magnitud de ;a acumulacidén tisular de 3H NE, obtenida en
el conteo como cuentas por minuto (cpm), previo descuento de
las cpm provenientes del espacio extracelular, fue transfor-

mada a nmolea.g-l de tejido.

2.3 Método estadistico

Pare ls evaluacidn estadistica de los datos se utilizé 1la
pruebs de hipbtesis de Student de las diferencias entre dos

medias ( "test"de t) .

Pars estimar la asociacién entre dos variables, se calcu-

16 el coeficiente de correlacidén lineal (r) (237).

En los casos en que fue menester comparar mds de dos medias
simultdneamente, se aplicé el Andlidis de Varianza de 1 § 2 fac-

tores, efectudndose las comparaciones mediante el test de Tukey.
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CAPITULO III

RESULT A DOS

1., Participascidn de las PGs en ls motilidad uterina

Se han seflalado en el cgltulo introductorio le existencia
de diversos estudios que ponen de manifiesto la capacided del
dtero pars sintetizar PGs, como asi también la de otras inves-
tigaciones que destacan ls habilidad de les PGs exdgenas para
desencadenar respuestas contrdctiles. Debe notarse, sin em-
bargo,que son limitados los estudios destinedos a explorar la
participacién de las PGs en la motilidad uterina. Con este
propdésito, se decidié examinar la influencia de las PGs endé-
genas en la motilidad espontdnee in vitro del dtero de ratas

intactas, en cada uno de los varios estadios del ciclo sexusal.

1.1 Produccidn de PGs tipo E y F por cuernos uterinos aislados

de ratas en distintos estadios del .ciclo sexual

El objetivo de le primera serie. de experimentos fue deter-
minar las PGs generaces "in vitro" por el dtero de ratas en

diferentes estadios de su ciclo.

Les PGs en la solucién KRB se determineron luego de 60 min

de actividaed contrdctil, después del aislamiento del dtero.
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La figura 24 muestra la cantidad de PG tipo E y F, liberadas
al medio de incubacién desde los cuernos uterinos de animales

en proestro, estro, metaestro y diestro.

La liberacidén de PG tipo E por el dtero de ratas en estro
fue significativamente mds baja que en el metsestro y el dies~

tro (p<0.00l) y de igusl magnitud que en el proestro.
La PG tipo F liberadas por el dtero de animales en estro

fue significativamente mayor que en el proestro y el metaestro

( p<0.01 ) y de igual magnitud que en diestro.

1.2 Produccidén de PG tipo I, por segmentos uterinos "in vitro"

La tabla 1 presenta los resultedos de las mediciones de la
actividad entiagregante tipo prostaciclina en el medio de incu-
bacién de segmentos uterinos sislados de ratas en les distin-

tas fases del ciclo estral.

La liberacién de PG tipo I, fue similar en todos los estadios

2
estudiados excepto el diestro donde los niveles generados fue-

ron significativamente mayores.

1.3 Caracterizacién de 1la motilidad espontdnea del dtero sislado

de ratas en les disfintos estadios del ciclo sexual

Con el fin de examinar el comportamiento contrdctil del udte-



PG tipo E

. PG tipo F

6l (6)

ng. mg-! peso seco

(5)

—_—M

—D —

Fig. 24: PGs de tipo E y F liberadas al medio de incubacidn por
cuernos uterinos de rata aislados en los distintos estadios

del ciclo sexual

- -1 .
Los catos se exprecan en ng.mg de tejido seco como

ledialzTi (n)

P=proestro E=estro hi=nmetaestro D=diestro



ESTADIO DEL
CICLO SEXUAL

MATERIAL TIPO PGI
pg.tng"peso seco

PROESTRO

ESTRO

METAESTRO

DIESTRO

135

)

140

247

I+

I+

1+

I+

22

20

23

50

(6)

(6)

(6)

(6) &

90

Tabla 1: Material de tipo 12 liberado por el dtero de rats

aislado en diferentes estadios del ciclo sexual

-1
Los datos se expresan en pg.m” ~pesO SecO cCOmO

Kedia® ETM (n)

* Diestro vs. letaestro: p¢0.05



ro aislado de rata a 1o largo del ciclo sexual se determind
la tensidén y la frecuencia contrdctiles de los ciclos corres-—
pondientes & los cuernos uterinos en los primeros 10 min post-

aislemiento. Se explord ademss la estabilidad de dichos pard-

metros a través del tiempo.

En la tabla 2 se exponen resumidamente 1os niveles de la
tensidén contrdctil isométrice y de la frecuencia de las con-
tracciones iniciales observadas durante los primeros 10 min

gue siguieron 8l sisleamiento, referidas como tensidén inicial

Y frecuencis inicisal.

Le tensién inicial de cuernos uterinos aislados de ratas en
meteestro fue significativemente mayor (p<{0.02) que la observa-

da en estro o proestro, pero no difirid de la del diestro.

A través del ciclo sexual, no se observaron diferencias sig-

nificativas en la frecuencia contrdctil inicial.

En la figura 25 y 26 se analizan las variaciones durante
60 min de actividad "in vitro" de la tensidén contrdctil isomé-
trica (TCI) y la frecuencia contrdctil (FC) cuantificadas en
periodos de 10 min.

Los resultados se expresan como porcentzje de cambio con
respecto de los 10 primeros minutos iniciales tomados como
control de 100%.

Puede observarse que hay una caida progresiva de la TCI

a trevés del tiempo, siendo la misma 2 los 60 win. mayor en

91
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ESTADIO DEL TENSION INICIAL FRECUENCIA INICIAL
CICLO SEXUAL (mg.mg" peso seco) (contracciones . 10 min")
PROESTRO 30 + 7 (8) 9 t 1.3 (8)
ESTRO 28 * 6 (9) 9+ 2 (9)
METAESTRO 51 ¢+ 6 (8) 10 2 29 (8)
DIESTRO 48 * 4 (10) 1 * 1.6 (o)

Tabla 2: Tensidn contrdctil isométrica inicial (7CI) y
frecuencia contrdctil inicial (FC) de cuernos
uterinos de ratas aislados en diferentes
estadios del ciclo sexual.

Los datos se expresan en mg.mg-l pesQ seco y
N° contracciones/10 min. como ifedia —-ETM;(n)
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estro Y proestro que en metaestro y diestro p<0.001.
El dtero en diestro se caracterizé por una FC constante a
lo largo del tiempo de experimentacidn. ILa variacién de la

FC en metaestiro, al cabo de 60 min fue mayor,p(0.003, y en estro y

_proestro , se observé una disminucién marcada de este pard-

metro contrdctil, p<0.001

1.4 Efecto de inhibidores de sintesis de PGs sobre la motilidad

espontinea del Utero de rata aislado en distintos estadios

del ciclo sexuel

El objetivo de ecsta serie de experimentos fue determinar si
la inhibicién "in vitro" de la sintesis endbgena de PGs afecta

le motilidad espontdnea del dtero sislado de rata.

