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ANTECEDENTES

1. Histologia del miometrio
El Gtero es el segmento de paredes gruesas del aparato repro-
ductor de las hembras de los mamiferos que estd entre el ovi-
ducto y la vagina. El (tero de los roédores tiene dos cuernos
uterinos completamente separados y el cérvix, aunque fusionado
externamente, tiene dos canales separados o bien, uno en forma
de Y. La pared del Gtero incluye tres capas: perimetrio (ex-
terna y serosa), miometrio (media y muscular} y endometrio - -
{interna y mucosa) (Eckstein y Zuckerman, 1956; Lesson y Lesson,
1977). El Gtero puede realizar considerable trabajo mecénico
gracias a las capas de mbGsculo liso que se encuentran localiza
das en el miometrio.

El miometrio es unacapa gruesa de musculatura lisa.
Las células del mlsculo liso estédn agrupadas en haces separa-
dos por tejido conectivo. Ademds del col&geno, el tejido co-
nectivo comprende fibroblastos, macr6fagos, células cebadas y
fibras elé&sticas; sus funciones son sostener las fibras muscu
lares y transmitir la tensidén producida por la contraccibén de
una fibra a la siguiente (Finn y Porter, 1975).

Los haces de m@sculo liso, en Gteros bicornios como
el de los roedores, estédn arreglados normalmente en dos capas
que forman el miometrio. EMf la capa externa, los haces estéan

arreglados paralelamente al eje longitudinal del Gtero, y su

contracci6n tiende a acortar el Gtero en direcci6n céfalo-cau



dal. En la capa interna, los haces estén arreglados concén-
tricamente alrededor del eje longitudinal; su contraccién cons
trifie el lumen uterino. Los haces estén arreglados compleja-
mente, entrelazados entre si (Finn y Porter, 1975). SegGn Lud-
wig (1952), los haces de las capas longitudinal y circular en
la rata son continuos a través de un sistema complejo de giros

espirales.

2. Inervaci6n del Gtero

£] desarrollo de la técnica de fluorescencia histoquimica por
Falck y col. (1962) para la localizacién celular de catecolami-
nas ha dado lugar a numerosos estudios del sistema nervioso au-
ténomo en la regulacién del mGsculo liso uterino.

Desde un punto de vista clésico, el mlsculo liso -
del (tero tiene inervacién dual: inervacién parasimpética, con
acetilcolina como transmisor quimico, e inervacién simpéatica,
con noradrenalina como transmisor. Las neuronas colinérgicas
activan receptores muscarinicos excitatorios y las neuronas -
noradrenérgicas activan receptores adrenérgicos alfa y beta
(Moawad, 1973).

Al analizar los reportes de la inervaci6n del mhscu-
lo liso del aparato genital femenino de diferentes especies -
de mamiferos, es evidente que todos 10s componentes nerviosos,
excepto el colinérgico, muestran una variacién considerable

(Marshall, 1970).



El Gtero de la rata tiene una inervaci6n adrenérgica
muy rica que estd asociada con los vasos sanguineos y con los
haces de masculo liso. Esta inervaci6n esté& compuesta de las
tipicas nueronas postglanglionares largas, cuyos cuerpos ce-
lulares estén en los ganglios lumbar y mesentérico, y de las
neuronas postganglionares cortas que se originan en los gan-
glios pélvicos localizados cerca o en los 6rganos efectores
(Sjéberg, 1967; Hervonen y col., 1973). Las neuronas adrenér
gicas cortas inervan principalmente el mGsculo liso de los -
6rganos de la reproducci6n (Owman y col., 1974). .Una caracte
ristica sobresaliente de las neuronas adrenérgicas cortas es
la regulaci6n del metabolismo de su neurotransmisor por los -
esteroides ovéricos (Owman y Sj6berg, 1973; Marshall, 1981).

Adham y Schenk (1969) han caracterizado 1a inerva-
ci6n autbnoma de Gtero, cérvix y vagina de rata. Sefialan que
la capa muscular circular del Gtero estd inervada més inten-
samente que la longitudinal, y que la intensidad de la inerva-
cibn disminuye gradualmente hacia la parte ovarica del cuerno
uterino. Concluyen que la inervacibébn adrenérgica y colinér-
gica del Gtero de rata es considerablémente més densa y promi-
nente en estro que en diestro y que el contenido de neurotrans
misores de las neuronas puede estar regulado por un factor hor
monal.

Ademés de 1la inervacibn directa adrenérgica y coli-
nérgica, el mlsculo liso uterino tiene la influencia directa

de otros neurotransmisores putativos como histamina y seroto-



nina que tienen acceso a &l por difusi6n de terminales nervio-
sas de los vasos sanguineos o de otros tejidos. De acuerdo -
con los estudios de fluorescencia histoquimica realizados por
McKercher y col. (1973), los Gnicos almacenes identificables
de histamina y serotonina en el Gtero de la rata son las célu-
las cebadas, aunque los limites de detecci6n de la técnica no
son suficientemente sensibles para permitir la excluscién defi-
nitiva de almacenes de aminas de otro tipo de células. Las
células cebadas se encuentran discontinuamente a lo largo del
cuerno uterino (Levier y Spaziani, 1966} y alcanzan su mayor
ntmero cerca de las pequeiias arterias y arteriolas del miome-
trio. Las aminas son liberadas de las células cebadas por -
desgranulacién o exocitosis (Johnson y Moran, 1969; Ellis y
col., 1970; Lagunoff, 1972).

Mediante estudios inmunohistoquimicos también se ha
podido revelar la presencia de fibras nerviosas que contienen
diferentes tipos de" péptidos que han sido postulados como neu
rotransmisores; entre éstos se encuentran el polipéptido intes-
tinal vasoactivo (VIP) y el neuropéptido Y (Stjernquist y col.,
1983).

3. Regulacién hormonal de la actividad miometrial

La mayoria de los mGsculos lisos tiene una funci6n especifica
que ée lleva a cabo intermitente o continuamente a lo largo de
la vida del animal. De acuerdo con su posicién y funcién los

mGsculos lisos varian ampliamente en sus patrones de actividad.



Los patrones temporales y espaciales de dicha actividad depen-
den de las propiedades membranales de las células musculares
lisas y de la inervaci6bn. La actividad esponténea puede dar lu-
gar a un tono continuo o a ondas de contraccién. Los neuro--
transmisores, ya sean excitatorios o inhibitorios, modifican
esta actividad o la promueven en mlsculos en reposo. La ac-
tividad de cualquier mGsculo depende de cierto nfimero de fac-
tores, entre ellos se cuentan las propiedades de las células:
musculares lisas individuales, la interaccién entre ellas y la
influencia de agentes externos como nervios, hormonas y el me-
dio ambiente fisico (Creed, 1979).

La funcién del Gtero varia de acuerdo con el estado
reproductivo del animal. El Gtero experimenta cambios cicli-
cos para la implantacién de un blastocisto; si el embarazo ocu-
rre, el (tero aumenta de tamafio con el desarrollo del embribn
y durante ei parto cambia de una relativa inmovilidad a una =
contractilidad extrema. Estos cambios son regulados por estré-
genos y progesterona, los cuales inician una serie de cambios
funcionales para la implantacifén, mantenimiento del embribn,
alteraciones oportunas del estado contréctil del mGsculo liso
uterino y sensibilidad miometrial a factores que juegan una
funcib6n importante en la iniciaci6bn de la labor (Sakamoto y col.
1987). Entre dichos factores se encuentra la aparicién de unio-
nes estrechas en la Gltima etapa del embarazo y aumento de la

concentracién de receptores a oxitocina; estos eventos traen



como consecuencia una amplificacién de la respuesta contréctil
inducida por oxitocina, proceso que se considera el inicio del

parto (Fuchs y col., 1983).

