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TESIS

“LA NEUROTOXICIDAD INDUCIDA CON GLUTAMATO
MONOSODICO (GMS) INCREMENTA LA
SUSCEPTIBILIDAD A LA OXITOCINA EN EL
MUSCULO LISO UTERINO DE LA RATA”

La presente tesis se realizd en el Laboratorio de Toxicologia, del
Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina, UNAM. Bajo
Ja direccion del Dr. Alfonso Efrain Campos Sepulveda y el
asesoramiento de la M. en C. Maria Elena Martinez Enriquez



I. INTRODUCCION

El glutamato monosédico se ha utilizado en la industria alimentaria como

condimento potenciador del sabor' 2. El 4cido glutamico es el principal y méas abundante
neurotransmisor excitatorio del Sistema Nervioso Central (SNC), particularmente de
mamiferos y es adquirido a través de la dieta de nuestros alimentos o sintetizado en el
interior de las células. En 1954, Hayashy® propuso la funcion excitatoria del glutamato
a nivel del SNC; 25 afios después, evidencias bioquimicas y electrofisiologicas
demostraron que el glutamato es un neurotransmisor que afecta el flujo idnico y
modifica el potencial de membrana®® Es un neurotransmisor que en dosis altas induce
neurotoxicidad que se manifiesta como alteraciones neuroquimicas, endocrinas,
metabolicas y conductuales 5 ’7'9_
En 1968 Ho-man informo6 sobre los riesgos de presentar una serie de reacciones al
consumir comida china, que genéricamente se le conoce como Sindrome del
Restaurante Chino (SRC); también identificado como Sindrome del Glutamato
Monosédicol’lo_ Diversos trabajos han demostrado una relacion entre el consumo de
glutamato monosodico (GMS) y los sintomas que algunas personas presentaron'>'*!!
En las ultimas tres décadas, se ha investigado esta problematica, ya que la prevalencia
del sindrome alcanza el 7% en la poblacion americana'. Estos trabajos aunque tienden
a fortalecer la idea de que el responsable de estos sintomas es el glutamato, una
sustancia que, a dosis suficientes, se conoce que ocasiona diversas alteraciones, incluso
cerebrales, en animales de experimentacion, los resultados aun son poco claros; sin
embargo, la preocupacion por los efectos del glutamato y la relacion que existe con el
sindrome del restaurante chino, llegd a tener serias consecuencias economicas
1,2,10,11

negativas, estos aspectos permitieron investigar la etiologia del sindrome

Por otra parte, los estudios en roedores tratados neonatalmente con GMS



mostraron que destruye neuronas en el area preoptica de estructuras medio basal del
hipotalamo'*'® El grado de la lesion esta relacionado con la magnitud de la dosis
administrada del GMS y con la edad de los animales, al momento de ser tratados'’*’,
Las manifestaciones de toxicidad por GMS estan mas relacionadas con el hipotalamo, lo
que determina un dafio mas severo de las funciones del eje hipotdlamo-
adenohipéﬁsiszl'%, La neurotoxicidad, se dice, que es la consecuencia de la activacion
continua de los receptores glutamatérgicos, hechos que dan lugar a cambios
neuroquimicos, endocrinos, metabolicos, y conductuales como consecuencia del exceso
de actividad excitatoria que se traduce a una actividad excitotoxica provocada por la
activacion masiva de los receptores glutamatérgicos, lo cual ocasiona un aumento del
calcio intracelular y asi el dafio neuronal >"'?

Las alteraciones neuroquimicas, endocrinas, metabdlicas y conductuales que
presentan los animales tratados con GMS estan relacionadas con la disminucion del
aprendizaje, modificacion de conducta de ingesta de alimento, modificacion del patrén
del suefio, alteracion de algunos ciclos circadianos, el desarrollo de obesidad,
desérdenes neuroendocrinos sexuales y destruccion de la retina, etc’ 4273045,

Por otro lado, la oxitocina es sintetizada por el nucleo paraventricular del
hipotalamo, almacenado y secretado por la neurohipofisis. En dosis relativamente bajas
aumenta el tono, la amplitud y la duracidon de las contracciones, con interrupcion
transitoria del flujo sanguineo placentario, borramiento y dilatacion gradual del cuello
uterino.

Los roedores son mamiferos poliestrales cuyos ciclos reproductivos estan
regulados por la liberacion de las hormonas liberadoras hipotaldmicas como respuesta a

un estimulo hipotalamico; cuando se produce un dafio en estas estructuras conlleva a las

alteraciones neuroquimicas y endocrinas, lo que provoca diversas disfunciones



reproductivas, que pueden alterar de alguna manera el ciclo estral ya sea que se presente

o no, al igual que la actividad uterina. Ademas podria mmodificar la sensibilidad a la

. , . . 46-4
respuesta a diferentes farmacos como la oxitocina ****



II ANTECEDENTES

1. GLUTAMATO MONOSODICO

En japonés el glutamato monosddico o E-621 recibe el nombre de aji-no-moto,
que significa “fundamento del sabor”; es la sal de sodio del 4cido glutamico. Su sabor,
es uno de los cinco basicos junto al dulce, al salado, al agrio y al amargo, se denomina
en japonés umami. En un principio se extraia del alga Laminaria japonica mediante un
proceso desarrollado en 1908 por el profesor de quimica de la Universidad Imperial de
Tokio Kikunea Ikeda. El glutamato monosddico, posee interesantes propiedades como
un potente reforzador del sabor de los alimentos a los que se adicionaba y afiade un
quinto sabor, en la cocina oriental (en concentraciones inferiores al 1%), que puede
describirse como un sabor salado, con gusto a carne o caldo de carne. Por lo que su uso
es frecuente en la industria alimentaria en sopas, salsas, carnes, mariscos, ciertas
conservas, platos semipreparados y preparados, etcétera e, incluso, como un aditivo

sazonador culinario en restaurantes y hogares’ > '!- 4%



2. SINDROME DEL RESTAURANTE CHINO (SRC)

El Sindrome del Restaurante Chino, por definicién es un grupo de signos y
sintomas que se caracterizan por dolor de cabeza (migrana), transtornos visuales,
enrojecimiento facial, sudoracion, sensacion de presion o inflamacion facial, parestesia
y laxitud en cara, sienes, nuca, cuello o brazos, entumecimiento o ardor alrededor de la
boca y cuello, ndusea, vomito, diarrea, debilidad, palpitaciones, dolor toracico,
paralisis, erupciones cutdneas, fotosensibilidad, mayor sensibilidad a los ruidos y a los
olores. Dicho sindrome se desarrolla sélo en algunas personas después de haber
ingerido comida china que se sabe contiene grandes cantidades de GMS '+ !0 11450

Se acepta que existen sintomas que corresponden al SRC, en donde ciertas
personas, en proporcion reducida, pueden presentar una mayor susceptibilidad al GMS
y en ellas se puede presentar el SRC. Existe evidencia de que la ingesta de cantidades
elevadas de champifiones y el jugo de tomate (260 mg por 100 g), queso parmesano
(1200 mg por 100 g), o la de pizzas y espaguetis preparados (todos ellos con alto
contenido de glutamato) raramente se han asociado a los sintomas del SRCI, La
informacion disponible sobre la investigacion clinica sefala que: 1) sugieren que con
altas dosis de glutamato los resultados obtenidos suelen estar enmascarados por otros
sintomas subjetivos; 2) con dosis menores los resultados suelen ser contradictorios; 3)
no se ha podido establecer una clara relacion entre las dosis del glutamato y los
sintomas objetivos y 4) las dosis usadas en los estudios clinicos son cientos de veces
inferiores a las que, en animales de experimentacion, son necesarias para inducir la
toxicidad'? Sin embargo, la preocupacion por los efectos del glutamato y la relacion
que existe con el sindrome del restaurante chino, llegd a tener serias consecuencias
econdmicas negativas, abriendo una nueva linea de investigacion respecto a la etiologia

, 1,2,10,11
del sindrome ="