Los gréficos de las figures (27) y (28) resumen el efecto de
la indometacina y del dcido acetil salicilico sobre la constan-
cia de la TCI y le FC de los cuernos uterinos d= rata aislados

en los cuatro estadfos del ciclo sexual.

Se observé que ambos inhibidores disminuyen significativa-
mente le TCI y la FC sblamente en aquellos estadios caracteri-
zados por presentsr gran estabilidad en ambos parsmetros con-
trdctiles a través del tiempo: metsestro y diestro. Por el
contrario, en estro y proestro, donde existe espontdnesmente

caida significativa de dichas variables en relacién con el tiem-
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Fig. 25: Constancia de la TCI desarrollada por cuernos uterinos

de rata aislados en diferentes estadios del ciclo sexual

Los datos se expresan enl% de cambio con respecto de
la TCI control en mg.mg peso seco como MediaiETM;(n)
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26: Constancia de la FC desarrollada por cuernos uterinos

de rata aislsdos en diferentes estodios del cicl)s sexual
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po de dichas variables, ningunro de los dos bloguesntes mo-
dificé sensiblemente ni la frecuencia ni la magnitud de la ten-

siég,

1.5 Accibén de PGs exégenas sobre la motilidad uterina

Con el objeto de analizsr la accibén de PGs exdgenas sobre
las contracciones uterinas, se construyeron curvas dosis res-
puesta de tipo scumulativo para PGE2 y PGF2 alfa en prepara-
ciones uterinas aisladas en los cuatro estadios del ciclo sexual.
Para ello se evalubé la tensién contrdctil isométrica desarro-
llada por los cuernos uterinos(tratados con gcido acetil sali-
cilico para eviter la participacidén de PGs enddgenas) frente
al agregasdo de concentraciones crecientes de PGs ( 1510-154)M.
Posteriormente, a partir de les curves construidas, se calculéd
la concentracién efectiva de PG que ejercia un 50% de estimu-

lacién (EC50).

El resumen de estas estimaciones se muestra en la Tabla 3.
Puede observarse que el EC50 pasra las PGs estudiadas, no varia
significativemente en los distintos estadfos. Si bien los
valores de EC50Q obtenidos para PGE2 son mds bajos gue pars
PGF2 alfa, indicando una msyor potencia estimulante para PGEZ,
el andlisis de le comparacién estadistica de esos datos, no

evidencid diferencias significativas.
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Fig. 27: &=fecto de inhibidores de sintesic de PGs sobre 1la constancie

de la TCI dessarrollada por cuernos uterinos de rsta
aislados en diferentes estadios del ciclo sexusal.

Los ds}os se expresan como % de cambio de la TCI inicisl en
- .+
mg.mg peso seco como Media-ETM; (n)

econtrol 6
aIndometacina.Se agregéd a tiempo O.Concentracién final 10 "I
& Acido acetil salicilico,Se agsregd a tiempo O.

concentracién final 10 'L

* tratado vs.control p¢0.01
** tratado vs.control p¢0.001
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de la FC desarrollada por cuernos uterinos de rata aislados
en diferentes estadios del ciclo sexual.

Los datos se expresan como % 4
en N° de contracciones.l0 min
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** tratado ve.conirol p(0.001
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ESTADIO DEL
CICLO ESTRAL

PGE,

PGFp o

PROESTRO

ESTRO

METAESTRO

DIESTRO

102 * 0.9 (1077 M)
(n=6)

860 * 10 (1002 M)

(n=5)

8as * 13 (IO'BM)
(n=5)

844 * L3 (IO'BM)
(n=5)

346 * 13 (107 M)
(n=5)

382 * I8 (IO'7M)
(n=5)

50 ¥ 21 (IO'7M)
{(n=95)

435 ¢+ |8 (IO‘7M)
(n=4)

Tabla 3: Concentracién molar efectiva para 507 de estimulscidn

’ : Ealan)
maxima por IGE

2 2

y FGF, 21fa ¢n el utero de rata

aislado en dicstintos cestadios del ciclo sexual.

Los datos ie expresan en concentracién molar (1)
coro iledia-ETL; (n)
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1.6 Correlacidén entre liberacién de PGs y motilided uterina

Teniendo en cuenta la capacidad de las PGs exdgenas para
ejercer un inotropismo positivo sobre los cuernos uterinos,
tal como se sefiala en la secciébn 1.5 y consgderando la de-
pendencia de la actividad espontdnea del dtero aislado por
las PGs enddégenas, demostrads en ls seccibén 1.4, se decidié
establecer mediante coeficientes de correlescién(calculados por
andlisis de regresién lineal) el grado de interrelecién entre
la motilidad espontdnea que presenta el dtero de rata aislado
en cada estad{o del ciclo sexusl y las distintas PGs producidas

simulténeamente por el mismo.

En la figura 29 se observa que la estabilidad de la tensidn
contrdctil isométrica y de la frecuencia contrddtil de los
cuernos uterinos de ratas aislados en cada uno de los estadios
del ciclo sexual, evaluadas luego de 60 min de actividad "in
vitro" , se correlacionan con los niveles de PG tipo E gene-
rados por las prepsraciones (r=0.97 y r=0.94) pero no lo hacen
con la PG tipo F (r=0.03) y r=0.16)
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TCl1 (% de cambio en 60 min)
o
o

100

FC (% de cambio en 60 min)

50
-75}F 1=0.94
p<0.05
_1(x) —l | % 1 1

1 2 3 4 5

PG tipoE (ng.mg~'peso
seco)

-
% !
t
- r=0.16
Il L 1 ) z

1 2 3 4 5
PG tipoF (ng.mg"! peso
seco)

Fig. 29:

Correlacién entre la TCI y FC desarrolladas por

cuernos uterinos de rata aislados en los distintos

estadios del ciclo sexual y los niveles de PGE y

PGF generadioc simultdnearente

a proectro aestro enetncstro ediestro

r= coeficiente de correlacién



102

2., Influencia de hormonas sexuales en la motilidad y liberacidn

de IGs

En las secciones precedentes, se sefialé que en los estadios
del ciclo sexual sujetos a una marcada influencia estrogénica
( proestro y estro ), el dtero presentaba una motilidad escasa,
hecho que se correlacioné con una baja produccién de PGE por el
mismo. Opuestsmente, en el metaestro y el diestro, la buena
actividad contrdctil coincidié con altos niveles de sintesis
y liberacién de PGE. Con el fin de obtener informacién adi-
cional referida a2 le influencia hormonal sobre dichas varia-
bles, se seleccioné como modelo experimental de los estudios
siguientes, el Utero aislado de retas inmsduras(25 dias de e-
dad). Tal como se sefialéd en la introduccién, este tipo de

tejido se hallas efectado por una baja concentracién de hormonas

sexuales.

2.1 Produccidén de PGs tipo E y F por cuernos uterinos aislados

de ratas inmaduras. Efecto de estradiol y progesterona

Los cuernos uterinos sislados de rstas de 25 dias generaron
Yy liberaron al medio de incubacidén, luego de 60 min de actividad

contrdctil "in vitro", mds PG de tipo E que de tipo F (Fig. 30)

La produccidén de PG tipo E‘por el dtero de animzles trasta-
dos con 17-beta estradiol fue significativamente menor que 1la
control, mientras que los niveles de produccidén de PG de tipo F

fueron similares a los de Ios controles.
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Las preparaciones uterinas obtenidas de animales inyecta-
dos con progesterona, liberaron al medio de incubacién mayo-
res cantidades de PG de tipo F, pero }oa niveles de PGE fue-

ron similares a los producidos por los animales control.