3.1 Propiedades electrofisiolégicas de la membrana
El valor del potencial de membrana en reposo de células miome-
triales de varias especies de animales no embarazados fluctGa
entre -35 y -40 mv (Marshall, 1959; Kuriyama, 1961; BOlbring
y col., 1968). Alrededor del momento de la ovulacibn, los ni-
veles de estrfigenos se incrementan y provocan crecimiento del
Gtero para una eventual implantacién embrionaria. En el miome-
trio de ratas ovariectomizadas y tratadas con estradiol durante
tres o més dias, la membrana se hiperpolariza hasta 20 mV (Cas-
teels y Kuriyama, 1965). Krishnamurti y col. (1982) reportaron
que justo antes del parto, los estrb6genos modifican la activi-
dad eléctrica asincrénica del miometrio trnasformédndola en una
actividad eléctrica coordinada. |
Esta transicibén de la actividad eléctrica miometrial puede es-
tar asociada con el desarrollo de un gran nGmero de uniones
estrechas entre las células miometriales. ‘

El efecto de la progesterona sobre el miometrio du-
rante el embarazo es promover un estado de quietud muscular y
oponerse o neutralizar la excitabilidad cuasada por los estré-
genos. Muchas de las respuestas del miometrio observadas du-
rante el embarazo y la labor se. han relacionado con los ni-

veles circulantes de estrfgenos y progesterona; la rela-



ciébn estrbgenos/progesterona se incrementa en varias especies
justo antes del inicio de la labor (Challis y Mitchell, 1981).
El efecto inhibitorio de la progesterona sobre el desarrollo

de uniones estrechas uterinas tanto in vivo como in vitro pue-

de ser responsable parcialmente del bloqueo de la contractili-

dad uterina por progesterona.{Garfield y col., 1978).

3.2 Ultraestructura y sintesis proteica
Los constituyentes citopldsmicos y nucleares de las células
miometriales estén bajo la influencia de los niveles circulan-
tes de estr6genos. En la rata ovariectomizada, dentro de las
24 horas siguientes a la administracibébn subcuténea de 10 ug
de benzoato de estradiol, se incrementa el nGmero y el tamaiio
de los nucleolos y, tras 48 a 72 horas, el nGmero de ribosomas
y mitocondrias en el citoplasma también aumenta (Laguens, 1964).
Ross y Klebanoff (1967), Bergman (1968) y Bo, Odor y Rothrock
{1968) encontraron que 6 horas después del tratamiento con es
tradiol a ratas ovariectomizadas, aumenta el nGmero de riboso-
mas en la lamina externa de la membrana nuclear; ademds, la can
tidad y el tamafio de la granulaci6n del retiuclo endoplésmico
rugoso aumenta entre 6 y 96 horas después del tratamiento.
Estos hallazgos proveen apoyo ultraestructural para la observa
ci6bn de que los estrbégenos estimulén la sintesis proteica en
el miometrio (Jdensen y De Sombre, 1972; 0'Malley y Means, 1974).
El Gtero de la rata ha sido utilizado como un modelo

adecuado para estudiar con técnicas bioquimicas los cambios -



histol6gicos inducidos por la estimulacién hormonal. EI ané-
lisis de los productos de traducci6n del ARNm in vitro en -
animales tratados con estradiol ha revelado el incremento de
algunas proteinas. La progesterona sola no estimula el aumento
de la sintesis proteica; ;in embargo, el tratamiento con una
combinaci6n de esirOgenos mds progesterona disminuye la sin-
tesis de proteinas estimulada por los estrbgenos después de la
traducci6én in vitro (Komm y Lyttle, 1984).

Por otro lado, muchos investigadores han tratado de
utilizar proteinas marcadas para estudiar los efectos hormona-
les; asi, se han utilizado los receptores a progesterona (Re-
iss y Kaye, 1981), la actividad de la peroxidasa (Lyttle y De
Sombre, 1979) y la actividad del activador del plasminégeno
uterino Kneifel y col., 1980). Ninguno de estos métodos de -
andlisis ha sido enteramente satisfactorio ya sea por su pre-
sencia en varios tejidos o por la incapacidad de incorporar -
aminodcidos. Komm y col. (1985) utilizaron el sistema de -
incorporacidn de metionina marcada con azufre 35 y encontra-
ron que la administraci6bn de estrbgenos a ratas ovariectomi-
zadas produce un incremento eﬁ la sintesis y liberaci6n de dos
proteinas con peso molecular de 115 000 y 65 000. Este método
ha sido utilizado exitosamente para estudiar los efectos de la
progesterona sobre el aumento de la sintesis de proteinas in-
ducido por estrégenos. Wheeler y col. (1987) demostraron que
en el Gtero de rata la progesterona inhibe la sintesis de las
proteinas de peso molecular 115 000 y 65 000 inducidas por el

tratamiento con estrb6genos; la aplicaciébn de la progesterona -



se realizb ocho horas después del tratamiento con estrdgenos.
Este estudio reporta también que, mientras que parte del ARNm
se produce entre las 2 y 6 horas, la mayoria parece producirse
entre las 6 y 12 horas después de la administracién de estrbge
nos. La funcién fisiolbgica de las proteinas inducidas por es-
tr6genos en el Gtero de rata se desconoce; sin embargo, su es-
- tudio contribuye a entender el mecanismo de la expresion gen6-

mica regulada por los estrégenos.

3.3 Sensibilidad uterina a los agentes uteroténicos

La regulacién de varios tipos de receptores miometriales que
median la contractilidad del mGsculo liso uterino es una ac-
cién relevante de los estrégenos. El efecto de las hormonas
sexuales ovéricas sobre la concentracién de varios tipos de
receptores miometriales se ha estudiado principalmente en ani-
males de laboratorio como rata, cobayo y conejo; en humano -
existen .pocos estudios de este tipo. La concentracién de los
receptores miometriales se ha estudiado por métodos indirectos
y directos; los primeros incluyen la sensibilidad del miome-
trio a determinado agonista (sustancia excitadora) que gene-
ralmente produce un efecto contrdctil; los métodos directos em-
plean la unif6n de agonistas o antagonistas especificos, marca
dos con un is6étopo radioactivo, en preparaciones de microsomas
uterinos. Los modelos experimentales més utilizados compren-
den Gteros de animales ovariectomizados y ovariectomizados-

tratados con estrégenos, Gteros de animales en diferentes fa-
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ses del ciclo estral y Gteros de animales en diferentes etapas

del embarazo.

3.3.1 Oxitocina

La oxitocina contrae el Gtero de varias especies de mamiferos.
En algunas especies la respuesta uterotébnica es dependiente -
del estado endocrino del animal; por ejemplo, el (tero de co-
nejo es un caso notable ya que después del tratamiento con es
trégenos es muy sensible a la oxitocina, mientras que (Gteros
de conejos tratados con progesterona son insensibles a la -
misma. No obstante, el.(Gtero de conejo retiene la capacidad
de responder a otros agentes contréactiles como la metacolina,
que es un agonista colinérgico (Nissenson y col., 1978).

Kuriyama y Susuki (1976) encontraron que en el Gtero
de rata embarazada, inmediatamente antes del parto, la oxitoci-
na es mds efectiva en inducir la contracci6n del miometrio
gue a la mitad del embarazo. Este sGbito cambio de la sensi-
bilidad del Gtero de rata embarazada a la oxitocina correspon
de al aumento de la concentraci6n de receptores miometriales
a oxitocina (Fuchs y col., 1983).

En Gteros aislados de mujeres no embarazadas en fa-
se proliferativa, laoxitocina aumenta la contractilidad ute-
rina as{ como también en Gteros de mujeres embarazadas (ter-
cer trimestre); este efecto uteroténico es blogueado por la
indometacina (inhibidor de la ciclooxigenasa), por lo que se

presume que las prostaglandinas uterinas contribuyen a la ac-
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cion uterotbdnica de la oxitocina (Garrioch, 1978).

3.3.2 Histamina

La histamina produce contraccidédn del mGsculo liso uterino ais-
lado de cobayo y de humano; sin embargo, relaja el mGsculo li-
so del Gtero de la rata. EIl Gtero aislado de rata parece ser
el Gnico caso en el que la histamina induce relajacion uterina.
(Bertaccini y col., 1979).

El estudio comparativo del efecto de la histamina -
sobre segmentos uterinos aislados de rata y cobayo, utilizan-
do agonistas y antagonistas histaminicos de los subtipos H1 y
H2’ muestra que el (Gtero de rata tiene solamente receptores a
histamina del subtipo H2. La activacion de los receptores H2
produce un aumento de la liberacién de noradrenalina de las
varicosidades nerviosas adrenérgicas; la noradrenalina activa
los receptores postsindpticos adrenérgicos beta-2 y se produ-
ce la relajacibn uterina (Goyal y Verma, 1982). En el Gtero de
cobayo se encontraron los dos subtipos de receptores a hista-
mina, observandose que ambos receptores son de tipo excitato-
rio y probablemente se encuentran localizados sobre la super-
ficie de las células miometriales (Goyal y Verma, 1982).

