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L INTRODUCCION

a} Importancia biolégica de la contractilidad uterina

El dtero es el 6rgano donde se implantan y desarrollan, los productos de
diversas especies de organismos durante su vida prenatal. La contractilidad
uterina es una de las funciones fisiol6gicas mas importantes de este érgano, la cual
es de gran importancia en la Fisiologia de la Reproduccién, ya que se presenta en
etapas en donde no existe embarazo, durante el embarazo mismo ¥ en el momento
del parto de todos los mamiferos, manifestando diferentes patrones de motilidad
en cada caso. Sin embargo, a pesar de su importancia biolégica, los factores que

regulan este fenémeno, no han sido establecidos por completo.

b) Fisiologia de la actividad contractil uterina.

i) Mecanismo de la contraccién

Las células del musculo liso dependen en gran medida del calcio
extracelular para contraerse. Este aumento de calcio puede ser causado por
estimulacidén nerviosa de las fibras musculares, estimulacién hormonal, o por
cambios en el ambiente quimico de la fibra.

A falta de la troponina, presente en el musculo esquelético, las células del

musculo liso contienen una proteina reguladora lamada calmodulina.




La contraccién muscular se lleva a cabo en los siguientes eventos:

1) El complejo calcio-calmodulina, se une y activa a la miosina cinasa que es
una enzima fosforiladora.

2) Una de las cadenas ligeras de cada cabeza de miosina, denominada
cadena reguladora, es fosforilada por accién de la miosina cinasa. Si esta cadena no
estd fosforilada no se produce el ciclo de enlace-separacion de la cabeza con el
filamento de actina. Cuando la cadena reguladora est4 fosforilada, la cabeza tiene
la capacidad de unirse al filamento de actina, causando asi la contraccion
muscular.

3) Cuando la concentracién de caicio iénico disminuye a un nivel critico, el
proceso mencionado se revierte automaticamente, a excepcion de la fosforilacion
de la cabeza de la miosina, para deshacerla se requiere de la intervencién de otra
enzima, la miosina fosfatasa, que se localiza en el citoplasma de Ia célula muscular

lisa y que separa el fosfato de la cadena ligera reguiadora (Guyton y Hall, 1997).

ii) Factores que regulan la contractilidad uterina

La actividad contractil uterina est4 bajo un control hormonai y neuronal, por
NUMeErosos agentes como neurotransmisores, hormonas y sustancias paracrinas

(Perusqufa, 1999).




El ttero presenta inervacion parasimpitica y simpdtica; la primera por el
nervio pélvico y la segunda por fibras posganglionares de los ganglios mesentérico

inferior e hipogéstrico (Ottesen y Fahrenkrug, 1990), (Fig. 1).

Figura 1. Inervacién del itero de la rata. A. Cuernos uterinos, B. Neuronas, C.
Ganglio paracervical, D. Nervio pélvico, E. Nervio hipogastrico, F. Cadena simpética
lumbar y G. Ganglio mesentérico inferior. Tomado de Ottesen y Fahrenkrug, 1990.

Los nervios uterinos proceden del plexo hipogéstrico inferior, de la parte
anterior e intermedia conocida como plexo uterovaginal, que se sitia dentro del
ligamento ancho a cada lado del cuello, Las fibras parasimpdticas emergen de los
nervios esplacnicos de la pelvis (S2, S3 y S4) y las simpéticas del plexo
uterovaginal, en el que se encuentran pequefios ganglios paracervicales; uno de
ellos suele ser més voluminoso y se conoce como ganglio del cuello uterino. Las

fibras autonémicas del plexo uterovaginal son principalmente vasomotoras. La



mayoria de las fibras aferentes ascienden con el plexo hipogastrico inferior y
penetran en ja medula espinal a fravés de los nervios espinales T10 a T12 y L1
(Moore, 1993).

La estimulacién eléctrica de los nervios hipogéstricos causa contraccién o
relajacion, dependiendo de Ia especie y del estado endécrino del animal (Marshall,
1970). El itero estd inervado por nervios adrenérgicos y colinérgicos. Se ha descrito
que en el atero de rata la inervacién adrenérgica es muy pobre {(Norberg v
Fredericsson, 1966).

El efecto relajante uterino producido por las catecolaminas es debido a Bz-
adrenoceptores, mientras que el efecto contractl estd mediado por -
adrenoceptores (Diamond, 1990). Por otra parte, los agentes colinérgicos estimulan
los receptores muscarinicos para inducir contraccién uterina (Bolton y Kitamura,
1983). La poblacién de los receptores en el titero, puede ser alterada por cambios en
la concentracién de estrogenos, es decir son estrogeno-dependientes (Diamond,
1990).

Algunos neurotransmisores que actGian sobre el titero son: la serotonina, la
dopamina, la histamina y la angiotensina (Hoyle, 1983). El ttero es muy sensible a
contraerse por la accién de la serotonina (5-HT), por interaccién con sus receptores
especificos 5-HTy, presentes en la membrana uterina. De igual modo, la histamina
induce contraccién por interaccién con los receptores Hi en varios tejidos de
mamiferos, no obstante en la rata y el raton, la relajacién es a través de los

receptores H; (Perusquia, 1999).



El musculo liso uterino, es altamente susceptible a la influencia endocrina de
las hormonas esteroides sexuales (estr6genos, progestinas y andr6genos),
secretadas por los ovarios, y durante el embarazo por la placenta. Estas participan
de manera esencial durante la gestacién, manteniendo al titero relajado (Perusquia,
1999).

Entre los principales agentes uteroténicos que participan en la activacién de
las contracciones uterinas duraj'lte el trabajo de parto, se encuentran hormonas
como la oxitocina y las prostaglandinas Ez y Fa, (Parkington y Coleman, 1996). En
mujeres no embarazadas y durante el primer trimestre de embarazo la vasopresina
actda incluso de manera mas potente que la oxitocina; su accién parece estar
relacionada con la alta motilidad del itero durante la menstruacién (Soloff, 1990).

