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RESUMEN

En este trabajo se estudi6 el efecto de la exposicion aguda a ozono (Os, 3.0 ppm, 1 h)
sobre la actividad de contraccion inducida por acetilcolina (ACh) y oxitocina (OT) en
musculo liso uterino de rata no gestante y de rata gestante (5, 10 y 18 dias).
Adicionalmente se analizé qué modificaciones provocé la gestacién en la contraccion
uterina inducida por estos agonistas. Para evaluar la actividad de contraccion uterina se
realizaron curvas concentracion-respuesta no acumulativas con OT (10° a 10" mUl/mi)
yACh (107 a 10° M) a través de los parametros area bajo la curva, amplitud y frecuencia
de la contraccion. Se determind la CEsc y 1a respuesta maxima de los parametros
analizados. Los hallazgos de este trabajo muestran que la exposicion a O3 no modificé
la sensibilidad ni la respuesta maxima a la OT y ACh del musculo liso uterino de rata
no gestante. Sin embargo, dicha exposicion incremento significativamente (p<0.05) las
respuestas maximas a la OT a los 5 dias de gestacién, evaluadas como area bajo la
curva, amplitud y frecuencia de la contraccion. Asi también, la exposicion a Os
incrementod la respuesta maxima a la ACh, evaluada como area bajo ta curva en el Gtero
de rata a los 5 y 10 dias de gestacion. Estos efectos producidos por el Os no se
presentan en las etapas finales de la gestacién (18 dias). Al evaluar la actividad de
contraccién del musculo liso uterino de ratas no gestantes y gestantes (5, 10 y 18 dias)
no expuestas a Os, se determind que el ttero de rata a los 10 dias de gestacion presenté
un aumento en la sensibilidad y respuesta maxima a la OT comparado con el Gtero no
gestante, mientras que el Utero aislado de rata a los 18 dias de gestacion tuvo un
incremento en la sensibilidad y respuesta maxima a la ACh. Del mismo modo, se
determiné que en todas las etapas de ia gestacion estudiadas (5, 10 y 18 dias) hay una
disminucion significativa de la frecuencia de contraccion, en comparacion con el atero de
rata no gestante. Para determinar la variacion anatomica de la actividad de contraccion
uterina se evalud la contraccion inducida por OT y ACh en las regiones mesometrial y
antimesometrial del utero de rata no gestante con o sin exposicién a Os. Se encontré que
en la region antimesometrial del GUtero existi6 una mayor frecuencia de contraccion
inducida por OT, en comparacién con la region mesometrial. La exposicion a Os no
modificé la sensibilidad ni la respuesta maxima a la OT y ACh en las regiones
mesometrial y antimesometrial. No obstante, en la regién mesometrial se observé un
incremento en la frecuencia de contraccion inducida por ACh.



ANTECEDENTES

OZONO ATMOSFERICO

El ozono (Os), una especie alétropa reactiva del oxigeno, es reconocido como uno de los
principales oxidantes de origen fotoquimicos de la atmdsfera. Se encuentra en
concentraciones altas (10 ppm) en la estratosfera (USEPA, 1993). Es ahi donde se sitla
el 90% de Oa de la atmésfera, que se forma a través de reacciones ciclicas resuitado de
la fotolisis del oxigeno en oxigeno atémico y la subsecuente reaccion del oxigeno

atomico con otras moléculas de oxigeno (Jones, 1992).

En la tropdsfera el Oz es formado a través de la disociacién de NO: por la luz
solar que produce un tomo de oxigeno, el cual reacciona con el oxigeno molecular (Oz)
y produce una molécula de Os. El NO puede rapidamente reaccionar con el Oz para
formar NOz y una molécula de Oz. En ausencia de reacciones competitivas se establece
rapidamente un estado estable o concentraciones en equilibrio de Os, Oz, NOz y NO
(National Research Council, 1977; Jones, 1992). El ingreso de compuestos organicos a
la atmésfera trastorna el equilibrio y permite la acumulacién de Os a concentraciones mas
altas. La longitud del periodo de induccién antes de la acumulacién de Os depende de
la relacion entre los compuestos organicos volatiles y 6xidos de nitrégeno (VOC/NOXx)
(National Research Council, 1977).

El Os de la tropésfera se constituye por el Os formado en la estratosfera y por las
contribuciones del Os producido en el ambiente por diversas reacciones fotoquimicas,
que son dependientes de la intensidad y distribucion espectral de la luz solar, las
condiciones meteoroldgicas y la concentracion y reactividad de los precursores, en
especial las relaciones entre los compuestos organicos volatiles y 6xidos de nitrégeno
(VOC/NOXx) (National Research Council, 1977, USEPA, 1986; Mehiman y Borek, 1987;
Jones, 1992). El Os, como una parte integral de la atmdsfera, puede tener una
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concentracion de hasta 0.1 ppm. Esta concentracién puede ser modificada y alcanzar
niveles de un contaminante del ambiente como una consecuencia de la oxidacion del
nitrogéno atmosférico a dxidos de nitrogeno (NOx) durante combustiones a alta
temperatura de compuestos derivados del petréleo y carbdn, siendo las principales
fuentes de emision de los precursores los vehiculos motores de combustion y los

procesos industriales.

Debido a la naturaleza téxica del Os, en muchos paises los niveles ambientales
estan sujetos a una regulacion gubernamental. En Estados Unidos de América esta
regulacion la realiza la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA,
1978), ia cual establece que la concentracion maxima a la que puede estar expuesto el
hombre es de 235 ug/m® (0.12 ppm), valor promedio por hora que no debe excederse
mas de una vez por afno. En México se ha implantado un criterio de evaluacién para los
niveles de contaminantes, el cual tiene como objeto establecer un marco de referencia
para la proteccion de ia salud de ia poblacion y del medio. Este criterio es definido como
Indice Metropolitano de Calidad del Aire (IMECA) y se le asigna una escala de 0 a 500,
siendo 100 puntos el valor maximo permitido para cada contaminante. En el caso del Oa
el valor de 100 IMECA corresponde a 0.11 ppm 6 216 pg/m®.



EFECTOS BIOLOGICOS DEL OZONO

Los efectos biologicos del Os han sido estudiados extensamente en diferentes
organismos. Sus efectos toxicos en los seres vivos son atribuidos a su potencial oxidativo
(USEPA, 1986), esto es, la capacidad de remover electrones de otras moléculas o iones.

El Os produce una gran diversidad de efectos que pueden resultar de su
interaccion con los diferentes componentes celulares y por el gran nimero de sistemas
biolégicos que pueden ser afectados (Menzel, 1984; Mehiman y Borek, 1987; Wright y
col. 1990). Los niveles a los cuales la toxicidad del Os llega a ser evidente estan
determinados por una gran variedad de parametros, que incluyen estado de desarrollo,
anatomia, edad (Uchiyama y col. 1986; Gunnison y col. 1990, 1992a), sexo, estado
alimenticio, estado hormonal y sistemas celulares de proteccion (Mehiman y Borek,
1987), ademas la severidad del dafo producido por el Os depende de la concentracién
y el tiempo de exposicion (Menzel, 1984; Hazucha, 1987). El daio producido por el O
ha sido definido como una cascada de efectos, iniciandose en la capa de tejido mas
accesible, produciendo compuestos secundarios toxicos que tienen un tiempo de vida
mayor que el Os y ademas pueden difundir dentro del tejido y producir dafio en otros
sistemas. A su vez, estos compuestos secundarios pueden reaccionar y producir

compuestos terciarios toxicos (Pryor, 1993).

MECANISMOS BIOQUIMICOS Y MOLECULARES DEL OZONO

Se han propuesto diversos mecanismos moleculares y bioquimicos para explicar la
toxicidad del Os. Estos mecanismos son complejos y la mayoria no sélo involucran la
accién directa del Os sobre las macromoléculas, sino también la formacién de productos
secundarios tales como los precursores de radicales libres y los mediadores quimicos
y enzimas asociados con las actividades de células inflamatorias (USEPA, 1993).
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En relacién al efecto directo del O3, se ha propuesto que éste actlia a través de
la peroxidacién de los acidos grasos poliinsaturados (Chow y Teppel, 1972; Pryor y col.
1983) y la oxidacion de péptidos o proteinas de bajo peso molecular que contienen
grupos funcionales tioles, aminas, aldehidos y alcoholes (Freeman y Mudd, 1981; Menzel
y Wolpert, 1989). Ambas propuestas son consideradas complementarias, ya que las
membranas celulares estan constituidas tanto de lipidos como de proteinas y la oxidacion
de estos constituyentes membranales es simultanea (Menzel, 1984; Melhman y Borek,
1987).

La lipoperoxidacion comprende una cascada de eventos, donde una entidad
quimica inicia el desplazamiento de un atomo de hidrégeno y produce el rearreglo
molecular de los acido grasos poliinsaturados, resultando la formacién de
lipohidroperéxidos y productos secundarios, como el malondialdehido, los cuales podrian
inducir un dafo biolégico en las proteinas de la membrana o pueden interactuar con
otros acidos grasos y propagar la cadena de lipoperoxidacion locaimente (Gutteridge y
Halliwell, 1990; Winkihofer-Roob, 1994) y a zonas mas distantes del dafio inicial (Hubel
y col. 1989) en una gran variedad de sitios extrapuimonares donde se producen
modificaciones de su funcién (Kavlock y col. 1980). Algunas condiciones que pueden
estimular la lipoperoxidacion incluyen la hiperoxia, la hipoxia, la toxicidad por cobre y
hierro y las deficiencias en los antioxidantes (Hubel y col. 1989).

Por otro lado, cuando el O3 se encuentra frente a diferentes moléculas, éste
reacciona inicialmente con las moléculas mas reactivas (Mudd y Freeman, 1977; Menzel,
1984; Pryor, 1993). Por ejemplo, el orden de reaccion del Os con algunos aminoacidos
es: cisteina > metionina = triptéfano > tirosina > histidina > cistina > fenilalanina (Mudd
y Freeman, 1977).

Con respecto a la toxicidad indirecta del Os, se ha determinado que parte del dafio
bioquimico celular ocurre a través de la formacion de metabolitos secundarios como los
radicales libres (Stockinger, 1965; Goldstein y col. 1969; Goldstein y col. 1970; Hueter
y Fritzhand, 1971). Los radicales libres de oxigeno son compuestos altamente reactivos
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‘con electrones no pareados, capaces de iniciar la oxidacién (Winklhofer-Roob, 1994) y
producir dafio en el tejido, contraccién en el masculo liso, incremento en la permeabilidad
vascular, hiperreactividad bronquial y liberacién de mediadores quimicos (Jarjour y
Calhoun, 1994).

El O3 puede producir radicales libres por tres tipos de mecanismos: i) 1a reaccion
directa del Os con moléculas lipofilicas, ii) la reaccion directa con moléculas en regiones
acuosas que pueden atrapar productos de la ozondlisis y iii) la produccién indirecta de
radicales libres por la accion del Os sobre las células fagociticas (Pryor, 1991). Los sitios
de generacion de radicales libres y especies reactivas del oxigeno incluyen mitocondrias,
lisosomas, peroxisomas, asi como las membranas nuclear, citoplasmica y del reticulo
endoplasmico (Hicks y col. 1991). Las especies moleculares producidas incluyen a los
radicales hidroxilo (OH.), peroxilo (RQO-), alcoxilo (RO, anidn superdxido (Oz-), y
moléculas reactivas como peréxido de hidrogeno (Hz202) y singulete de oxigeno (‘02).
La Fig. A se muestra la generaciéon de radicales libres a partir del radical anion
superédxido (Oz.-).