El efecto relajante uterino de la histamina sobre
el Gtero de la rata es dependiente del estédo hormonal del -
animal. Viggiano y col. (1984) reportaron que el (tero aisla-
do de ratas en fase de estro es més sensible a la histamina

que el Gtero de animales en fase de diestro.



12

3.3.3 Acetilcolina

La acetilcolina produce aumento de la actividad contréctil del
itero de varias especies de mamiféros como rata, cobayo, cone-
jo y humano. En la rata y en el conejo el tratamiento con es-

trbgenos no modifica la sensibilidad del Gtero a los agonistas
colinérgicos (Nissenson y col., 1978). Sin embargo, en Gteros
aislados de cobayos ovariectomizados y ovariectomizados-trata
dos con estradiol, se observa que la sensibilidad a la acetil-
colina disminuye por el tratamiento con estrb6genos (Garris y

col., 1984).

3.3.4 Prostaglandinas

Las prostaglandinas se utilizan en la clinica para estimular
la actividad uterina en la etapa final del embarazo y en el
segundo trimestre del embarazo (Garrioch, 1978). Se ha obser-
vado que los segmentos uterinos provenientes de mujeres no em-
barazadas (etapa proliferativa) y embarazadas (tercer trimes-
tre) son sensibles a la acci6n uteroténica de la prostaglan-
dina F-2 alfa. Estos resultados indican que en el Gtero hu-
mano probablemente no se presenta un cambio en la concentra-
cién de receptores a prostaglandinas (Garrioch, 1978).

El tratamiento con estrbfgenos a ratas ovariectomi-
zadas disminuye 1la sensibilidad del Gtero a la prostaglandi-
na F-2 alfa (Mitolo-Chieppa y col., 1978). Sin embargo se ha
observado que los estrbgenos influyen més sobre la regulacion

de la sintesis de prostaglandinas que sobre la concentracién
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de los receptores a prostaglandinas. En el Gtero de ratas
ovariectomizadas, el tratamiento con estrdgenos aumenta sig-
nificativamente la produccién de prostaglandina F-2 alfa y -
del tromboxano B-2 (Brown y Poyser, 1985).

Una funci6n importante de las prostaglandinas en la
contractilidad uterina es actuar como transductores de las se
fiales hormonales. El estudio de Caldwell y Gardner (1987) -
muestra que en fitero de rata las prostaglandinas funcionman -
como transductores de la sefial de la oxitocina y no partici-
pan con este papel en la contracci6n inducida por carbacol -

(agonista colinérgico), bradiquinina y angiotensina II.

3.3.5 Angiotensina 11

En el mGsculo liso uterino, los sitios receptores para angio-
tensina Il estédn ampliamente distribuidos. Se han identificado
concentraciones altas de receptores a angiotensina Il en Gte-
ros aislados de rata y perro (Capponi y Catt, 1979).

En el Gtero de la rata embarazada se ha observado
que los receptores a angiotensina II aumentan durante la -
primera mitad del embarazo, mientras que en la segunda mitad
disminuyen y asi permanecen hasta un dias después del parto.
Estos cambios se localizan principalmente en el 4rea de la -
implantacibén y parecen estar relacionados con el proceso de
decidualizacién. La baja concentracién de receptores a an-
giotensina 11 que se observa justo antes del parto indica que

esta hormona no tiene una funcién importante en el proceso de



de parto de la rata (Schirar y col., 1980).

3.3.6 Noradrenalina
La contractilidad uterina es estimulada por agonistas adrenér
gicos alfa e inhibida por agonistas adrenérgicos beta. Exis-
ten numerosos estudios que concluyen que la sensibilidad del
Gtero a las catecolaminas varfia segln la especie, as{ como con
el estado hormonal, y que esos cambios en la motilidad uteri-
na probablemente se deben a fluctuaciones en la densidad de -
los receptores adrenérgicos alfa y beta (Diamond y Brody, 1966;
Nesheim, 1974; Williams y Lefkowits, 1977; Roberts y col., -
1977). La noradrenalina es el principal neurotransmisor adre-
nérgico que se ha encontrado en el G(tero de rata, cobayo, -
oveja y humano (Arkinstall y Jones, 1985).

Los estrbgenos aumentan la sensibilidad del Gtero -
de conejo a la noradrenalina. EIl tratamiento con estrégenos
a conejos.ovariectomizados aumenta la sensibilidad del Etero
a la noradrenalina y también aumenta la concentracién de recep
tores adrenérgicos alfaz; sin embargo, la respuesta:contréictil
del mlsculo liso uterino inducida por noradrenalina esté media
da por receptores adrenérgicos alfa1sin ninguna influencia --
aparente de los receptores adrenérgicos alfaz. De estas obser
vaciones, Riemer y col. {1987) concluyeron que los estrégenos
incrementan la sensibilidad del Gtero de conejo a la noradre-
nalina, sin un cambio aparente en la concentraci6n de recepto

res adrenérgicos alfa1 y proponen que los estrégenos pueden -
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actuar sobre eventos gue suceden a la activacidn de los recep-
tores adrenérgicos alfa1.

Roberts y col. (1981) observaron que el tratamiento
con estrégenos no modifica la concentracion de receptores adre
nérgicos beta en el miometrio de conejo. También mostraron que
los estrbgenos aumentan la sensibilidad del Gtero de conejo a
la noradrenalina y no modifican la respuesta a acetilcolina.

El Gtero de rata presenta variéciones en la concen-
traci6én de los receptores adrenérgicos del .subtipo beta duran
te .las diferentes fases del ciclo estral. Krall y col. (1978)
encontraron que el contenido miometrial de receptores adrenér-
gicos beta, pero no alfa, en la rata se eleva significativa-
mente durante las fases de proestro y esiro; ademds reportaron
que la castracién produce una reduccibn significativa del con-
tenido de receptores adrenérgicos beta y que esta reduccién se
revierte al -administrar estradiol. Los resultados obtenidos
de estos estudios concuerdan con la sensibilidad del Gtero de
rata a noradrenalina durante las diferentes fases del ciclo -
estral (Sterin-Speziale y col., 1981).

Garris (1984) reportdé que los segmentos uterinos -
aislados de cobayos ovariectomizados son menos sensibles a la
noradrepalina que los segmentos aislados de cobayos ovariecto
mizados y tratados con estrbgenos. Esta diferencia en la sen
sibilidad del Gtero a la noradrenalina se debe, segln Garris,
a que los estrbgenos aumentan la concentracibébn de receptores

adrenérgicos alfa en el Gtero de cobayos ovariectomizados.



3.3.7 Serotonina

La informaci6n relacionada con la sensibilidad del Gtero a la
serotonina es muy escasa y se refiere principalmente a estu-
dios realizados en (tero de rata. Se ha reportado que el Gte-
ro de la rata en fase de estro es especialmente sensible a la
serotonina (Robson y col., 1954). La gran sensibilidad del -
Gtero de la rata tratada con estr6genos a la serotonina fue -
motivo del desarrollo de un bioensayo paré este neurotransmi-
sor (Amin y col., 1954). Durante varios afios se dejo de estu-
diar este fentmeno y no fue sino hasta 1983 cuando Ichida y -
col. reportaron que el aumento de la sensibilidad a la sero-
tonina inducido por tratamientos prolongados con estrégenos

se debe al aumento de receptores a serotonina en este tejido.
Cohen y col. (1985) completaron la observacién anterior pro- ;
poniendo que los receptores a serotonina presentes en el G(te-
ro de la rata son del sqbtipo 52. En otras especies como -
conejo, cobayo y humano se desconoce si los estrbogenos influ-

yen sobre la sensibilidad del (Gtero a la serotonina.
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3.4 Cé&lulas cebadas y contenido de aminas biogénicas

La distribuci6n de las células cebadas en secciones cruzadas
del utero de rata es regulada significativamente por estra-
diol como lo muestran los resultados de Gibbons y Chang (1972)
y McKercher y col. (1973). El gran nGmero de células cebadas
totalmente desgranuladas durante el proestro y 15 horas des-
pués de la adminsitraci6én de estrfgenos a ratas ovariectomiza
das probablemente indica la liberaci6n de las aminas biogéni-
cas de las células cebadas. McKercher y col. (1973) encontra-
ron que después de 4 horas de la administracién de estradiol,
el contenido de histamina y serotonina de las células cebadas
uterinas disminuye hasta 70%. Probablemente la disminucién

de histamina y serotonina se debe a un aumento en la libera-
cién de las mismas y este fendmeno podria relacionarse con el
edema uterino que se observa cuatro horas después de la admi-

nistracibébn de estrbgenos a ratas ovariectomizadas.

