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I - INTRODUCCION




I.1 - PROSTAGLANDINAS

I.41.1 Introduccibn

Prostaglandinas (PGs) es el nombre genérico de una familia de 1%

pidos con actividad biolbgica.

Los primeros datos de su existencia los comunicaron Kurzrok y
Lieb en 1930, quienes encontraron que el fluido seminal humano fresco

produc{a contracciones cuando se aplicaba al miometrio humano (150).

Poco tiempo despufs, entre 1933 y 1934, Goldblatt (96) en Ingla-
terra y von Euler (284) en Suecia descubrieron independientemente en
extractos de vesicula seminal actividad vasopresora y estimulante del
misculo liso. Von Euler encontrd que esta actividad estaba asociada
con una sustancia liposoluble que posela propiedades &cidas, a la que

denomina "Prostaglandina" (285).

Fue recién a fines de la década del cincuenta gque se comenzb a
trabajar en la purificacibn de las PGs as! como en la determinacibn de

su estructura guimica.

En 1957 Bergstrbm y Sjtvall (24) aislarnn, a partir de vesicula

seminal de oveja, dos de estas sustancias que denominaron PGE, y PGF

1 1°
Mediante técnicas de cromatografia gaseosa, espectroscopia de masa y

de rayos X pudieron determinarse las estructuras de estos dos compues-
tos como as{ también algunos detalles de su conformacibn tridimensio-

nal.



En los afios siguientes fue descubierta una gran familia de PGs y
sus estructuras fueron determinadas por Bergstrdm, Ryhage, Samuelsson

y SjBvall (22, 23, 238).

El répido desarrollo de los m&todos analfiticos concernientes a
Pgs ha permitido determinar la muy extensa distribucibn biolbgica de
estos compuestos, no sblo en la mayoria de los tejidos de los mamife-
ros sino también en vertebrados inferiores y alin en algunos invertebra

dos.

A pesar de hallarse presente en muchos tejidos la actividad en

cada uno de ellos varfa ampliamente.

I.1.2 Estructura guimica y nomenclatura

Las PGs son ciclopentanos derivados, formados a partir de ficidos

grasos poliinsaturados.

Todas las PGs contienen veinte &tomos de carbono y poseen el es-
queleto comln del hipotético "4cido prostanoico" (Fig. 1). Cada PG con

tiene un enillo ciclopentano en CB- en el cual distintos sustituyen-

12
tes permiten clasificarlas en los seis grupos clésicos: AR, B, C, D, E,

vy F (Fig. 2).

Las PGs E y-F conocidas como "primarias" poseen ambas grupos al-
fa-oxhidrilos en posicién 11 y 15 y un doble enlace trans entre los
C13 v 81&. Difieren entre sf{ en el Cg, las de tipo E presentan un gru-

po ceto mientras gque las de tipo F un oxhidrilo.



A. PROSTANOICO

Fig. nro. 1: Acidao pros_tanoicc
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Fig. nro. 2: Ciclopentano de las distintas prostaglandinas



Las PGs A, B, C y D llamadas "secundarias" poseen también el ox-

hidrilo en C15 y sblo 1la PGD tiene un grupo ceto en posicibn 11.

Todas las PGs tienen un oxigeno en C, siendo para la PGD un gru-

9
po oxhidrilo y uno ceto en las restantes. Las PGs A, B y C poseen un
doble enlace dentro del anillo pentano en diversas posiciones: 10 para

la PGA, 8 para la PGB y 11 para la PGC.

Ademas de esta clasificacibn las PGs se dividen en tres series

dependiendo del nfimero de insaturaciones de las cadenas laterales.

Las PGs de la serie I presentan un solo doble enlace entre los
813 v C1h’ las de la serie II tienen otra insaturacibn entrg CS y 86 y
finalmente las pertenecientes a la serie III.tienen una tercera daoble

ligadura entre E17 y C18 (Fig. 3).

Luego del descubrimiento de las PGs clfsicas, Samuelsson (239)
encontrd que los oxfgenos del anillo pentano de las PGs provenian de
la misma molécula de oxigeno y por lo tanto propuso un endoperfixido co
mo intermediaric. Este compuesto al que se llamb PGH tiene las cadenas
laterales iguales a la PGE y dos &tomos de oxfgeno unidos entre sf{ y a
los 89 v 811, Fue en 1973 que Hamberg y colaboradores (113) demostra-

ron que posefa actividad biolbgica (Fig. &4).