La vida media estimada para las especies reactivas del oxigeno son diferentes.
Las tasas mas altas de las constantes de reaccion son para el radical hidroxilo (10® s)
y sus reacciones de difusion son limitadas, por lo que practicamente sélo participan en
el sitio de su generacién. En contraste, algunos radicales peroxilo son relativamente
estables, con una vida media en segundos (7 s). Tales moléculas pueden difundirse lejos
del sitio de generacion y ademas transportar el radical u oxidar a otros sitios blanco
(Sies, 1993). Los lipohidroperoxidos pueden propagar la formacion de radicales peroxilo
e iniciar una nueva cadena de reacciones, a menos que las reacciones sean bloqueadas
por algin antioxidante (Winklhofer-Roob, 1994).
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MECANISMOS ANTIOXIDANTES

Existen diversas sustancias que son capaces de prevenir los efectos bioquimicos de! Os
o de sus metabolitos secundarios.

Las enzimas antioxidantes, glutation-peroxidasa (GSH-Px), superdxido-dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), y otras peroxidasas, protegen a la célula contra el dafio
producido por los radicales de oxigeno, el exceso de produccion de oxidantes y otros
compuestos toxicos (Van Aeker y col. 1993; Jarjour y Calhoun, 1994). Dicha actividad
enzimatica antioxidante es dependiente de ia concentracion y del tiempo de exposicién
al Oz (Plopper y col. 1979). Parte de los datos que apoyan la funcion protectora de estas
enzimas son estudios en los que se describe un incremento en la actividad enzimatica
producida por repeticiones de estrés oxidativo (Basset y col. 1988a). El estrés oxidativo
puede ser definido de manera amplia como un desequilibrio entre los prooxidantes y
antioxidantes en el cual domina el primero; una manifestacion de este fenomeno es la

peroxidacion (Hubel y col. 1989).

La enzima glutation-peroxidasa actia como un mecanismo de proteccidn, ya que
reduce tanto al perdéxido de hidrogeno (H20:) (Del Maestro y McDonald, 1987;
Winklhofer-Roob, 1994) como a los hidroperéxidos de los acidos grasos producidos por
el Os (Chow, 1981). Este puede ser el sistema intracelular de disminucion de radicales
libres mas importante y uno de los indices bioquimicos mas sensibles a ia exposicién a
O3 (Menzel, 1984).

La superéxido-dismutasa reduce el radical anion superéxido (O2--) a peroxido de
hidrogeno (H20:). Intracelularmente H20: es reducido a H20 por una catalasa y
peroxidasas (USEPA, 1993).

Diversos estudios han determinado que la vitamina E (a-tocoferol), que es un
poderoso antioxidante liposoluble, protege de ia toxicidad del Os (Goldstein y col. 1970;
Roehm y col. 1971; Chow y Tappel, 1972; Chow y col. 1981; Chow, 1983; Mustafa y col.
1983, USEPA, 1986). Se ha encontrado que la vitamina E puede prevenir la
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lipoperoxidacion evitando la formacién de radicales libres, reduciendo el anién superéxido
(O2-), el radical hidroxilo (OH-) y el singulete de oxigeno ('Oz) (Ciuffi y col. 1991;
Winkihofer-Roob, 1994). También disminuye el incremento de la actividad enzimatica de
la glutation-peroxidasa (GSH-Px), glutatién-reductasa y glutation-deshidrogenasa glucosa-
6-fosfato producida por la exposicién a Oa (Plopper y col. 1979).

Otros antioxidantes no menos importantes son la vitamina C, el acido Urico y los
grupos sulfhidrilo (-SH) de las proteinas plasmaticas (Van Acker y col. 1993). EI acido
urico proviene de la oxidacion de la vitamina C y se une a metales de transicién,
atrapando radicales hidroxilo (OH-), singulete de oxigeno ('O2) y radicales peroxilo, por
lo que inhibe la estimulacion de la formacion de reacciones mediadas por los radicales
libres (Winklhofer-Roob, 1994).

En general, los antioxidantes protegen a las proteinas celulares del efecto de la
lipoperoxidacion e inhiben las reacciones de peroxidacion (Wang y col. 1991a;
Winklhofer-Roob, 1994). La interaccion entre los diferentes antioxidantes puede ser
importante para la eficaz inhibicién del proceso de la lipoperoxidacién producido por los
radicales libres (Winklhofer-Roob 1994).

EFECTOS DEL OZONO EN EL APARATO RESPIRATORIO

La exposicion a Os produce una gran variedad de modificaciones fisiolégicas y
morfoldgicas en el aparato respiratorio que han sido demostradas tanto en animales de
laboratorio (Lippmann 1989, 1993; Wright y col. 1990) como en humanos (Hazucha,
1987). Los principales hallazgos muestran que la exposicion por inhalacién a Qs induce
cambios estructurales y funcionales en el aparato respiratorio (Bhalla y col. 1986; Basset
y col. 1988b; Koren y col. 1989). Entre estos cambios se encuentran incremento en la
permeabilidad de la mucosa, daiio celular epitelial, cambios en la funcion pulmonar
como disminucion de los volimenes y flujos espiratorios (Hazucha 1987; Bhalla y col.
1993), inflamacién de las vias aéreas e incremento en la reactividad de las mismas
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(Camposy col. 1992; Vargas y col. 1994). Estos cambios probablemente son el resuitado

de la oxidacién de los componentes de los sistemas biologicos.

De manera especifica, se ha propuesto recientemente que el Oa reacciona con los
acidos grasos poliinsaturados de las capas de los fluidos protectores del pulmoén,
"incluyendo moco y surfactante pulmonar (Lai y col. 1990; Pryor y col. 1991; Cross y col.
1992; Cueto y col. 1992). El surfactante pulmonar esta constituido de un 15% a un 40%
de acidos grasos polinsaturados, componente proteico A, colesterol y compuestos de
bajo peso molecular (Pryor y col. 1991; USEPA, 1993). Los principales acidos grasos
poliinstaurados son el acido palmitoleico (16:1), el acido oleico (18:1) y el acido linoleico
(18:2). Esto ha permitido especular que las fosfatidilcolinas, como componente principal
de! surfactante pulmonar (Lai y col. 1990), y el colesterol sean los que reaccionan
directamente con el Os (Lai y col. 1990; Pryor y col. 1992). El Os reacciona con las
olefinas, constituyentes de los acidos grasos poliinsaturados, produciendo 1,2,3-
trioxalano, que reacciona rapidamente a un 6xido de carbonilo y aldehido. E! 6xido de
carbonilo puede reaccionar con un aidehido obteniéndose un ozonido de Criegee o en
presencia de agua un hidroperdxido hidroxi. El hidroperéxido hidroxi se hidroliza
generando perdxido de hidrégeno y una segunda molécula de aldehido (Pryor y col.
1991; Santrok y col. 1992). De esta forma, Pryor y col. (1991) sugieren que las olefinas
de los fluidos protectores del pulmon, y quiza las membranas lipidicas de las células
adyacentes al medio, reaccionan con el Oz inhalado para producir peroxido de hidrégeno
y aldehido, siendo éstos los principales mediadores de los efectos pulmonares
producidos por el Os. El peréxido de hidrégeno es precursor del radical hidroxilo (OH:),
el cual seria capaz de llegar a la via sistémica y producir modificaciones quimicas en
diferentes componentes celulares extrapulmonares.

Pryor (1992) ha hipotetizado que el O3 no penetra mas alla de la capa de fluidos
protectores del pulmén, excepto en regiones donde las células epiteliales puedan no
estar protegidas pof el moco’ o surfactante puimonar, por lo que es poco probable que
el Os penetre en el tejido de las vias aéreas.
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EFECTOS EXTRAPULMONARES PRODUCIDOS POR EL OZONO

A diferencia de los efectos pulmonares, los efectos extrapulmonares producidos por la
exposicion a 02 han sido poco estudiados. Se han descrito diversos efectos téxicos en
sistemas no pulmonares después de la inhalacién a Os, tanto en animales de laboratorio
como en humanos (Menzel, 1970; Mehiman y Borek, 1987, USEPA 1986, 1993). Estos
efectos sistémicos son secundarios a las alteraciones pulmonares o resultado de
productos de reaccion al Oa (Pryor, 1993).

Se desconocen los mecanismos precisos por los cuales el O altera a otros
sistemas. Sin embargo, es poco probable que el Oa entre directamente al sistema
circulatorio (Pryor, 1992), por lo que se ha planteado son los productos derivados de la
reaccion del Os con los componentes celulares l0s que cruzan la barrera sanguinea y
llegan a otros tejidos, produciendo efectos distantes (Pryor, 1992, 1993).

Los efectos toxicos del Os han sido observados en diferentes sistemas biolégicos
como son eritrocitos, leucocitos y sistemas nervioso central, cardiovascular, genético,
enddcrino y reproductivo (Mehiman y Borek, 1987).

EFECTOS DEL OZONO EN EL SISTEMA HEMATOLOGICO

Los cambios morfolégicos y fisioldgicos producidos por concentraciones variables de O
a nivel hematoldgico en animales y humanos abarcan incremento significativo de la
fragilidad osmética de la membrana de eritrocitos (Goldstein, 1973; Buckiey y col. 1975),
disminucion de los niveles de algunas enzimas como la acetilcolinesterasa y la GSH-Px
y aumento de los niveles de vitamina E, lipoperéxidos y creatinin-cinasa (Goldstein y col.
1968, 1974, Buckley y col. 1975; Ross y col. 1979; Canada y col. 1987; Takahashi y col.
1990; Veninga y Fidler 1986)

Miller y col. (1987) observaron un decremento de tromboxano B2 (TXB2) y
prostaglandinas (6-keto-PGF1. y PGE1) en plasma de cobayos expuestos a 1 ppm de
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Oa durante 1 hora. Asi también, se ha determinado una disminucion en los niveles de la
acetilcolinesterasa de la membrana de eritrocitos de ratones expuestos a Oa a
concentracién de 8 ppm durante 4 horas y 40 ppm durante 2 horas (Goldstein y col.
1968; 1974) y en eritrocitos humanos expuestos a Os a 0.5 ppm durante 2.45 h (Buckley
y col. 1975). Se ha informado también un incremento de lipoperéxidos en los eritrocitos
humanos expuestos a Oz a 0.5 ppm durante 2.45 h (Buckley y col. 1975).

Ross y col. (1979) determinaron que el O (1.0 y 3.0 ppm durante 4 h) no modifica
la afinidad de la interaccion del sitio de union hemo-oxigeno y la afinidad de la
oxihemoglobina, por lo que no se modifica la capacidad de transporte de oxigeno de los

eritrocitos.