4. Mecanismos de acci6tn de los estrbgenos en el Gtero de rata

La mayorfa de los estudios bioquimicos ha cbnsiderado el Gte-
ro de rata como un 6rgano con un solo tipo de célula y con una
sola clase de receptor a estr6genos que media todas las res--
puestas a la estimulacién hormonal a través del mismo mecanis-
mo de accibn. Segln esta hipbétesis ampliamente aceptada, la
interaccién de los estrfgenos con el receptor citos6lico-nu-.

clear involucra un mecanismo de dos pasos. La hormona prime-
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ro se une al receptor citosbélico; el complejo hormona-recep-
tor es translocado al nficleo donde interact@a con un sitio -
aceptor especifico en la cromatina. Esta interacci6bn induce
la activacién genbmica o desrepresibn, lo cual resulta en un
incremento de la transcripci6n de ARN mensajero y la subsecuen
te sintesis de proteinas especificas y cambios bioquimicos, -
morfolégicos y funcionales de las células blanco (Jensen y De
Sombre, 1972;.0'Malley y Means, 1974).

Los siguientes hallazgos no concuerdan con la hip6-
tesis clésica de un Gnico mecanismo de accién de los estrb6ge-
nos para mediar todos sus efectos, y solamente pueden ser ex-
plicados si se considera la existencia de mecanismos malti-
ples de acci6n de los estrbégenos.

Se ha demostrado la existencia de receptores a es-
tr6genos en la membrana y en el citoplasma de leucocitos eo-
sin6filos sanguineos y uterinos (Tchernitchin y col., 1975;
Tchernitchin y Tchernitchin, 1976; Lee, 1982), en la superfi-
cie de los vasos sanguineos uterinos (Tchernitchin y col., -
1976) y en las membranas citoplésmicas de las células uteri-
nas (Pietras y Szego, 1977; Miller y col., 1979); también se
ha observado la existencia de sitios de unién tipo II cito-
plédsmicos y nucleares a los estrogenos (Eriksson y col., 1980),
ademés del bien conocido sistema citosélico-nuclear de recep-
tores a estrb6genos. Se ha involucrado al AMP cficlico y a -
las prostaglandinas como mediadores de la estimulaci6n estro

géhica (Singhal y Lafreniere, 1972; Tchernitchin y col., 1977;
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Soto-Feine y col., 1981; Penney y col., 1981); se ha obser-
vado migracién de lisosomas al n@icleo {Szego, 1975) y migra-
ci6n muy répida de leucocitos eosin6filos hacia el Gtero tras
la administraci6n de .estrégenos {Tchernitchin y col., 1974);
la eosinofilia uterina y el edema subsecuente no son bloquea-
dos por actinomicina D {Tchernitchin y Galand, 1982) y estén
determinados por los niveles de estrfgenos en la sangre y no
en el dtero (Tchernitchin, 1979). Estos efectos se observan
independientemente de las bien conocidas acciones de los es-

trégenos inducidas a través de la activacién genbmica.

Kirkland (1977) y Tchernitchin (1983), en desacuerdo
con la hipbtesis clésica de un solo mecanismo de accién de los
estrégenos, han propuesto dos grupos independientes de fenéme-
nos estimulados por estr6genos en el Gtero de la rata y que -
pueden disociarse bajo varias condiciones experimentales; ca-
da grupo puede ser estimulado selectivamente o bloqueado com-
pletamente sin interferir con el otro, por lo que se ha con-

cluido que son mediados por mecanismos independientes.

El1 primer grupo de respuestas (aumento del peso ho-
medo uterino, eosfinofilia uterina, edema, aumento de la per-
meabilidad vascular y liberaci6n de histamina) constituye la
fase temprana no gen6mica de la estimulacién estrogénica y es
mediado por los leucocitos eosinéfilos uterinos que migran de

la sangre al Gtero al activarse sus receptores membranales a

estré6genos (Tchernitchin, 1972, 1974, 1379; Tchernitchin y col.,
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1976; Kirkland, 1977; Tchernitchin y Galand, 1982).

El segundo grupo de respuestas (aumento de la sinte-
sis de ARN y proteinas, aumento de enzimas uterinas y la dife-
renciaci6n bioquimica, morfolbgica y funcional de las células
blanco) da lugar a la fase tardia gen6mica de la estimulacién
estrogénica y es mediado por la interacci6n del complejo hor-
mona-receptor con el genoma {Jensen y De Sombre, 1972; Tcher-

nitchin y Galand, 1981; Lee, 1982; Tchernitchin, 1983).

De acuerdo con Kirkland (1977), los fent6menos de la
fase temprana no gen6mica se manifiestan dentro de las prime-
ras cuatro horas después de administrar los estrbgenos, y los
fenbmenos de la fase tardia genbmica tienen una latencia de
24 horas. Ademés, propone que las respuestas uterinas de la
fase tardia de la estimulacibén estrogénica representan el de-
sarrollo completo del Gtero, mientras que los fenbémenos tem-
pranos representan la preparacibén de este 6rgano para su com-
pleto desarrollo. Tchernitchin y Galand (1982) establecieron
que las respuestas tempranas no genfmicas alcanzan su méxima
manifestacién seis horas después de la administraci6n de los
estrb6genos, y que las respuestas tardias genbmicas se:desarro-

1lan completamente 24 horas después {Galand.y. col., 1984). -

‘Grunert y colaboradores {1986) han podido disociar
los efectos del dietilstilbestroly del 17-beta estradiol sobre

las respuestas tempranas no genémicas y tardias genbmicas del
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fitero de la rata. Observaron que el dietilstilbestrol es més
débil que el 17-beta estradiol para inducir edema uterino seis
horas después de su administracion.

También se ha demostrado que la hormona tiroidea par
ticipa en ciertas respuestas tardias geno6micas inducidas por
estrbgenos en el Gtero de la rata, y en cambio no modifica -
las respuestas tempranas no genémicas observadas cuatro horas
después de la administracién de estrogenos {Gardner y col.,

1978).

Los términos accién indirecta (genbmica) y acciébn
directa (no genOmica) han sido acufiados por McEwen (1982) y
aplicados principalmente para caracterizar las acciones de
las hormonas esteroides en el sistema nervioso central. -
McEwen propone que las hormonas esteroides pueden alterar la
actividad de la célula nerviosa por una acci6n directa sobre
la membrana o por una accién indirecta a nivel genbmico, la
cual estd mediada por receptores intracelulares. Los efectos
directos son de latencia corta y de duraci6n breve. Por ejem-
plo, el 17-beta estradiol inhibe la descarga neuronal inmedia-
tamente después de que se aplica iontoforéticamente sobre el
&rea hipotaldmica; este efecto no es producido por su epimero
17-alfa estradiol (Kelly y col., 1977). En contraste, los efec
tos indirectos o genémicos son de latencia y duracién largas.
Por ejemplo, la activaci6n de la receptividad sexual en las -

ratas hembras por estradiol, la cual tiene una latencia de
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inicio de 18 a 24 horas y perdura sin el estimulo estrogénico
durante 24 a 36 horas (Green y col., 1970; Parsons y col., 198%).
Hay efectos hormonales que caen entre estos dos extremos en tér
minos de latencia y duracibon. Tal es el caso de la facilitaci6n
de la receptividad sexual y proceptividad por progesterona en
ratas tratadas con estrbégenos, la cual se presenta 30 a 60 mi-
nutos después de la administracién y persiste durante unas po-

cas horas (Meyerson, 1972; Fadem, 1979).

Otros términos relacionados con el mecanismo de ac-
cibon de las hormonas esteroides son los efectos primarios o
secundarios inducidos por ellas. Los efectos primarios son
los causados por la interaccién de la hormona con la célula
correspondiente. Los efectos secundarios son los que estén
mediados por otra hormona. Por ejemplo, la prolactina, secre-
tada por la estimulacibén estrogénica, esté involucrada como ~
mediador del efecto de estrégenos sobre el recambio de neuro-
transmisores en el cerebro (Gudelesky y col., 1976). Otro -
ejemplo semejanteAes el aumento de la liberacién de noradrena-
lina de terminales nerviosas inducido por un incremento dé -
AMPc en tejido neural tratado con estrégenos (Paul y col., 1979).
Asimismo, Kirkland y col. (1977) han sefialado que se necesita
un factor hipofisiario para que el desarrollo uterino inducido

por estrégenos se lleve a cabo completamente.