Se propone que el fendmeno es equivalente a otras situaciones semejantes en
susceptibilidad o al rechazo que algunas personas muestran hacia ciertos componentes
alimenticios, incluyendo los distintos tipos de reacciones alérgicas. Recientemente se
ha hecho un analisis de la situacion actual, sefialando que todos los organismos
internacionales competentes coinciden en que el uso normal y controlado del glutamato
no representa un riesgo para la salud. En este sentido se han expresado en diferentes
ocasiones el Comité de Expertos en Aditivos Alimenticios de la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud), o el JECFA (un Comité conjunto OMS-FAO (Organizacién sobre
la Alimentacion y la Agricultura), el Comité Cientifico para la Alimentacion de la
Comunidad Europea, o la American Medical Association. Incluso la estricta agencia
regulatoria FDA (Food and Drug Administration) americana tiene clasificado al
glutamato como sustancia segura GRAS (Generally Recognized As Safe), en el mismo
grupo que la sal, la pimienta o el azucar, afiadiendo que “no hay evidencia cientifica que
establezca que el glutamato cause, en particular, severas reacciones adversas o que
existan riesgos de presentar reacciones graves por el consumo de GMS a bajas

. 1,11, 49,50
concentraciones” > 77



3. ACIDO GLUTAMICO

El acido glutamico es uno de los 20 aminoacidos constituyentes de las
proteinas, es uno de los aminoacido naturales mas abundantes presente especialmente en
alimentos como: lacteos, carnes rojas, pescado y numerosas verduras. Posee
importantes funciones bioquimicas en el metabolismo nitrogenado, la transferencia de
energia, los mecanismos moleculares de transporte o la detoxicacion de amoniaco y
otros productos. Ademads, por si mismo, es un potente neurotransmisor, responsable
hasta del 75% de la transmisién excitatoria cerebral. Dentro de las funciones
neuroendocrinas, participa en la regulacion de la ingesta de alimento vy la saciedad" > **-
> Posteriormente se demostré su participacion en diversos procesos fisiolégicos, como
el aprendizaje, la memoria y el desarrollo de la plasticidad neuronal, ademas de ser el
precursor del 4cido y-aminobutirico (GABA)*® Por otra parte, desde el punto de vista
terapéutico el acido glutdmico por via oral se ha utilizado en el tratamiento de la
esquizofrenia cronica y para aumentar el coeficiente intelectual en los nifos. Uso

;. , . . ’ 52,53
terapéutico benéfico que no ha sido demostrado cientificamente™ "



4. MECANISMO DE ACCION DEL GLUTAMATO

El efecto excitatorio del glutamato estd mediado por multiples tipos de
receptores especificos que se han caracterizado desde el punto de vista molecular,
neurofisiolégico, neuroquimico y farmacoldgico’>. Estos sitios de unién especificos del
glutamato se han clasificado en receptores ionotropicos y metabotropicos. Dentro de los
ionotropicos que participan en la neurotransmision sindptica abriendo canales catidonicos
selectivos se encuentran los del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) y los no-NMDA, a
los que pertenecen el receptor a Kainato (KA), D,L-amino-3hidroxi-5-metil-4-isoxasol
acido propionico (AMPA) y el L-AP4 (L-2-amino-4-fosfonobutirato). Los canales
activados por el AMPA y el KA son permeables a los iones sodio y potasio; el canal
activado por el NMDA es altamente permeable a los iones sodio, potasio y
principalmente al calcio.’'™® Los receptores metabotrépicos, estan mediados
principalmente por proteinas G y que, en consecuencia son generadores de respuesta
sinapticas lentas. Asimismo. Intervienen en el fendmeno de exitotoxicidad. La
activacion de la fosfolipasa C da lugar a la formacién de los segundos mensajeros
diacilglicerol (DAG) y el 1,4,5-trifosfato de inositol (IP;), fenomeno que se traduce a
una movilizacion de calcio intracelular. La activacion del receptor metabotropico por el
glutamato, bloquea el retardo de la conductancia de Ca* dependiente de K e
incrementa la excitabilidad de neuronas. Ademas, distintos receptores metabotrdpicos
pueden modular la liberacion de calcio del reticulo endoplasmatico y sarcoplasmatico a
través de los IPs;. Por otro lado, recientes evidencias sugieren que los receptores
ionotropicos también modulan la liberacion de calcio intracelular desde el reticulo
endoplasmatico y sarcoplasmatico 3658
Se han propuesto diversos modelos bioldgicos en los cuales participa de manera

importante el glutamato, la “potenciacion a largo plazo” (PLP) y la depresion a largo



plazo (DPL), estos estudios pusieron de manifiesto los mecanismos mediante los cuales
se podrian codificar el aprendizaje, la memoria y el desarrollo de la plasticidad
neuronal. Una caracteristica en ambos modelos, es el aumento en las concentraciones de
iones calcio citoplasmatico para desencadenar una serie de respuestas (activacion de

fosfolipasa C, fosfolipasa A2, Kinasa C, sintesis del 6xido nitrico, etc.)”” %!,



5. NEUROTOXICIDAD

Diversas evidencias sugieren que la administracion exdgena, en la etapa
neonatal, del glutamato monosédico (GMS) produce lesiones neuronales en varias
estructuras, como la retina, nucleo arqueado del hipotalamo, area postrema y otras areas
circunventriculares 22439416265 Egta neurotéxicidad se ha observado en diferentes
especies que incluyen al pollo, el raton, la rata, el hamster, el cobayo y el mono® **®’,
Este tratamiento resulta toxico y, en general hay una destruccién neuronal en areas
medio basal del hipotdlamo en ambos sexos y solo en las ratas macho en el nucleo
supraquiasmatico’. Esta neurotéxicidad es consecuencia del exceso de actividad
excitatoria que se traduce a una actividad excitotdxica provocada por la activacion
masiva de receptores glutamatérgicos, lo que ocasiona un aumento de calcio
intracelular y el dafio neuronal”*~**%4!

El dafio producido por el GMS en el nlcleo arqueado del hipotdlamo ocurre
principalmente en neuronas dopaminérgicas y colinérgicas, lo cual se manifiesta en el
deterioro de los niveles de dopamina en la eminencia media de las ratas hembras y
alteraciones de la presion arterial '**°

Estudios en ratas tratadas con GMS indican que aumenta el apetito en un 40%,
su inhibicion farmacoldgica puede inducir pérdidas de peso. Estos hallazgos aportan
valiosa informacion que puede contribuir a la comprension de la obesidad patoldgica en
el hombre> #24950.68

La disfuncién neuroendocrina en ratas tratadas neonatalmente con GMS esta
relacionada con la modificacion del nimero de receptores a estrogeno, en la alteracion
de la secrecion de gonadotropinas, en la secrecion de prolactina (PRL) y el

comportamiento sexual’ Carrillo en 1983, reporta que la concentracion de la PRL

aumenta en el suero de las ratas tratadas con GMS y la concentracién de la hormona



luteinizante (LH) disminuye, sin embargo, la concentracion de la hormona foliculo
estimulante (FSH) no se modifica; en el hipotdlamo de las ratas tratadas con GMS, el
contenido de receptores de estrogeno muestran una disminucién® Ademas de que
muestran una severa disfuncién reproductiva como: el retraso de la pubertad, ciclos
vaginales irregulares, hipogonadismo y reduccion del tamano de la glandula pituitaria.
También las ratas hembras tratadas con GMS muestran una reducciéon en la

1 : i i
97071 Qe observa un cambio en el comportamiento sexual y los niveles de

lordosis
progesterona en la sangre disminuyen9.

Ademads, las alteraciones en la neurotransmisiéon  glutamatérgica se han
relacionado con diversas neuropatologias agudas y cronicas como: la enfermedad de
Huntington, estados epilépticos, hipoxia/isquemia, hipoglucemia, enfermedad de
Alzheimer, Parkinson y esclerosis miltiple™ '*-20-30-3236.38-42.69.71.72

Recientemente, la funcidon de los receptores NMDA han recibido considerable
atencion, por lo que se han desarrollado antagonistas del receptor NMDA con un alto
potencial terapéutico en el tratamiento de algunos desdrdenes neurodegenerativos, de

- 3-76
ansiedad y como neuroprotectores’’®.