Nugteren y colaboradores (200) y tambifn Hamberg y colaboradores
(116) hallaron otro endoperfxido con la misma estructura del PGH pero

con un grupoc hidroperfixido en C 50 que denominaron PGG (Fig. &).

1

Hamberg y colaboradores (115) descubrieron, poco despufs, un com

puesto altamente inestable de vida media de treinta a cuarenta segun-
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Fig. nro. 3: Clasificacibfn de las prostaglandinas
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dos, gque favorecf{a la formacibn de trombos y que por esta propiedad lo
denominaron tromboxano Az (TxAz) (Fig. 5). Este compuesto carece del

esqueleto comln y por ello no se lo considera una PG. Presenta un ani-
1lo oxano y un ox{geno unido a los Cy v Cyqe Su derivado estable es el

11

Tromboxano Bz (Tsz) que presenta dos grupos oxhidrilos en Cg y 811.

En 1975 Moncada y colaboradores (185) estudiando la biosintesis

de TxA_ encontraron que los vasos sanguineos no producian este compues

2
to pero s{ un producto hasta este momento desconocido al que llamaron

PGX y que mostraba propiedades biolfgicas antagbnicas a las del TxAz.

Johnson y colaboradores (134) determinaron la estructura quimica
de este compuesto que se llamb prostaciclina o PGIZ, cuyo nombre comer

cial es epoprostenol (Fig. 5).

I.1.3 Biosintesis

Las PGs derivan de acidos gfaSDSppliinsaturados (Fig. 6), En el
caso de la serie I su precursor es el &cido dihomo-gama-linolénico (4-
cido 8, 11, 14-eicosatrienoico). El fcido araquidbnico (&cido 5, 8,
11, 14-eicosatetraenoico) da origen a la serie II y por Gltimo el &ci-

do 5, 8, 11, 14, 17-eicosapentaenoico a la serie III.

Los &cidos gama-linolénico, linoleico y araquidBnico son &cidos
grasos esenciales o sea deben suministrarse en la dieta para evitar

trastornos funcionales (35).

El fcido linoleico puede sufrir desaturacifn a gama-linolénico y

éste a su vez elongacibn a dihomo-gama-linolénico. Este (ltimo ee con-
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vierte en &cido araguidbnico por accibn de una A5-6 desaturasa (223)
en un proceso de tipo unidireccional (35). E1 &cido alfa-linolénico
por dos desaturaciones y una elongacibn da lugar al &cido 5, 8, 11,

14, 17-eicosapentaenoico (35), &cido graso no esencial (Fig. 7).

Salvo en concentraciones muy bajas, los &cidos grasos no se en-
cuentran libres sino que est&n unidos a los 1§{pidos intracelulares: és
teres de colesterol, compuestos fosfat{dicos, mono, di o triglicéridos
(82). Por lo tanto para que suceda la sintesis de PGs es necesario li-
berar el sustrato, reaccibn que es catalizada por un grupo de enzimas,

acilhidrolasas, como la fosfolipasa A, y la triglicéride lipass (150).

2

Diversos estimulos hormonales, la injuria tisular y varias dro-
gas que inducen la sintesis de PGs, pueden liberar los 3cidos grasos

de sus depbsitos por estimulacifn de las ecilhidrolasas (Fig. 8).

La fosfolipasa AR, tiene un papel preponderante en ls sintesis de

2
PGs porgque los fosfolipidos son la fuente m&s importante de &cido ara-
quidbnico. Sin embargo no sblo la fosfolipasa A, libera fcido araquidf
nico. En ovario por ejemplo, en donde existe una‘gran concentracibn de

fcido aragquidbnico de colesterol, hay una colesterol esterasa estimula

da por LH que libera araguidonato (144).

Existe tambi&n un mecanisma secuencial de liberacibn del &cido a
raquidbnico en plaguetas. Este consiste en la eétimulacibn de una fos-
folipasa C que fosforila un diglicérido resultando la formacibn de un
fcido fosfatidico que serfa el que activarias la fosfolipasa A, (156).

Este mecanismo tambifn tiene lugar en pared vascular y en rifibn (256).
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Una vez liberados los &cidos grasos pueden sufrir diversos proce

S80S

a)

b)

c)

d)

e)

Beta-oxidacibn: es poco importante ya que el &cido araquidbnico no

es fuente de energias significativa.