23

5. Calcio y masculo liso uterino

El desarrollo de la tensién por las proteinas contréctiles de
la célula muscular lisa depende principalmente de la concentra-
ci6n de calcio ionizado dentro del citoplasma {Bolton, 1979).
En estudios recientes se indica que el calcio puede actuar en un
sitio regulador que estd asociado con la molécula de miosina
para producir la contracci6n, y no con la troponina (Bremel y
col., 1977; Sobieszek, 1977). Sin embargo, la manera en que la
interacci6n actina-miosina es controlada en el mGsculo liso -
permanece en controversia. Ebashi (1977) ha propuesto que --
otras dos proteinas, leiotonina y una protefna dcida, son esen
ciales para la contraccidén del mGsculo liso; éstas y la tropo-
miosina producen la contracci6n al actuar en la molécula de ac-
tina.

Los iones calcio que inducen el aumento citopldsmico
de este ion pueden provenir de dos fuentes principalmente: una
de ellas estd localizada en la parte exterior de la membrana
celular y esta determinada por cambios en la concentracién de
calcio extracelular (Van Breemen y col., 1980; Hurwitz, 1986).
La otra fuente consta de los almacenes intracelulares de calcio
comolla cara interna de la membrana plasmdtica, el reticulo -
sarcoplésmico y la mitocondria (Bolton, 1979; Cavero y Spedd-
ing, 1983).

Existen dos vias principales por las que los iones
de calcio del medio externo atraviesan la membrana celular y

tienen acceso al aparato contréactil: el sfstema de canales de
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calcio operados por el receptor y el sistema de canales de cal-
cio dependientes del voltaje (Bolton 1979; Meisheri y col., 198%;
Hurwitz, 1986). Asimismo, los iones de calcio extracelular pue
den entrar al citosol a través de una pequefia fuga membranal -
(van Breemen y col., 1982) y de un mecanismo de intercambio so-
dio-calcio (Reuter, 1974; Grover y col., 1981; Masahashi y Tomi
ta, 1983).

Se considera que un canal del calcio en la membrana
de una célula eucarittica es una estructura macromolecular que
consta de una o mis glucoproteinas (Lakshminarayanaiah, 198%;
Towart y Schramm, 1984), cuya configuraci6n seria cilindrica
con un poro acuoso en el centro (Towart y Schramm, 1984). In-
dependientemente del mecanismo de activaci6n, los iones de cal-
cio que tienen la capacidad de atravesar el poro del canal pue-
den pasar solamente si éste presenta una configuraci6n abierta.
Los canales de calcio tienen esa conformacién cuando las condi-
ciones son adecuadas y se aplica un estimulo apropiado. Sin
estos elementos, los mecanismos de entrada de laos canales de
calcio mantienen una conformaci6én cerrada (Hurwitz, 1986).
Aunque es dificil generalizar, los canales de calcio que se
han encontrado en diferentes tipos celulares tienen aparente-
mente mecanismos de entrada similares a los de los canales de
sodio, en los que operan para transformar el canal en alguna
de tres conformaciones o estados diferentes (Trautwein y col.,
1975; Kass y Scheuer, 1982; Tsien, 1983). La conformaci6n

abierta se refiere al estado activado; las otras dos son con-
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formaciones cerradas y se refieren a un estado desactivado y a
un estado inactivado. Los canales de calcio sensibles al vol-
taje adquieren el estado activado cuando el potencial de mem-
brana se reduce a un nivel adecuado. Los canales de calcio
operados por receptor adquieren el estado activado al interac-
cionar los receptores especificos de la membrana plasmdtica con
los neurotransmisores u hormonas {(Bolton, 1979; Meisheri y col.,
1981; Hurwitz, 1986).

Para estimar la participacién de las.fuentes extrace-
lular e intracelular de calcio en la contraccifn del mlsculo
liso inducida por diferentes estimulos se han utilizado prepa-
raciones aisladas y bafadas en medios deficientes -de-calcio -

(Somlyo y Somlyo, 1968; Devine y col., 1972; Bolton, 1979).

En 1964, Fleckenstein reporté que el verapamil y la
prenilamina tenfan el mismo efecto inhibitorio sobre el mlscu-
lo cardiado que la ausencia de calcio en el medio extracelular.
Desde entonces, se han descubierto numerosos compuestos orgdni-
cos de diferentes estructuras quimicas, que tienen el mismo -
efecto inhibitorio (Janis y Triggle, 1983; Meyer y col., 1983;
Spedding, 1985). Este efecto resulta de la accién directa de
estos compuestos eh los canales de calcio. Originalmente, se
denomind "antagonistas de calcio" a estos compuestos, debido
a que sus efectos inhibitorios se revertian al incrementar la
concentracién ibnica de calcio en el medio extracelular. Re-

cientemente se les nombra "agentes bloqueadores de los cana-
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les de calcio" o "bloqueadores de los canales de calcio" (Cave-
ro y Spedding, 1983; Hurwitz, 1986) y se sabe que actlan a tra-
vés de los canales de calcio dependientes del voltaje (Bolton,

1979 ; Nayler y Horowitz, 1983).

Se ha propuesto que mediante el uso de antagonistas de
calcio se puede discriminar entre las vias de entrada de calcio
operadas por el receptor y las vias de entrada de calcio opera-
das por el voltaje, ya que estas sustancias inhiben preferencial
mente la respuesta mecénica y la entrada de calcio inducida por
la despolarizaciébn de la membrana (Bolton, 1979; Meisheri y -
col., 1981).

Las sustancias que producen contraccién del mhsculo
liso del Gtero de rata difieren en la manera de incrementar la
concentraci6n de calcio libre citopldsmico que activa a las pro
teinas contréctiles. Por ejemplo, la contraccién inducida por
una solucion despolarizante de potasio o por prostaglandina F
2 alfa es dependiente de calcio extracelular (Batra y Bengtsson,
1978; Kothekar y col., 1985). Sin embargo, la contraccion del
Gtero de rata inducida por acetilcolina o angiotensina II no
depende del calcio extracelular (Hamon y Worcel, 1979; Sakai y
col., 1982; Lalanne y col., 1984; Mironneau y col., 1984). Es-
tos resultados indican que las sustancias que contraen el ms-
culo liso del Gtero de rata lo hacen a través de diferentes me-

canismos de accifn.
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Los agentes bloqueadores de la entrada de calcio co-
mo el metoxiverapamil inhiben completamente la contracci6n -
uterina inducida por potasio alto (Bafra y Bengtsson, 1978).
Sin embargo, el verapamil s6lo inhibe parcialmente la respues-
ta contréctil del Gtero de rata inducida por acetilcolina (Ko-

thekar y col., 1985).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los estudios relacionados con la sensibilidad del Gtero de
rata a los agentes uteroténicos regulada por estrbgenos no se
ha tomado en cuenta la latencia de inicio del fen6meno, ya que
la mayoria de las observaciones se han realizado entre las 48
y 72 horas después de administrar los estrbfgenos; tampoco se
ha estudiado la relaci6n de este fenbmeno con las respuestas de
la fase temprana no genémica o con las de la fase tardia gen6-
mica, inducidas por estr6genos en el Gtero de la rata. El co-
nocimiento de la latencia de inicio de la sensibilidad del Gte
ro de la rata-alos agentes uterotbnicos, regulada por estrégenos
y su relaci6ébn con las respuestas uterinas, también inducidas
por estrbgenos, permitird conocer la naturaleza del fenémeno
al ubicarlo en alguno de los dos grupos principales de respues

tas.