6. RECEPTORES PERIFERICOS DEL GLUTAMATO

La identificaciébn y caracterizacion de los receptores para aminoacidos
excitatorios en tejidos periféricos han sido poco estudiados. Se ha reportado la presencia
de receptores para el glutamato que pueden modular distintas funciones en estructuras
como la glandula adrenal, los ganglios simpaticos y parasimpdticos, asi como en otros

tejidos’” .



7. CICLO ESTRAL EN MAMIFEROS

El ciclo estral en mamiferos representa el ciclo reproductor cuya duracion es
generalmente de 5 a 60 dias dependiendo de la especie, y se presenta en las hembras
sexualmente maduras de diversas especies de mamiferos, cuando no hay gestacion.
Cada ciclo consiste en un breve periodo (habitualmente uno o dos dias) de estro o celo
en cuyo momento y no en otro la hembra copula con el macho y la ovulacién coincide
con esta fase.

En la mayoria de los mamiferos se observan periodos de actividad sexual que
alternan con otros de inactividad, los que estan sincronizados en ambos sexos. De
acuerdo a su comportamiento reproductivo, los mamiferos se clasifican en
reproductores estacionales o continuos, se reproduzcan en una determinada época o
durante todo el afo. Los reproductores estacionales tienen un periodo de reposo o
anestro durante el cual disminuye la actividad sexual. En los reproductores continuos
los ciclos sexuales se repiten sin interrupcion todo el afio. Todos los animales limitan el
acto de copulacién a una determinada fase en que el animal se encuentra en
condiciones fisiologicas y psicoldgicas adecuadas, de forma que la copulacion esta
permitida, lo anterior generalmente se le identifica como el periodo de calor o de estro.

En la mayor parte de los vertebrados, con excepcion de algunos primates, la
receptividad sexual se restringe a periodos que se presentan ritmicamente los
denominados ciclos estrales, que se refiere al tiempo transcurrido entre el comienzo de
un estro y el comienzo del siguiente. Durante el celo o estro, la hembra esta fisiologica y
psicoldgicamente condicionada para recibir al macho, y se presentan cambios
estructurales en los o6rganos sexuales accesorios de la hembra. Tales cambios son muy

diferentes de los que se manifiestan durante el resto del ciclo; que hace propicia la



copulacion. Los animales monoestrales o monoéstricos complementan un solo ciclo de
estro anualmente y un largo periodo de anestro que separa las épocas de celo. Las
formas poliestrales o poliéstricas completan dos o mas ciclos anualmente si no se ven
interrumpidos por el embarazo. La ovulacion es el fendémeno dominante en el ciclo
estral, y generalmente se presenta durante el estro. En la mayor parte de las especies
mamiferas la ovulacién se presenta espontineamente y es precedida por un corto
periodo de crecimiento folicular muy rapido.

La ovulacion depende de la liberacion de gonadotropinas desde la hipofisis
anterior (adenohipofisis), y existe suficiente evidencia que sefiala que su liberacion es
dependiente de un mecanismo hipotalamico. En el conejo, la ardilla y el gato, el coito
es relativamente breve; en otros mamiferos como los roedores son mas largos y la
copula debe ser repetida con frecuencia para provocar la liberacion de los dvulos del
ovario. Se necesitan aproximadamente de 20 copulas al dia para inducir ovulacioén en el
hémster“,

Las ratas de laboratorio, los ratones, y los cobayos, son especies polié€stricas que
repiten su ciclo a través del afio sin grandes variaciones, a menos que sean
interrumpidas por el embarazo. En estas especies la ovulacion es espontanea ya que no
dependen del acoplamiento como en el caso de la coneja que ovula de manera refleja o
inducida.

En la rata, el ciclo estral dura unos cuatro dias y el crecimiento rapido y la
cornificacion del epitelio vaginal durante el comienzo y al final del estro dependen de
los estrogenos.

El ciclo estral se encuentra dividido en cuatro etapas que son: PROESTRO,
ESTRO, METAESTRO y DIESTRO.

En todas las especies estudiadas (vaca, yegua y rata) el pH de la vagina es muy



alcalino en el diestro y se hace mas 4cida en el estro (o durante el maximo crecimiento
folicular). Tales cambios de pH se deben a los estrogenos. El pH vaginal de la rata es

acido pero cambia durante el ciclo y en determinadas condiciones experimentales.

8. FASES DEL CICLO ESTRAL
a. PROESTRO

Esta fase precede el proximo celo y se caracteriza por la liberacion hipofisaria de
la hormona foliculo estimulante (FSH) que favorece el crecimiento y la maduracioén de
los foliculos. En la mayoria de los vertebrados la induccion de la liberacion de la FSH
produce que una docena o mas de los foliculos ovéricos, se estimulen y comiencen su
crecimiento, de esta manera el periodo se caracteriza por una elevada secrecion de
estrogenos.

El incremento de los niveles de estrogenos sensibiliza al sistema nervioso
central, de tal manera que la hipofisis secreta a la hormona luteinizante (LH) que
ejercera su efecto durante el proceso de ovulacion.

El ciclo estral o periodo reproductor acontece sincronicamente en el ovario y en
el utero (ciclo ovarico-uterino) y se expresa también a nivel de la estructura histoldgica
de la pared vaginal. Por lo anterior, estudiando la citologia exfoliativa de la vagina
podemos diagnosticar en que etapa del ciclo estral se encuentran algunos mamiferos, en
particular los roedores. En estos animales la citologia vaginal en la etapa de proestro se
caracteriza tipicamente por la presencia exclusiva de células epiteliales nucleadas.

Dura aproximadamente 12 horas, en esta etapa el pH vaginal es de 5.4, la vagina
se torna seca y se comienza a producir la cornificacion de las células de las paredes de
esta, los ovarios estan en plena produccion folicular. El didmetro de luz uterina es de 5

mm.



b. ESTRO

Estro (del latin oestrus, picado por un tdbano, loco, frenético). Este periodo se
caracteriza por tres eventos muy importantes que son: celo o calor, copula y la
ovulacion. Durante esta fase las hormonas predominantes son: la hormona foliculo
estimulante (FSH) actuando sinérgicamente con un marcado incremento de la hormona
luteinizante (LH). A esta situacion endocrina se le denomina pico LH o pico
preovulatorio. En este se observa el maximo desarrollo folicular.

En relacion a la conducta, la hembra presenta un cambio de comportamiento
para atraer al macho. Asi, en los roedores como son las ratas los cambios de conducta
comprenden la vibracion o temblor de orejas, la lordosis o arqueo del lomo como
respuesta a la aproximacién del macho. *

Los principales fenomenos fisioldgicos del ciclo estral ocurren en los ovarios, se
reflejan en los cambios que experimenta la vagina bajo la influencia de las hormonas
ovaricas: estradiol y progesterona.

Una vez realizada la copula o apareamiento y ya en la tltima parte del estro o
celo se presenta la ovulacion, que implica rompimiento del foliculo por accidn sinérgica
de la LH y la hormona luteotrofica 6 prolactina (LTH).

Generalmente, 24 horas después de la ovulacion y la consecuente copula,
desaparece la conducta tipica de celo o de atraccion hacia el macho.

En general, en esta etapa el utero sufre aumentos progresivos de tamafio debido
a la acumulacién de un liquido en su interior (liquido luminal). Gran parte de este
liquido se pierde antes de la ovulacion.

En la mucosa vaginal se presentan repetidas mitosis y a medida que se acumulan

nuevas células, las capas superficiales se hacen escamosas y cornificadas. Estas ultimas



células son exfoliadas hacia la luz vaginal, y su presencia en los frotis vaginales es
indicadora del estro. Durante la parte final del estro existen masas de células
cornificadas, con nicleo degenerado en la luz vaginal. Este ciclo dura de 9 al5 horas, el
pH vaginal es de 4.2 y aparece un flujo vaginal abundante y caseoso.

Otro fendmeno relacionado con el estro es la manifestacion de un incremento de

la actividad motora, éste, esta causado por los estrogenos.

¢. METAESTRO

Esta etapa se presenta poco después de la ovulacion y es intermedia entre el
estro y el diestro. Por la accion de la hormona luteinizante (LH) y luteotrofica o
prolactina (LTH) comienza la formacion y crecimiento del cuerpo luteo en el ovario.
Consecuentemente esta etapa es tipicamente progestacional; tal que existe un
incremento agudo en la secrecion de progesterona por el cuerpo luteo, que se convierte
asi en una glandula endocrina temporal.