Elongacibn de la cadena: el Acido dihomo-gama-linolénico y el ara-
quidbnico pueden elongarse hasta un fcido de veintidos &tomos de
carbono y cinco dobles enlaces, el docosa-4, 7, 10, 13, 16-pentenci
co mientras que el eicosa-5, 8, 11, 14, 17-pentenoico da otro &cido
graso de veintidos &tomos de carbono y seis dobles ligadurés; el do

cosa-4, 7, 10, 13, 16, 19-hexenoico (35).

Reincorporacibn: uno de los procesos mis favorecidos es la capta-
cibn de los fcidos grasos por las acilasas y su reincorporacibn a
los fosfolfipidos. Ocho horas despufs de alimentar ratas con Scido a
raquidﬁnicu-1h8 el 95% del araquidbnico marcado en higado se encon-

trb en los fosfolfpidos (56).

Autooxidacibn: o sea la formacibn de hidroperfxidos de &cidos gra-
sos insaturados por un proceso de radicales libres. Biolbgicamente
existen dos tipos de oxidacifn: enzimftico y no enzimftico. Cuando
la autooxidacibn es no enzimitica los productos se forman no especi
“icamente vy sonlbpticamente inactivos mientras que la oxidacibn por
lipooxigenasas tales como la de soja da origen a pruductos-especiﬁl

cos bBpticamente activos.

Cascada: consiste en la si{ntesis de PGs y requiere del &cido graso
libre (257). Una vez liberado el araguidonato, la sintesis de PGs y

tromboxanos ocurre en dos pasgs principales (Fig. 9).
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El primero estf catalizado por la ciclooxigenasa que se ha encon
trado pricticamente en todas las células de mamiferos. Da como resulta
do la oxigenacidn y ciclizacidn del &cido grasoc para formar los inter-

mediarios inestables; los endoperbéxidos (Fig. 10).

El segundo psso incluye enzimas especificas de cada tejido y lle
va a la formacibn de los productos caracteristicos de cada uno de

ellos; por ejemplo el tromboxano en las plaguetas.

Todo este sistema, llamado PG sintetasé, fue solubilizado de ve-
sf{culas seminales bovinas (184) y resuelto en sus dos componentes paor
cromatografia en DERE-celulosa. Estos fueron la ciclooxigenasa, tam-
bién llamada PG endoperfxido sintetasa, y la PG endoperfxido isomera-

sa, gque convierte el PGH en PGE.

La PG endoperbxido sintetasa fue purificada hasta- homogeneidad,
de vesfculas seminales bovinas (181) y ovinas (121, 279). Se encontrb
que la reaccibn necesita como cofactor al hemo para la conversifn del
&cido dihomo-gama-linolénico en PGE1 (181). E1 hemo podria reemplazar-
se por hemoglobina, micglobina o catalasa, mlentras que el hemato hemo
vy el citocromo C eran inefectivos. Se dete;minﬁ que 8 era el pH dptimo
y 7.2 su punto isoeléctrico. E1 extremo N terminal contenfa solamente
alanina, y la composicibn de aminofcidos mostrb un alto contenido es

sustancias hidrofbbicas: prolina e histidina (279).

La autodestruccibn del sistema PG sintetasa que ya habfa sido
descripta (152) también se encontrf en la enzima purificada (181,
279). La actividad de ciclooxigenasa disminuye luego de 15-30 segundos

de catflisis, aparentemente por un inactivador formado durante la reac

cibn (181). Como la hidroquinona previene la autodestruccion (279) se
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ha sugerido que el inactivador es un hidroperfxido derivado del &cido
graso. También se ha propuesto al PGG como mediador de la autodestruc-

cibn (76).

De la incubacibn de_PGGz-1hC Y PGH2—1QC con homogenatos enteros
de vesiculas seminales ovinas se obtuvo principalmente PGE2 (200,
242). La conversibn del PGG2 en F‘GE2 implica dos reacciones: isomeriza
cibn de la estructura endoperfxido en una beta-hidroxicetona por una
endoperbxido isomerasa y la reduccibn del grupo hidroperoxido en Cu5 8
oxhidrilo. Se observb por incubacibn de (1-1L'C)-PGH2 con vesiculas se-
minales, que la endoperbxido isomerasa estaba asociada a la fraccibn
microsamal y que su actividad enzimética se estimulaba con glutation
reducido y se inhib%a con p-mercuribenzpoato y N-etilamina. Se ha comu-
nicado ya la solubilizacibn y purificacibn parcial de esta enzima

(184).