Hasta la fecha se desconoce la funcién fisiologica
de la serotonina en el Gtero de la rata; sin embargo, se ha
relacionado con el edema uterino que se observa cuatro horas
después de la administracién de estrb6genos (McKercher y col.,
1973). Se ha propuesto que la serotonina del Gtero de la rata
se localiza en el interior de las células cebadas junto con la
histamina (McKercher, 1973). Se sabe que los estrbgenos influ-
yen sobre la distribucién y el contenido de estas dos aminas

en las células cebadas uterinas; asi, la adminsitracibn de es-
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trégenos a ratas ovariectomizadas causa una reduccién de 70%
en el contenido de aminas de las células cebadas uterinas cua-
tro horas después de la administraci6n de estréfgenos. Esta -
observacifn se ha interpretado como la liberaci6n de las ami-
nas de las células cebadas (McKercher y col., 1973). Por el
corto tiempo {cuatro horas) en que se presentan los fentémenos
mencionados y por la inclusién del edema uterino en el grupo
de respuestas tempranas inducidas por estrégenocs, es intere-
sante explorar si la sensibilidad del ftero de la rata a la
serotonina es un fen6meno :del grupo de respuestas uterinas tem
pranas inducidas por estr6genos, como la eosinofilia uterina,
el edema y la liberacién de histamina, o si pertenece al grupo
de respuestas uterinas tardfas inducidas por estrofenos, como

los aumentos de la sintesis de ARN y protefnas.

Los cambios plasmdticos en las concentraciones de es
trb6genos afectan el funcionamiento del eje hipoté&lamo-hip6fi-
sis, al mismo tiempo que producen cambios importantes en otros
6rganos blanco como Gtero, vagina, cérvix, glandula mamaria,
etcétera (Sonnenschein y Soto, 1978). Mediante el empleo de
ratas hipofisectomizadas se ha podido demostrar la contribu-
ci6n de la pituitaria en algunas respuestas uterinas induci-
das por estro6genos en la rata (Gardner y col., 1978; Kirkland
y col., 1977). Puesto que en este trabajo se explora la na-
turaleza de la accién de los estrbgenos en la sensibilidad -

del Otero de la rata a la serotonina, es importante determinar
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si en este fenémeno existe una contribucibn de la hip6fisis al

efecto de los estrégenos sobre el Gtero de la rata.

La relacién entre la selectividad de la respuesta -
uterina a los agentes uteroténicos y el estado end6crino del
animal, es un buen indice de la participacibébn de dichos agentes
en la fisiologia uterina. Por lo tanto, estudiar la selecti-
vidad de la respuesta uterina inducida por estrfgenos a diver-
$0s agentes uteroténigos permitird conocer el grado de selec-
tividad de la respuesta contréctil del Gtero de la rata a la

serotonina.

Finalmente, puesto que la serotonina produce contrac
cibébn del mGsculo liso del Gtero de rata estrogenizada, es im-
portante conocer si la serotonina induce la entrada de calcio
del medio extracelular o si promueve la liberacibn de calcio
de almacenes intracelulares; en caso de que la contraccibn in-
ducida por serotonina utilice calcio extracelular, se investi-
gard si el uso de un bloqueador de las vias de entrada de cal
cio sensibles al voltaje es capaz de revelar vias de entrada

de calcio operadas por el receptor en este fenbmeno.
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 MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras virgenes de la cepa Sprague-Dawley
de aproximadamente 200 g de peso, en las fases de estro, meta-
estro, diestro y proestro, ovariectomizadas, ovariectomizadas-
tratadas con estradiol, hipofisectomizadas e hipofisectomizadas
tratadas con estradiol. Solamente se emplearon animales que -
presentaron dos ciclos estrales continuos. Las fases del ciclo
estral se determinaron por frotis vaginales. La ovariectomia y
la hipofisectomia se realizaron bajo anestesia con é&ter 15 dfas
antes del sacrificio o del tratamiento con estradiol; éste con-
sisti6 en una dosis fGinica de 10 ug/kg de 3-benzoato de 17-beta
estradiol en un volumen de 0.1 ml de aceite de mafz, adminis-
trada por via subcut&nea. Las ratas ovariectomizadas y trata-
das con estradiol se sacrificaron cada hora durante el periodo
.de 1 a 6 horas, y a las 12, 24, 6 44 horas después de la admi-
nistracion de estradiol, mientras que las hipofisectomizadas

tratadas con estradiol se sacrificaron después de 44 horas.

Los animales se sacrificaron por desnucamiento. Se
extrajeron los cuernos uterinos y se disecaron en una soluci6n
Krebs-Ringer bicarbonato (KRB) a 302C con la siguiente compo-
sicion milimolar: NaCl, 119; KCl, 4.6; KH

PO,, 1.2; MgSo

2 4 4
1.2; CaClz, 1.5, NaHC03, 20 y glucosa, t11.5. El pH se -
ajust6é a 7.4 con burbujeo constante de 5% de CO2 en 02. Se
obtuvieron dos segmentos transversales de la parte media de

cada cuaerno uterino, de 1 cm de longitud aproximadamente.
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Cada segmento uterino se colocd en una cémara de in-
cubacibén de 5 ml de volumen gque contenfa solucién KRB a 379C
con burbujeo constante de 5% de CO2 en 02. Los segmentos ute-
rinos se tensionaron a 1 g y se estabilizaron durante una hora
antes de exponerlos a las drogas, renovando la solucién KRB ca-
da 10 minutos. Las contracciones del msculo liso uterino se
registraron isométricamente por medio de un transductor de ten-
sibn modelo FT03 conectado & un poligrafo Grass modelo 78B.

La actividad contréctil esponténea se registrd al -
iniciar cada experimento durante 20 minutos. Las drogas se afia
dieron directamente al bafio de incubacibn en un volumen de 10 ul
de las soluciones apropiadas para obtener las concentraciones -
finales deseadas. Las soluciones de las drogas se prepararon
con solucidén KRB o agua destilada. En todos los casos las dro-
gas se dejaron actuar durante 5 minutos; después de este tiempo
el tejido se lav6é dos veces con KRB precalentado a 37°9C.

El aumento de la actividad contrdctil inducido por
los agonistas (serotonina, acetilcolina y oxitocina) se midié
como el érea bajo la curva del trazo poligréfico obtenido du-
rante los primeros 5 minutos de exposicién a la droga, por me-
dio de un planimetro. La respuesta inducida por acetilcolina
(10'4 M) se considerd 1a respuesta del 100% en todos los expe-
rimentos y con ésta se contrastaron las respuestas obtenidas

con serotonina en todas las condiciones experimentales de es-

te estudio.
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La dependencia del calcio extracelular se estudi6 en
segmentos uterinos de ratas ovariectomizadas y tratadas con es-
tradiol durante 44 horas (10 ug/kg por via subcuténea). Las
soluciones con diferentes concentraciones de calcio (0, 0.5, -
1 y 1.5 mM) se prepararon de la misma forma que la solucibn -
KRB salvo por la variacién en la concentracion de CaClz. En
la solucién con 0 mM de calcio, ademés de omitir el CaClz, se
adicioné EGTA (10 uM) para quelar el calcio contaminante (Ba-
tra y Bengtsson, 1978; Uski y Andersson, 1984; Maigaard y col.,
1985).

El efecto de verapamil (antagonista de calcio) se -
examiné afiadiendo este compuesto a la solucién KRB en concen-
traciones de 0.1, 0.5 y 1 uM.

El 3-benzoato de 17-beta estradiol, la serotonina,
la acetilcolina y el verapamil fueron suministrados por Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo.). La oxitocina se obtuvo de una

soluci6on comercial de los laboratorios Sandoz (México).

El andlisis estadistico se realiz6é con la prueba t
de Student y las diferencias con p menor de 0.05 se considera-

ron significativas (Tallarida y Murray, 1984).
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RESULTADOS

Sensibilidad del fitero de rata a la serotonina durante el ci-

clo estral. Los cambios en la sensibilidad a serotonina del
fitero aislado de ratas en las 4 fases del ciclo estral se mues
tran en la figura 1. La respuesta contrdctil méxima del fGtero
a la serotonina se observé en la fase de estro y fue signifi-
cativamente mayor que en la fase de diestro (p 0.01) durante
la cual se observé la menor sensibilidad a la serotonina.
También se observé que no hubo diferencia significativa (p
0.05) entre las fases de diestro y metaestro en la sensibili-
dad ~uterina a la serotonina; sin embargo, éstas fueron signi-
ficativamente diferentes cuando se contrastaron con la sensi-
bilidad de fiteros de ratas en fase de proestro (p 0.01). En
las diversas fases del ciclo estral estudiadas, los tejidos
uterinos respondieron a la serotonina dependientemente de 1la

dosis.