También algunos péptidos participan de manera importante en la actividad
miometrial. El péptido intestinal vascactivo (VIP) inhibe la actividad uterina, otros
péptidos que también la inhiben son: el neuropéptido (Y) y el péptido relacionado
con el gen de calcitonina (CGRP). En mujeres no embarazadas y en embarazos
tempranos, la sustancia P induce contraccién uterina (Ottesen y Fahrenkrug, 1990).

Asimismo, existen agentes exégenos con la capacidad de alterar el
movimiento de la entrada de calcio a través de la membrana, estos son: i) los que
bloquean la entrada de calcio a la célula e inducen relajacién, denominados
bloqueadores de la entrada de calcio (dihidropiridinas, derivados de verapamil,

benzodiazepina y difenilaquilaminas) y ii) los que inversamente son capaces de



inducir contracci6n uterina por aumentar la entrada de calcio a la célula, lamados

agonistas de la entrada de calcio, como Bay K 8644 (Perusquia, 1999).
c) Hormonas esteroides y relajacién uterina
Los esteroides son lipidos que poseen una estructura molecular basada en

un sistema de cuatro anillos denominados; A, B, C y D que recibe el nombre de

nicleo ciclopentanoperhidrofenantreno (Fig. 2).

Ciclopentanoperhidrofenantreno

Figura 2. Estructura molecular bésica de los estercides.

Son compuestos organicos de amplia distribucion en la naturaleza, que
desempefian un papel muy importante en el desarrollo de la vida. Muchos

compuestos sintéticos y metabolitos esenciales pertenecientes a este grupo se




utilizan con fines terapéuticos. Por ejemplo, la morfina, la colchicina, los acidos
grasos biliares, muchos hidrocarburos carcinogénicos, el veneno de las glandulas
pardtidas de algunas especies de sapos, el colesterol, la vitamina D, los
corticoesteroides y las hormonas sexuales que ademés, participan en un proceso de

gran importancia como es la reproducci6n (Seyle, 1942}, (Ver Fig. 3).

CH3
| =0 OH
0¥ o~
Progesterona Testosterona
CH20H
I
=0 o]
i
HO
0¥ HO
Corticosterona Estrona

Figura 3. Estructura quimica de hormonas pertenecientes al grupo de los
esteroides.



La influencia de los esteroides sobre la actividad contractil uterina ha sido
ampliamente aceptada; Knaus (1926) sugirié por primera vez que una hormona era
la responsable de inducir un efecto relajante sobre la contractilidad uterina en
conejas prefiadas. Posteriormente se reporté que un extracto de cuerpo hiteo es
capaz de inducir cambios progestacionales y mantener el embarazo en conejas
castradas (Allen y Corner, 1929); m4s tarde se observé la inhibicién contractil en
utero de coneja in vivo (Reynolds, 1931). Después de numerosas evidencias se
estableci6 que la progesterona es necesaria para el mantenimiento del embarazo
(Csapo, 1959), siendo capaz de inhibir la actividad contractil espontinea e inducida
eléctricamente en ttero in vivo e in vitro de rata prefiada (Marshall y Csapo, 1961).
También se reporté que la administracién de progesterona en ratas
ovariectomizadas puede mantener y llevar a termino el embarazo {Csapo y Weist,
1969) y se demostrd el efecto inhibidor in vitro, de la progesterona sobre el dtero
humano (Kumar et al., 1962).

En afios posteriores se report6 que otros esteroides también inducen un
efecto relajante sobre la contractilidad uterina. Las progestinas (hormonas con 21
atomos de carbono y una cadena lateral en el Cyy), inducen relajacién sobre la
actividad contractil de la rata prefiada (Kubli-Garfias et al., 1983a) y también de la
no prefiada (Kubli-Garfias et al, 1979), actuando de manera mas potente, las
progestinas 5p-reducidas en comparacion a las Sa-reducidas, que mostraron poca
potencia. La actividad contractil del atero humano gravido a término también es

relajada por progestinas 5a-reducidas, pero de manera no significativa (Lofgren et



al., 1992), en contraste con las progestinas 58-reducidas que fueron més potentes
que las progestinas 5a-reducidas y que su precursor, la progesterona (Perusquia et
al., 1997).

Los andrégenos (esteroides con 79 4tomos de carbono, sin cadena lateral en
el Ci7 y con dos grupos metilo en el Cis y en el Cyo), también producen relajacion
uterina. En 1937, Robson demostré que la testosterona induce un efecto inhibidor
sobre el ttero aislado de coneja. Posteriormente se demostré que ademas de la
testosterona, otros andrégenos también relajan la contraccién espontanea del Gtero
de rata, siendo més potentes que su precursor (la testosterona), los metabolitos con
configuracién 3a-hidroxi-5¢, como la androsterona (3o-hidroxi-ba-androstan-17-
ona) y el androstandiol (Sa-androstan-3a,17p-diol), y por otra parte, también la 5p-
dihidrotestosterona (53-DHT, 17p-hidroxi-5p-androstan-3-ona), mostré un potente
efecto relajante, por lo que se propuso que en esta accion, la testosterona actia
como prehormona (Kubli-Garfias et al., 1980).

El efecto relajante de los andr6genos sobre el dtero, no sélo se ha observado
en confracciones espontineas, sino también en contracciones inducidas, al
despolarizar el tejido con KCI (Perusquia et al., 1990; Perusqufa y Villalén, 1996),
donde la 53-DHT, fue el andrégeno mas potente. En contracciones inducidas por la
serotonina {Perusquia et al, 1991a) y la acetilcolina (Perusquia et al, 1991b),
también la 53-DHT, fue el andr6geno mas potente. Sin embargo, en contracciones

inducidas por la oxitocina, la androsterona resulté ser mas potente (Perusquia y

Campos, 1991).



Los andrégenos 5-reducidos también han mostrado la capacidad de inducir
relajacién en otros miisculos lisos aislados; inhibiendo las contracciones en el
epididimo y la vesicula seminal (Kubli-Garfias et al., 1983b), en la aorta tordcica de
rata (Perusquia et al., 1996) y en el ileon de cobayo (Kubli-Garfias et al., 1987). Los
androgenos Sa-reducidos, que adem4s presentan una configuracién 3a-hidroxi-5a
(androsterona y androstandiol), fueron més potentes para inducir relajacién en
vesicula seminal y epididimo (Kubli-Garfias et al., 1983a). Sin embargo, la 53-DHT
fue el inhibidor mas potente en la aorta torcica de la rata (Perusquia et al., 1996) y
en el ileon aislado de cobayo (Kubli-Garfias et al., 1987).