Se determinfp también que la actividad de la peroxidasa estaba a-
sociada a la fraccibn soluble (111). Como la actividad de esta enzima
disminufa con glutation reducido se propuso que seris idéntica a 1la

glutation peroxidasa.

La enzima que sintetiza TxA_ a partir de endoperbxido, la trombo

2
xano sintetasa, fue localizada por primers vez en la fraccibn particu-
lada de alta velocidad de plaquetas humanas y de caballo (188, 1?5).

Posteriormente la enzima fue solubilizada y separada de la ciclooxige-
nasa (66, 117, 303). Aungue esta enzima fue descripta originalmente en
plagquetas se ha encontrado actividad de tromboxaneo sintetasa en teji-

dos tan variados como: pulmbn (114, 60), arteria umbilical (273), teji

do decidual de rata (291), mucosa estomacal bavina (7), bazo (109),
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leucocitos polimorfonucleares (240, 97) y cerebro (297).

La tromboxano sintetasa también cataliza la reaccibn gue convier

te el PGH, en Scido hidroxiheptadecadienoico y malondialdehido (295).

2
Esta dismutacibn parece ser una actividad alternativa del mismo sitio
catalitico de le enzima porque se copurifica con la sintetasa y es in-

hibida en el mismo grado por distintos inhibidores (66).

Dos o tres protefnas catalizan la conversibn de los endoperbxi-
dos a PGD. Una de ellas se encontrd en pulmbn de rata, estbmago e in-
testino (200). La reaccibn requiere glutation como cofactor (49) y la

enzima implicada se denomina 11-cetolsomerasa.

Se encontrf un mecanismo altamente especializado gque convierte

los endoperbxidos a PGF,_ en microsomas de {itero de cobayo (296)‘y se

2ec
identifich como endoperbxido reductasa o PGF sintetesa, aungue este
factor reductor no se ha aislado. La reaccibn es inhibida por p-hidro-

ximercuribenzoato.

Se ha encontrado PGA isomerasa, enzima gque cataliza la conver-
sibn de PGA a PGC (215) y PGC isomerasa que transforma esta Gltima en

PGB, en suero de conejo (216).

La conversibn enzim&tica del PGH, en F‘GI2 po} la PGI, sintetasa

) 2 i
fue descripta en el ductus arterial (209), el corazbn (62), el Gtero

(79), el cuerpo lfitec (258), el pulmén (265), el granuloma (46) y las

arterias coronarias (71), etc.

El producto formado a partir de PGI, por descomposicibén en solu=-

2
cibn acuosa, fue identificado como 6-ceto-PGF , __ por comparacibn con el
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material sintético.

Existe una PGE2 9-cetoreductasa que convierte la PGE, en PGonL

2
Esta enzima, NADPH dependiente, se ha encontrado en ovario humang, de
rata y de cerda (289), en testiculo de rata (272), en sangre, en cora-
zbn, en higado (122), en rifbn (143), en piel (304) y en tiroides

(86). No actlia sobre el 11-cetoisbmero (158) y parece ser estimulada

por bradiquinina (158, 3D1).

Se ha encontrado tambifn una 9-hidroxidehidrogenasa que convier-

te la PGoncen PGE2 en el rifbn humano (206).

En hf{gado de conejo se ha descripto una 11-cetoreductasa, NADPH

dependiente, que convierte la PGD, en PGFZOC(ZQB).

2

I.1.4 Metabglismo

La ripida perdida de la actividad biolbgica de las PGs estf aso-
ciada a la oxidacibn enzimftica del grupo alcohol del C,5 (10) y por
y TxA

las reacciones hidrolfticas esponténeas de PGI a 6-ceto-PGF

2 o=

2
y Tsz.

La primera reaccibn estf catalizada por una 15-h;droxi-PG deshi-
drogenasa (10, 192, 250) que esti ampliemente distribuida en los teji-
dos de laos mamiferos (11, 197, 208, 10) (Fig. 11). Segln Lee y colabo-
radores (159) existen dos tipos de esta enzima, una unide a NAD*Y que
serfa la que se encuentra en pulmbn, corazbn, rifbn, bazo y placenta,

y la otra ligada a NADP+, presente en cerebro, rifibn y eritrocitos.