2.2 Caracterizacidén de la motilidad espontdnea de cuernos ute-

rinos aislados de ratas inmaduras

Efecto de estradiol y progesterona

La figura (31) muestra los niveles de tensién inicial desa-
rrollados por el dtero aislado de rata inmadura sometida e
distintos tratamientos hormonales en los lo minutos después de

su sislamiento.

Se puede observar que la tensiodn inicial fue significativa-
mente mayor en 1los grupos tratados cue el control.
No se detectaron diferencias significaiivas entre los grupos

con respecto de la frecuencia inicial postaislariento (Fig. 32).

Se estudid la constancia de la tensién contrdctil desarrolla-
da por los cuernos uterinos durante 60 min de actividad "in vi-

tro" (Flgo 33 )

Todos los grupos presentaron gran estsbilidad de la TCI a

través del tiempo, excepto 1las preparaciones uterinas aisladas
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de ratss inyectadas con estresdiol, las cuales e los 60 min

mostraron una disminucién significativa de su TCI.

La constancia de ls FC desarrollada por los cuernos uteri-

nos durante 60 min, también fue explorada (Fig. 34), compro-

bdndose una reduccidn del 25% con respecto de la FC inicial,
tanto en el grupo control, como en el estrogeneizado. ILa FC
desarrollada por las preparaciones uterinas de ratas inyecta-
das con progesterona, no decayd sensiblemente luego de 60 min

de actividsd.

2.3 Efecto de inhibidores de sintesis de PGs sobre ls motilidad

esponténea del Utero asislado de rata inmadursa

El objetivo de esta serie de experimentos fue determiner
8i la inhibicién "in vitro" de le sintesis dndégena de PGs
reduce la motilidad del dtero aislsdo de ratas inmadurass de

25 dias de edad.

En los grdficos de la figura 35 se observa que tanto la
indometacina como el dcido acetil salicilico modifican signi-
ficativemente le caida s través del tiempo de la tensién con-

trdctil isométrica y de la frecuéncia contrdctil .
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Constancia de la FC desarrollada por cuernos uterinos
aislasdos de ratas inmaduras de 25 diss.

Efecto de estradiol y progesterona
Los datos se expresan como % de cambio con regpecto

de la PPC inicial en N° contracciones. 10 min como
T+
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* tratado vs. control p<0.01
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3. Influencia de las PGS en la respuesta adrendrgica del dtero

aisledo de rata

Se ha sefialado en la introduccién que las hormonas sexuales

influencian verios aspectos relacionados con la actividad adre-

nérgica uterina. En vista de que estos esteroides inducen ade-
mds modificaciones en la sintesis de PGS, se decidié investi-
gar si las PGs ejercen influencia en la respuests adrenérgica

del dtero sisledo de rata.

3.1 Efecto de agonistas de adrenorreceptores sobre la motilidad

espontdnea de cuernos uterinos aislados de rata en diferen-

tes estadios del ciclo sexual

Con el objeto de estudiar la respuesta del Utero aislado de
rata frente a ciertos agonistas de adrenorreceptores se cons-
truyeron curvas dosis respuests de tipo acumulativo pars nore-
pinefrina (NE) (agonista natursl) y para isoproterenol (ISO)

(agonista beta) en cuernos uterinos aislados en los 4 estadios

del ciclo sexual.

En la figurs (36) se observa que tanto NE como el ISO inhi-
bieron las contracciones espontdneas en las 4 condiciones estu-
diasdes, si bien la influencia inhibitoria varid de acuerdo
con el dis del ciclo anelizsdo. El orden de respuesta fué:

estro:diestro)proestro)metaeatro.
En metaestro, la2 NE no inhibié completamente las contraccio-

111
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nes espontdneas ni aun a concentraciones tan elevadas como lO-BM.

El antagonista de adrenorreceptores beta propranolol (10-6M)
anulé totalmente ls accidén depresors de la motilidad de ambas

agonistas.

El orden de potencia de los agonistas beta fue ISO)> NE en

todas las condiciones estudiadas.

3.2 Correlacibn entre la accién beta sdrenoceptive de lss cate-

colaminas y la liberacién de PGs al medio de incubacién

En la tebls 4 se resumen los velores correspondientes 8 les
PGs de tipo E y F generadas por cuernos uterinos de rats ais-

lados en diferentes estadios del ciclo estral.

A partir de las curvas dosis respuesta para NE e ISO (seccidn
3.1) se calcularon las concentraciones efectivas de ambos ago-
nistas regueridas para ejercer un 50% de inhibicién de las con-
tracciones auterinas esponténeas (Tabla 5). En el estro, los
valores de EC50 para NE e ISQO son similares a los del diestro,
pero difieren significetivamente (p(0.01) de los del proestro

y metaestro.

La figura (37) muestra los gréfipos de correlacién entre
produccién de PGs y ECS0 para agonistas de adrenorreceptores
beta.

Se halld buena correlacién entre la PG de tipo F genereada
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ESTADIO  DEL PG Tipo F | PG Tipo E
CICLO SEXUAL (ng. mg" peso seco) (ng. mg" peso seco) 44
PROESTRO 17 2 03  (n=8) 19 ¢+ o3 (n=8)
ESTRO s0 * 09 (n:6) 24 * 03 (n=6)
METAESTRO 15 X 06 (n=5) a1 * 02 (n=6)
DIESTRO a8 ¥ 02 (n:=6) 47 * o7 (n=6)

Tabla 4: PGs tipo E y F liberadas al medio de incubacién por
cuernos uterinos de rata aiclasdos en diferentes estadios
del ciclo sexual. Los datos se expresan como MediaiETM;(n)

:::?gfglo ssfﬂl NOREPINEFRINA ISOPROTERENOL
(ECs50) (ECs0)
+ 7 _ + _lo
PROESTRO 960 -10 (IOC'M) n=6 3852 11 (10O M) n=5
ESTRO ait 219 (10°%) n=s 285%09 (10°'M) n=s
+ 6 . 9
METAESTRO €602 - 18 (10 M) n=6 166 Z 03 (I0C°"M) n=6
+ 8 - + N
DIESTRO 445 - )] (10O M) n=10 394 —~02 (I0 M) n=9

Tasbla 5: Concentracién molar efectiva para el 50 de inhibicién(EC50)
de las contracciones uterinae provocadas por norepinefrina
e isoproterenol .
Los datos se expresan como lledia- ZTi7;(n)
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por los cuernos uterinos aislados en proestro, estro, metaes-
tro y diesiro y la accién deptresora de NE (r=-0.94) y de ISO

(1“3‘0093) .
No se observd correlacién entre la accién beta inhibitoris

.de las catecolaminss y la PG de tipo E liberads al medio de

incubacidn en distintos estadfos del ciclo sexual.