Latencia de efecto del estradiol en la respuesta a serotonina

del Gtero de ratas ovariectomizadas. En las condiciones expe-

rimentales en que se realiz6 este trabajo, el Gtero de ratas -
ovariectomizadas presenté actividad esponténea constante, con
una frecuencia de una contraccidn por minuto; este patrén de
-actividad no se modific6é en presencia de diferentes concentra-
ciones de serotonina {figura 2A). El estradiol no tuvo efecto

en la respuesta uterina a serotonina cuando se experimentaron
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latencias de 1 a 5 horas, es decir, el patr6n de actividad con
tréctil esponténea no se modific6é en presencia de serotonina. A
En la figura 2 se muestra la respuesta a serotonina del Giero -
de ratas ovariectomizadas y ratas ovariectomizadas y tratadas
con estradiol durante 6, 12, 24 y 44 horas. El Gtero de ratas
ovariectomizadas y tfratadas con estradiol durante seis horas
respondif: contréctilmente a las concentraciones més altas de

serotonina (10'6 5

M y 1077 M) ({figura 2B). Después de una
latencia de 12 horas, el estradiol produjo mayor sensibilidad
del Gtero de ratasovariectomizadas a la serotonina, que se -

manifesté por la respuesta contréctil a 1las concentraciones
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8 47 b 5

5x 1077,

las 12 horas de tratamiento con estradiol, no se observé efec-

1077, 107 y 107> M (figura 2C). Tanto a las 6 como a --
to en la actividad contréctil espontdnea del (tero de ratas -
ovariectomizadas, la cual permaneci6 constante, como se obser-
va al inicio de los registros (2B y 2C).

A las 24 horas de administracion de estradiol, la -
respuesta uterina contrdctil a serotonina se presenté desde -
la concentraci6n mds baja, es decir, 10'8 M (figura 2D). Sin
embargo, la respuesta contrédctil méxima inducida por serotoni-
na se observé a las 44 horas de latencia de efecto del estra-
diol (figura 2E). Desde las 24 horas de tratamiento, la acti
vidad contractil esponténea fue inhibida completamente por el
estradiol, como se observa al inicio de los registros (2D y
2E). La respuesta contrdctil inducida por serotonina en el -
Gtero de ratas ovariectomizadas y tratadas con estradiol du-

rante 6, 12, 24 y 44 horas fue dependiente de la concentra-

cibn, como se muestra en la gréfica de la figura 3.
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Efecto del estradiol en la respuesta a serotonina del Gtero

de ratas hipofisectomizadas. El Gtero de ratas hipofisecto-

mizadas present6 un patrén de actividad contrdctil esponténea
semejante al que se observé en el Gtero de ratas ovariectomi-
zadas (figura 4A), y tampoco se modific6é al afiadir serotonina
al bafio de incubacién(figura 4B). El tratamiento de estradiol
durante 44 horas a ratas hipofisectomizadas inhibi6é las con-
tracciones uterinas espontdneas, como lo muestra el registro
de la figura 4C. La adici6én de serotonina al Gtero de ratas
hipofisectomizadas y tratadas con estradiol durante 44 horas
produjo una respuesta contréctil dependiente de la concentra-
ci6n, que cesa al retirar la droga del medio de incubaci6n -

(figura 4D).

a1
|

A v
wt Lt oo L w0 L os-uTim

C 'cl S BE 44 h .

Figura 4. Efecto del estradiol en
la actividad esponténea y en la -
D respuesta contractil inducida por
BE 44 h  serotonina (5-HT) en segmentos -
vy uterinos aislados de ratas hipo-
w!? Low! L 10 L s-HTM fisectomizadas.
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Especificidad de la sensibilidad a serotonina. Para confir-

mar que el estradiol induce sensibilidad especificamente a -
la serotonina, se estudi6 la respuesta contrdctil a la ace-
tilcolina y a la oxitocina en Gteros de ratas ovariectomiza-
das y ovariectomizadas tratadas con 10 ug/kg de benzoato de
estradiol durante 44 horas. En las figuras 5y 6 se observa
que la sensibilidad a la acetilcolina y a la oxitocina no se
modificé por la administracib6n de estrfgenos, sugiriendo que
el incremento en la sensibilidad a la serotonina inducido -

por estrbégenos es especifico.
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Efectodel calcio extracelular en la respuesta contréctil in-

ducida por serotonina en el Gtero de ratas ovariectomizadas y

tratadas con estradiol. En la figura 7 se muestra la respues

ta contréctil inducida por serotonina (10'5 M) en Gtero de ra-
tas ovariectomizadas y tratadas con estradiol durante 44 horas
en medios de incubacién con diferentes concentraciones de --
calcio extracelular (0, 0.5, 1 y 1.5 mM). La respuesta con--

tréctil a serotonina 10"5

M en un medio extracelular con CaCl2
1.5 mM sé consider6 el 100 %. En presencia de Ca012 1y 0.5mM
las respuestas contrdctiles fueron 65 * 11 % y 35 + 8 % res-
pectivamente. Estos valores representan el promedio de 10 a

12 experimentos t el error estdndar. La ausencia de calcio -
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en el medio extracelular (CaCl2 0 mM, EGTA 10 uM) disminuyé
notablemente la respuesta a serotonina.
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Efecto del verapamil en la respuesta contrdctil inducida por

_serotonina en el Gtero de ratas ovariectomizadas y tratadas

con estradiol. El verapamil inhibi6 la respuesta contréctil
mdxima a serotonina en el fitero de ratas ovariectomizadas y

tratadas con estradiol durante 44 horas, de manera dependien-
te de la concentraci6én. En la figura 8 se muestran las cur-
vas concentraci6n de serotonina versus la respuesta contrac-
til, en presencia de verapamil (0.1, 0.5 y 1 uM). La respues-

-5 M) disminuye en forma

ta méxima inducida por serotonina (10
significativa con 0.1 uM de verapamil (p ¢ 0.05) y con 0.5 y

1 uM de verapamil (p¢ 0.01).



42

100

CONTROL
*veo.tum

=z
o
S s0
<
£ * e 0.5uM
z o u
[=]
(3] .
.\. /*v-l.om

0

8 7 [ 5 4

= log {5-HT)M

Figura 8. Efecto de diferentes concentra-
ciones de verapamil en la respuesta con--

tréctil a serotonina en el Gtero de ratas

ovariectomizadas y tratadas con estradiol

44 horas. Cada punto representa el prome
dio de 10 a 12 experimentos, y las lineas

verticales, el error estédndar de la media.
* P<0.05; ** P¢0.01.




e

DISCUSION

Los resultados obtenidos con Gteros de animales en diferentes
fases del ciclo estral completan las observaciones iniciales
de Robson y col. (1954) y apoyan la idea de que en condiciones
normales la serotonina puede tener alguna participaci6n en la
fisiologfa uterina. El patron de la sensibilidad del atero de
la rata a la serotonina en las diferentes fases del ciclo es-
tral muestra que cuando los niveles plasmdticos de estrégenos,
segln datos reportados por Savoy-Moore y col., 1980 y Bélan-
ger y col., 1981, son bajos, la sensibilidad del Gtero a la se-
rotonina también es baja, como en la fase de metaestro. Asi-
mismo, cuando los niveles plasméticos de estrbgenos alcanzan
su valor méximo (proestro), la sensibilidad uterina a la se-
rotonina es significativamente mayor que en la fase de diestro.
Durante la fase de estro, los niveles plasmdticos de estrbgenos
vuelven a ser bajos y, sin embargo, es cuando se observa la -
mdxima sensiblidad del Gtero a la serotonina; esto indica que
es necesaria cierta latencia para que se manifieste la accibn
de los estro6genos en la sensibilidad del Gtero de rata a la
serotonina.

Uno de los modelos experimentales més utilizados en
el estudio de la accibn de los estrbgenos sobre el (tero es
la rata ovariectomizada (Kirkland y col., 1977; Marshall y col.,
1986; Gimeno y col., 1987). La vigorosa actividad espontdnea

que presentan los Gteros de ratas ovariectomizadas estd rela-
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cionada con la liberaci6n de prostaglandinas al medio de incu-
baci6én, tal como lo han demostrado Sterin-Speziale y col. (1980).
Por otro lado, la indometacina (inhibidor de la ciclooxigenasa)
inhibe en forma dependiente de la dosis la actividad esponténea
de los Gteros de ratas ovariectomizadas, lo cual confirma que
esta actividad se origina por la liberaci6bn de prostaglandinas
(Garrioch, 1978; Caldwell y Gardner, 1987). EIl tratamiento in
vivo con estrb6genos disminuye la liberaci6n de prostaglandinas
uterinas en ratas ovariectomizadas (Sterin-Speziale:y col., 1980).
Probablemente la inhibici6n de la actividad esponténea uterina
observada en animales tratados con estrb6genos se debe al efecto

de los estrégenos sobre la sintesis de prostaglandinas.