La mayor concentracifn de esta enzima se encuentra en pulmén, hi

gado y rifitn, No existe especificidad de sustrato con respecto a las
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distintas PGs, pero se ha encontrado una enzima especifica para PGA en

papilas renales de conejo (201). Ademfs la PGD, y la PGD, no son sus-

1 2

tratos de esta enzima (261). Probablemente 1la PGD2 sea transformada a

PGFZ‘=< en el hfgado por accibn de la 11-cetoreductasa antes de su meta-

bolismo (227).

La 15-hidroxi-PG deshidrogenasa es una proteina de vida corta y
su velocidad de recambio est4 regulada por esteroides estrogfnicos y

otras hormonas (27).

La oxidacion es seguida por una: reduccibn del doble enlace 13-14
trans, dando por resultado los dihidrocetoderivados, los mfs importan-
tes metabolitos en circulacibn periférica (241). Esfa reaccibn es cata
lizada por una 13-reductasa. La enzima se encuentra en la fraccibn so-
brenadante; necesita de NADH y NADPH (10) y requiere para su acclbn

del carbonilo en posicibn 15 (112).

Luego de lo mencionado ocurre una beta-oxidacibn de la cadena .
carboxf{lica lateral (110). Los dinor (016) o tetranor (C1B) derivados
se forman generalmente, aunque éxisten excepciones, luego de la 15-des
hidrogenacifn y la reduccibn del doble enlace en 13-14. Se ha encontra
do en orina de ratas un dinor PGF1Q((88), un dinor TxB2 en orina de
primates (231) y también, en ratas, un dinor 6-ceto-PGF1°((ZD7). Fue
demostrada también la w-oxidacibn de la cadena alquflica lateral segui
4g © C20 o0 en ambos (132). Los w(1) y

w(2)-hidroxiderivados son los metabolitos de mayor concentracibn en o-

da por la hidroxilacibn en C

rina. Los w(1)-hidroxiderivados de PGE1 y PGE2 son los principales com

ponentes en semen de primates (140). En cuanto al TxR,, que es conver-
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tido en Tsz, se excreta en parte como tal y en parte como dinor TxB2
(1&2). En el hombre, cuando se realiza una infusibn intravenosa de
Tsz-BH, el 74% de la radioactividad total se recupera en orina a las
13 horas, slendo el 2, 3-d1n0r-Tsz el metabolito m&s importante
(230).

La 6-cetn-PGF1c(no es el principal metabolito de la prostacicli-
78, sino que éste seria un producto de degradacibn quimica (260). Estu
4ios in vitro han demostrado que en pulmbn (177) y en vasos sanguineos
(259) la prostaciclina es oxidada por accifin de la 15-hidroxi-PG deshi

drogenasa; mientras que la 6-ceto-PGF es un pobre sustrato para di-

1
cha enzima (Fig. 12).

El metabolismo de la PGIZ por el rifibn y los vasos mesentéricos
da diferentes productos. En el rifibn el producto principal es el 4cido
4, 13-diceto-7, S-dihidroxidinorprostancico formado por la acciﬁn.sucg
siva de la 15-hidruxifPG deshidrogenasa, la PG A 13- reductasa y las be
ta-oxidasas (299). Una pequefia cantidad es convertide en dinor-6-ceto-
PGF1o(mientras que en vasos sangufneos el Gnico producto identificado

haste ahora es el 6, 15-ceto-PGFﬁx, por la acecibn de la 15-dihidroxi-

PG deshidrogenasa (300).
I.1.5 Inhibidores

Por su importancia clinica y farmacolbgica se ha trabajado mucho

en el hallazgo de inhibidores de la s{ntesis de PGs.

Una serie de inhibidores se obtuvieron probando anflogos de los
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sustratos naturales de la ciclooxigenasa. El &cido eicosa-5, 8, 11,
1k-tetraenoico (TYR), anBlogo acetilénico del Acido araquidbnico, inhi
be en forma irreversible la sintesis de PGs (2). Lands y Vanderhoek
(154, 155, 278) sugieren que los compuestos acetilénicos inhiben 1la
sf{ntesis de PGs por destruccidn del sitio catalitico. Los 12-trans aqé
logos (199) del &cido dihomo-gama-linolénico y del &cido araquidbnico
son inhibidores competitivos de la ciclooxigenasa. Los &cidos oleico,
linoleico y linoclénico son inhibidores pero las concentraciones necesa
rias son altas (1.8 - 5.0 mM) (210). Segin Lands (155) esta inhibicibn

es del mismo tipo gue la del TYA.