3.3Bfecto de concentraciones subumbrales de PGF y PGE sobre la

respuesta del dtero aislado de rats en metaestro a NE

La correlacién positiva observada entre la PGF liberads el
medio de incubacién por cuernos uterinos aiskhios de ratas en
proestro, estro, metaestro y diestro y la potencia inotrdépica
inhibitoria de NE e ISO sobre segmentos uterinos, permite
sugerir la hipétesis de que el efecto de las catecolaminas
gctudndo sobre sdrenorreceptores beta se hallaria favorecido

de alguna maners por la PGF.

Si esta hipbétesis fuera correcta, la adicidén de PGF exd-
gena, en concentraciones subumbrales, a los segmentos uterinos
sislaedos de r-tas en metaestro ( donde le PGF generada gue se
libera 8l medio de incubacién es baja ( Ver Taebls 4) deberia
incrementar la accidn Beta inhibitoriaAde KE. Los resultados
avalendo esta hipétesis se resumen en la figura (38). En ells

se muestra la accidén de la PGF2 alfa y de 1a PGE2 agregadas
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Correlacién entre EC50 para norepinefrina e isopro-
terenol con PGs tipo E y F generadas por cuernos ute-

rinos aislados en los distintos estadios del ciclo
sexual.
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r= coeficiente de correlacidn
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2 minutos antes de efectusr la curva dosis respuesta pare NE
en segmentos uterinos aislados de ratas en metaestro. Puede
observarse que la presencis subumbral de PGF2 alfa desplaza

hacia la izquierda la turva dosis respuesta para NE modifican-

do significativemente ( p€0.005) su EC50 de 6%1.8 (10-6M) a

3.0%0.8 (10’7M) (Tabla 6).
Ademds, en presencia de PGP, alfa, la accién inhibitorias
ndxima de NE alcenzd el 160 %.

La PGE2 no modificé significativamente la respuesta ute-

ring al agonista de adrenorreceptores beta.
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TRATAMIENTO ECso NE
- _6
CONTROL 602t .18 (10 M)n=6
7 Lo
TP6F2 3.0010.8 (10" M)n=6
tpGE>S 848t32 (10-°°M)n-6

Tabla 6: Concentracidn molar efectiva para el 50 % de inhibicidén
(EC50) de las contracciones uterinas evocadas por
norepinefrina durante el metaestro

Los dstos se expresan como Media:ETM;(n)

* tratado vs. control p<{0.005



120

3.4 Determinacidn de sitios de unién especificos y constante
3
He.

de disociecién pera DHA
Efecto de PGF,. alfe
o

Se decidié investigar si la habilidad de 1la PGF,, glfe para
potenciar la accién de catecolaminas sobre adrenorreceptores
beta es consecuencia de un incremento en el ndmero o afini-

dad de adrenorreceptores hterinos beta para cetecolaminas.

Para ello se midié en homogenatos de dtero de rata en me-
taesiro, la unién especifica de DHA 3H segin se describe en

Materiales y Métodos.

En el grifico de saturacién (Fig. 39) se examina el efecto
de PGF2 alfa (10-9M) sobre ls unidén especifica para concentras-

ciones crecientes de DHA 3H (0.4-16) nM 8 membranas uterinas.

El andlisis posterior de los datos por el método de Scatchard
(Fig. 40), no revelé diferencias significativas en la constan-
te de disociacién dadas por la pendiente (1.2-1.3)nM ni en 1la
concentracién mdxima de sitios de unién especifica para DHA 3H

(Bmax) (fmol.mg-lde proteina)
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40t

DHA-H3(1x10"2 M)UNIDO ESPECIFICO

1

0 5 10 15 20
(DHA-3H)  (1x109M)

7ig. 39: Unién especifica de (DHA—SH) a preparaciones de
membranas uterinas de ratas en metaestro como

funcién de concentraciones crecientes de DHA3H

e control  0+PGF,alfa (10-9)
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3H DHA UNIDO (11012 M)

Fig. 40: Grdfico de Scatchard



3.5 Medicién de la captacién de NE 3H por segmentos uterinos

Efecto de PGF2 alfa

Con el objeto de dilucidar el mecanismo a traves$ del cual 1lsa
PGF es capaz de potenciar la accién inotrépica betainhibitoria
de las catecolaminas, se estudid en segmentos uterinos el efec-

3

to de esa PG sobre la captacién de NE “H, proceso sefialado en
la introduccién qgue actda promoviendo una disninucién de la

concentracidén efectiva de la amina a nivel de la biofase.

En la figura (41) se muestra la acumulacidén de KE 3H en
segmentos uterinos asislados de rate en metasstro. DPuede obser-
varse que la presencia de PGF, alfa (10-9M) durante le incu-

bacibén es capaz de disminuir significativamente la captacidn.

Se evalud posteriormente la azcumulacidn de FE 3H en presen-—
cia de blogueantes de la recaptacién neuronal (cocaina lO-SM),é
extraneuronal (corticosterona S.IO-SM). Se observdé (Fig.42)
que la corticosterona disminuye significativamcnte la acurmula-

3

cién tisular de NE “"H. Por el contrario, el tratariento con coca-
ina no modifice sustancialmente la magnitud de omina captada.
El vehfculo utilizado para solubilizar la corticosterona (al-

cohol 0.5 ul/ml) no modificé los valores controles.

Teniendo en cuenta el efecto producido por la PGF2 alfa
exdcena, se decidié exaninar paralelamente la captacién por
el dtero en estro, dado gque en dicho estadio se generan y 1li-

beran niveles elevados de PGF.
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Fig. 41: Captacidén de NE 3H por segmentos uterinos
aislados de ratas en metaes}go en presencis
o ausencia de PGF,, alfa (10 ) en el medio
de incubacién.

3 1

Los datos se expresan en nmol de NE H.cr peso humedo
como lledia ¥ ETM;(n)

* tratado vs. control p<0.001
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Fig. 42: Captacién de NE 3H por segmentos uterinos aislados

de ratas en metaestro en presencia d bloqueantes de
la recaptacién neuronal ggocaina 10 "M),o0 extraneuro-
nal (corticosterona 5.10 "M),o0 solvente (etanol 0.5ul/ml)

Los datos se expresan en nmol.gr peso hdnedo ™ como
liedia~ETM; (n) "

* tratado vs. control p<0.02



En estro (Fig. 43), la NE 3

mente menor gue en metaestro, observendose un incremento

H coptada fue significativa-

cugndo las prepsraciones hzbidn sido tratadas con dcido ace-

til salicf{lico (inhibidor de la sintesis de PGs), efecto que

fue revertido por el agregado de PGF2 slfa exégena(Fig. 44)

La presencia de inhibidores de la recaptacién neuronsl y
extraneuronal en el medio de incubacién (Fig.45) no alterd
la megnitud de NE 3

El vehiculo utilizado para solubilizar la corticosterona

H acumulada por el dtero en estro.

(alcohol 0.5/ml) no modificé los valores controles,
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FPig. 43: Cantacidn de NE 3H por segmentos uterinos

aislados de rata en metaestro y estro.