Se ha propuesto que las alteraciones de los leucocitos polimorfonucleares
seguidas de la exposicién a Os, probablemente sean a través de la liberacién de agentes
quimiotacticos y metabolitos del oxigeno, seguido por la salida de mediadores quimicos
de los pulmones en la circulacién periférica y su encuentro en compartimiento vascular

con leucocitos circulantes (Bhalla y col. 1993).

EFECTOS DEL OZONO SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central es altamente vuinerable a las condiciones ambientales,
probablemente los efectos del Os en este sistema sean por los productos de reaccion
del! Os que llegan algun lugar a través de la corriente sanguinea afectando al sistema
nervioso central (Graham et al. 1981; Haro y Paz, 1993).

Una forma de evaluar los efectos producidos por el Os, a diferentes
concentraciones, en el sistema nervioso ha sido la cuantificacion de neurotransmisores
y enzimas como la serotonina (Skillen y col. 1961), noradrenalina, adrenalina,
monoamino-oxidasa, catecol-O-metiltransferasa (Trams y col. 1972) y acetilcolinesterasa
(Gordon y col. 1981) en la corteza cerebral de perros y ratas.
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Por otro lado, los estudios conductuales realizados en animales de laboratorio
muestran nue existen modificaciones en los patrones de conducta después de la
exposicién a diferentes concentraciones de Os (0.05 a 16 ppm), como el decremento en
la actividad motora de manera proporcional a la concentraciones suministrada (0.12-2.0
ppm) (Tepper y col. 1982; Tepper y Weiss, 1986) y decremento en la conducta operante
condicionada (Weiss y col. 1981). Asimismo, Musi y col. (1993) evaluaron algunos
patrones conductuales (crianza, acicalado, husmear e interaccion social) en ratones
expuestos a Os de manera continua por 13 dias (0.4-1.2 ppm). Estos autores observaron
que se produce un incremento en las patrones conductuales evaluados durante la
primera hora de exposicion (0.8 y 1.2 ppm). En otro trabajo, Umezu y col. (1994)
describieron que ratas expuestas una sola vez a 0.4 ppm de Os durante 23 h
disminuyeron su actividad alimenticia y la ingestion de agua en un 29 y 44%

respectivamente.

Hore y Gibson (1968) determinaron que la exposicion a Oz (0.2-0.3 ppm, 70 min)
no modifica las pruebas de inteligencia realizadas a un grupo de estudiantes

universitarios.

En otros experimentos se han evaluado los patrones de suefio de animales
expuestos a Os. Yokoyama y col. (1989) observaron una disminucion del suefio
paraddjico de ratas expuestas a 0.5 ppm de Os (6 h) y 1 ppm (3 h). Este mismo grupo
de trabajo determiné que la exposicidn a Os (0.1 y 0.2 ppm) no modifica 1a duracién del
estado de vigilia ni del suefio de ondas lentas y paraddjico de ratas (Arito y col. 1990),
mientras que a 1 ppm de Os durante 3 horas se produce un decremento en el suefio
paradojico y un incremento en suefio de cndas lentas (Arito y col. 1992). En relacién con
estos estudios, Paz y Bazan (1992), determinaron que en gatos expuestos a Qs durante
24 h se produce un incremento en el tiempo de suefio de ondas lentas (0.8 y 1.2 ppm)
y un decremento en el suefio paradéjico. Del mismo modo, en ratas recién nacidas de
ratas gestantes expuestas a Os (1 ppm durante 12 h por sesiéon) se observé una

inversion en el suefio de ondas lentas y estado de vigilia, asi como un decremento en
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el sueiio paradgjico (Haro y Paz, 1993). Se ha evaluado también que la exposicion a O
(0.5 y 1.0 ppm) en ratas produce un decremento en la frecuencia de actividad dei
electroencefalograma de la corteza parietatl (Arito y col. 1992).

EFECTOS DEL OZONO EN EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

Algunos trabajos han definido que la exposiciéon a Os produce efectos en el sistema
cardiovascular. Los estudios muestran que la exposicion aguda a 0.5 ppm (durante 6 h)
y 1.0 ppm (durante 3 h) de Os en ratas machos aduitos produce una marcada
disminucién en la frecuencia cardiaca y la presion arterial media, asi como arritmia
cardiaca (Uchiyama y col. 1986; Yokoyama y col. 1989) siendo estos parametros
cardiovasculares dependientes de la edad (Uchiyama y col. 1986). A estas
concentraciones de O se observan los mismos efectos en ratas enfisematosas tratadas
con elastasa (Uchiyama y Yokoyama, 1989) y en ratas normales se observa un
decremento en la frecuencia cardiaca. De la misma manera, este grupo de investigacion
determind que disminuye la frecuencia cardiaca y se incrementan los eventos de
bradiarritmia en ratas expuestas a 0.1 y 0.2 ppm de Os durante 5 dias (Arito, 1990). En
contraste, Tepper y col. (1990) no observaron alteracion en la presion sanguinea de ratas
expuestas a Os (1.0 ppm durante 135 min) aunque la ventilacion fue incrementada por
COa..

Un estudio reciente realizado por Vesely y col. (1994) muestra que el Os (0.5
ppm/8h) incrementa el péptido atrial natriurético en corazén, pulmén y circulacion de
ratas. Ellos sugieren que el péptido atrial natriurético puede mediar el decremento de la
presion sanguinea y el edema pulmonar observado con la exposicion a Oz, La causa de
los efectos cardiovasculares adin no tiene explicacion; sin embargo, se postula que
probablemente sea consecuencia de cambios en el sistema nervioso parasimpatico
(Yokoyama Yy col. 1989; Arito y col. 1990, 1992).
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EFECTOS DEL OZONO EN EL SISTEMA ENDOCRINO

Estudios sobre los efectos en sistema endocrino han determinado que el Os puede
afectar el eje adrenal-tiroideo-hipofisario (USEPA, 1986, 1993; Mehiman y Borek, 1987).
La mayoria de los estudios se disefiaron para determinar si algunos agentes
bloqueadores de las giandulas tiroides, adrenales e hipdfisis o la eliminacion de éstas,
incrementa la frecuencia de sobrevivencia de las ratas y ratones expuestos a Os
(USEPA, 1986). El trabajo de Fairchild y col. (1959) es una primera observacién sobre
los efectos de la exposicién a Os en el sistema enddcrino de ratones. Estos autores
determinaron que {a exposicion a Oz a 5.8 ppm durante 4 h produce un decremento en
la actividad de un bloqueador de la tiroides (d-naftiltiourea. ANTU). En otros trabajos
posteriores, Clemons y Garcia (1980 a,b) determinaron los efectos en el sistema
hipotadlamo-hipdfisis-tiroides de ratas expuestas a Os (1 ppm durante 24 h). Estos
investigadores determinaron que el Os produce un decremento de la concentracion
sérica de la hormona estimulante de la tiroides, de las hormonas tiroideas (T3 y T4), un
incremento en los niveles de prolactina y alteraciones morfolégicas en la tiroides.
Algunos mecanismos de proteccion han sido observados al remover la tiroides, hipofisis
y glandulas adrenales, lo que sugiere que ciertas hormanas pueden potenciar la accién
toxica del Os (Mehiman y Borek, 1987).

Graham y col. (1981) investigaron los efectos de la inhalacion del Os en el
metabolismo xenobibtico. Este grupo expuso a 1.0-5.0 ppm del Oz durante 3 h/dia a
ratones, ratas y hamsters y encontraron un incremento en el suefio inducido por
pentobarbital. La duracién del tiempo de sueiio producido por pentobarbital es un
bioensayo del metabolismo xenobiético hepatico del pentobarbital. Aunque es poco
probable que el Os llegue al higado a través de la sangre, el Os produce perdxidos y
otros productos oxigenados con tiempo de vida suficiente para llegar al higado (Menzel,
1984).
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EFECTOS EN EL SISTEMA REPRODUCTIVO

Los estudios del efecto del Os sobre el sistema reproductor son mas limitados. Los
efectos de la exposicién a los oxidantes fotoquimicos en animales gestantes y sus
embriones pueden ser considerados como de alto riesgo, ya que el volumen de aire
inspirado se incrementa de 15 a 50% durante la gestacion (USEPA, 1986). En un primer
estudio con ratones gestantes expuestos a Os a bajas concentraciones (0.1-0.2 ppm) se
determind que existe una disminucion en ia frecuencia de sobrevivencia de las crias; sin
embargo, en este trabajo no se especifica el tiempo de exposicion durante la gestacién
(Brinkman y col. 1964). En otra investigacion, Veninga (1967) encontré un aumento del
crecimiento dental en ratones expuestos a 0.2 ppm de Os por 7 h/dia, 5§ dias/semana

durante el desarrollo embriolégico y 3 semanas después del nacimiento.

Parte de la informacion existente sobre los efectos toxicos del Os en la
reproduccion se basa en los trabajos de Kavlock y col. (1979, 1980). Este grupo de
investigacion expuso a ratas gestantes, en una etapa temprana (6-9 dias), media (9-12
dias) y tardia (17-20 dias) de gestacion, a concentraciones de 0.44 a 1.97 ppm de Os
durante 8 h/dia, determinando que la exposicion a 1.49 ppm durante la mitad de la
gestacion produce un incremento de reabsorcién de fetos, sin encontrar efectos
teratogénicos. Del mismo modo, la exposicion a 0.44 ppm de Os durante la mitad y la

ultima etapa de gestacién produjo un decremento en el peso materno y fetal.

Kavlock y col. (1980) observaron que en ratas gestantes expuestas a 1.5 ppm de
0s durante 4 dias no hubo mortalidad neonatai. También, observaron un decremento en
el peso de las crias a los 6 dias de nacidos con una exposicion de 1 ppm de Os durante
las eiapas media y tardia de la gestacion. Recientemente, se determiné que en ratas
gestantes expuestas a Os existe un decremento en el peso corporal de las crias con
respecto al control (Haro y Paz, 1993).
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS DEL
MUSCULO LISO UTERINO

El Gtero tiene funciones importantes en la reproduccion, ya que recibe al embrion
procedente de la trompa uterina y es el sitio donde se realiza la implantacién y donde se
establecen las relaciones vasculares para el mantenimiento del embrion a lo largo de su

desarrollo.

Desde el punto de vista histoldgico la pared del titero de los mamiferos esta constituida
de tres regiones: endometrio, miometrio y perimetrio (Delmann y Brown, 1976; Banks,
1986; Vaquero, 1982). El endometrio participa en la implantacién del embrién y la
formacion de la placenta (Bloom y Fawcet, 1987), e incluye en su estructura epitelio,
glandulas tubulares simples y tejido conjuntivo subyacente (Vaquero, 1982; Banks, 1986).
EI miometrio esta formado de una capa gruesa de mtisculo liso circular interna en la que
los haces estan arreglados alrededor del eje longitudinal, una capa externa donde los
haces estan arreglados de manera paralela al eje longitudinal y tejido conjuntivo situado
entre los haces musculares (Delmann y Brown, 1976; Banks, 1986). El perimetrio se
compone de tejido conjuntivo laxo, recubierto de mesotelio peritoneal (Deimann y Brown,
1976).