La duracion funcional del cuerpo luteo marca el tiempo de esta etapa. Los
ovarios contienen varios cuerpos luteos para aquellas especies poliovulatorias y un solo
cuerpo luteo en las especies monoovulatorias. La pared vaginal se caracteriza por la
dominancia de linfocitos que aparecen en la luz vaginal mezclados con algunas células

cornificadas.

d. DIESTRO

Esta fase se caracteriza por la involucion funcional o lisis de cuerpos luteos por
lo que se disminuye notablemente la progesterona circulante en la hembra y la duracion
de esta fase es de 57 horas, el pH vaginal es de 6.1, el didmetro de luz uterina es de 2.5

mm.



El mecanismo de involucion o regresion del cuerpo luteo no es bien conocido en
todas las especies. En los roedores, la involucion del cuerpo luteo es un proceso rapido,
ya que es una especie donde la fase progestacional no alcanza un nivel muy elevado.

En las especies domesticas tales como cabras, yeguas, vacas, roedores y la cerda
se observa, que el mecanismo que involuciona al cuerpo luteo y, por lo tanto produce
decremento de progesterona, es producido por un fendmeno en el que intervienen
factores luteoliticos especificos para su declinacion denominados prostaglandinas
(PGF2a), éstas se sintetizan en el ttero de la hembra y llegan al ovario por difusion
directa a través de un sistema vascular. Cabe mencionar que en el caso en que la
hembra presente embarazo, el resto del ciclo se interrumpe durante el periodo de
gestacion. El animal estard nuevamente en un ciclo reproductor cuando finalice el
embarazo o hasta la terminacion de la lactancia de las crias. En esta etapa los cuernos

. N (1 44-48
uterinos se observan pequefios y levemente contraidos )

9. OXITOCINA

El término oxitocina proviene de las raices griegas “oxys” que significa rapido y
“tokos” que quiere decir parto. A finales del siglo XIX no se contaba con ninguna
substancia que pudiese intervenir fisioldgicamente en el inicio del trabajo de parto; y

fue en 1906 que Sir Henry Dale observd el efecto ttero-tonico de la porcion de la



hipofisis de la gata. Fue en manos de Blair Bell que se le dio aplicacion clinica en el
manejo de la hemorragia puerperal, en casos de parto diferido y por ultimo como
inductor del trabajo de parto. Fue hasta 1953 que se conoci6é que la oxitocina es un
péptido corto que contiene 9 residuos de aminoacidos, con un puente disulfuro entre dos
mitades de cistina en posicion 1 y 6; fue por la sintesis de esta hormona que Du
Vigneaud en 1955 recibié el premio Nobel y desde entonces en obstetricia se puede
contar con oxitocina sintética altamente purificada. En la mayoria de los mamiferos, las
hormonas secretadas por la hipofisis posterior (neurohipofisis) son la oxitocina y la
Vasopresina70’87'90.

La oxitocina se localiza a lo largo de las neuronas magnocelulares localizada en
el nucleo supradptico y paraventricular del hipotdlamo 192, estas células se proyectan
hacia la glandula pituitaria posterior (I6bulo posterior) de la hipdfisis donde la oxitocina
es almacenada y secretada dentro del sistema circulatorio. Los receptores de oxitocina
se han identificado en una variedad de tejido neural, incluyendo el hipotalamo
ventromedial (VMH), la base de nucleo terminal estriado (BNST), la amigdala central,
el nucleo olfatorio anterior, el septum lateral, el subiculum ventral y el nicleo motor

0,87-90
dorsal del Vago7 87-90

a. BIOSINTESIS, TRANSPORTE INTERNEURAL Y SECRECION DE LA
OXITOCINA

Du Vignead, en 1953, demostr6 la biosintesis y describio la caracterizacion de
la oxitocina™, Las hormonas de la hipofisis posterior son sintetizadas en los cuerpos
celulares de las neuronas magnocelulares de los nucleos supradpticos y
paraventriculares, y son transportadas por los axones de estas neuronas hacia sus

terminaciones en el loébulo posterior, sitio donde son secretadas en respuesta a la



actividad eléctrica en las terminaciones.®® Algunas de las neuronas producen oxitocina y
otras vasopresina, y se encuentran cé¢lulas que contienen oxitocina y vasopresina en
ambos nucleos.

La oxitocina y la vasopresina son hormonas neurales tipicas, esto es, hormonas
secretadas a la circulacion por células nerviosas. El término neurosecrecion se acuid
originalmente para describir la secrecion de hormonas por neuronas, pero es algo
confuso puesto que probablemente todas las neuronas secretan mensajeros quimicos.

Como otras hormonas peptidicas, las hormonas del l6bulo posterior son
sintetizadas como parte de moléculas precursoras mas grandes. La vasopresina y la
oxitocina tienen una neurofisina caracteristica asociada a ellas en los granulos de las
neuronas que la secretan, la neurofisina I, en el caso de la oxitocina y la neurofisina II
en el caso de la vasopresina. Originalmente se pensdé que las neurofisinas eran
polipéptidos de unidn; actualmente se sabe que son parte de las moléculas precursoras.
El precursor para la argininavasopresina, la prepropresofisina, contiene una secuencia
lider de 19 residuos de aminoacidos seguida de argininavasopresina, vasopresina
neurofisina y un glucopéptido. La preprooxifisina, precursor de la oxitocina, es una
molécula similar pero mas pequeia que no tiene glucopéptido.

Las moléculas precursoras son sintetizadas en los ribosomas de los cuerpos
celulares de las neuronas. Sus secuencias lideres son removidas en el reticulo
endoplasmico, empaquetadas en los granulos (llamados cuerpos de Herring) de
secrecion del aparato de Golgi y transportados a lo largo de los axones por flujo
axopldsmico a las terminaciones en la hipofisis posterior. El desdoblamiento de las
moléculas precursoras ocurre durante su transporte, los granulos de almacenamiento en
las terminaciones contienen vasopresina u oxitocina libres y la neurofisina

correspondiente. En el caso de la vasopresina, el glucopéptido también estd presente.



Todos estos productos son secretados; pero las funciones de estos componentes, con

93,51

excepcion de las hormonas de la hipofisis posterior, se desconocen

b. FUNCION Y APLICACIONES DE LA OXITOCINA

Tal ha sido el conocimiento que se tiene sobre la oxitocina, que hasta el
momento es el unico farmaco autorizado para inducir o conducir un trabajo de parto
con feto vivo (via intravenosa, via oral, via endocervical, via vaginal)®*****°.

La hormona oxitocina, segun su propio nombre indica, tiene un poderoso efecto
estimulante del ttero gravido, en especial al final de la gestacion. Por lo que se acepta
que esta hormona se encuentra implicada en el desarrollo normal del parto ****'%%* En
las ratas, la oxitocina es liberada en la lactancia y en el parto; también en la
estimulacion genital y en la eyeccion de leche. Las neuronas oxitocinérgicas muestran
un modelo de descarga explosiva de 9 a 12 segundos antes de la eyeccion de leche y
aparentemente representa la sincronia de una descarga de muchas neuronas; la oxitocina
también estd implicada en la lordosis’%%493-96-99

En los mamiferos, la oxitocina causa la contraccion de las células mioepiteliales,
células tipo musculo liso que recubren los conductos de las mamas. Esta accion expulsa
la leche de los alvéolos de la mama lactante hacia los grandes ductos (senos) y de ahi al
pezén (expulsion lactea). Muchas hormonas, actuando en conjunto son las encargadas
del crecimiento de las mamas y de la secrecion de leche hacia los conductos, pero la
expulsion lactea en la mayoria de las especies requiere de la oxitocina.