* metacstro ve. estro p€0.02
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recaptacion Na3H (nmol . gr-l)

(] B

]

(4)
pr——

(4)
T---

control ., tAAS_ tAAS
ESTRO tPG Fa

Fig.

44:

3

Ciptacién de NE “H por segmentos uterinos
aislados de rutss en estro e incubados en
precencia 0 ausercia de dcido acetil salici-

lico 10'4m; con 0 sin PGF, alfa

2
* tratado vs. control p€0.05
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Fig. 45: C2ptecién de NE 3H por segmentos uterinos aislados

de rats en estro incubadoc en presencia de cocaina

lO;SM, corticosterona 5.10"5m 6 etanol 0.5ul/ml
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DI CUS1ON

Las prostaglandinas exdgenas son potentes agentes esti-
mulsntes de las contracciones uterinas y se ha seilalado en
le introduccién que el dtero exhibe gran capacidad de sinte-
sis local de estos autacoides, la cual pasrece estar influencia-
da por hormonas sexuales. Si bien tanto los estrdégenos como
la progesterona estarian implicadess, los resultados obtenidos
son conflictivos: Sharme y col (229) observaron que el 17-be-
ta estradiol incrementa le sintesis de PGE en el dtero de
rata,mientras que otros asutores (96) (240) hallaron que esa
hormons disminuye la produccién de PGE y que la progesterona
blogueas dicho efecto. Sin embargo, Castracene (50) halld
una sccidn opuesta para la progesterona.

La funcién miometral también se hallaria regulsda por hormo-
nas sexusles, -ungue su papel como moduledores de la motilidad
es menos contradictorio y existen abundantes evidencias de
que mientras 1ls castracién mejora la actividad contrdctil,
la estrogeinizacién la inhibe (46)(85)(163). Sin embargo,

a pesar de ser el Utero de rata el modelo experimental mds

frecuentemente utilizado en estos estudios y que se hella na-
turalmente sujeto a fluctusciones cfclicas del entorno hormo-
nal, no se ha encarado un estudio fisiolégico de su comporta-
miento contrdctil a 1o largo del ciclo sexusl. Asimismo, son

escasas las observaciones sobre el perfil de PGs generadas



localmente por el dtero de rata a través de los distintos esta-
dos endécrinos,

En vista de que las evidenciss que sugieren que las PGs es-
tarfen implicedas en la motilidad espontdnea del dtero han
surgido principalmente de modelos experjimentales poco fisioléd-
gicos tales como el Utero de rata ovariectomizada sometida o no
8 terapias de restitucién hormonal, fue propésito del presente
trabajo examiner la participacién de las PGs sobre las con-
tracciones del dtero de rata intacto.

Con este fin se decidié encearar un andlisis simultdneo de
la motilided espontsnea y la produccién de diversas PGs por

el dtero de rate sislado durante los distintos dias del ciclo

sexual,

Debe tenerse en consideracidn que la liberacidén de PGs es
equiperable con su sintesis ya que son inmediatemente libera-
das de los tejidos que las generasn, sin almacenamiento aprecia-

ble en los mismos (208) (32).

Los resultados obtenidos muestran claras variaciones en
la tensién y en la frecuencia desarrollada asi como en la
sintecis y/o liberacién de PGs del tipo E y F al medio de in-
cubacién por el dtero de reta aislsdo en diferentes diss del
ciclo sexual.

Le tensién y la frecuencia contrdctil inicial (postaisla-
miento) y estabilidad en el tiemﬁb, indicé, una pobre motili-

dad en proestro y estro y, coincidentemente, la liberacién de

131
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PGE en ambos fue baja. En metaestro y diestro, por el contra-
rio, 1ls liberacién de PGE fue alta y la tensién y la frecuencia
contrdctil se mantuvieron estables a lo largo del tiempo.

Si bien los valores de PGF liberada variaron a través del
ciclo, no se observdé un paralelismo con la motilidad espontd-

neae.

Se diseflaron experimentos tendientes a determinar si la
motilidad uterina se vincula con PGs de tipo E y F. Ello se
encaré en razén de s relaciébén hellada entre lass PGs, funda-
mentalmente de tipo E, con la actividad espontdnea.

Se observé entonces que la inhibicidén de la sintesis de PGs
tanto con indometacina como con gcido acetil salic{lico, afec-
t6 la motilidad de los cuernos uterinos, principslmente en los
estadios de metmestro y diestro, en los cuales la produccidn

de PGE es elevada y la actividad contrdctil muy estable.

Los datos hasta el momento permitirian sugerir que ls PGE
seria responsable, al menos en parte, de la motilidad espon-
tdnea dedo que pareceria existir una relacién directas con los
niveles de PGE pero no, con los de PGF. 8Sin embargo, si la
sensibilidad del dtero a dichas PGs variara s lo largo del
ciclo sexusl, la hipétesis apuntads perderia validez. Para
comprobar ests posibilidad, se construyeron curvas dosis res-
puesta pars PGE2 y PGF2 alfa en cuernos uterinos agisledos

de rata en distintos estadfos del ciclo sexual. Se observd
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que la sensibilidad inotbpice uterina para cada PG estudiada
no varia con el ciclo estral, halldndose una estrechs super-
posicién de las curvas de estimulacién. Este hecho motivé

la expresidén de los resultados en forma numérica por medio de
los EC50. Si bien la sensibilided uterina frente a la PGE

2

parece ser mayor que frente a la PGF, alfa en todos los esta-

2
dios analizados, la diferencia no es significativa. ILa poten-
cie inotrépica estimulante de ambas PGs sobre el dtero intac-
to es similar, sdemds, a la observada en trabajos previos rea-
lizsdos sobre preparaciones uterinae de rata ovariectomizadsas
(86). EIo indica que las Yariaciones del entorno hormongl no

afectsn la sensi%ilidad uterina para estas PGs.,

Gimeno y col. (87), utilizaqdo un antagoniste de PGs, el PPP,
lograron abolir lz motilidad espontdnea del dtero de rats ova-
riectomizada, sugiriendo un papel pars las PGs en la motiilidad
uterina. A le misma conclusiép arribaron Vane y Willams (258)
gl inhibir con indometacina, la actividsd contrdctil y la li-
beracién de PGs desde el dtero de rats prefiada. Los resultados
agui presentados confirman la participacidén de las PGs en lea
motilidad espontdnea del dtero de rata intacto, ya gue el em-
pleo de inhibidores de cintesis de PGs bloguedé la actividaa
uterina. $Sin embargo, las caracteristicas del disefio experi-
mental, como es el examen simultdneo de le motilided y la pro-
duccién de PGs & 1o largo del ciclo sexual, permitié valorar
ademds, la contribucidn diferencizl de cada PG en la actividad

contrédctil., 4si, en el estro, los niveles de PGE son bajos y
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sungue la produccién de PGF es elevade, la motilidad uterina es
pobre., Por el contrario, en metsestro la sintesis de PGE es
alta y la motilidad estable a pesar de que la PGF generada en

este estadio es reducida.