Por su parte, los corticoesteroides (los cuales estin constituidos por 21
atomos de carbono, con una cadena lateral en el Ciz y un grupo carbonilo o
hidroxilo unido al Cu), presentan un efecto inhibidor semejante al de la
progesterona y la testosterona sobre la contraccién espontanea del Gtero de rata, su
baja potencia sugiri6 que la reduccion de la progesterona en posicién 5, es un paso
metabolico importante en la produccién de compuestos que regulan la contraccion
uterina (Perusquia et al., 1986).

Desde 1931 Reynolds observ6 que después de un periodo, posterior a su
administracién, los estrogenos (hormonas con 18 atomos de carbono, con un
niicleo aromético en el anillo A y un grupo hidroxilo o carbonilo en el Cyy),
incrementan la actividad uterina de conejas in vive. Posteriormente estudios in vitro
(Csapo y Corner, 1952) e in vivo (Schofield, 1955), demostraron que la actividad

contractil del iitero de conejas es regulada por estrégenos. En el miometrio




humano, estudios in vitro revelaron que el estradiol provoca relajacion uterina,
disminuyendo la frecuencia de las contracciones (Kumar et al, 1964). Otros
estudios in vitro en el iitero de rata, mostraron una respuesta relajante de los
estrégenos sobre la contractilidad uterina (De la Pefia et al, 1991; Jasso-Kamel,

1999).

d} Estudios de la relacién Estructura quimica - Actividad biolégica del efecto

relajante de los andrégenos en el dtero de rata,

En 1961, Willmer enfatiz6 la importancia de los grupos unidos al C3 y al Cyy
en la acci6n fisiolégica de los esteroides. Los efectos de la progesterona y los
metabolitos 5-reducidos observados en tejidos excitables como el Sistema Nervioso
Central (SNC) y el misculo liso uterino, mostraron una clara relacién entre la
estructura quimica y la actividad biolégica de estas hormonas (Kubli-Garfias,
1987). Estudios relizados con andrégenos 5-reducidos sobre la contraccién uterina
(Kubli-Garfias et al., 1980), donde los andrégenos con configuracion 3a-hidroxi-5a
fueron mas potentes que los andrégenos 5p-reducidos, y que su precursor Ad-
3,ceto (testosterona), establecieron que el anillo A podria ser la parte activa de la
molécula para inducir relajacién miometrial y que ademas los cambios de los
sustituyentes en el C, el Cs y el Cyy, asi como la conformacion eis o trans enel Ca y

el Cs podrian ser la clave de la accion relajante que inducen estos derivados.
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La diferente potencia que presentan los esteroides en tejido uterino
despolarizado, donde el andrégeno més potente es la 53-DHT y los andrégenos
con configuracién 3a-hidroxi-5at son menos potentes, resulta controversial con lo
anteriormente mencionado. Estas diferencias, fueron relacionadas con la
estereoespecificidad molecular e interaccién fisicoguimica de los esteroides con la
membrana (Perusquia et al., 1990).

En otro estudio sobre tejido uterino despolarizado (Perusqufa y Villalon,
1996), se confirmé que los andrégenos 5a-reducidos, son menos potentes que los
compuestos Sp-reducidos, pero mas potentes que los compuestos A4-3,ceto
(progesterona y testosterona), postulandose nuevamente que la reduccién en el
anillo A, es muy importante en la actividad biol6gica

En el caso de las progestinas, se observé que las 5p-reducidas son mis
potentes que sus isomeros So-reducidos, los cuales resultaron ineficaces a
excepcion de la 3a-hidroxi-5u-pregnan-20-ona, que también presenta la
configuracion 3c-hidroxi-5¢, como la androsterona y el androstandiol (Kubli-
Garfias et al, 1979). También se observé que las progestinas 5B, que ademds
presentan un grupo ceto unido al C, son mas potentes, mientras que los
compuestos 5B-reducidos, en los cuales no existe un grupo unido al Ci7 son menos
potentes, lo que indica que el grupo unido al Ci7 es esencial para el efecto
biolégico. En el caso de los pregnandioles, en los cuales el grupo ceto unido al Ca
se reduce, se plantea que la polaridad e hidrosolubilidad de estos esteroides podria

estar relacionada con su ineficacia (Kubli-Garfias, 1987).




Otros estudios basados en célculos quimico-cudnticos, han tratado de
establecer las propiedades de los androstanos para inducir relajacién uterina, y han
encontrado que los grupos carbonilo e hidroxilo en el Cs y en el Cy7 son los
elementos que confieren las distintas propiedades biolégicas que presentan estos
compuestos, lo cual puede estar en relacién con la magnitud del momento dipolar,
ya que se ha reportado que éste cambia con la posicién de los grupos funcionales
(Kubli-Garfias et al., 1995). Asf, el grupo carbonilo juega un papel diferente
dependiendo de su posicién: unido al Cs tiene un mayor efecto sobre el momento
dipolar y unido al Ci7 tiene menor impacto (Kubli-Garfias et al., 1996).

También se ha reportado que el grupo hidroxilo tiene mayor estabilidad y
por lo tanto menor reactividad, mientras que los grupos carbonilo aumentan la
probabilidad de que los androstanos tengan una accién biolégica (Kubli-Garfias et

al,, 1998).

e) Biosintesis de hormonas esteroides

La biosintesis de las hormonas esteroides (Fig. 4) comienza con el colesterol,
que da lugar a un compuesto intermedio, la pregnenolona, de la cual derivan las
hormonas sexuales, los glucocorticoides y los mineralcorticoides. La produccién de
pregnenclona estd regulada por hormonas de naturaleza peptidica como son la
hormona luteinizante (LH) en el ovario y testiculo; la gonadotropina coriénica