La expulsion de leche normalmente se inicia por un reflejo neuroendocrino
(también se usa la oxitocina sintética con aspiraciones en cada narina antes de

amamantar). Los receptores que intervienen son los téctiles, que son abundantes en las

mamas, especialmente alrededor del pezon. Los impulsos generados en estos receptores



son transmitidos desde las vias somaticas tactiles hasta los nucleos supradpticos y
paraventriculares. Las descargas de las neuronas que contienen oxitocina causan
secrecion de oxitocina de la hipofisis posterior. El lactante que succiona la mama
estimula los receptores tactiles, los nucleos son estimulados, se libera oxitocina y la
leche es exprimida hacia los senos, lista para fluir a la boca del nifio. En las mujeres
lactantes, la estimulacion genital y los estimulos emocionales también producen
secrecion de oxitocina, haciendo que algunas veces brote la leche de las mamas.

Dentro de otras acciones que tiene la oxitocina es que causa la contraccion del
musculo liso uterino. La sensibilidad de la musculatura del utero a la oxitocina se
aumenta por los estrogenos y se inhibe por la progesterona. Al final del embarazo, el
utero se vuelve muy sensible a la oxitocina, lo que coincide con un aumento notable en
el namero de receptores. La secrecion de oxitocina aumenta durante el trabajo de parto.
Después de la dilatacion del cuello uterino, el descenso del feto por el conducto del
parto inicia impulsos en los nervios aferentes, los cuales son transmitidos a los ntcleos
supradpticos y paraventriculares, causando la secrecion de suficiente oxitocina para
favorecer el trabajo de parto.

La infusion de oxitocina casi a término, origina contracciones uterinas que
disminuyen el suministro de sangre fetal. La respuesta de la frecuencia cardiaca fetal a
la prueba estandarizada de provocacion de la oxitocina da informacion acerca de las
reservas circulatorias placentarias. Una respuesta anormal sugiere retardo de
crecimiento intrauterino y puede justificar un parto por cesarea.

La oxitocina también se usa con fines terapéuticos para inducir el trabajo de
parto y aumentar el trabajo de parto disfuncional, por ejemplo: 1) Padecimientos que
requieran parto vaginal temprano por problemas de hipertension (problemas de Rh,

diabetes materna o preclampsia, eclampsia o enfermedad renal cardiovascular),



eritroblastosis fetal, sangrado antiparto o ruptura prematura de membranas en donde la
labor espontanea no resulta. 2) Inercia uterina y 3) Aborto incompleto. La oxitocina
también puede ser usada para controlar la hemorragia uterina posparto. La alteracion en
la eyeccion de leche puede responder favorablemente a la oxitocina nasal '+,

La oxitocina se utiliza en el posparto donde se usan infusiones para acortar la
tercera etapa del parto; pero algunos clinicos advierten que los firmacos oxitdcicos
pueden inhibir la expulsion de la placenta y aumentar el riesgo de hemorragia e
infeccion. Sin embargo, si algun oxitdcico es usado para este fin se recomienda la
oxitocina. La infusion de oxitocina es usada rutinariamente posparto o después de la
cesarea para estimular contracciones inmediatas del utero y controlar sangrado uterino,
aunque generalmente se prefiere usar para ésto un alcaloide del ergot.

La oxitocina actlia en el tracto olfatorio y en la estimulacion olfatoria de algunas
especies, en las ratas olfatoreamente solo esta implicada en cambios anatémicos dentro
del ntcleo supradptico y acompanado de la lactancia.

La oxitocina exogena produce todas las respuestas farmacologicas que
usualmente produce la oxitocina endogena; ya que es una hormona sintética cuyas
propiedades clinicas y farmacoldgicas son idénticas a las que presenta la oxitocina
natural. La administracion exdgena de oxitocina produce contracciones del musculo liso
uterino que no se pueden diferenciar de las del parto.

El ttero es relativamente insensible a esta hormona en la primera parte del
embarazo y van aumentando los niveles de oxitocina conforme avanza la gestacion;

siguiendo un curso paralelo a la sensibilidad del titero con la oxitocina'**'?>'%

¢. EFECTOS FARMACOLOGICOS

El efecto de la oxitocina se manifiesta rdpidamente, apenas unos minutos



después de comenzar la infusién se verdn sus efectos farmacoldgicos, aunque para
alcanzar una respuesta estable se deberan esperar aproximadamente entre 30 y 60
minutos®”**19"1% Por otra parte, la desaparicion del efecto es sumamente rapida y en
menos de 10 minutos se puede ver una desaparicion total de los efectos clinicos del
farmaco® **'% La oxitocina tiene un moderado efecto antidiurético. Su absorcién por
via nasal es rdpida. Se inactiva en el higado y se elimina en el rifién. La vida media es
de 1 a 6 minutos **'%’.

La concentracion de oxitocina en la sangre aumenta durante las fases tardias del
parto y se cree que tiene un papel muy importante en él. En dosis relativamente bajas
aumenta el tono, la amplitud y la duracion de las contracciones, con interrupcion
transitoria del flujo sanguineo placentario y/o dilataciones graduales del cérvix. Las

. , . y . . . 99-111
dosis mas altas producen contracciones tetanicas que persisten por 5 a 10 minutos ,

d. MECANISMOS DE ACCION

Un receptor para la oxitocina constituido de siete dominios transmembranales,
acoplado a una proteina G, se ha logrado clonar a partir del miometrio humano, y un
receptor similar o idéntico se encuentra también en el tejido mamario y en el ovario;
éste desencadena el aumento en las concentraciones intracelulares de Ca®" >

Una vez que se administra la oxitocina, ésta se pone en contacto con receptores
especificos de membrana. Se ha comprobado la existencia de estos receptores en tres
sitios: miometrio, mamas y decidua. La oxitocina produce vasodilatacion del muasculo
liso vascular, aumentando el flujo sanguineo renal, coronario y cerebral. Al ponerse en
contacto la oxitocina con el receptor se alteran considerablemente los niveles de calcio

intracelulares disponibles y de esta forma se estimula la actividad del musculo liso a

través de un sistema de segundo mensajero posiblemente involucrando la hidrolisis de



fosfoinositidos?939%105:112.113
A nivel de los receptores que se han hallado en la decidua se supone que a través
de la interaccion de ellos con la oxitocina se podria regular la produccion local de
prostaglandinas que estimularian adicionalmente la actividad uterina''*'"®
La respuesta del miometrio a la oxitocina es variable, a menores edades
gestacionales se requieren mayores dosis de oxitocina para lograr una respuesta

contractil del miometrio, mientras que en mayores edades gestacionales se requieren

8788 Esto se encuentra relacionado

menores dosis de oxitocina para lograr respuesta
entre otras cosas con un aumento en el nimero de receptores para la oxitocina a medida
que progresa la edad gestacional'” Se han planteado teorias acerca del parto
pretérmino, el cual se veria favorecido en pacientes que cuentan antes del término con
un elevado nlimero de receptores para la oxitocina.

Se ha visto que en el miometrio, también se incrementa a medida que aumenta la
edad gestacional'”®, esto seguramente aumente la sensibilidad del miometrio a la
oxitocina. En realidad no solo la oxitocina veria facilitada su accion por esta situacion,
sino que, esta respuesta se incrementaria ante el uso de cualquier uterotdnico, por
ejemplo, las prostaglandinas.

Los principales estimulos que provocan la liberacion de la oxitocina hacia la
corriente sanguinea son la succidn del pezon, estimulacion de genitales y distension del
cuello uterino, conociéndose a este estimulo como reflejo de Fergusongg,

La oxitocina estimula indirectamente la contraccidon del musculo liso uterino por
aumento de la permeabilidad de sodio en las fibras. Una alta concentracion de
estrogenos disminuye el umbral de respuesta del Utero hacia la oxitocina. La respuesta
hacia la oxitocina aumenta con la duracidon del embarazo y es mayor en pacientes que

estan en labor de parto que las que no lo estan; so6lo en dosis muy altas producen



contracciones tempranas en el embarazo. Las contracciones producidas por la oxitocina
son similares a las que ocurren en la labor de parto espontanea. Las diferencias entre el
cuerpo y el cuello del utero se ponen de manifiesto en el momento del parto: el cuello
que es firme en el estado no gestacional y durante todo el embarazo hasta cerca del
momento en que sobrevendra el parto, se ablanda y dilata a la vez que el cuerpo uterino
se contrae y expulsa al feto. Al principio del trabajo de parto la concentracion de
oxitocina en el plasma materno no aumenta con respecto a los valores previos al parto
(25 pg/ml); pero el aumento notorio de los receptores de oxitocina bien puede hacer que
el utero responda a las concentraciones plasmaticas de oxitocina normales. Una vez
iniciado el trabajo de parto, las contracciones uterinas dilatan el cuello, y esta dilatacion
a su vez inicia sefiales en los nervios aferentes que aumentan la secrecion de oxitocina.
Se eleva la oxitocina plasmadtica, y mas oxitocina se encuentra disponible para actuar
sobre el utero. De esta manera, se establece un circuito cerrado de retroalimentacion
positiva que facilita la expulsion de los productos de la concepcion. La oxitocina
aumenta las contracciones uterinas de dos formas: (1) Actiia directamente sobre las
células del musculo liso uterino haciéndolas contraerse; (2) Estimula la formacion de
prostaglandinas en la decidua, y éstas aumentan las contracciones inducidas por la
oxitocina. El trabajo de parto es prolongado por inhibidores de la sintesis de

prostaglandinas y por la inhibicion de la secrecion de oxitocina®'%%3-9%-105-112113