Esta coincidencia entre la actividad espontdnea y la PGE
y no con la PGF, se visualiza también en el proestro y el di-
estro. El grado de interrelacién causal entre ambos sucesos
fue estimado por medio de coeficientes de correlacién. Estos
indices reflejaron gue la estabilidad de la tensién y la fre-
cuencia contrdctil del dtero aislado de ratas en los distintos
d{as del ciclo sexual, se correlacionsn solemente con la pro-

duccién de PGE, alcanzando los respectivos vaslores de 0.97 y 0.94.

Se exsminé también la capacidad del dtero aislado de rata
en distintos estadios del ciclo sexual para generar PG tipo 12.

Se observé una liberacién comparativamente menor que la de
las otras PGs cusntificadas. Ademds, las variaciones de la
motilidad no se scompaiiaron por cambios concomitantes de PG
tipo 12, ya que excepto en diestro, donde se hallaron niveles
mds altos, existe una liberacidn similar en los diferentes

diass del ciclo sexusl.

En vista de que por estudios realizados con anterioridad
se demostraba que en condiciones hormonales opuestas, tales
como las del dtero de rata ovariectomizade, sometida o no
a estrogeneizacién y en el estro natural (86) (259) la sensi-

bilidad uterina s la accibén estirulante de PGI2 exégena es
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100 veces menor que a PGE2 o PGF2 alfa, ‘parece poco probable
cue dicha PG tenge una psrticipacidn aprecisble en le moti-

lidad uterinae.

Los niveles plasmdticos de los esteroides sexuales secreta-
dos por el ovario varian ciclicamente a través del ciclo sexusal
(Fig. 3). Los resultados obtenidos en el presente trabajo
reflejan que las fluctuaciones en el entorno hormonasl uterino
coinciden o se asocian con varisciones en la motilided espon-
iZnea en los distintos dias del ciclo sexusl. As{, aguellos
estadios sujetos 2 una influencia estrogénica intensa, proestro
y estro, coinciden con una pobre asctividad contrdctil uterina,
confirmando las observaciones realizades por diversos autores
acerca de la accidén inhibitoria del estradiol sobre la motili-

dad del dtero de rata ovariectomizeda (46) (85) (163).

Se observé también que el perfil de la sintesis de PGs es
caracteristico para cads estadio hormonsl. En estro y proestro
Se generan niveles bajos de PGE, lo cuael concuerda con la dis-
minucién de la sintesis de PGE hallada por Ham (96), Sterin- Spe-
zisle (240) y Thaler-Dao (250) en dtero de rsta ovariectomiza-
da por accién del 17-beta estradiol.

Del endlisis dbnjunto de los datos presentados se evidencis
una clera dependencia de la motilidad & le PGE y, en vista de
que lss hormonas sexuales influencian ambos fendmenos, se deci-
dié obtener informacién adicional para evaluar la posibilidaad

de que dichos esterovides regulen la actividad contrsactil e tra-
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vés de una modulacidén de la sintesis de PGs (probablemente la
PGE). Con este prop6sito se estudié el efecto de estrdgenos

Y progesterona sobre la motilidad y liberacidén de PGs utilizan-
do como modelo experimental el dtero aislado de rata inmadura
de 25 dias; preparacién que se hslla bajo le influencia de ba-
jas concentraciones de hormonss ovéricas (201)(175)(174)(63)

y cuyo comportamiento contrdctil y capacidad de biosintetizar

PGs no ha habig sido explorado hasta el presente.

Pudo observarse que la tensién isométrica después del ais-
lamiento de los cuernos uterinos de ratas inmadurss se incre-
menta significativamente ante un tratemiento "in vivo" con
17-beta estradiol o con progesterona. Probablemente ello es
debido @ uns accidén tréfica de estas hormonas sexuales (152),
aunque debe notarse que la frecuencia contrdctil inicial, no

sufrié modificaciones con ambos trstamientos.

El estudio de le estabilidad en el tiempo de la tensidén y la
frecuencia contrdctil, indicé que el dtero de ratas prepidber po-
see una buena motilidad espontdnea, sin caids apreciable de la

misma al cabo de 60 minutos.

La cuantificacién de les PGs liberadas por dichos cuernos
uterinos en actividad arrojé resultados positivos. ILos cuernos
aislados de ratas inmaduras generan niveles mds altos de PGs
que los de ratas edultas, siendo los de IGE significativamente

mayores que loe de PGF.
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La estrogetnizecién de los animales afectd negativemente la
sintesis de FGE, inhibiéndola en un 85% con respecto del gru-
po control y coincidentemente se observé uns ceida significati-
va de le tensidn contrdctil. Por su perte, la generacidn de

PGF no verio con este tratsmiento.

Los cuernos uterinos aislados de ratzs inyectades con proges-—
terona, liberaron cantidsdes similares de PGE que los del gru-
po control y al igusl gue en esas preparaciones ls tensidn con-
trectil se mantuvo estasble & lo largo del tiempo de esperimen-
tacién. La progesterona, sin embargo, incrementé significativa-

mente la sintesis de PGF uterina.

La frecuencis de las contracciones espontdneas es relativa-
mente estable tento en los cuernos del grupo control como en
el estrogeneizado. El grupo de anrimales inyectsdos con pro-
gesterona mostrd a través del tiempo un decremento menor de la
frecuencia, ein que tengamos hasta el presente una explicecida

satisfactoriz de ls acentuada estabilidad.

Sobre la base de estos resultados puede concluirse gue el
dtero de rata prepdber posee una buena niotilidad espontdnez
que parece depender, al menos en parte, de ls sintesis de PGs
endbégena. En efecto, tento la indometacina como el Zcido ace-
til salicilico deprimieron significativamente las contraccio-
nes Yy la inyeccidn de los animales con hormonas sexuales fue

capaz de slterar tanto la sintesis de PGs como ls contracciones,

Los datos experimentales presentedos coinciden con las ob-



servaciones previas al presente trabajo obtenidas en el dtero
de rata a través del ciclo sexuak y gue revelaron que cuando
decae la liberacién de PGE 2l medio de incubacién por influ-

encia de estrégenos, le actividad mecdnica del dtero aislado

‘también disminuye .

Se sefialé en la introduccién que el dtero presenta iner-
vacién colinérgice y adrenérgica (5). Esta dltima se halla
compuesta por las tipicas neuronas postgsnglionares largas y
por neuronas postganglionares cortss(233). El mdisculo liso
uterino, dado que corresponde a la categor{a de los denomi-
nados "unitarios", posee contracciones de tipo miogénico pero
que pueden ser modulsdas por accién neurogénica (172). Por
su parte, los esteroides sexusles parecen regularlas actividad
nerviosa. Se observ$ as{ que los axones de dichas neuronas
adrenérgicas postganglionares cortas del miometrio de conejo

muestran un incremento de su contenido de norepinefrina luego

de un tratamiento con 17-beta estradiol (117). El mismo efec-

to fue documentado por Flack y col. (72) en el dtero de rsta.
En el cobayo, por su psrte la influencie hormonsl sobre ese

tipo neuronal modifics el recambio de norepinefrina (172).