El Gtero de rata tiene inervacion adrenérgica y colinérgica, asociada al mdsculo liso, los
vasos sanguineos y los elementos glandulares. La capa circular interna del musculo liso
uterino esta inervada mas que la capa longitudinal externa y la intensidad de inervacion
disminuye gradualmente hacia ia region ovarica (Adham y Schenk, 1969). La inervacién
simpatica del utero esta determinada por los nervios presacrales (hipogastrico) (Moawad,
1973) y constituida de receptores adrenérgicos tipo a1, a2, 1 y B2 (Korenman y Krall,
1977). Ademas de la inervacién adrenérgica y colinérgica el muasculo liso uterino esta
influido en forma directa por otros neurotransmisores, tales como la serotonina,
histamina, oxitocina, angiotensina, endotelina y prostaglandinas, sustancias que llegan

al utero a través de la via sistémica (Ottesen y Fahrenkrug, 1990).
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La oxitocina (OT), una hormona peptidica neurohipofisaria, es un potente
estimulante especifico del miometrio (Fuchs, 1983). Se ha establecido que el utero
humano no gestante o en las primeras etapas de gestacion es insensible a la OT, aun
a grandes concentraciones (Bygdeman y Wiqvist, 1973; Currie, 1980); sin embargo,
existe un incremento en la sensibilidad a la OT hacia la semana 36 de la gestacion y
durante el trabajo de parto (Bygdeman y Wiquist, 1973; Braaksma y col. 1973).

Kuriyama y Susuki (1976) encontraron que en el Gtero de rata embarazada,
inmediatamente antes del parto, la OT es mas efectiva en inducir la contraccion del
miometrio que a la mitad del embarazo. Asimismo, se ha descrito un incremento de
sensibilidad a la OT en la capa longitudinal del musculo liso uterino de rata a los 10 dias
de la gestacién (Crankshaw, 1986). Este stbito cambio en la sensibilidad del ttero de
rata embarazada a la OT corresponde al aumento de la concentracion de receptores
miometriales a la OT (Alexandrova y Soloff, 1980; Fuchs y col. 1983). Por lo tanto, en
animales la sensibilidad del miometrio a la OT depende del estado gestacional o del ciclo
estral, asi como del nimero de receptores a OT, el cual se incrementa hacia la etapa
final del embarazo, es maximo durante el trabajo de parto y declina posteriormente
(Carsten y Miller, 1987; Fu y col. 1993). La concentracion de receptores a OT en el ttero
de rata parece incrementarse con los estrégenos (Fuchs y col. 1983), siendo también la
progesterona un contribuyente a la excitabilidad miometrial producida por fa OT (Fu y col.
1993). Estos hallazgos, correlacionados con la funcién fisiologica, sugieren que el
incremento en la sensibilidad uterina a 1a OT esta causada por un incremento en los
receptores miometriales a la OT (Carsten y Miller, 1987).

Los cambios morfolégicos y fisiolégicos, al igual que la actividad eléctrica y
mecéanica del utero de los mamiferos estan regulados por los estrégenos y la
progesterona. Los estrégenos en el Utero de rata inducen una serie de cambios
complejos que comprenden mayor permeabilidad vascular, aumento del nimero de
eosindfilos y de células cebadas, e incremento del metabolismo de la glucosa y de la
sintesis de proteinas, actomiosina, RNA y DNA (Tchernitchin, 1981, 1989; Campell y col.
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1980; Wilson, 1963; Gorski y Neison, 1965).

Durante la gestacién los estrégenos y la progesterona de la placenta afectan de
forma sinérgica al miometrio, induciendo la hiperplasia e hipertrofia de las células del
masculo liso, aumentando la maquinaria contractil. La concentracion de estrogenos se
incrementa marcadamente durante los dos Ultimos dias de gestacion en las ratas,
mientras que los niveles de progesterona disminuyen antes del parto (Parkington y
Coleman, 1990), siendo la placenta y el ovario las dos fuentes importantes de
progesterona durante la gestacién (Lanman, 1977).

REGIONES MESOMETRIAL Y ANTIMESOMETRIAL DEL UTERO

Existen datos experimentales que han demostrado que existe variaciéon regional,
anatomica y electromecanica, del musculo liso uterino, por lo que la actividad de la
contraccion uterina depende de la zona estudiada. En este sentido, Nesheim (1975)
describié un incremento de la sensibilidad a los agonistas 3-adrenérgicos en la region
longitudinal del musculo liso uterino. Daels (1974) encontré un incremento en la
contraccion a la adrenalina y OT en la region externa uterina. Crankshaw (1986)
describié un incremento de ia sensibilidad a la OT en la capa longitudinal de! Gtero de
rata a los 10 dias de gestacion, mientras que en la capa circular uterina observé un

incremento hasta el dia 21 de la gestacion.

Otras regiones descritas del musculo liso uterino de rata son Ia regiéon mesometrial
y antimesometrial. La region uterina que conduce el estimulo eléctrico a un indice mas
rapido que el resto del miometrio se denominé region antimesometrial (linea uterina) y
parece como una estria traslicida que se encuentra a lo largo del cuerno uterino,
mientras la regién mesometrial se encuentra en el limite opuesto y externo del tejido
(Sterin-Speziale y col. 1981). Se ha descrito que en ia regién mesometrial del Gtero de
rata existe un incremento en la respuesta de relajacién inducida por agonistas

adrenérgicos (Sterin-Speziale y col. 1981), y un incremento en la respuesta a OT (Borda
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y col. 1978) y serotonina (Campos y col. 1995), en comparacion con la regién
antimesometrial.

Asi también, existe una mayor proporcion de céiulas cebadas y un mayor
suplemento sanguineo en la region mesometrial del ttero y en animales tratados con
estrégenos, por 10 que es una region importante en el control vascular y en la
permeabilidad uterina (Gibbons y Chang, 1972). Se propone que las variaciones
morfofisiologicas descritas en las regiones del musculo liso uterino podrian ser explicadas
por la diferencia que existe entre la actividad eléctrica y mecanica a los agonistas
(Crankshaw, 1986), por la presencia de poblaciones diferentes de receptores (el Alj, y
col. 1993), por un incremento en el nimero de receptores o por un incremento en la
afinidad de los receptores a los agonistas (Sterin-Speziale y col. 1981).
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MECANISMC DE EXCITACION-CONTRACCION DEL MUSCULO
LSO UTERINO

Ha sido definido que la participacién del caicio (Ca**) en el mecanismo de excitacion-
contraccién del musculo liso es indispensable para activar a las proteinas contractiles de
las fibras musculares (Somlyo y Somlyo, 1968, Carsten y Miller, 1990; Wray, 1993).

El ingreso del Ca®* al musculo liso uterino estd mediado por cambios en el
potencial de la membrana a través de los canales sensibles al voitaje y por la apertura
de los canales operados por receptores. En este (ltimo mecanismo existen tres
componentes: i) el agonista induce ia entrada de Ca®* o de otros iones a través de los
canales operados por el receptor; ii) la liberacion de Ca* de almacenes intracelulares,
por la accién de segundos mensajeros y iii) la modulacién de la sensibilidad de las
proteinas contractiles o de sus mecanismos regulatorios (Bolton, 1979; Ruzycky y col.
1987; Wray, 1993).

Los agonistas uterotonicos participan en el mecanismo excitacién-contraccion a
través de la unién con su receptor activando la proteina G. La proteina G se disocia
liberando la subunidad catalitica a,, que a su vez activa a la fosfolipasa C (PL.C). La PLC
hidroliza el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (IPz) dando como resultado la formacion de
segundos mensajeros, el 1,2-diacilglicerol (DAG), el cual activa a la protein-cinasa C
(PKC) y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), este Gitimo capaz de inducir la liberacién de Ca®*
del reticulo sarcoplasmico (Berridge, 1987; Carsten y Miller, 1990; Wray, 1993). Tanto
la movilizacién de Ca** como la activacidn de la PKC participan en la iniciacién, la
intensidad y la duracion de !a respuesta de contraccion del muasculo liso uterino. Estudios
en musculo liso uterino han mostrado un incremento en el metabolismo de los
fosfoinositidos producidos por la estimulaciéon con ACh, carbacol y OT (Carsten y Miller,
1990).

El aumento de Ca® intracelular, a través de la via de la hidrélisis de los
fosfoinositidos, hace que la calmodulina se una a los iones Ca®*, formando el complejo
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Ca?*-calmodulina. Al interactuar el complejo Ca?*-calmodulina con la miosin-cinasa de la
cadena ligera fosforila las dos cadenas ligeras de miosina. Una vez fosforilada la
miosina forma puentes de entrecruzamiento con la actina y se produce el deslizamiento
de los filamentos de la actina y de la miosina. Cuando los niveles de Ca®* disminuyen,
fa calmodulina se disocia de la miosin-cinasa de la cadena ligera y se produce la
relajacion (Carsten y Miller, 1987; Wray, 1993). En el estado de reposo del masculo liso
uterino la concentracion de Ca®* intracelular es de 107 M, mientras que en la contraccién
maxima existe un incremento en la concentraciéon de Ca®* a 10® M (Carsten y Miller,
1987, 1990). El restablecimiento de la concentracion de Ca®* intracelular de las células
del musculo liso uterino se lleva a cabo a través de una ATPasa-Mg®*,Ca®** y por un
intercambiador Na*-Ca®* de la membrana plasmatica (Carsten y Miller, 1987; 1990). Otro
mecanismo que participa en la disminucion de Ca** intracelular es el aimacenamiento de
Ca** en el reticulo sarcoplasmico (Carsten y Miller, 1987; 1990). En fecha reciente se ha
definido que la contraccion del muasculo liso uterino inducida por ACh y K* parece
originarse priricipaimente por la entrada de Ca** extracelular, mientras que el incremento
de la concentracidn de Ca?* intracelular inducido por OT es debido a la liberacién de Ca**
de los almacenes intracelulares en células aisladas (Tsukamoto y col. 1991).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayoria de los estudios relacionados con el efecto de la exposicion a Oz se han
realizado sobre el aparato respiratorio, en donde se ha demostrado que induce diversas
alteraciones. Se ha determinado que el Os, por su gran capacidad oxidante, produce una
amplia variedad de efectos en otros d6rganos lejanos a las vias aéreas (efectos
extrapulmonares), a través de la formacion de lipoperéxidos y radicales libres. Se ha
determinado que la lipoperoxidacion produce una pérdida de la fluidez de la membrana,
y de la alineacidn del receptor y potenciaimente 1a lisis celular (Machlin y Bendich 1987)
asociado con un incremento de la concentracion de Ca** citosélico (Nicotera y col. 1988),
el cual modula el mecanismo de excitacién-contraccién del musculo liso uterino. Sin
embargo, ha sido poco estudiado el efecto de la exposicion a Oi: sobre el aparato
reproductor y mecanismo excitacion-contraccion del muisculo liso uterino como unaforma
de explorar los efectos extrapulmonares y como un fenémeno de estrés oxidativo. Por
tal motivo, en este estudio se investigo si la exposicion aguda a 3.0 ppm de Os modifica
el mecanismo excitacion-contraccion a través de la accion farmacolégica de la oxitocina
(OT) y la acetilcolina (ACh) en el muisculo liso uterino aislado de rata no gestante y
gestante (5, 10 y 18 dias). Debido a que existen diferencias en la contraccion del
musculo liso uterino estimulada por diferentes agonistas, y que éstas dependen de! ciclo
estral y del estado gestacional, en este estudio se determiné también la respuesta de
contraccion inducida por OT y ACh de los tejidos uterinos de ratas no gestantes y
gestantes (5, 10 y 18 dias).