10. UTERO

En diseccion, se observa un par de glandulas, un 16bulo vestibular justo debajo
de la piel con respecto a una glandula prepucial parecida a la del macho; los ovarios se
encuentran cerca del rifion a lo largo del borde lateral del musculo, embebido en grasa.

En el animal adulto, el ovario presenta una masa de foliculos en el oviducto que esta



muy enrollado en el tubo; esta abierto, adaptado hacia el ovario y distal al final dentro
del tutero. El utero (lat. Uterus, vientre o abdomen; gr. Metra o hystera) de los
mamiferos roedores los conductos se fusionan muy caudalmente poco antes de conectar
a la vagina, origindndose un ttero bicornado, (con la peculiaridad que poseen dos
cuellos uterinos uno para cada cuerno comunicandose entre si por una sola vagina). Es

el asiento del desarrollo del feto hasta que es expulsado durante el parto ''®'"7.

Desde el punto de vista histologico, el ttero esta constituido por endometrio,
miometrio, y perimetrio. El endometrio presenta un epitelio superficial cilindrico simple
que se invagina dando lugar a numerosas glandulas tubulares simples desarrolladas
dentro del estroma endometrial. El estroma lo constituye un tejido conjuntivo laxo con
células que presentan caracteristicas mesenquimales (células irregularmente estrelladas
con nucleos alargados u ovoides) y abundancia de fibras reticulares. No hay fibras
elasticas, excepto en las paredes de las arteriolas. La estructura histoldgica del
endometrio cambia con la etapa del ciclo menstrual presentando varias fases:
proliferativa, secretora y menstrual. La fase proliferativa coincide con el periodo de
crecimiento de los foliculos y se produce un incremento de dos a tres veces el grosor
que el endometrio presenta tras la menstruacion. El epitelio es cilindrico y las glandulas
tubulares rectas aumentan en nimero y en longitud. Durante la fase secretora el
endometrio sigue aumentando de tamano a la vez que las glandulas se vuelven tortuosas
(glandulas contorneadas). Por tultimo, durante la fase menstrual, se desprenden

aproximadamente las dos terceras partes del endometrio.

El miometrio esta constituido por tejido muscular liso que se dispone formando
dos capas que rodean al endometrio. En la capa interna las fibras se disponen de forma

circular, mientras que en la capa externa las fibras se disponen preferentemente



longitudinales (paralelas) al eje mayor del ttero y perpendicular a la anterior, si bien
también se pueden encontrar haces de fibras dispuestos de forma oblicua o circular. El
tejido conjuntivo situado entre los haces de fibras estd formado por fibras de colageno,

fibroblastos, macréfagos, mastocitos, etc.

El musculo liso uterino, se encuentra inervado por fibras simpaticas y
parasimpaticas, lo que permite un alto grado de actividad espontdnea tanto eléctrica
como contractil, en respuesta a la accion colinérgica que permite un aumento del calcio
intracelular, por lo cual la formacion del complejo calcio-calmodulina y la generacion
de las siguientes etapas del proceso da como resultado la contraccion muscular. Esta
actividad espontanea del musculo liso le permite reaccionar a cambios locales del
potencial de membrana, estimulaciéon hormonal o impulsos nerviosos, por lo que hace
que este oOrgano tenga una gran utilidad para el estudio y la caracterizacion

farmacolégica de nuevas moléculas que tengan un potencial terapéutico' 2



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe suficiente evidencia que sefiala que la neurotoxicidad inducida por la sal
monosddica del aminodcido excitatorio (GMS) provoca alteraciones neuroquimicas y
neuroendocrinas que se traduce en la modificacion de la produccidon de las hormonas
luteinizante, foliculo estimulante y la de crecimiento; por lo tanto se ven afectadas las
diferentes fases del ciclo estral, al igual que se modifica el numero de receptores a
estrogenos y posiblemente a la actividad contréctil uterina en respuesta a farmacos

como la oxitocina.



IV. HIPOTESIS DEL TRABAJO

» La oxitocina, en condiciones normales, contrae el musculo liso uterino. En ratas
tratadas neonatalmente con GMS se ha observado que existe un dafio a nivel del
hipotalamo, toxicidad que da lugar a cambios en la secreciéon de hormonas
liberadoras de gonadotropinas, por lo anterior inferimos que habra cambios en la
respuesta contractil inducida por la oxitocina en el musculo liso uterino de estos
animales.

» Los diferentes estadios del ciclo estral dependen de la actividad estrogénica y
progestacional; si los animales neurointoxicados tienen alteraciones endocrinas,

habra una modificacion de las diferentes fases del ciclo estral.



V. OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar si el tratamiento neonatal con GMS en ratas modifica la reactividad del
musculo liso a la oxitocina.
2. Determinar la influencia de la neurotoxicidad inducida con el GMS sobre el ciclo

estral de la rata.



VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Inducir la neurotoxicidad neonatal con el GMS en la rata.

2.- Realizar Curvas Dosis—Respuesta a la oxitocina en el tUtero aislado de ratas

neurointoxicadas neonatalmente con el GMS y en ratas control.

3.- Identificar si hay cambios en la actividad contractil uterina.

4.- Estudiar mediante microscopia Optica la frecuencia con la que se presentan las
diferentes fases del ciclo estral tanto en las ratas neurointoxicadas con el GMS como las

ratas control, durante 30 dias.



VII. MATERIAL Y METODOS

1. INDUCCION DE LA NEUROTOXICIDAD
Se aparearon ratas albinas de la cepa Wistar de 250-300 g (cuatro hembras por un
macho). Una vez confirmado que estaban prefiadas se colocaron en jaulas separadas y al
momento del nacimiento las crias se dividieron en dos grupos: I, experimental y II,
control, y se mantuvieron a temperatura constante (20-22°C) en un cuarto con ciclo de
luz obscuridad controlado (12x12 horas), provistos de alimento y agua ad libitum.

Los estudios que se describen en el presente trabajo fueron realizados de acuerdo
a los lineamientos éticos de la declaracion de Helsinki, de la Ley General de Salud en
materia de investigacion para la salud y de acuerdo a las recomendaciones de la Norma
Oficial Mexicana, (NOM-062-1999), que se refiere a las especificaciones técnicas para
la produccion, cuidado y usos de los animales de laboratorio'?"'**

A las crias del grupo experimental se les administrd por via subcutanea 2 mg/g
de peso de GMS (L-GLUTAMIC ACID, Monosodium SALT, CsHsNOsNa, Mw 169.1,
H,0 content 1 mol/mol, Laboratorio SIGMA) el 2° y 4° dia posnatal y 4 mg/g de peso
el 6°, 8°y 10° dia postnatal’**® Aproximadamente entre las cuatro y cinco semanas, los
animales fueron destetados y sexados; y entre 4 a 5 meses de edad las ratas hembras

fueron utilizadas para los estudios del seguimiento del ciclo estral y de susceptibilidad

del musculo liso uterino aislado a la oxitocina.