La presencia de adrenorreceptores excitatorios e inhibito-
rios ha sido ampliamente reconocida en el Utero de rata (252)
(36) y les hormonss sexuales ejercen ademds, un marcado efec-
to en lss fluctuaciones del ndmero de sdrenorreceptores ute-

rinos. Willems y col. (268) y Roberts y col. (216) observa-
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ron unz regulacién de los alfa sdrenorreceptores .del miometrio
de conejo por estrégenos y progesierona. Krall y col. (144),
trabajando con el dtero de rata, hallaron una marcada sensibi-
1idad de los bete adrenorreceptores frente a los cambios fi-
sioldgicos de hormonas esteroideas sexuales durante el ciclo
sexual. Teniendo en cuenta que la variacién ciclica del
estado endécrino también modules la sintesis de PGs, se dise-
flaron une serie de experimentos para estudiar si las PGs
influencian las respuestas del misculo liso uterino a las

catecolaminas.

La reactividad del dtero asisledo de rata ante varios ago-
nistas de adrenorreceptores fué examinada construyendo curvas
dosis respuesta de tipo acumulativo en distihtos diss del
ciclo sexual,

La norepinefrina, el agonista fisioldgico, ejercié al igual
que el isoproterenol, un efecto inotrdpico negativo, sunque de
menor potencia, sobre las contrascciones uterinas en todos los
estadios del ciclo estral.

La accidén depresora fue sbolida totalmente por proprenolol,
un antagonista bete selectivo.,

La influencia inhibitoria de NE e ISO vari¢ significativa-
mente en los distintos diss del ciclo sexual, Este resulta-
do no coincide con el trabajo de Abdel Aziz Barky (1), quien
no encontré diferencias en las accién inhibitoria a vaerias
catecolaminas durante el ciclo sexual de la rata. Sin embar-
go, existen considerables evidencies de que la sensibilidad

a 1os sgonistas de adrenorreceptores varie con el estado endé-
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crino del dtero (171)(37) y nosotros encontramos que los EC50
obtenidos para NE e ISO reflejan claramente una sensibilidad
bete similar en estro y diestro, aunque significativamente
mayor que en proestro y mas elevada aun que la del metaestro,
periodo carecterizado por su pocs sensibilided a la sccién

depresora de dichos agonistsas.

Al analizar le interrelascidén entre las PGs de tipo Ey F
liberadas al medio de incubacién y los EC50 de agonistas be-
ta, se halld una correlacién positiva entre la PG de tipo F
generada por los cuernos uterinos aislados en proesiro, estro,
metaestro y diestro y la accidén beta inhibitoria de NE e ISO,
siendo los coeficientes respectivos: 0.94 y 0.93. Por el con-
trario, la liberacién de PGE no se correlacioné con el efecto

beta adrenorreceptivo.

Examinando la correlacién entre la PGF y el efecto bets
inhibitorio de NE e ISO se puede observar que los estadios en
log que se generan elevados niveles de PGF presentan mayor
sensibilidad frente a dichos agonistas beta. Sobre la base
de estos resultedos es posible sugerir que la PGF favoreceria
los efectos de las catecoleminas actuando sobre los adrenorre-
ceptores bets. Para confirmar esta hipétesis se estudiéb el
efecto de concentraciones subumbrales de PGF2 alfa sobre la
reactividad al agonista de sdrenorreceptores beta norepi-

nefrina del dtero de rata en metaestro. Este estadfo fue ele-
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gido poryue en élse producen niveles bajos de PGF y ello evita
el empleo de inhibidores de sintesis de PGs. En efecto, si bien
la ausencis de PGs endbgenas pernitiria comprobar el efecto de
PGF sin interferencias, ocasionarie tembién uns inhibicién de
.1sa motilidad espontdnea, imposibilitando la observscién de

le accidén inotrdépica negativa de la NE.

Avalando esta hipbtesis, 1la PGF2 slfa, produjo un corri-
eiento significativo hacia la izquierds de la curve dosis res-
puesta para NE, lo cual indica que la PGF favorece de slguna
manera la respuesta mediada por adrenorreceptores beta. De
acuerdo con esto, le depresién de les contracciones uterinas

en presencia de PGF2 alfa fue total, alcanzdndose el 100% de

inhibiecidn.
Por el contrario, la PGEZ, no alterdé la respuesta uterins

a dicho agonista de los adrenorreceptores betsa.

Existen sbundantes evidencias indicativas de que les PGs
liberadas en la proximidad de las uniones neuroefectoras
autonémicas influencian la liberacién de NE desde los termi-
nales nerviosos y se ha sugerido que las PGs serian importsn-

tes modulaedores de la transmisién neuroefectora asdrenérgica.

En el oviducto humano, 1ls liberacién de NE inducida por

estfmulo eléctrico de los terminales adrenérgicos es inhibi-

da en presencia de PGE, (181). Observaciones similares fue-

ron registradas en corazén de conejo y en numerosos lechos

vasculares (264) (77) (243).



Aunque escssos, existen trabajos indicando una accién
opuesta para las PGs de la serie F. En tejidos vasculares,
se halld que la PGF2 alfa es estimulente de la liberacién del

neurotransmisor sdrenérgico inducides por estimulo eléctrico

(41). Se hs demostirado ademds, en tejidos vasculares, que

ls PGF2 alfa puede ejercer un efecto estimulante de la res-
puesta del tejido efector frente & 1la NE exégena, independien-
te de su accién sobre la liberacién de neurotransmisor indu-
cide por estimulo eléctrico (137) (168). Ello sugeriria una
eccién de las PGs a nivel de la membrana efectors, modifican-

do 18 reactividad tisuler a las catecolsminas,

Estas evidencias coinciden estrechamente con los resulta-
dos presentados en este trebsjo ya que tembién ponen en eviden-
cia en presencia de PGF2 alfa, un incremento de la respuesta

uterina frente a la NE exégena.

En vista de que en nuestro disefio experimental no se em-
pled estimulacién eléctrica, la liberacién espontdnea o basal
en esas condiciones es insuficiente para desencadensr res-
puestas en el tejido efector (44). Por lo tanto y aunque no
se descarta, parece poco probable que la potenciacidén de las
respuestas mediadas por sctivecidn de adrenorreceptores betse

observadas sea la consecuencia de una accién de esta PG sobre

los terminsles neurales.

Se desconoce el mecsnismo de accidén por el cuasl la PGF mo-

dularfe 1la reactividad de la rembrana de la célula efectora a
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le noreirinefrina. Como un primer intento para explorar un
probable mecanismo de accién, se examiné la influencia de ese
PG sobre la afinidad y ndmero de beta adrenorreceptores de

membranas uterinas de rata en metaestro. No se verificé que

-la presencia de PGF modifique significativamente ninguno de

los dos pardmetros tras el empleo de las técnicas usuales de
unidén especifica a receptores beta empleando el radioligando

DHA 3H.