Por otro lado, existen diversos estudios que seﬁaian que existe variacion
anatomica de la respuesta de contraccion en el muasculo liso uterino a diferentes
hormonas y/o neurotransmisores (Borda y col. 1981; Campos y col. 1995). Por ello se
propuso estudiar la actividad de contraccion de las regiones mesometrial y
antimesometrial del Gtero de rata no gestantes y evaluar si la exposiciéon a Os modifica
dicha actividad.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Caracterizar la actividad de contraccion inducida por oxitocina (OT) y acetiicolina
(ACh) en el utero de rata no gestante y gestante (5, 10 y 18 dias).

2. Determinar el efecto de la exposicion aguda a 3.0 ppm de Os por una hora sobre
la actividad de contraccion inducida por OT y ACh en el Gtero de rata no gestante y
gestante (5, 10 y 18 dias).

3. Caracterizar la actividad de contraccion inducida por OT y ACh en las regiones
mesometrial y antimesometrial del atero de rata no gestante.

4, Determinar el efecto de la exposicién aguda a 3.0 ppm de Os por una hora sobre
la actividad de contraccién inducida por OT y ACh en las regiones mesometrial y
antimesometrial del Gtero de rata no gestante.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES

Los experimentos se realizaron con tiras de musculo liso uterino aisladas de ratas cepa
Wistar de 200-250 g de peso. Los animales estuvieron en condiciones controladas, con
agua y alimento ad libitum y con un ciclo de luz-oscuridad de 12-12 horas.

Con el objeto de estandarizar el estado hormonal de fas ratas no gestantes, a
cada una se le administré subcutineamente una concentracion de 10 ug/kg de 3
benzoato 17-B estradiol (3BEz) en un volumen de 200 pl de aceite de maiz, 24 horas
antes del sacrificio. Se consideré como dia cero de la gestacion la presencia de tapén
vaginal y espermatozoides en el frotis vaginal.

DISENO EXPERIMENTAL

En los cuadros | y It se muestran los grupos de ratas empleados, asi como el nimero
de individuos utilizados en cada uno de ellos. Para investigar el efecto del Os sobre la
reactividad uterina antes y durante la gestacion (cuadro ) se emplearon 16 grupos de
animales, 8 de los cuales fueron evaluados con OT y los 8 restantes con ACh. Para
cada uno de estos farmacos se utilizaron ratas no gestantes y ratas de 5, 10 y 18 dias
de gestacion con y sin exposicion a Oa.

Para evaluar las modificaciones de la reactividad uterina que ocurren en las
diferentes etapas de la gestacion, se utilizaron los datos de las ratas no expuestas a Os
de los grupos arriba indicados (cuadro 1).



25

CUADRO

grupo experimentat

I. Numero de ratas no gestantes y gestantes estudiadas en cada

OXITOCINA

ACETILCOLINA

Rata No expuesta Expuestaa Os | No expuesta Expuestaa Os
No gestante 8 8 8 8
Gestante:
5 dias 5 5 5 5
10 dias 9 5 5 5
18 dias 6 7 5 6
CUADRO 1l. Nudmero de ratas no gestantes estudiadas en cada grupo
experimental

OXITOCINA ACETILCOLINA
Rata No expuesta  Expuestaa Os | No expuesta Expuesta a O3

No gestante:
Mesometrial

Antimesometrial

16

15

10

10

12 8

12 8
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Para analizar la variacién anatdmica en la contraccion del Utero de rata no
gestante con y sin exposicion a Os se obtuvieron segmentos de las regiones
mesometrial y antimesometrial (Fig. 1) y se evalué su respuesta de contraccion a OT y
ACh. En el Cuadro Il se muestra el disefio experimental utilizado en esta parte del
trabajo.

Finalmente, para investigar si existe variabilidad en la respuestaa ACh y OT entre
las regiones mesometrial y antimesometrial, se analizaron los datos de las ratas no
expuestas a Oz de los grupos arriba indicados (cuadro 1),

EXPOSICION A OZONO

El Os se produjo haciendo pasar un flujo constante de aire a través de un generador de
Os (PURAQUA) y transferido a una camara de exposicién de acrilico sellada
herméticamente. La concentracion de Os dentro de dicha camara se reguld con el voltaje
del generador y se registrd cada minuto con un analizador uitravioleta de Os (Dasibi
Enviromental Corp., modelo 1008 AH). Las ratas fueron expuestas a 3.0 ppm de Os
durante una hora. El estudio experimental de las ratas expuestas a O: se realizé 18
horas después de la exposicién. Como grupo control se usaron ratas no expuestas a Os.
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ESTUDIOS IN VITRO

Los animales se sacrificaron por desnucamiento y de inmediato se extrajeron
cuidadosamente los cuernos uterinos, quitandoles el tejido conjuntivo y grasa. De la parte
central de cada cuerno uterino de rata no gestante y gestante se obtuvieron dos
segmentos de 1 cm de longitud aproximadamente. Para obtener tejidos de las regiones
mesometrial y antimesometrial (Sterin-Speziale y col. 1981) del Gtero de ratas no
gestantes, se realizé un corte longitudinal de cada segmento uterino, con lo que se
obtuvieron dos tiras de aproximadamente 10X3X3 mm. Posteriormente los tejidos se
colocaron en una camara de 6rganos aislados que contenia solucion Ringer Krebs-
bicarbonato, con la siguiente composicién (mM): NaHCOs 20; NaCl 120; KCI 4.6; MgS04
1.2; KH2POs 1.2; CaCk 2.0 y glucosa 11.5. La solucion se mantuvo con un burbujeo
constante de una mezcla gaseosa de 5% de CO:z y 95% de Oz, a una temperatura de
37°C y con un pH final de 7.4.

La actividad uterina se registré isométricamente con un transductor de tension
(FTO3 Grass) conectado a un poligrafo Beckman modelo R611. Los segmentos uterinos
se ajustaron a 1 g de tensidn y se estabilizaron durante 1 hora antes de exponerlos a los
farmacos, renovando la soluciéon Ringer Krebs bicarbonato cada 10 minutos. Se
realizaron curvas concentracion-respuesta no acumulativas a OT y ACh en los tejidos de

grupos de animales expuestos y no expuestos a Oa,

SUSTANCIAS QUIMICAS

Las sales utilizadas para preparar la solucién Ringer Krebs bicarbonato y despolarizante
(K* 60 mM) fueron grado reactivo de los laboratorios J. T. Baker (México).

Se utiliz6 el estrégeno 3 benzoato 17 B-estradiol (3BE?2) y acetilcolina (ACh) de los
laboratorios Sigma, Chemical Co. (St. Louis Mo.). Asimismo, se utilizé oxitocina sintética

(OT, Syntocinon“®) de los laboratorios Sandoz (México).
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Los agonistas (OT y ACh) se disolvieron en agua destilada y se adicionaron a la
camara de 6rganos aislados en un volumen que no excedié de los 20 pl a las
concentraciones crecientes, expresadas como -log, para OT (5, 4.5, 4,3.5,3,2.5,2,1.5
y 1 mUl/iml) y ACh (7, 6.5, 6, 5.5, 5, 4.5, 4, 3.5, 3 uM) para cada uno de los grupos
experimentales.

ANALISIS DE LOS DATOS

La actividad de contraccién del musculo liso uterino inducida por ACh y OT se evalud
cuantitativamente como area bajo la curva, amplitud de la contraccion y frecuencia de

la contraccion.

El area bajo la curva y la amplitud de la contraccion se expresaron como % de
respuesta. Se consideré como el 100% de respuesta la contraccién producida por la
administracion de 60 mM de KCI en el tejido uterino. La estimulaciéon de 60 mM de KC!
se realizé al inicio de cada experimento hasta obtener dos respuestas sucesivas
semejantes con el objeto de reconocer la viabilidad y normalizar la respuesta de los
diferentes tejidos. El drea bajo la curva (cm®) se midi6 con un planimetro digital con
trazador ajustable Tamaya modelo Polar 2. La amplitud de la contraccion indica la
tension maxima producida por el agonista. La frecuencia de contraccion se definié como
" el niumero de contracciones inducidas por el agonista. Las variables analizadas fueron
evaluadas durante un periodo de 5 minutos.

Los resultados se expresaron como el logaritmo negativo de la concentracion
efectiva 50 (-log CEso), es decir, la concentracion del agonista a la cual se obtiene el 50%
de la respuesta maxima. Para cada curva se calculé la CEsoc mediante analisis de
regresion lineal empleando los valores de respuesta transformados en unidades
probabilisticas y que representa la sensibilidad del tejido al agonista utilizado. Se evalu6
también la respuesta maxima obtenida de los parametros analizados en cada grupo
experimental. La respuesta maxima indica la reactividad del tejido al agonista. Para la
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evaluacién estadistica se usaron pruebas de comparacién mdiltiple (analisis de varianza
de una via y método de Bonferroni (Wallenstain y col. 1980)). Asi también se utilizé
prueba t de Student para datos pareadeos y no pareados. El nivel de significancia se fijé
en valores de p<0.05 bimarginal. Los datos y las figuras que aparecen en el texto se
ei(presan como los valores promedio + el error estandar.
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RESULTADOS

La Figura 2 muestra el estimulo inducido por K* (60 mM de KCI) en el musculo liso
uterino de rata. En las Figuras 3 y 4 se muestran los trazos del registro tipico del
protocolo experimentali de la contraccion uterina inducida por OT y ACh, respectivamente.
Se observa inicialmente una contraccion sostenida por el estimulo de K* 60 mM y
posteriormente, los registros estimulo-respuesta no acumulativos para los agonistas OT
y ACh. Se obtuvieron curvas concentraciones-respuesta a la OT y ACh para todos los

grupos.

5mln :

K* 60mM K’GOmM K‘ 60 mM

Fig. 2. Ejemplo tipico del registro de la actividad de contraccién del musculo liso
uterino de rata no gestante a la estimulacién con K* 60 mM.
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Fig. 3. Ejemplo tipico del registro de la actividad de contraccién del musculo liso uterino aislado de rata no
gestante inducida por oxitocina (OT), a diferentes concentraciones expresadas como -Log [OT] mUi/ml.
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Fig. 4. Ejemplo tipico del registro de la actividad de contraccién del musculo liso uterino aislado de rata no
gestante inducida por acetilcolina (ACh), a diferentes concentraciones expresadas como -log [ACh] M.
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CURVAS A OXITOCINA

EFECTO DEL OZONO SOBRE LA ACTIVIDAD DE CONTRACCION INDUCIDA POR
OXITOCINA

Las curvas estimulo-respuesta inducidas por OT, expresadas como area bajo la curva
(Fig. 5), amplitud de la contraccion (Fig. 6) y frecuencia de la contraccion (Fig. 7), en el
utero de rata no gestante expuesta a Os, muestran un desplazamiento hacia la izquierda
en comparacion con la contraccién del Gtero de rata no gestante no expuesta a Os. Sin
embargo, la exposicion a Os no modificé la CEso (Cuadro Ili, Fig. 8), ni la respuesta
maxima (Cuadro IV, Fig. 9) del area bajo la curva, amplitud y frecuencia de la
contraccion inducida por OT en el ttero de rata no gestante con respecto al control.