2. ESTUDIOS In vitro SOBRE ORGANO AISLADO
a. ANIMALES

Se utilizaron animales de la cepa Wistar, unos neurointoxicados con GMS
(290-540 g) y otros control (200-320g) para la preparacion de utero. Los animales se

mantuvieron en las mismas condiciones ambientales de temperatura (20-22 °C),



humedad e iluminacion (ciclo luz obscuridad 12 x 12), provistos de alimento y agua ad

libitum.

b. DETERMINACION DE LA FASE DEL CICLO ESTRAL

El frotis vaginal se realiz6 a ratas tratadas con glutamato monoséddico (GMS) y
a ratas control para determinar en qué estadio del ciclo estral se encontraban (estro,
metaestro, diestro y proestro), de acuerdo al siguiente procedimiento: con una pipeta
Pasteur de punta roma se cargd con solucion salina fisiologica al 0.9%, se introdujo en
la vagina y se tomd una muestra, que se colocd en un porta objetos, se observd al
microscopio 40X (Swift-741580) para establecer la fase y determinar con base en las

caracteristicas morfoldgicas que presentan las células epiteliales dependiendo del ciclo
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estral (Fig. 1)

Figura 1. Caracteristicas citoldgicas de las diferentes fases del ciclo estral en la

rata.



Para los estudios de susceptibilidad a la oxitocina solo se utilizaron las ratas que
se encontraban en estro, ya que una de las caracteristicas de este estadio es que se inicia
la ovulacion, y presentan mayor actividad uterina debido al aumento de estrogenos.

En otra serie de estudios, debido a que los animales presentan dafio a nivel
endocrino por el tratamiento neonatal, se realizd un seguimiento de muestras vaginales
durante 30 dias a un grupo de ratas control y a las ratas tratadas con GMS. Identificando

la fase del ciclo estral de acuerdo a la caracteristica presentada en la Fig. 1

¢. AISLAMIENTO Y MONTAJE DEL UTERO

Los animales que se encontraron en fase de estro fueron pesados y sacrificados
por dislocacion cervical. El ttero se diseco y fue colocado en una caja Petri la cual
contenia solucion nutriente Ringer De Jalon con las siguientes concentraciones [mM]
NaCl 153, KCl 5.6, Glucosa 2.7, NaHCO; 5.9, CaCl, 100. El utero se limpid de tejido
adiposo y conectivo; se obtuvieron tres segmentos de 1 a 1.5 cm de longitud los cuales
fueron colocados en cémaras para 6rgano aislado de 30 ml con solucidon nutriente,
burbujeada con carbogeno (5% de CO; y 95% de O,), a una temperatura constante de 32
°C y un pH de 7.4'* (Fig. 2). Cada segmento se sometié a una tensién inicial de 1 gy

.y, <y : 121,122
se perfundid con solucion nutriente

.La actividad basal y la respuesta contractil del
musculo liso uterino a la oxitocina, se registr6 a través de un transductor FTO3,
conectado a un poligrafo Grass 79D (Fig. 3). Después de un periodo de 15 minutos de
estabilizacion, bajo perfusion continua con soluciéon Ringer De Jalon (10 ml/min.), se
realizaron curvas dosis-respuesta (CDR) a diferentes concentraciones de oxitocina

(Syntocinon-solucién inyectable: Cada ampolleta contiene 5 Ul de oxitocina sintética.

Caja con 3 amp. de 1 ml. SANDOZ) a 0.5, 5, 50 y 500 pUI.



Figura 2. En la fotografia A se muestra una rata hembra disecada, tratada
neonatalmente con el GMS, se observa en el abdomen (A) la ubicacion anatémica
del utero (U); en B se muestra el utero (U) ya libre de tejido adiposo, en solucion de
Jalon; en C se muestran los tres segmentos de utero (U) de aproximadamente 1 a
1.5 cm. de longitud.
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Figura 3. Presentacion de la preparacion del musculo liso uterino in vitro,
perfundido con solucion nutriente De Jalon, burbujeada con carbodgeno,
mantenido a una temperatura de 32°C y a un pH de 7.4.



VIII. ANALISIS ESTADISTICO

Los registros obtenidos de la actividad muscular bajo las diferentes condiciones
experimentales, se midieron mediante un planimetro (Burell, Corp.) y se expresaron
como el area bajo la curva (ABC) de la actividad motora del musculo liso uterino
durante 15 minutos. Los resultados se sometieron a ANOVA, a la prueba de t-student y

se considerd estadisticamente significativos los valores de p<0.05.

Para el andlisis comparativo de los resultados obtenidos de las fases del ciclo
estral, se sometieron a la prueba de Chi’ y se considerd estadisticamente significativos

los valores de p<0.05. (Figura 6 y7)



IX. RESULTADOS

Como podemos observar en la Figura 4 A, las ratas que fueron neurointoxicadas
neonatalmente con el GMS presentan una obesidad muy marcada a diferencia de las
ratas control, (Figura 4 B), estos resultados confirman la disfuncion metabolica

reportada en la literatura.

Figura 4 A. Rata hembra neurointoxicada neonatalmente con GMS. B. Rata
hembra
control.
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Figura 5. Representacion grafica de la distribucion porcentual de las
diferentes fases del ciclo estral en las ratas (n=6), obtenidas del frotis vaginal en un
periodo de 30 dias. En la Figura A, se muestra la distribucion porcentual obtenida
en las ratas neurointoxicadas neonatalmente con el GMS y en la Figura B, a la
distribucion obtenidas en las ratas control (n=6).
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Figura 6. Representacion grafica de la frecuencia de las diferentes etapas
del ciclo estral de las ratas tratadas neonatalmente con GMS (n= 6) y en los
controles (n= 6).

En la figura 5 se muestra la frecuencia con la que se presentaron los cuatro
estadios del ciclo estral: estro, proestro, metaestro y diestro (obtenidos durante un
periodo de 30 dias) de las ratas tratadas neonatalmente con GMS y las ratas control. Se
puede observar que las ratas neurointoxicadas con glutamato monosoddico, presentan
significativamente (p<0,05) con mas frecuencia la fase de metaestro con un 47% en
comparacion con las ratas control que presentaron con mayor frecuencia la fase de
estro (48%). En la figura 6 podemos observar un desplazamiento de las fases del ciclo

estral hacia la derecha de las ratas GMS con respecto a las control.
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Figura 7. Curva Dosis Respuesta a la oxitocina sobre el misculo liso uterino
de animales neurointoxicados neonatalmente con glutamato monosédico y
controles. Los resultados se expresan como el promedio del area bajo la curva
(ABC) £ Error estandar (ES) de la actividad uterina obtenido durante 15 min,
posterior a la administracion del farmaco. p<0.05. La C corresponde a la actividad
basal del musculo liso uterino.

En la figura 7 se muestra la actividad uterina expresada como el promedio del
ABC en un periodo de 15 minutos, del musculo liso uterino de las ratas GMS y control
en presencia de oxitocina.

Se puede apreciar que la actividad uterina inducida por la oxitocina fue mayor
en las ratas tratadas neonatalmente con el GMS en relacion a la actividad uterina que
mostraron las ratas control, fendmeno particularmente evidente con las dos primeras
concentraciones de oxitocina. La actividad uterina basal de las ratas neurointoxicadas
con GMS y en los control no mostré diferencias significativas. Este fendmeno se

describe en el siguiente registro representativo de modelos in vitro en la figura 8.
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Figura 9. Curva Dosis Respuesta a la oxitocina sobre misculo liso uterino
de animales controles y controles sin oxitocina. Los resultados se expresan como el
promedio del ABC £ ES la actividad uterina obtenido durante 15 min, posterior a
la administracion del farmaco. p<0.05

En la figura 9 se observa que la actividad uterina no se modifica en los tteros
obtenidos de las ratas control que no fueron incubados con oxitocina; sin embargo,

cuando se administra la oxitocina se observa un aumento significativo de la actividad,

dependiendo de la concentracion del farmaco.
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Figura 10. Curva Dosis Respuesta a la oxitocina sobre la contraccion del
musculo liso uterino de animales neurointoxicados neonatalmente con GMS y la
actividad motora del utero obtenido de las ratas GMS que no fueron incubadas
con oxitocina. Los resultados se expresan como el promedio del ABC = ES de la
actividad uterina obtenido durante 15 min. posterior a la administracion del
farmaco. p<0.05

Figura 10. Se muestra la actividad uterina de las ratas neurointoxicadas
neonatalmente con GMS que fueron incubadas con oxitocina y las que no contenian el
farmaco. El musculo liso uterino de las ratas neurointoxicadas neonatalmente con GMS
y que no fueron incubadas con oxitocina no muestran una actividad uterina ascendente
en las tres primeras concentraciones; sin embargo, en la ultima concentracion, la
actividad uterina muestra un pequefo incremento; mientras que los uteros de las ratas
incubadas con oxitocina no muestran ninguna modificaciéon en las tres primeras
concentraciones y solo en la ultima concentracion la actividad uterina aumenta

significativamente.