(GCH) en la placenta y la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) en la corteza
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suprarrenal. Asi, la pregnenolona puede convertirse directamente a progesterona y
posteriormente a aldosterona (Ruta A, Fig. 4), convertirse a 17a-OH-pregnenolona,
precursora del cortisol (Ruta B, Fig. 4) o metabolizarse a los esteroides sexuales
(Ruta C, Fig. 4). La ruta A puede contribuir a la ruta B yéstaasuvezalarutaC. La
Dehidroepiandrosterona (DHEA), primer producto de la ruta C, puede inhibir la
cascada metabdlica a través de la ruta B y C, por inhibir la conversién de

pregnenolona a 17a-OH-pregnenolona.
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Figura 4. Biosintesis de esteroides. Esquema modificado de Roberts, 1995.




f) Metabolismo de andrégenos

La palabra andrégeno deriva de las palabras griegas andro (macho) y
gennum {que produce) y se reficre a las sustancias que poseen actividad
masculinizante. Los andrégenos participan en una infinidad de funciones
biolégicas como son la espermatogénesis, el funcionamiento del epididimo, el
desarrollo de la préstata; en la estimulacién de foliculos pilosos, glandulas
sebéceas y sudoriparas; en el desarrollo de los huesos, en la regulacion del sistema
vascular, intervienen en la hematopoyesis, en la regulacién del nivel de lipidos en
el plasma incrementando la masa muscular (Bhasin, 1998), ademas del efecto
relajante antes mencionado, sobre la actividad contréctil del dtero (Kubli-Garfias et
al., 1980} y otros miisculos lisos como el epididimo y la vesicula seminal (Kubli-
Garfias., 1983b), la aorta toricica de rata (Perusquia et al., 1996) y el ileon de
cobayo (Kubli-Garfias et al., 1987).

La principal fuente de biosintesis de andrégenos en mamiferos son las
células de Leydig en los testiculos, las células corticales en las glandulas
suprarrenales y las células de la teca en los ovarios. Estas células pueden sintetizar
androgenos a partir de acetil CoA; no obstante la sintesis en general es a partir del
colesterol, el cual se obtiene del plasma a través de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL). El principal andrégeno es la testosterona, producido por las
células de Leydig, mientras que las células adrenales producen androstandiona,

dehidroepiandrosterona y su éster sulfatado (Bhasin, 1998).




E195% de la testosterona circundante en mamiferos se deriva de la secrecién
testicular, s6lo una pequena cantidad de la dihidrotestosterona (=70 pg diarios), es
secretada directamente por los testiculos, la mayor parte de la dihidrotestosterona
circundante se deriva de la conversién de la testosterona, la cual es metabolizada
predominantemente en el higado (50-70%), aunque su degradacion también ocurre
en tejidos periféricos, particularmente en la prostata y la piel. El higado toma a Ia
testosterona de la sangre y a través de reacciones quimicas que involucran 5a- y
Sp-reductasas, 3o- y 3f-hidroxi deshidrogenasas, la transforma en
dihidrotestosterona, 3a-androstandiol, androsterona y etiocolanolona. Los dos
dltimos libres y conjugados, son los metabolitos predominantes en la orina
{Robaire, 1998).

Matsui y Kinuyama (1977) y Matsui y Hakazaki (1977), estudiando el
metabolismo biliar de la testosterona in wvivo, determinaron la presencia de
metabolitos Sa-reducidos, sin embargo hay pocas evidencias con respecto a la
formacién de andrégenos 5p-reducidos.

Al estudiarse la unidad feto-placentaria (Mancuso et al, 1968) se observé
que la testosterona es producida por la placenta, secretada al feto y metabolizada
por éste en el higado a andr6genos 5B-reducidos, mientras que en otros tejidos
fetales, la conversién es hacia metabolitos 5o-reducidos.

En cuanto al metabolismo de los andrégenos en el ttero de rata, Ia
testosterona (17(-hidroxi-4-androsten-3-ona) es reducida por medio de 5a-

reductasas y 178, 3o y 3p-hidroxiesteroide-oxidorreductasas hacia los siguientes




metabolitos: androstendiona {4-androsten-3,17-diona), 5a-dihidrotestosterona
(17B-hidroxi-5a-androstan-3-ona), androstandjol (5e-androstan 3a,17B-diol), 4-
androsten-3a,17B-diol, 4-androsten-3p-17p-diol y androstanediona (Sa-androstan-

3.17-diona} en menor proporcién (Hoffmann et al., 1975), (Fig. 5).

testosterona
Q 7B-hidroxi-4-androsten-3-ona)

y

androstendiona
(4¢-androsten-3, 1 7-diona)

4-androsten-3p, 17p-diol 4-androsten-3a, 17p-diol
v ;
Sa-dihidrotestosterona androsiz.nediona.
(17B-hidroxi-5a-androstan-3-ona) (5a-androstan-3, 17-diona)
androstandiol
{Su-androstan 3c, 17B-diol)

Figura 5. Metabolismo de la testosterona en el titero de rata. Hoffmann, 1975,




g) Mecanismo de la accion relajante inducida por los esteroides en el ttero

El efecto de los metabolitos de la progesterona sobre el SNC fue inicialmente
reportado por Seyle (1941). Afios més tarde se reporté un efecto répido y reversible
de algunos neuroesteroides y esteroides neuroactivos, los cuales inducen una
accion sedativa/hipnética, anestésica y anticonvulsiva (Baulieu et al, 1978;
Schumacher, 1990; McEwen, 1991). Estos estudios sugirieron que la uni6n al
receptor nuclear, la transcripcion de genes y la sintesis de proteinas no intervienen
en esta accion, determinando que se trata de efectos de tipo no genémicos.

La respuesta inmediata (de segundos a minutos) y reversible que producen
los esteroides 5-reducidos al disminuir la excitabilidad del SNC {Kubli Garfias,
1984; Kubli Garfias, 1987) y del masculo uterino (Perusquia et al., 1990; Perusquia
y Villalén, 1996), descart6 la posibilidad de una interaccién del esteroide con el
genoma para ejercer sus efectos (mecanismo genémico).