En el Utero de rata gestante (5 dias) expuesta a Os las curva estimulo-respuesta
ala OT expresadas como area bajo la curva (Fig. 5), amplitud de la contraccion (Fig. 6)
y frecuencia de la contraccion (Fig. 7) se desplazaron a la izquierda en comparaciéon con
el utero de rata gestante (5 dias) no expuesta a Os. No obstante, el analisis del area bajo
la curva, la amplitud y la frecuencia de ia contraccion inducida por OT del Gtero de rata
gestante (5 dias) muestra que no se modificaron los valores de la CEso con respecto a
los controles (Cuadro 11, Fig. 8). En cambio, la exposicion a Qs incrementoé la respuesta
maxima del area bajo la curva, amplitud y frecuencia de la contraccion del utero de rata
a los 5 dias de gestacion (p<0.05, Cuadro IV, Fig. 9).

En ratas a los 10 dias de gestacion la exposicién a Os no modificé la CEso
(Cuadro I, Fig. 8), ni la respuesta maxima (Cuadro IV, Fig. 9) del area bajo la curva,
amplitud y la frecuencia de la contraccion uterina inducida por OT, en comparacién con
el tejido de ratas gestantes (10 dias) no expuestas a Os. Del mismo modo, la exposicion
a O3 no modificd la CEso (Cuadro Ill, Fig. 8), ni la respuesta maxima (Cuadro IV, Fig. 9)
del area bajo la curva, la amplitud y la frecuencia de la contraccion uterina inducidas por
OT del utero de rata a los 18 dias de gestacion con respecto al control.
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EFECTO DE LA GESTACION SOBRE LA ACTIVIDAD DE CONTRACCION INDUCIDA
POR OXITOCINA

Se evalué la contraccion inducida por OT del musculo liso uterino de rata no gestante
y gestante no expuestas a Os a través de la CEso y la respuesta maxima. Al analizar la
contraccién como area bajo la curva se encontr6 que a los 10 dias de gestacién el tejido
uterino fue mas sensible que el (tero de rata no gestante, ya que se observé un
incremento significativo de la CEso (p<0.05) (Cuadro Ili, Fig. 8). El resto de los parametros
estudiados (amplitud y frecuencia) no presenté diferencias significativas de CEsec (Cuadro
M, Fig. 8).

Analizando la respuesta maxima inducida por OT, observamos que existen
diferencias significativas (p<0.05) entre el ttero de rata no gestante y el Gtero de rataa
los 10 dias de gestacion, tanto para e! drea bajo la curva como para la frecuencia de
contraccion (Cuadro IV, Fig. 9). No se determinaron diferencias significativas en la
respuesta maxima de la amplitud de la contraccidn inducida por OT (Cuadro 1V, Fig. 9).
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CUADRO Hl.
ozono.

Valores de la CEso a oxitocina del dtero de rata no expuesta y expuesta a

Area bajo la curva Amplitud  de Frecuencia
(%KCl 60mM) contraccion (contrac/min)
(%KCl 60mM)

Dias de Gestacion No expuesta Expuesta No expuesta Expuesta No expuesta Expuesta
No gestante 2.39£0.06 2.53£0.06 4.5610.35 4.4640.23 3.60£0.10 3.794£0.08
5 dias 2.82+0.11 2.57+0.17 4.85:0.44 4.2310.20 4.3210.31 3.7710.08
10 dias 4.32£0.13 4541055 4.3910.09 4.5520.56 4.08£0.21 3.9640.17
18 dias 2.85+0.17 2.87+0.14 4.2810.21 4,2240.29 4.65+0.72 3.81£0.25

Las cifras corresponden al valor promedio HJog CEso £ E.E.

*p<0.05
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CUADRO IV. Valores de la respuesta maxima inducida por oxitocina del Gtero de rata no

expuesta y expuesta a ozono.

Area bajo la curva Amplitud de Frecuencia
(%KCI 60mM) contraccion (contrac/min)
{%KCI 60mM)

Dias de Gestacion No expuesta  Expuesta No expuesta  Expuesta No expuesta  Expuesta
No gestante 76.6948.82  98.3448.75 136.4946.27 160.42£12.1 11.06£1.21 12.3141.21
5 dias +| 51.3145.93 88.22+10.8 142154550 188.664+16.07«| 7.80+0.54 10.8741.20
10 dias 1329241550 ° 131.02428.78 144551923 = 122391987 L 667044 ° 760024
18 dias 44.3316.72 4690 +8.67  113.604¢8.31  101.39+3.05 8.9241.26 6.43£0.35

Las cifras corresponden al valor promedio de la respuesta maxima ¢+ E.E.
*p<0.05
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ACTIVIDAD DE CONTRACCION INDUCIDA POR OXITOCINA EN LAS REGIONES
MESOMETRIAL Y ANTIMESOMETRIAL DEL UTERO DE RATA NO GESTANTE

Al comparar la CEso del area bajo la curva, la amplitud y la frecuencia de la contraccion
(Cuadro V, Fig. 11) de las regiones mesometrial con la antimesometrial no se observaron
diferencias significativas. Sin embargo, se encontré un incremento significativo (p<0.01)
en la respuesta maxima de la frecuencia de contraccion inducida por OT en la region
antimesometrial, en comparacién con la regién mesometrial (Cuadro V|, Fig. 12).

Al analizar el efecto del Os sobre cada una de estas regiones anatémicas (Fig. 10)
se encontré que la exposicion a O2 no modificd la CEso (Cuadro V, Fig. 11) ni la
respuesta maxima (Cuadro VI, Fig. 12) de la contraccion inducida por OT en ninguno de

los parametros evaluados.
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CUADRO V. Valores de la CEso a oxitocina de la region mesometrial y antimesometrial de!
utero de rata no expuesta y expuesta a ozono.

Area bajo la curva Amplitud de Frecuencia
(%KCl 60mM) contraccién (contrac/min)
(%KCI 60mM)
No expuesta Expuesta No expuesta Expuesta No expuesta Expuesta
Mesometrial 3.2310.14 3.0410.15 4.18+0.14 4.1610.08 4.2940.13 4.3410.19
Antimesometrial 3.07+0.16 3.02+0.08 4.5710.12 4.7610.14 4.07+0.09 4.03:0.08

Las cifras corresponden al valor promedio -log CEso + E.E.
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CUADRO VI. Valores de la respuesta maxima inducida por oxitocina de la regién

mesometrial y antimesometrial del dtero de rata no expuesta y expuesta a ozono.

Area bajo la curva Amplitud  de Frecuencia
(%KCl 60mM) confraccion (contrac/min)
(%KC! 60mM)
No expuesta  Expuesta No expuesta  Expuesta No expuesta  Expuesta
Mesometrial 97.9816.55 83.78+7.90 154.9118.88 143.8417.61 [10.06:0.33  10.05:0.52
’ L1
Antimesometrial 120.5048.12  88.9449.81 159.1948.27  137.5845.13 112.5710.74 13.2540.70

Las cifras comesponden al valor promedio de la respuesta maxima 1E.E.
**p<0.01
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CURVAS A ACETILCOLINA

EFECTO DEL OZONO SOBRE LA ACTIVIDAD DE CONTRACCION INDUCIDA POR
ACETILCOLINA

Se realizaron curvas estimulo-respuesta inducidas por ACh, expresadas como area bajo
la curva (Fig. 13), amplitud de la contraccion (Fig. 14) y frecuencia de la contraccion (Fig.
15), en el utero de rata no gestante o gestante (5, 10 y 18 dias), con o sin exposicién a
Os.

Al evaluar la CEsc (Cuadro VI, Fig. 16) de la contraccion inducida por ACh en
estos tejidos, se encontré que la exposicién a Qs no modificé en forma significativa

ninguno de los parametros evaluados.

Al analizar las respuestas maximas (Cuadro VIlI, Fig. 17) se encontré que la
exposicion a Os incrementd (p<0.05) la respuesta maxima del area bajo la curva en el
utero de rata a los 5 y 10 dias de gestacion, no asi en el Utero de rata no gestantey en
el de rata con 18 dias de gestacion.

Con respecto a las respuestas maximas de la amplitud y de la frecuencia de la
contraccion (Cuadro VI, Fig. 17), no se observaron diferencias significativas al evaluar
el efecto del Os sobre los Gteros de ratas no gestantes como gestantes.

EFECTO DE LA GESTACION SOBRE LA ACTIVIDAD DE CONTRACCION INDUCIDA
POR ACETILCOLINA

Se evalué la CEso y la respuesta maxima de la contraccién inducida por ACh en el ttero
de ratas no gestantes y gestantes (5, 10 y 18 dias) no expuestas a Os (Cuadro VII, Fig.
16). Se encontré un incremento significativo de la CEso del area bajo la curva (p<0.05)
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en el utero de las ratas con 18 dias de gestacién, en comparacién con las ratas no
gestantes. No se encontraron diferencias significativas entre las ratas gestantes y ias no
gestantes en relacién a la CEso de la amplitud y la frecuencia de la contraccion.

Al comparar las respuestas maximas de los uteros de ratas gestantes y de ratas
sin gestacién (Cuadro VI, Fig. 17), se encontré que a los 18 dias de gestacion los
tejidos presentaron un aumento de ia respuesta maxima en el area bajo la curva, misma
que fue mas del doble de Ia observada en las ratas no gestantes (p<0.001).

Deigual forma, al analizar las respuestas maximas de la frecuencia de contraccién
(Cuadro VI, Fig. 17) se encontré6 que, en comparacién con los Uteros de ratas no
gestantes, desde los 5 dias de gestacién los tejidos presentan una disminucién
significativa de dichas respuestas, fendmeno que persiste durante los 10 y los 18 dias
de gestacion (p<0.05).

Finaimente, las respuestas maximas de la amplitud de contraccion no presentaron
cambios significativos durante la gestacién (Cuadro VIII, Fig. 17).
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CUADRO Vil. Valores de la CEso a acetilcolina del dtero de rata no expuesta y expuesta a

ozono.

Area bajo la curva Amplitud de Frecuencia
(%KCl 60mM) contraccion (contrac/min)
(%KCl 60mM)

Dias de Gestacion No expuesta Expuesta No expuesta Expuesta No expuesta Expuesta
No gestante 4.2410.07 4.25+0.08 5.3120.18 6.5310.17 4.60+0.06 4.82+0.08
5 dias 4.23+0.09 4.1240.12 5.5640.24 6.02+¢0.25 5.15¢0.12 4.9740.13
10 dias 4.4310.16 3.9110.20 6.05+0.20 6.46+0.55 5.65+0.18 5.3440.20
18 dias 4.69+0.04 3.95:0.35 $.8210.17 6.2310.16 5.5610.10 5.23:0.12

Las cifras coiresponden al valor promedio log CEso £ E.E.