La completa insensibilidad de! Gtero de rata ovariec-
tomizada a la serotonina es un caso notable. En Gteros de otras
especies estimulados con varios agentes uteroténicos no se ha
observado algo sejemante. Por ejemplo, el Gtero de conejo ova-
riectomizado manifiesta cierta sensibilidad a la noradrenalina,
la cual aumenta cuando se trata al animal con estrégenos (Rie-
mer y col., 1987); en cambio, el Gtero de rata es completamente
insensible a la serotonina al ovariectomizar al animal, lo cual

es una muestra indirecta de que no tiene receptores a serotonina.

Los resultados del estudio de la temporalidad del -
efecto de los estrbgenos sobre la sensibilidad del Gtero de ra-
ta ovariectomizada a la serotonina muestran que el desarrollo

de la respuésta contrdctil se’'inicia seis horas después de
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la administraci6n de los estr6genos y que se necesitan mds de
24 horas de accibn estrogénica para que se observe la méxima
sensibilidad del Gtero a la serotonina. Estos resultados des-
cartan la posibilidad de que este fenbmeno se relacione con las
respuestas de la fase temprana no genémica inducidas por estré-
genos, como la eosinofilia uterina, la disminuci6én del conteni-
do de histamina y serotonina de las células cebadas uterinas, -
el aumento de peso hamedo uterino y el edema uterino, fenémenos
que alcanzan su mdxima manifestacion cuatro horas después de ad
ministrar los estrb6genos (McKercher y col., 1973; Grunert y -
Tchernitchin, 1981; Tchernitchin y Galand, 1982; Galand y col.,
1984). El hecho de que se observe la méxima sensibilidad del
Gtero a la serotonina 24 horas después de la administraci6n de
estrb6genos indica que este proceso cae dentro de la temporali=-
dad en que se manifiestan los efectos tardfos genfmicos induci-
dos por los estrfgenos en el (tero de rata, como aumento de la
sintesis de ARN y proteinas uterinas (Tchernitchin y col., 1975;
Grunert y Tchernitchin, 1981; Tchernitchin y Galand, 1982; Ga-
land y col., 1984).

Se desconoce si la sensiblidad del Gtero de la rata
ovariectomizada a la serotonina inducida por estrbfgenos esté
asociada con algln fenbmeno de la fase tardia genémica. Sin
embargo, este estudio inicial abre la posibilidad de utilizar
el modelo experimental para conocer si existe alguna relaci6n
entre el fenbmeno estudiado y las respuestas de la fase tem-

prana no genbmica y de la fase tardia gendmica inducidas por
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estrégenos, utilizando sustancias que pueden disociar los dos
grupos de respuestas, como el estriol, que induce respuestas
uterinas tempranas no génomicas (Tchernitchin y col., 1975), y
como la nafoxidina, que induce principalmente respuestas tar-
dias gen6micas (Galand y col., 1984). EIl empleo de estas sus-
tancias y el registro temporal (a las 2, 6, 9, 24 y 48 horas)
de las respuestas inducidas por estrbgenos en el Gtero de la
rata han servido de base para disociar los efectos tempranos y
tardios de los estrfgenos sobre él Gtero de rata (Galand y
col., 1984). ‘

El tiempo que tarda en manifestarse plenamente la
sensibilidad del Gtero de rata a la serotonina sugiere que pro-
bablemente sea necesaria la sintesis de macromoléculas. Esta
sugerencia es compatible con otros conocidos efectos de los
estrbgenos sobre la inducci6n de proteinas (Chan y col., 1976)
y sobre el retardo en la respuesta de los estrfgenos para in-
‘hibir el n@mero de receptores adrenérgicos alfa de las pladue—
tas de conejo (Roberts, 1979). Sin embargo, la evidencia de-
finitiva de una acci6n genbmica de los estrbgenos sobre la -
sensibilidad del Gtero de la rata a la serotonina se obtendrd

al utilizar inhibidores de 1a sintesis de ARN &6 protefnas.

La hipofisectomia no modificéd el efecto de los estré-
genos sobre la sensibilidad del (tero de rata a la serotonina,
por ello es probable que este fendémeno sea producto de una ac-

ciébn primaria de los estr6genos sobre las células miometriales
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y no esté mediado por alglin factor hipofisario como sucede con
algunas respuestas tardfas del Otero de rata inducidas por estré
genos, que son disminuidas especificamente por la hipofisecto-
mia, como el aumento de peso uterino (Kirkland y col., 1977).
Por otro lado, la hipofisectomia no modifica el efecto de los
estrégenos sobre la formacién de uniones estrechas en el miome-
trio de rata (Burghardt y col., 1987) ni sobre las respuestas
de la fase temprana del Gtero de rata (Kirkland y col., 1977).
Las observaciones anteriores indican que mientras algunas res-
puestas de la fase tardfa del Gtero de rata inducidas por es-
trbogenos son mediadas por algln factor hipofisario, éste no -
interviene en otiras respuestas como la sensibilidad del Gtero

de rata a la serotonina.

Este estudio muestra que los estrbgenos regulan se-
lectivamente la sensibilidad del Gtero aislado de la rata ova-
riectomizada a la serotonina, ya que no modifican la sensibili-
dad del Gtero a otros agentes uteroténicos como la oxitocina y
la acetilcolina. Estos hallazgos indican que eltcambio espe-
cifico en la sensibilidad del ftero de la rata a la serotonina

puede tener una funcibn fisiolbgica importante en este tejido.

) Los resultados obtenidos en medips con diferentes
concentraciones de calcio indican que la contraccion uterina
inducida por serotonina y regulada por estrégenos es dependien-
te del calcio extracelular; resultados semejantes han sido re-

portados en la contraccién del masculo liso uterino humano in-
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ducida por noradrenalina (Maigaard y col., 1985). Estos resul-
tados sugieren que la fuente de calcio extracelular es fundamen-
tal para la contracci6n inducida por serotonina e indican que -
ésta no moviliza calcio de almacenes intracelulares como lo hacen
otras sustancias uterot6nicas como la acetilcolina y la angioten-
sina Il que son capaces de inducir contracci6n del Gtero de rata

en soluciones sin calcio (Mironneau y col., 1984).

El verapamil inhibié en forma dependiente de
la dosis la contraccibn uterina inducida por serotonina. Una -
probable explicaci6ébn de este fenbmeno es que la serotonina des-
polarice la membrana de las células miometriales y active las
vias de entrada de calcio sensibles al voltaje, las cuales son
bloqueadas por verapamil. Se desconoce si la serotonina efec-
tivamente despolariza las céluas miometriales de rata; sin em-
bargo, se ha reportado que si despolariza las células del mGs-
culo liso del conducto deferente de la rata (Yoshida y Kuga, -
1986). Otra explicacién del efecto inhibitorio del verapamil
es que éste sea capaz de bloquear las vias de entrada de cal-
‘cio operadas por el receptor, en este caso activadas por la
serotonina, pues se ha reportado que bloqueadores de los cana-
les de calcio operados pof voltaje pueden interferir con los -

operados por el receptor en masculo liso vascular {Towart, 1984),
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Los resultados de este estudio indican que la res-
puesta contréctil inducida por serotonina en el Gtero aislado
de la rata y regulada por estrogenos es un fenbmeno pertene-
ciente a la fase tardfa de las respuestas del Gtero de la ra-
ta a la accién de los estrbégenos, y dependiente del calcio -
extracelular. Sin embargo, para esclarecer su naturaleza ge-
némica deben realizarse estudios de inhibici6n de sintesis de
ARN o de proteinas. Asimismo es necesario elucidar la parti-
cipacién de las vias de entrada de calcio sensibles al voltaje
en la contraccibn del m@sculo liso uterino inducida por sero-
tonina. Finalmente, aunque nuestros resultados indican que
el cambio especifico en la sensibilidad a la serotonina puede
desempefiar un papel funcional importante en la fisiologfa ute
rina, se desconoce la funcién de la serotonina en el Gtero y
las consecuencias de su regulacién estrogénica, por lo que -
son necesarios estudios adicionales del mecanismo de accién
de este fen6meno y su relaci6n con las respuestas del Gtero

de rata a los estrb6genos.
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