Se ha postulado que en la accién relajante nc; gendémica de los esteroides en
el utero, participan algunos iones. Asj, Batra (1973) estudi6 la captacién de calcio
por mitocondrias del miometrio humano tratado con estrégenos y observo que
éstos inhibieron la captura de calcio mitocondrial dependiente de ATP, en tanto
que la progesterona no la afectaba. Posteriormente, se demostr6 que esta hormona
disminuye la fijacién de calcio-del miometrio (Batra y Bengtsson, 1978). M4s tarde,
se report6 que estos esteroides producen un efecto antagénico del calcio, al inhibir

las contracciones inducidas por calcio en Gtero despolarizado de rata, reportandose
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también que dicho efecto es revertido por la accién de ionéforos de calcio, lo cual
sugiri6 que la relajaci6n inducida por los esteroides es producida por la
disminucién del influjo de calcio extracelular, a través de un bloqueo de los canales
de calcio operados por voltaje (Perusquia et al., 1990). Ademas, se descartt la
posibilidad de que los esteroides relajen el miisculo uterino a través de receptores
B-adrenérgicos 6 Hz histaminérgicos (Perusquia et al., 1990).

Por otra parte, se ha descrito que en el titero de rata, los andr6genos y las
progestinas 5-reducidas son capaces de inhibir las contracciones inducidas por la
oxitocina (Perusqufa y Campos, 1991), la serotonina (Perusquia et al., 1991a) y la
acetilcolina (Perusquia et al., 1991b) y ademés, que las progestinas también pueden
prevenir las contracciones provocadas por las prostaglandinas E; y Fz, (Perusquia
y Kubli-Garfias, 1992). Lo cual sugiri6 que los esteroides también inducen una
inactivacion de los canales de calcio operados por receptor, proponiéndose que en
el efecto relajante que inducen los estercides sobre el musculo liso uterino, son
bloqueados los canales de calcio operados por voltaje y los canales de calcio

operados por receptor (Ver Fig. 6).
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Figura 6. Esquema representativo de una célula muscular uterina, en el cual se
muestra que la contraccién es producida por el incremento de la concentracién de calcio
interno ([Ca]) a través de los canales operados por receptor (COR) y los canales operados
por voltaje (COV). Asl, la relajacién inducida por los esteroides se hipotetiza como una
disminucién de la concentracién interna de calcio, la cual es producida por el bloqueo
directo de la entrada de calcio a través de los COR y los COV. Tomado de judrez y
Perusquia, 1997

Por otra parte, en 1991 Putnam y colaboradores propusieron que el receptor
GABAA podria ser un mediador del efecto relajante uterino que inducen algunas
progestinas. Sin embargo, reportes posteriores (Perusquia y Villalén, 1996)
demostraron que antagonistas GABA4 (bicuculina y picrotoxina) son incapaces de
bloquear la accién relajante de andrégenos y progestinas 5-reducidos, la cual sf es
revertida por calcio, demostrando que los receptores GABA4, no intervienen en el

mecanismo de accion relajante de los esteroides.
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H. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los andrbgenos disminuyen la actividad de tejidos excitables, como el
Sistema Nervioso Central y el musculo liso uterino, mediante efectos no
genomicos. Estas hormonas son sustancias lipidicas altamente hidrofébicas, que
sélo interactian con el agua a partir de grupos hidrofilicos, generalmente
hidroxilos y, en menor grado, carbonilos, localizados preferencialmente en el Cs y
en el Ciz. Por lo tanto, resulta interesante explorar experimentaimente, la
capacidad que tienen los andrégenos para producir relajacién uterina en presencia

y ausencia de estos grupos funcionales.
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IH. HIPOTESIS

En virtud de que varios derivados de la progesterona, como es el caso de los
andrégenos, bloquean el paso del calcio extracelular hacia el interior de la célula
muscular, para producir su efecto relajante, es muy probable que sus grupos
funcionales hidrofilicos actiien con Ia regi6n hidrofilica de la parte proteica de la
membrana, que pudiera ser un canal de calecio, a través de una interaccidn
electrostética, es decir no covalente. Por lo tanto, si dichos grupos son removidos,

se espera que el efecto de estos andrégenos se pierda.



IV. OBJETIVOS

a) Objetivo general

Establecer la importancia de los grupos funcionales carbonilo e hidroxilo en
el efecto relajante uterino que inducen los 5a-androstanos, para determinar su sitio

de interaccién con la membrana de la célula miometrial.

b) Objetivos particulares

1. Obtener la curva concentracién-respuesta de un andrégeno Sa-reducido

natural (androstandiol), estableciendo sus concentraciones inhibitorias 16, 50 y 84.

2. Determinar la potencia atero-relajante que induce la androsterona, con
respecto al androstandiol a la concentracién equimelar de la concentracion

inhibitoria media (Clsp} del androstandiol.

3. Comparar la potencia relajante que induce el androstandiol, la
androsterona y cuatro moléculas 5a-reducidas con diferente grupo funcional en la
reduccién del Cs: Sa-androstan, 5a-androstan-3a-ol, 5a-androstan-3p-o! y 5a-

androstan-3-ona, a la Clsp del androstandiol.



4. Establecer la importancia de los grupos funcionales unidos al Cs y al Cy,

en la acci6n relajante uterina que inducen andrégenos 5a-reducidos.
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VI. METODOLOGIA

1. Modelo biologico

Se utilizaron ratas (Ratfus norvergicus) hembras de la cepa Wistar, con un
peso aproximado de 180-220 g, las cuales se mantuvieron en condiciones de
bioterio, con un ciclo de luz/obscuridad de 12/12 horas, a una temperatura entre
20-22 °C, con alimento para rata Harlan (TEKLAD LM-485, 7012) y agua ad libitum.

Se seleccionaron ratas en fase de diestro mediante el muestreo diario del
exudado vaginal, el cual se realizé introduciendo en la vagina una pipeta pasteur
de punta roma con aproximadamente 0.5 ml de solucién salina isoténica (NaCl al
0.9 %}. La muestra se tomo6 depositando la solucién en la vagina, y con ayuda de
un bulbo de goma se retiraba inmediatamente, posteriormente se colocaba en un
portaobjetos para ser observada en un microscopio 6ptico (Carl Zeiss modelo K-
4D) a un aumento de 10x {10/0,22). La fase de diestro se determiné de acuerdo a la
citologia vaginal; caracterizada por abundancia de leucocitos y presencia de células
basales. El diestro es la fase del ciclo estral con mayor actividad contréctil, debido a
los bajos niveles de hormonas esteroides ovéricas, que se presentan en esta fase del
ciclo.