Varios esteroides potencian las acciones de las catecolami-
nas en diversos tejidos. Kasumen (141) encuentra una potencia-
cién con hidrocortisona de los efectos de norepinefrina e iso-
proterenol en corazén de gato. Lo mismo documenta Kalsner (138)
en la sorta del conejo.

Un incremento de los efectos relajantes del ISO y de la NE
en bronquios de cerdo fue observado por Faster (76) como con-
secuencia de la accién de 17-beta estradiol, progesterona y
corticosteronﬁ. Estos hallazgos sugirieron que la potenciacién
era una consecuencia de la inhibicién de la recaptecién extra-

neuronsl de los agonistas por dichas hormonas.

En este sentido, se ha demostrado que el 17-beta estradiol,
la corticosterons, la progesterona y la testosterona inhiben

3H por

en forma concentracién derendiente 1la captacidén de NA
el mecanismo extraneuronal en el corazdén de rata y en las
arteriss coronarias de gato y que la potencia inhibitoria de-

pende del tipo de esteroide y del tejido anslizsdo (54) (130)
(34).
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Asimismo, el 17-beta estradiol redujo en el dtero humano la

acumyplacion de NE 3H (206).,

Dadas las numerosas evidenciass indicando que las hormonss
esteroidess disminuyen la recaptacidn, Boyle (37) estudidé si
esta se modificaba a 1o largo del ciclo estral. Pudo asi com-
probar que en el dtero de rata, la captacién de NE 3H varia

en los distintos dfee del ciclo sexual.

En el presente trabajo se observé gue los niveles de PGF
generados por el Utero aislado varian en los distintos estadios
del ciclo sexual y se correlacionan positivamente con la reac-
tividad uterina frente 8 los agonistas beta.

Se demostré ssimismo que la PGF2 alfa exégena es capaz de
potenciar la accidn depresora de la NE por activacidén de los
adrenorreceptores beta del dtero de rata en metasestro.(baja

produccibén de PGF enddgena).

Teniendo en cuenta que la captacién de KA 3H también va-
ria en los distintos dias del ciclo sexusl(37) y dado que el
grado de remocidén de la smina s nivel de la biofase neuroefec-
tora podria ser importante para determinar el grado de depre-
sidn de la motilidsd uterina por agonistes beta, se examiné
si 1s PGF exdgena puede influenciar la captacién de NE 3H

por el dtero de rata en metaestro.

Efectivamente, pudo observarse que las preparaciones uteri-
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nas de ratas en metaestro captal, en presencia de PGF

3

cantidsdes significativamente menores de NE “H.

5 alfa,

El tratemiento con cocaina(bloqueante de recaptacién neuro-
nal) no modificé sustancialmente la magnitud de NEBH acumnulada,
pero esta disminuyd significativamente en las preparaciones
expuestas a la corticosterons (blogqueante de la recaptacién
extraneuronsal).

Parece entonces, que la presencia de PGF exégena, a3l inhi-
bir probablemente la recaptacidén extresneuronal, eleveria la dispo-
nibilidad de emina 8 nivel de la biofase, determinando una po-
tenciacidén del efecto uterotrépico negetivo gue ejerce la NE

durante el metaestro.

El dtero de rata en estro posee caracteristicas opuesiss al
del metaestro ya que genera niveles altos de PGF y posee gran
sensibilidad para 1los sgonistas de adrenorreceptores bete,

Se decidid entonces, estudiar tsmbién la .captacidén de

NE 3

H por el dtero de.rsta en estro.
Pudo observarse que en el dtero en estro, la scumulecién

de NE 3H es significativemente menor que en metaesiro.

Dada la influencia depresora cue tiere la PGF exdgena sobre
la captacidén en metaestro y considerando que el estro presen-
ta nivelees naturelmente elevados de PGF enddgena, se expuso
el dtero en estro a la presencis de gcido acetil salicilico (in-
hibidor de la sintesis de FGs).

3

Esta situscidn ccndujo a un aumento de l1la acumulacién de NE "H
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y tal estimulacidén pudo ser revertida con PGF, alfa exdgena.

2

A diferencie del metaestro, donde le corticosterona produ-
jo una disminucién leve pero significativa de la acumulacién
de smina, no modificé en estro dicha acumulacién, Este re-
‘sultado presenta estrecha similitud con lo que sucede en‘otros
tejidos tales como membrana nictitante (89) y aortae de conejo
(251), donde se postuls la existencia de un sistems de recapta-
cibén extraneuronal que es resistente a la inhibicién por corti-

costerons.

Si bien las opiniones en cuanto s la regulacién por hormo-
nas sexusles de ls sintesis de PGE uterina no son uniforﬁes,
le smplia mayoria de los putorea sostiene que los estrdégenos
influyen negativemente dicha sintesis (147) (96) (3) (240) (250).

El papel de estrégenos y progesterona sobre le gsnerscién
de PGF es aun mas contradictoris, sobre todo en 1o que atafie
a los estudios que se remslizaron en modelos simplificados como
el Utero de rata ovariectomizaeda tratado con hormonas. Es claro
sin embargo, que las hormonas afectan dicha sintesis, lo cual
concuerdas con las observaciones del presente trabajo efectuadas

en condiciones mds fisiolégicas.

psimismo, las hormonas sexuales regulan la recaptacidén ex-
traneuronal uterina de catecolaminas, pero no se ha aclarado
ain cusl seria la importancia fisiolégica del fendmeno en los

diversos tejidos. Esto permite sugerir, sobre la basec de los



resultados obienidos, que al menos en parte les hormonas sexua-
les ejercerisn su accién entagonista de 1a recaptacidn s tra-

vés de modular la sintesis de PGF.
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CAPITULO V

CONCLUS I ON.uS

Les prostaglandinas participan en la motilided del Udtero

de rata porque:

Inhibidores de sintesis de PGs disminuyen la motilidad

espontdnea uterina.

El dtero sintetiza y/o libera PGs y dicha sintesis se

modifica a 1o largo del ciclo sexual.

La actividad espontdnea uterina varis de acuerdo con el dia
del ciclo estudiado y se correlaciona con las variaciones

en la sintesis de PGE.

En el dtero de rata prepdber, la administracidén de estradiol
disminuiria la motilidad al menos en parte a través de unas

inhibicién de la sintesis de PGE.

las prostaglandinas participzn en la resruesta adrenérgica

del dtero de rata poroque:

La respuesta medisdz por agonistas de adrenorreceptores
bets varia a lo largo del ciclo sexuval coincidentemente

con la produccién de PGT.

La PGF2 alfa exbcena potencia en el utero en metaestro

(una preparscién gue tierne bajo produccién de PGF) 1la
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accidn depresora de la motilidad de los agonistas bets.

La captacién de NE 3H por el dtero de rata en metaestro,
es disminuida significativermente por la PGF exégena, lo
cual conduciria a un incremento de la amins 8 nivel de

ls biofase neuroefectora.

El dtero de rata en estro (preparacién gue genera natu-
ralmente niveles elevados de PGF), presenta menor captaciédn
de NE 3H que en metaestro. la inhibicién de la sintesis

3

de PGs incrementa significativamente la acumulacién de NE “H,

lo cual es revertido por PGF exdégena.

et /
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