X. DISCUSION

Bajo las condiciones experimentales del presente estudio, la administracién
parenteral del GMS en el periodo neonatal de las ratas, indujo la neurotoxicidad que se
han reportado como una serie de manifestaciones anatdmicas macroscopicas,
endocrinas, metabdlicas y conductuales que presentaron los animales y que en su
conjunto se les identifica como el sindrome del GMS3’4.

Estas alteraciones incluyen: acortamiento de la longitud del cuerpo, excesiva
obesidad (Figura 4), acortamiento de la cola, lesién retiniana, disminucion de la
capacidad reproductiva y de la actividad motora, asi como automutilacion de la cola,
con el esquema de dosis del GMS empleado en el presente estudio; se induce una
destruccion del 80 al 90% de las neuronas del nucleo arqueado, de la eminencia media
del hipotalamo y las 4reas circunventriculares, ya reportado en la bibliografia®®>">*,
Este hecho plenamente confirmado, se acepta, es el responsable de la serie de
alteraciones neuroquimicas, endocrinas, metabdlicas y conductuales que presentan los
animales pre-tratados con el GMS, como ocurrio en el presente estudio.

La baja frecuencia del estadio de estro de las ratas neurointoxicadas
neonatalmente con el GMS en relacion al grupo control (Figura 5 y 6) indica,
indirectamente, que la lesion ocurre a nivel del nucleo arqueado del hipotalamo,
estructura que produce la hormona liberadora de gonadotropina y que en las células
gonadotropas de la hipofisis estimula la secrecion de la hormona foliculo estimulante
(FSH) y la hormona luteinizante (LH), responsable del estro. Estos hallazgos permiten
explicar la incapacidad de las hembras para poder ser fecundadas por los animales que
no son neurointoxicados con el GMS (controles) 44’45’106.

La ovulacion depende de la liberacion de gonadotropinas de la hipdfisis anterior



y el aumento de la secrecion de FSH, da como consecuencia la secrecion de estrogenos;
y el aumento de éstos a su vez sensibiliza el SNC de tal manera que la hip6fisis secreta
LH. Debido a lo anterior, el ciclo estral de las ratas neurointoxicadas neonatalmente
con glutamato monosédico se modifica, ya que la mayoria de ellas se encuentran en
estadio de metaestro con un 47% y la menor cantidad se encontr6 en estro con un 13% a
diferencia de los controles, que se encontraban con mas frecuencia en la fase de estro
con un 48% y con menor frecuencia en las fases de diestro y proestro, ambas con un
15%. Esto puede deberse, como ya se menciond, a que las hormonas sexuales se
encuentran modificadas provocando cambios endocrinos en la etapa adulta del ciclo
estral de las ratas, puesto que en los animales tratados neonatalmente con GMS se ha
detectado una disminucion de la produccion de la hormona luteinizante (LH) y foliculo
estimulante (FSH) que son necesarias para que se presente la ovulacion, aspecto que
repercute en la capacidad reproductiva, ya sea en una disminucién en la frecuencia o
ausencia total de la etapa de estro***>'%

Por otro lado, el ciclo estral completo en ratas normales se puede suspender si
se perturba el tipo de alternancia dia-noche. Axelrod y col'** han comprobado que las
variaciones diurnas de secrecion de estrégenos en la rata parecen estar reguladas por
variaciones periodicas en la sintesis y liberacion de la melatonina dependientes, por via
reflejo, del ciclo diurno de luz y oscuridad. El ciclo estral se deprime en la oscuridad
continua, y el aumento de estro en respuesta a la luz se evita extirpando los ojos,
suprimiendo los ganglios cervicales superiores, o mediante farmacos bloqueadores
neuroadrenérgicos' >, por el papel de reflejo retina-pineal para regular la produccion de
melatonina; al respecto, se sabe que la melatotina en ratas hembras disminuye el peso de
los ovarios, retrasa la apertura vaginal y retrasa el ciclo estral y por lo tanto, la secrecion

de estrogeno. Debido a que las ratas neurointoxicadas neonatalmente con GMS sufren



de pérdida de la vista parcial o total, se puede inferir que son incapaces de distinguir
entre el dia y la noche, aspecto que también contribuye a las alteraciones de la
produccion de la hormona LH y FSH, lo que puede ocasionar probablemente que no se
presente la fase de estro.

La oxitocina es una hormona que se sintetiza en el hipotdlamo y estimula a
receptores especificos  existentes para oxitocina, que origina una respuesta
espasmoégena con dos componentes, uno fasico y otro ténico. El componente fasico se
relaciona con la entrada de Ca™ en la célula via canales, operados por voltaje en
presencia de oxitocina; y el tonico, con la apertura de canales operados por receptores
para oxitocina y/o un incremento de la cascada inositol trifosfato con la consiguiente
salida de Ca™ de los depositos intracelulares. En respuesta al aumento de Ca'
intracelular se presenta la contraccion uterina aumentando el tono, la amplitud y
duracion.

Con respecto a los resultados obtenidos, se vio que la respuesta contractil del
musculo liso uterino a la oxitocina es dependiente de la dosis, ya que aumenta la
contraccion uterina en las ratas control; en contraste, para el musculo uterino obtenidos
en las ratas tratadas neonatalmente con GMS, la respuesta contractil del musculo liso
uterino no es dependiente de la dosis; sin embargo, en dosis mayores de oxitocina se
puede observar una ligera tendencia a aumentar la actividad uterina (Fig. 7 y 8). Esto
posiblemente se presente porque los animales tratados con GMS presentan alteraciones
hormonales tanto a nivel del SNC como a nivel periférico; a pesar de lo anterior, la
respuesta uterina de los tejidos GMS no representan una alteracion en la contraccién
uterina; esto puede deberse por la administracion exdgena de la oxitocina que de alguna
manera estimularia el aumento de receptores que permitan la interaccion con la

hormona, y esto a su vez, estimula el aumento de la frecuencia y la duracién de los



potenciales de accion durante la contraccion uterina.'** Lo anterior lo podemos explicar
debido a que la administracion de oxitocina inicia las contracciones en un utero
quiescente llevandolo a un utero activo en el que la fuerza y frecuencia de las
contracciones aumenta significativamente. Los estrogenos aumentan el efecto oxitocico
reduciendo el potencial de membrana, por lo tanto disminuyendo el umbral de
excitacién'?. Por lo tanto, aunque no exista el nimero adecuado de receptores para
oxitocina en las ratas tratadas con GMS, los niveles de estrogenos se elevan y el
potencial disminuye, existe una mayor tendencia a la apertura de los canales de Ca"™
voltaje-dependientes que son estimulados por oxitocina y entonces el numero de
receptores a oxitocina también aumenta y su activacion conlleva a una elevacion del
Ca'" citosolico movilizado a través de la hidrolisis de fosfatidilinositoles y a la apertura

++
de canales de Ca™ '*" 128,



XI. CONCLUSIONES

1. Bajo las condiciones experimentales del presente estudio es posible
reproducir la neurotoxicidad, reportada en la literatura,

2. El tratamiento neonatal con GMS da lugar a fendémenos de neurotoxicidad
que se traduce a modificaciones del ciclo estral.

3. Los roedores tratados neonatalmente con el GMS, presentan alteraciones en la
susceptibilidad del utero al efecto contractil, inducido por la oxitocina.

4. El modelo de neurotoxicidad provocado por el GMS, abre una amplia
perspectiva para el estudio de susceptibilidad a numerosos neurotransmisores,
neuromoduladores, hormonas y farmacos, que se sabe interactian con los sistemas

afectados por el aminoacido excitatorio.
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