Los animales se sacrificaron por dislocaci6n cervical, para realizar la
histerectomia, el ttero se colocaba en una caja de petri con solucién Ringer Krebs-

Henseleit cuya composicién (mM) fue la siguiente: NaHCOs (25.0), NaCl (119.0),
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KCl (4.6), KH2PO; (1.2), MgS0;4 (1.2), CaClz (1.5) y Glucosa (12.0). La solucién se
ajusto a un pH de 7.4 mediante el burbujeo constante de una mezcla gaseosa de
95% de O2 y 5% de COy, a una temperatura de 37°C. E! titero se limpié del tejido
adiposo y conjuntivo circundante, y ambos cuernos uterinos se cortaron de manera

transversal en anillos de aproximadamente 1 cm de longitud.

2. Sistema de registro

Se emple6 la técnica isométrica convencional para tejido aislado, los anillos
uterinos se suspendieron en una cdmara de incubacién, que contenia 10 ml de
solucién Ringer Krebs-Henseleit. Cada anillo se sujeté por un extremo al piso de
una camara, y por el otro extremo a un transductor de fuerza (Grass modelo
FTO3C), el cual detecté las sefiales mec4nicas {contracciones) y las envié
&ansformadas en sefiales eléctricas a un poligrafo (Grass 79) de cuatro canales,
donde nuevamente se transformaron en sefiales mecénicas para ser registradas por
el graficador del poligrafo. Los tejidos se mantuvieron oxigenados mediante un
burbujeo constante de la mezcla gaseosa de 95% de Oz y 5% de CO; con un sistema
recirculador de agua, para mantener la temperatura a 37°C. La fuerza de tensién
empleada para cada anillo fue de 10 mN (1 g de tensién), que corresponde a 2 cm

de desplazamiento de la pajilla en el papel.
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El poligrafo estaba acoplado a una computadora (Pentium de 200 MHZ),
con un convertidor analégico digital, el cual capturé las senales biol6gicas que
posteriormente fueron procesadas y analizadas por software especializado

(PolyVIEW system data adquisition version 2.0, Astro-Med, Inc, West Warwick,

R, EU.A), (Fig. 7).
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Figura 7. Sisterna de registro isométrico convencional
uterino, B) cAmara de incubacién, Q) Transductor,

para tejido aislado. A) aniilo
D) Poligrafo y E) Computadora.
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3. Protocolo experimental

a) Curva concentracidn-respuesta del androstandiol.

Una vez montado el tejido, la actividad espontdnea uterina se estabilizé
durante aproximadamente 30 minutos y posteriormente se consideraron 10
minutos como control, antes de adicionar el androstandiol {disuelto en un
volumen final de etanol al 0.1% en 10 ml de solucién Ringer Krebs-Henseleit) a
diferentes concentraciones (1, 3, 10, 30, 100 y 300 pM) de manera no acumulativa, el
efecto se registré durante 10 minutos. La prueba para cada concentracién se repiti6
por lo menos 6 veces.

Con estos datos se construyé la curva concentracién-respuesta del
androstandiol y se determinaron las concentraciones inhibitorias (CT) 16, 50 y 84,

seguin el método de Litchfield y Wilcoxon (1949).

b) Comparacién de la potencia relajante del androstandiol con la

androsterona y otras moléculas 5a-reducidas.

En otros experimentos, después del montaje y estabilizacion del tejido, en
igual forma se consideré un control de la actividad de 10 minutos e
inmediatamente se adicioné androstandiol, androsterona, Se-androstan, Sa-

androstan-3u-o0l, 5a-androstan-3f-ol y 5a-androstan-3-ona, cada uno por separado,
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a la Clsp del androstandiol, previamente determinada. El efecto se registr6 durante
10 minutos. En algunos casos se lavé el tejido con la solucién Ringer Krebs-
Henseleit con el fin de retirar el efecto del esteroide y observar si la actividad
contractil uterina se recuperaba.

Previamente se realizaron controles del vehiculo (etanol) en el que se
disolvieron los esteroides, para determinar si éste producia algiin efecto sobre la

contraccin uterina espontinea de la rata.
¢} Anilisis de los datos

El 4rea bajo la curva de las contracciones se cuantificé con el programa de
captura en la computadora. El efecto fue evaluado en términos del porcentaje de
cambio de la actividad espontinea inducida por la hormona, con respecto al
control considerado como el 100%. Cada valor fue el resultado n 2 6 + la desviacitn
estindar de la media (D.E.M). Probando la misma concentracién, la relacién de
potencia de cada compuesto para inducir relajacién uterina, fue calculada en

relacién al efecto producido por el androstandiol, aplicando la formula:

ia = % de relajacién inducido por el compuesto de prueba
Potencia ~ % de relajacién inducido por el androstandiol

Asumiendo un valor de 1.00 para el androstandiol.
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El efecto relajante de los 5c-androstanos fue comparado entre sf y con
respecto al vehiculo utilizado (etanol), mediante la prueba de t de Student,

tomando como significativos los valores de p< 0.05.

4. Esteroides de prueba

Con excepcién de Sa-androstan-30-0l, que se obtuvo de Steraloids, Inc.
Wilton, NH., E.U.A, todos los compuestos se obtuvieron de Sigma Chemical Co., St
Louis MO., E.U.A: 5a-androstan-3a, 17p-diol (androstandiol), Sa-androstan-3a-17-
ona (androsterona), Sa-androstan (eticalocolano), Sa-androstan-3p-ol y 5a-
androstan-3-ona (Ver Fig. 8).