*p<0.05
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CUADRO Vill. Valores de la respuesta maxima inducida por acetilcolina del dtero de rata no
expuesta y expuesta a ozono.

Area bajo la curva Amplitud  de Frecuencia
(%KCI 60mM) confraccion (contrac/min)
(%KCl 60mM)

Dias de Gestacion No expuesta  Expuesta No expuesta  Expuesta No expuesta  Expuesta
No gestante 45.5616.48  55.6319.21 120.60+7.87 144.51£8.03 [16.92+1 .51] 15.00£1.19
&
S dias 38.174¢8.05 729141208 155.10£582 204.87+28.2 «|10.1010.86 13.8 £1.93
L > *
10 dias 23.1243.77  74.8615.65 121.114£10.23 135.2614.79 “10.401+1.18 11.63+1.07
18 dias 99.81+11.43 * 95221654 143.25£16.07 123.03t8.38 10.2310.76 - 9.23+1.39

Las cifras corresponden al valor promedio de la respuesta maxima + E.E.
*p<0.0S; **p<0.01

96



120 240

e
P * '%
s mnoom g
Ege 83 180
3 - ¥
o X €'y
o E 8w
o o 60 =% 120
—]
Se L3
« @ o -
&
& 2 £ 30 2, ©
™ a
] 3
“® o5 . <
E e no gestante 5 dias  10dias 18 dias
20
(1]
L
@
@ E
3 39
Q. 5 10
? 33
[}) os
2 2 vE 5 [0 control
O
W ozono

0 —
no gestante 5 dias 10 dias 18 dias
!

— — !

*

Fig. 17. Efecto de la exposicion a ozono sobre la respuesta maxima inducida por acetilcolina en el ltero de rata
no gestante y gestante (5, 10y 18 dias). Los valores representan el promedio * error estandar. * p<0.05,
*¥

p<0.01.

LS



58

ACTIVIDAD DE CONTRACCION INDUCIDA POR ACETILCOLINA EN LAS REGIONES
MESOMETRIAL Y ANTIMESOMETRIAL DEL UTERO DE RATA NO GESTANTE

Al comparar las regiones mesometrial y antimesometrial en las ratas sin exposicién a Os
no se hallaron diferencias significativas en la CEso (Cuadro IX, Fig. 19) y la respuesta
maxima (Cuadro X, Fig. 20) de la contraccién inducida por ACh en ninguno de los
parametros evaluados (area bajo la curva, amplitud y frecuencia).

Por otra parte, la exposicién a O: no modificé las respuestas a la ACh en la

region mesometrial o la antimesometrial. Esta carencia de efecto pudo observarse tanto

‘ para la CEso (Cuadro iX, Fig. 19) como para la respuesta maxima (Cuadro X, Fig. 20) de

la contraccién, en cualquiera de sus parametros estudiados (area bajo la curva, amplitud
y frecuencia).
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CUADRO IX. Valores de la CEso a acetilcolina de la region mesometrial y antimesometrial

del Gtero de rata no expuesta y expuesta a ozono.

Area bajo la curva Amplitud  de
(%KCI 60mM) contraccion
(%KCl 60mM)

Frecuencia
(contrac/min)

No expuesté Expuesta No expuesta Expuesta

No expueém Expuesta

Mesometrial . 4.3910.13 4.3410.13 $.4710.12 6.2410.71

Antimesometrial 4.5710.08 4.5210.06 6.35£0.21 6.1310.15

5.19+0.05 5.0410.017

5.81:0.11 5.32+0.08

Las cifras coresponden al valor promedio -log CEso & E.E.
*p<0.05
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CUADRO X. \Valores de la respuesta maxima inducida por acetilcolina de la regién
mesometrial y antimesometrial del dtero de rata no expuesta y expuesta a ozono.

Area bajo la curva Amplitud  de Frecuencia
(%KCI 80mM) contraccion (contrac/min)
(%KC! 60mM)
No expuesta  Expuesta No expuesta  Expuesta No expuesta  Expuesta
Mesometial . 52.64£12.29 63.23:8.22  127.0136.74 132.88£7.65 13.00:1.13  16.38:0.84
Antimesometrial 75.34x1028  83.7119.06 138.7846.28  126.5316.54 14.5410.85 15.5610.93

Las cifras comesponden al valor promedio de [a respuesta maxima £E.E.
*p=0.05
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DISCUSION

Desde hace mas de 35 afos se ha estudiado el efecto del Oz sobre organismos vivientes
(Fairchild y col., 1959). En los animales y los seres humanos gran parte de esta
investigacion se ha enfocado a los posibles efectos dafiinos de este gas oxidante sobre
el aparato respiratorio, lo que seguramente ha sido motivado porque, ademas de la piel
y las mucosas externas, este 6rgano es el que mas posibilidades tiene de recibir la
agresion det Os ambiental. Lo anterior contrasta con la relativa escasez de estudios sobre
el efecto del Oz en otros aparatos diferentes del respiratorio. Especificamente, los pocos
estudios que se han realizado al respecto en el aparato reproductor se han enfocado
a la accion del Os sobre el embrion, ya sea en relacion a efectos teratogénicos o
alteraciones del desarrollo del embrién (Kavlock, 1879, 1980).

En el presente trabajo se investigaron los efectos del O= sobre la actividad de
contraccion del Gtero de rata no gestante, asi como sus posibles cambios durante la
géstacién. Adicionalmente, en ratas sanas no gestantes se intenté dilucidar qué region
anatémica, mesometrial o antimesometrial, era mas afectada por el Os. Finaimente, se
evaluron los cambios en la sensibilidad uterina a la OT y ACh durante la gestacion.

EFECTO DE LA GESTACION SOBRE LA CONTRACCION UTERINA INDUCIDA
POR OXITOCINA Y ACETILCOLINA

Estos resultados muestran que la actividad de contraccion inducida por OT y ACh en
el utero de rata se modifica dependiendo del estado gestacional. Con respecto a las
respuestas a OT, el estudio permitié determinar que el Gtero de rata a los 10 dias de
gestacion presenta mayor sensibilidad y respuesta maxima a este agonista en
comparacion con el Gtero no gestante, hecho que se manifesto al evaluar las respuesta

como area bajo la curva. En el ser humano se ha establecido claramente que el
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embarazo causa una modificacion de la sensibilidad del utero a la OT, asociada a un
incremento en la concentracion de receptores a esta hormona. Asi, se ha descrito que
hacia la etapa final del embarazo existe una mayor densidad de receptores a OT, siendo
maxima durante el trabajo de parto, y disminuyendo después (Carsten y Miller, 1987; Fu
y col. 1993). En contraste con lo anterior, los estudios realizados en ratas han encontrado
resultados muy variables. Alexandrova y Soloff (1980) y Fuchs y col. (1983) demostraron
una mayor sensibilidad a la OT del utero de rata durante el embarazo, mientras que
Kuriyama y Susuki (1976) describieron un aumento de la concentracion de sus
receptores miometriales inmediatamente antes del parto. Contrariamente a las
observaciones anteriores, Madeiros y Calixto (1989) establecieron que en el musculo liso
uterino de la rata con 10 dias de gestacion existe una disminucion de la sensibilidad a
la OT, en comparacién con el Gtero de rata no gestante.

Una posible explicacion para estas diferencias podria ser la region uterina
seleccionada en cada estudio. Se ha descrito que en la capa longitudinal del utero de
rata a los 10 dias de gestacion existe un incremento de sensibilidad a la respuesta de
OT, mientras que en la capa circular uterina existe un incremento hasta el dia 21 de la
gestacion para este mismo agonista (Crankshaw, 1986). Es posible que este diferente
comportamiento sea debido a la presencia de dos poblaciones de receptores ala OT en
el miometrio de rata, un tipo de receptor predominante en la capa longitudinal y otro tipo
de receptor regulado por progesterona que se encuentra en la capa circular del misculo
liso (el Alj y col. 1993). Ademas, se han descrito, al menos para el litero humano,
variaciones regionales en la concentraciéon de receptores a OT, siendo mayor en el
segmento superior, menor en la parte inferior, y la mas baja a nivel del cuello uterino
(Fuchs, 1983). Lo mencionado anteriormente permite suponer que la regién uterina
utilizada en este estudio determind probablemente el incremento en la sensibilidad y la
respuesta maxima a fa OT en el utero a los 10 dias de gestacion.

Contrastando con la mayor respuesta a OT a los 10 dias de gestacién, se
encontré que para la ACh habia un incremento de la respuesta como area bajo a curva
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hasta los 18 dias de gestacién. Existen diversos estudios que han establecido que la
ACh produce contracciones en el misculo liso uterino (Hodgson y Daniel, 1973; Wray,
1993). Contrario a esto, Madeiros y Calixto (1989) determinaron que en el Gtero de rata
gestante (10 dias) la ACh no produce ningtin efecto en la contraccién uterina. Los
resultados de este estudio indican que el litero de rata no gestante y gestante (5, 10 y
18 dias ) fue capaz de responder ala ACh, siendo el ttero de rata a los 18 dias de
gestacién mas reactivo a la ACh, expresado como area bajo la curva, en relacién con el

utero no gestante.

El hecho de que la OT y la ACh provoquen una mayor respuesta uterina en
diferentes periodos de la gestacion sugiere que los mecanismos subyacentes que
potencian las respuestas a cada uno de estos agonistas pudieran ser diferentes.

En el presente estudic se determiné que el Utero de rata a los 10 dias de
gestacion presenta un decremento en la frecuencia de contraccién inducida por OT
comparado con el utero de rata no gestante. Con la ACh también se observé un
decremento de la frecuencia de contraccion durante todas las etapas gestacionales
estudiadas (5, 10 y 18 dias). La frecuencia de contraccion uterina es un parametro que
no ha sido evaluado regularmente en estudios previos. Es muy probable que esta
actividad fasica sea un fenomeno diferente de la contraccion ténica inducida por el
agonista. Segan Wray (1993), la frecuencia de las contracciones puede ser incrementada
por cambios idnicos que 1) aumenten la actividad de las células marcapaso y 2) acorten
los potenciales de accion. Esta autora define que el incremento de la amplitud o duracién
de la contracciéon podria resultar de 1) un incremento del Ca®* intracelular o 2) un
incremento en la sensibilidad del sistema contractil al Ca**. El incremento de! Ca®*
intracelular puede ser debido a 1) un incremento en la entrada a través de los canales
operados por el receptor o canales operados por el voltaje, 2) incremento en la
liberacién de los almacenes intracelulares y/o el reciclado de los almacenes
intracelulares, 3) decremento o intercambio de Na*-Ca** o 4) disminucién de la expulsion

de Ca® a través de la bomba Ca2*-ATPasa membranal. Por lo anterior, en estudios de
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la contraccion uterina parece justificado evaluar la frecuencia de las contracciones fasicas
como un parametro adicional a la amplitud y al area bajo la curva. Con base en lo
anterior, la disminucion de la frecuencia de contraccion observada con OT y ACh durante
la gestacion podrian explicarse a través de cambios iénicos que modificarian la actividad
de las células marcapaso o de los potenciales de accion de las células del misculo liso
uterino (Wray, 1993). En este sentido, una sustancia que podria motivar estos cambios
en las células marcapaso es la progesterona, hormona que esta presente durante todo
el embarazo y que es capaz de reducir [a excitabilidad del Gtero, posiblemente al afectar
su potencial de membrana (Carsten y Miller, 1990).