Todos los esteroides se disolvieron en alcohol etflico absoluto (etanol) de
Merck-México, S.A., en un volumen final de 0.1% en 10 m] de solucién Ringer

Krebs-Henseleit (equivalente a la concentracién final de 17.14 mM).
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Sa-androstan-3a, 174-diol Sa-androstan-3u-17-ona
(androstandiol) {androsterona)

Sa-androstan-3p-ol Sa-androstan-3-ona

Figura 8. Representaci6n esquematica de la estructura quimica de los compuestos
utilizados (vista frontal).
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VIil. RESULTADOS

La concentracion a la cual se aplicé el vehiculo (etarol, 17.14 mM) para

disolver los esteroides, no modificé la contraccién uterina espontdnea de manera

significativa p< 0.5 (Fig. 9, 10 y Grafica 2).
a) Curva concentracién - respuesta del androstandiol

El androstandiol produjo un efecto relajante inmediato (~ 1 minuto) sobre
la contraccién espontanea uterina; disminuyendo la amplitud y la frecuencia de la

actividad contréctil (Fig, 9) en forma lineal dependiente de la concentracién (Tabla

1y Grafica 1).

lOmNI '

e |
10 min etanol

1l

androstandiol

Fig. 9. Traz6 tipico de la actividad esponténea in vitro del atero de rata en diestro,
en donde se muestra: el efecto no significativo del vehiculo {etanol 17.14 mM) y el efecto

tttero-relajante del androstandiol (100 pM).
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Tabla 1. Valores del porcentaje de relajacién inducido por el androstandiol a

diferentes concentraciones.

CONCENTRACION (uM) % DE RELAJACION
n26+D.EM.
1 10.55 + 5.57
3 2574 +5.85
10 31.76 £ 5.37
30 4355 +4.59
100 50.32 £ 4.54
300

57.18 + 6.36
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ANDROSTANDIOL [1M]

Gréfica 1. Curva concentracién-respuesta del androstandiol sobre la actividad

espontinea uterina in vitro de la rata en diestro. Cada punto representa la mediaden> 6 +
D.E.M.
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Por interpolacién de la recta, ajustada por regresion lineal se obtuvieron los
valores de la Chie y la Clso, El valor de la Clss fue calculado por extrapolacién de la
misma recta, de acuerdo al método de Litchfield y Wilcoxon {1949). Se calcularon

también los limites de confianza inferior-superior y el valor de la pendiente (Tabla
2).

Tabla 2. Concentraciones inhibitorias (CI}), 16, 50 y 84 del androstandiol sobre la
actividad contractil uterina de la rata.

LIMITES
Clyg Clso Clas INFERIOR-SUPERIOR PENDIENTE
DE LA Clsp
1.9 uM 91 uM *3600 uM 16.66-496.95 18.26

*Valor tebrico obtenido por extrapolacién en la gréifica, segiin el método de
Litchfield y Wilcoxon (1949).
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b) Comparacién de la potencia relajante del androstandiol con la androsterona y

otras moléculas 5a-reducidas.

La androsterona también indujo un agudo efecto relajante; por disminuir la
amplitud y la frecuencia de las contracciones de manera inmediata. El efecto de la
androsterona fue mds potente al del androstandio] (Fig. 10). Se observé que 5a-
androstan, Sa-androstan-3a-ol, 5a-androstan-3p-ol y Sa-androstan-3-ona, son
esteroides con muy baja potencia, que inducen una ligera disminucién, poco
apreciable, en la frecuencia y la amplitud de las contracciones (Fig. 10).

En algunos experimentos, donde el efecto se registré durante 90 minutos, se
observé un aumento en el efecto relajante, el cual sin embarge pudiera estar

sumado al deterioro de la actividad contractl.
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| e |
10 min etanol
T
androstandiol
MMW\..
1
androsterona
. ¢
| '( Al \
Ml ' N 1) )
Sa-androstan

Sa-androstan-3a-ol

Sa-androstan-3-ona

Figura 10. Registro de la actividad contractil uterina de la rata en diestro, dende se
observa el efecto de los diferentes esteroides probados a la concentracién equimolar de 91
MM (Clw del androstandiol). En la parte superior se observa que el vehiculo (etanol, 17.14

mM) no modifica la actividad contractil.
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Cuando se lavé el tejido para retirar a la androsterona y al androstandiol del
medio, la actividad se recuper¢ parcialmente (Fig. 11). En el caso de 5a-androstan,
Sa-androstan-3a-ol, Sa-androstan-3p-ol y Sa-androstan-3-ona, no fue posible

apreciar la recuperacién, debido al ligero efecto que producen.

—_— 1
1¢ min
androstandiol L

T

androsterona L

Figura 11. Efecto utero-relajante del androstandiol y la androsterona (91 puM).
Obsérvese que al realizar un lavado (L), la actividad contréctil es recuperada parcialmente.

Al comparar la potencia inhihitoria de los 5o-androstanos probados, se
aprecia que la androsterona y el androstandiol son dramaticamente més potentes,
observando la siguiente relacién de potencia: androsterona > androstandiol > 5a-
androstan-3-ona > 5a-androstan = 5a-androstan-3p-ol = 5a-androstan-3a-ol. Sin

embargo, el efecto de Sq.androstan, Sa-androstan-3p-ol y 5a-androstan-3a-ol no
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fue significativo (p> 0.05) respecto al efecto producido por el vehiculo (Tabla 3 y

Griéfica 2}.

Tabla 3. Relaci6n de la potencia relajante de las moléculas 5a-reducidas sobre la
contraccién uterina in vitro de la rata en diestro,

ESTEROIDE % DE RELAJACION POTENCIA®
n=6+DEM.
(91pM)

androstandiol 51.28+3.00 1.00

androsterona 80.04 £ 248 1.56

5a-androstan 1028 +2.36 020
So-androstan-3a-ol 892+284 .17
Sa-androstan-3f-ol 927 +£2.77 0.18
Sa-androstan-3-ona 1544 +2.79 0.30

* La potencia fue evaluada por la formula:

Potencia = % de relajacién inducido por el compuesto de prueba

Asumiendo un valor de 1.00 para el androstandiol

% de relajacién inducido por €l androstandiol
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5 {1 etanol (17.14 mM)
90 *"; H androstandiol
80- T [T 1 androsterona
B 5¢-androstan
7.0_' B So-androstan-3g-ol
[ Sa-androstan-3p-ol
60: + [ ] 5a-androstan-3-ona
k%
] N

| %

PORCENTAIJE DE RELAJACION
3

;
i

Grifica 2. Comparacion del efecto relajante inducido por los diferentes 5o
androstanos sobre la actividad contractil uterina de la rata en diestro, a la concentracion
equimolar de 91 uM. El efecto del vehiculo no fue significativo {p>0.5). El efecto de 50-
androstan, Sctandrostan-3ovol y Standrostan-3f-ol no fue significative (p>0.05) con
respecto al efecto produsido por el vehiculo. Diferencia significativa *p<0.01, **p<0.00001 al
comparar el efecto de las hormonas v el vehiculo (etanol). La androsterona y el
androstandiol fueron significativamente {"p<0.00001) mas potentes que los So-androstancs
de prueba. La androsterona fue significativamente tnss potente {° p <0.00001), que el
androstandiol.
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VIL DISCUSION

El presente trabajo confirma que la androsterona y el androstandiol
producen un potente y agudo efecto relajante, rdpido y reversible, sobre la
contraccion uterina de la rata (Kubli-Garfias et al., 1980), en el cual no interviene el
genoma y por lo tanto, la sint.esis de proteinas (Rainbow et al, 1980). Estas
observaciones concuerdan con reportes anteriores, donde se clasifica este efecto
como de tipo no genémico; por su corta latencia, corta duracion y por ser un efecto
que se revierte (Perusquia et al., 1990).

Por otra parte, se pudo determinar que los 5a-androstanos: 5o-androstan,
Sa-androstan-3a-ol y S5o-androstan-3f-ol, no desarrollan la accién no gendmica en
este tejido, dada su ineficacia para ejercer el efecto relajante, sin embargo 5a-
androstan-3-ona, fue capaz de inducir un efecto relajante ligero, quiz4 debido a la
riqueza electrénica del grupo carbonilo en el C.

Los resultados muestran que la configuracién 3a-hidroxi-5a, no es efectiva
cuando el esteroide carece de un grupo funcional en posicién 17, el cual podria ser
un grupo 17-ceto como en el caso de la androsterona, 0 un grupo 17p-hidroxi como
en el caso del androstandiol, de tal suerte que éste grupo podria estar actuando
como un elemento estabilizador que permite a la configuracion 3a-hidroxi-5a
ejercer su efecto farmacolégico relajante (Fig. 12). As{ pues, la ausencia de un
grupo funcional en el Cy, resulta en la perdida completa 6 casi completa de la

actividad biolégica, por lo que se puede concluir que, aunque una molécula posea
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un grupo farmacofrico, (parte de la molécula que induce una accién) como es el
caso del grupo 3a-hidroxi-5a, esto no es suficiente para que se manifieste la accién
biolégica relajante, ya que la presencia de un elemento estabilizador es necesaria.
También se observé que el grupo 17-ceto le confiere a la molécula una mayor
potencia biol6gica, debido a su riqueza electrénica y a la induccién de un
momento dipolar importante, asf como la generacién de un potencial electrostatico
muy grande. Todo lo anterior tiene sentido, ya que la riqueza electrénica del grupo
funcional hidroxilo es menor que la del carbonilo, este grupo disminuye el
momento dipolar y el tamafio del potencial electrostético, lo que correlaciona bien
con la menor efectividad biologica del androstandiol en comparacién con la
androsterona. Asimismo, a medida que el esteroide se va haciendo mas hidrofilico,
como en el caso de los pregnandioles y los pregnantrioles, se va perdiendo su
efecto relajante no genémico (Kubli-Garfias, 1987).

La otra conclusién importante es que el sistema de anillos A, B, C, y D sin
grupos funcionales en el Cs y en el Cy, es incapaz de producir un efecto relajante,
lo que sugiere una interacci6n del esteroide a través de sus grupos funcionales, con
la region hidrofilica de la membrana, en la parte proteica, seguramente sobre algin
canal i6nico, donde los grupos hidrofilicos, carbonilo e hidroxilo, pueden
interactuar de manera no covalente con regiones hidrofilicas de las protetnas.

Lo anterior apoya la hipétesis de que el efecto relajante de los esteroides,
tanto en el miisculo liso uterino (Perusquia et al., 1990; Perusquia y Campos, 1991;

Perusqufa et al, 1991ab; Perusquia y Kubli-Garfias 1992; Perusquia y Villalon,




1996) como en el musculo vascular (Perusquia et al., 1996; Perusquia y Villalén,
1999), estd mediado por una inactivacién de los canales de calcio operados por
voltaje y operados por receptor,

La determinacién del farmacéforo de los esteroides para ejercer su efecto
relajante, seria de gran utilidad en el disefio de farmacos que podrian ser
empleados con fines terapéuticos en el 4rea de la Ginecologfa, como en problemas
de amenazas de aborto y partos prematuros. Asimismo, para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales y cardiovasculares, debido a las propiedades de
los esteroides, para relajar también a estos mtsculos.

Dada la similitud de la relacion Estructura quimica - Actividad biologica de
los esteroides en el musculo liso y en el SNC, este estudio también podria dar la
pauta para el desarrollo de farmacos con propiedades anestésicas, sedativas y
anticonvulsivas.

Por lo anterior, los presentes hallazgos constituyen un estudio preliminar de

gran importancia para futuros estudios en el 4rea Biomédica.
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Hbe

Sa-androstan-3q, 17p-diol Sa-androstan-3a-17-ona
(androstandiol) (androsterona)
Sa-androstan Sa-androstan-3a-ol
Sa-androstan-3p-ol Sc-androstan-3-ona

Figura 12. Representaci6n esquematica de los Sa-androstanos (vista lateral).
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VIII. CONCLUSIONES

1) Con excepcién de Sa-androstan-3-ona, que presenta un ligero efecto
relajante, los So-androstanos: 5a-androstan, 5a-androstan-3a-ol ¥ Swc-androstan-
3f-ol, no presentan la propiedad de inducir un efecto relajante de tipo no

genoémico en el miisculo liso uterino de rata.

2) La configuracién 3a-hidroxi-5a no es efectiva cuando el esteroide carece

de un grupo funcional carbonilo o hidroxilo en posicion 17.

3) El esteroide ejerce su efecto relajante, a través de sus grupos funcionales
hidrofilicos, interactuando de manera no covalente con las regiones hidrofilicas de

Ia membrana.
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