CONTRACCION INDUCIDA POR OXITOCINA Y ACETILCOLINA EN LAS REGIONES
MESOMETRIAL Y ANTIMESOMETRIAL DEL UTERO DE RATA NO EXPUESTA A
0ZONO

Los resultados de este estudio indican que entre las regiones mesometrial y
antimesometrial del Gtero de rata no existen diferencias en la sensibilidad y respuesta
maxima a la ACh. Con respecto a la OT, solamente se observé un aumento en la
maxima frecuencia de contraccion de la region antimesometrial, en comparacion con la
mesometrial, sin que existieran diferencias significativas entre los demas parametros
estudiados.

Como se ha mencionado anteriormente, existen estudios que muestran que las
respuestas a los diferentes agonistas pueden ser variables dependiendo de la region
anatémica estudiada. Aunque son escasas las investigaciones relacionadas con la
respuestas de contraccion o relajacion entre las regiones mesometrial y antimesometrial
del muscuio liso uterino de rata (Gibbons y Chang, 1972, Borda y col. 1978; Sterin-
Speziale y col. 1981; Campos y col. 1995), dichos trabajos sefialan que estas diferencias
podrian estar moduladas por una regionalizacién del nimero o afinidad de los receptores
a los agonistas. Por otro lado, como ha descrito Wray (1993), la frecuencia de las
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contracciones del masculo liso uterino es modificada por los cambios idnicos que
determinan la actividad de las células marcapaso y la aparicion de los potenciales de
accion. Por lo tanto, de acuerdo a los resultados del presente estudio se podria
especular que en la region antimesometrial las células marcapaso, posiblemente influidas
por una diferencia regional de receptores, presentan una mayor actividad que ias de la

region mesometrial.

EFECTO DEL OZONO SOBRE LA CONTRACCION UTERINA INDUCIDA POR
OXITOCINA Y ACETILCOLINA

Elinterés por la identificacion de los mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados
en la causa y reparacion del dafio producido por el O3, ha contribuido también a
incrementar los resultados experimentales que apoyan fuertemente que existen efectos
extrapulmonares asociados con la exposicion a Os.

Hasta la fecha, este estudio es el primero en relacionar el efecto de la exposicion
a Os sobre el mecanismo excitacién-contraccion del Gtero de rata, como una forma de
explorar los efectos del Oz sobre el aparato reproductor.

Los resultados del presente estudio muestran que en ausencia de gestacion la
exposicion a Os (3 ppm, 1 h) no modificé la sensibilidad ni {a respuesta maxima a la OT
y ACh del dtero de rata, expresada como area bajo la curva, amplitud y frecuencia de
la contraccion. De forma interesante, se encontré que durante las etapas iniciales de la
gestacion (5 dias) el Os fue capaz de incrementar las respuestas tanto a OT como a
ACh. En el caso de la ACh este aumento de las respuestas también se observo en
etapas intermedias (10 dias). Sin embargo, durante la tiltima parte de la gestacion (18
dias) el Oz no produjo mas este efecto potenciador sobre las respuestas uterinas.

Hasta el momento se desconocen los posibles mecanismos involucrados en los
efectos extrapulmonares del Os a nive! del sistema reproductor. Sin embargo, de manera
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O3 son generados a través de los productos de reaccién del Os, siendo estos Gitimos los
que probablemente crucen la barrera sanguinea, y tengan tiempo de vida suficiente para
llegar a otros sistemas (Goldstein, 1973; Menzel, 1984; Steingberg, 1990; Pryor, 1992,
1993; Sies, 1993). Este fendmeno se describe como una cascada de productos de
reacciones donde el Os interactGa con las células blanco, generando productos
secundarios mas estables que el mismo Oz, como el radical peroxilo, que con una vida
media de 7 segundos es capaz de difundir a otro tejidos. A su vez, estos productos
secundarios podrian reaccionar con otras células blanco y generar productos terciarios
(Pryor, 1992).

En este contexto, Machlin y Bendich (1987) y Nicotera y col. (1988) han
determinado que la lipoperoxidacion produce una pérdida en la fluidez de la membrana,
y de la alineacion del receptor y la lisis celular, asociado con un incremento en la
concentracion de Ca®* intracelular. Asi también Kimura y col. (1992) han determinado que
la lipoperoxidacion participa de manera importante en el incremento de Ca®* intracelular,
después de un tratamiento con peréxido de hidrégeno en las céiulas endoteliales
cardiacas. Por lo anterior, si se asume que la exposicién aguda a 3.0 ppm de Os (1 h)
genera la lipoperoxidacién de las membranas celulares y por ende la produccion de
radicales libres que se difunden lejos del sitio de generacion inicial y actian en otras
células blanco y migren a otros sistemas, en este caso al sistema reproductor, seria
posible que se modificara la concentracion de Ca** intracelular, el cual esta intimamente
involucrado en la modulacién del mecanismo excitacién-contraccién del masculo liso
uterino y, por lo tanto, que se modifique la contracccion inducida por OT y ACh del ttero
de rata a los 5 y 10 dias de gestacion, resultados obtenidos en este trabajo.

Existen algunos estudios que apoyan esta posibilidad. Se ha demostrado que las
moléculas altamente oxidantes como el peréxido de hidrégeno son capaces de provocar
contraccién del misculo liso de las vias aéreas del cobayo (Barnes y Rhoden, 1987), y
que la administracion de superdxido dismutasa previene parcialmente el desarrollo de
hiperreactividad de las vias aéreas inducida por O3 (2 ppm, 2 h) y por reto antigénico
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(Takahashi y col. 1993; Ikuta y col. 1992).

Un aspecto interesante que se observo en el presente estudio fue que este efecto
potenciador del O: en la contraccion uterina a OT y ACh desapareci6 en la etapa tardia
de la gestacion (18 dias). Una explicacion probable es que en las etapas finales del
embarazo exista un mecanismo antioxidante que proteja al Gtero de los efectos indirectos
del Oa. Debido a la ausencia de trabajos efectuados en la rata sobre este aspecto, es
necesario considerar estudios previos en el humano. Walsh (1994) y Uotila y col. (1991)
determinaron que los niveles de lipoperdxidos circulantes producidos en la placenta
humana se incrementan conforme avanza el estado gestacional (Hubel y col. 1989; Uotila
y col. 1991; Walsh, 1994). Este incremento de lipoperéxidos placentarios se produce por
un aumento de radicales de oxigeno generados durante |la produccion de tromboxanos
y la produccion intrinseca de radicales libres de la placenta (Wang y col. 1991b). Walsh
(1994) describié que en el embarazo normal humano este aumento de lipoperéxidos se
ve acompafado de un incremento de! nivel de antioxidantes tales como {a vitamina E,
lo que podria ayudar a contrarrestar sus acciones toxicas. De este modo, durante la
gestacion existe un aumento progresivo de la relacion vitamina E/lipoperdxidos en la
sangre materna, debido fundamentalmente a una elevacién de los niveles de vitamina
E (Hubel y col. 1989; Wang y col. 1991a; Uotila y col. 1991). Otros estudios en mujeres
han demostrado que también la actividad enzimatica de la glutation-peroxidasa (GSH-Px)
sérica, otro importante factor antioxidante, se incrementa conforme avanza el estado
gestacional (Uotila y col. 1991). Con respecto al presente estudio, si estos mecanismos
antioxidantes existen y se incrementan progresivamente durante la gestacion en la rata,
entonces la generacién de radicales libres producidos por la exposicion a Os podria estar
disminuida en las etapas finales de la gestacion (18 dias). Esto explicaria la faita de
efecto del O3 en esta etapa tardia de la gestacion, a diferencia de la etapas inical (5
dias) e intermedia (10 dias) donde la falta de este mecanismo antioxidante permitiria la
expresion de un efecto potenciador del Os sobre las respuestas a OT y ACh.
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Otro factor que se incrementa progresivamente durante la gestacion son los
estrogenos (Oakey, 1983; Parkington y Coleman, 1990). Kuhl (1993) propuso que los
estrégenos, debido a la presencia de su anillo fenédlico, participan como atrapadores de
radicales libres que contrarrestan el efecto de la lipoperoxidacion durante la gestacién.
Por lo tanto, este incremento en el nivel de estrogenos podria constituir otro probable
mecanismo antioxidante que permite explicar la ausencia de diferencias en la
sensibilidad y respuesta maxima del Utero de rata con gestacion tardia (18 dias).
Ademas, debido a que para homogeneizar el ciclo estral en el grupo de ratas no
gestantes se les administré una dosis alta (10 pg/kg) de 3 benzoato 17 B3-estradiol, la
presencia de esta hormona podria explicar también la ausencia de efecto del Os en este
grupo. Esta misma propuesta podria explicar la faita de efecto del Oz en las regiones
mesometrial y antimesometrial de la rata no gestante.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten, para las condiciones experimentales empleadas,
establecer las siguientes conclusiones:

1. La exposicion previa a Oz (3 ppm por 1 h, 18 h antes del estudio) tuvo los siguientes
efectos:

1a. No modifico las respuestas a OT y ACh del Gtero de rata no gestante.

1b. Incremento las respuestas maximas a la OT en el dtero de rata con 5 diasd
gestacion, evaluadas como darea bajo la curva, amplitud y frecuencia de la
contraccion.

1c. Incremento la respuesta maxima a la ACh, evaluada como area bajo la curva,
en el utero de rata con 5 y 10 dias de gestacién.

1d. No modific6 la CEse de la OT y ACh en ninguna de las etapas de la gestacion
(5, 10 y 18 dias).

2. En comparacién con el utero de rata no gestante, durante la gestacién se observé lo
siguiente:

2a. Un decremento de la maxima frecuencia de contraccion inducida por ACh en
el atero de rata a los 5, 10 y 18 dias de gestacion.

2b. A los 10 dias de gestacion existi6 una mayor sensibilidad del itero a la OT,
evaluada como la CEso del area bajo la curva, y un aumento en las respuestas
maximas del area y la frecuencia de contraccion a este agonista.
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2c. A los 18 dias de gestacion hubo un incremento de la CEso y de la respuesta
maxima a la ACh, evaluadas como area bajo la curva.

3. Al comparar las regiones mesometrial y antimesometrial del utero de la rata se
encontro:

3a. La region antimesometrial tuvo una mayor frecuencia maxima de contraccion
inducida por OT.

3b. En ambas regiones, la exposicion previa a Oz no modificd las respuestas aD
y ACh.

4. Probablemente cada uno de los parametros estudiados (area bajo la curva, amplitud
y frecuencia de la contraccion), brinda informacién diferente sobre aspectos de la
respuesta uterina, por lo que su uso en estudios experimentales deberia generalizarse.
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