Otro tipo de inhibidores es el de drogas "tipo aspirina", o sea
aquellas drogas gque poseen accibn antipirética, analgésica y.antiinfkg
matoria como el &cido acetilsalic{lico. En 1971 se demostrb simulténea
mente la inhibicibn de la sfntesis de PGs por drogas tipo aspirina en
plaguetas humanas (255), bazo de perro (80) y en homogenatos libres de
células de pulmdn de cobayo (280). La inhibicidn.de la sintesis de PGs
por estas drogas ha sido demostrada en mls de 30 sistemas ten diversos
como: (tero de cobayo y rata (100), cerebro de ratdn (162), vesiculas

seminales de carnero (253), etc.

Dentro de la clasificacifn de drogas tipo aspirina se incluyen:
el paracetamol (84), la indometacina (63), la fenelzina (129), la qui-

nidina (129), el fenbufeno (273), el fenoprofenc (211), etc.

El mecanismo de accifin en el caso del &cido acetilsalic{lico se-
rfa dependiente de la acetilacibn selectiva del sitio activo de la ci-

clooxigenasa (233, 235).
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Los corticoides inhiben también la sintesis y liberacifn de PGs.
La hrimera evidencia de este hecho fue presentade en 1974 en el congre
so de la Sociedad Hlngara de Farmacologfa (124), donde se vif que el
aumento en la liberacibn de PGs por estimulacibn eléctrica del nervio
cibtico en perros, era abolida por infusifn intraarterial de hidrocor-
tisona. Poco después Lewis y Piper (167), estudiando la vasodilatacibn
que acompafia a la lipblisis en tejido asdiposo subcutfneo, encontraron
que la vasodilatacisn era abolida por antiinflamatorios esteroideos y
no esteroideos pero no la lipblisis. Se conoci& que la vasodilatacibn
era debida a PGE2 (165) y gue los antiinflamatorios no esteroideos in-
hibfan su formacibn. Estos investigadores hallaron que los antiinflama
torios © esteroideos no blogqueaban la sintesis de PGs (165); Por todo
esto determinaron que las corticuideg inhibirfan, por unibn a 13 mem-
brana, el mecanismo de transporte a través de la misma de las PGs y

por lo tanto estas se acumular{an dentro de la célula.

Por otro lado Gryglewski y colaboradores (106) trabajando en va-
sos mesentéricos de conejo y en pulmones perfundidos de cobayo, vieron
que la noradrenalina aumentaba la presifén de perfusibn por la libera-
gibn de sustancias tipo PGE y que epllo era bloqueedo por indometacina,
hidrocortisona y dexametasona. Tambifn observaron que la infusifin de &
cido araquidbnico, con hidrocortisona o con dexamatasona, no anulaba
el efecto de la noradrenalina. De estos resultados dedujeron que el e-
fecto de los corticoides dependi{a de la inhibicibn de la fosfolipasa
A2' impidiendo as{ la liberacibn del sustrato para la sintesis de las

PGs.

En 1978 Danon y Assouline (58) determinaron, en papilas renales

de rata, que inhibiendo la sintesis de protefnas y RNA impedfan 1la dis
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minucibn en la sintesis de PGs por el cortisol. Este hecho fue confir-
mado en leucocitos de rata (67) y en pulmbn de cobayp (83). Se propuso
entonces que losﬁesteroides antiinflamatorios inducf{an la sintesis de

un factor que inhibiria la fosfolipasa A, (83, 41).

Finalmente se determind que este factor era un polipéptido de pe
so molecular aproximadamente iguai a 15.000 al que se denominé macro-
cortina cuya sintesis y liberacibn era estimulada por los esteroides y

que inhibfa la actividad de la fosfolipasa Rz (25).

Dada la importancia de la PGI, y el TxA_ en procesos tales como

2 2
la coagulacibn y la trombosis, ha sido amplia la investigacibn en bus-

ca de inhibidores espec{ficos de cada uno de estos prcstanoides.

En contraste con la ciclooxigenasa, la tromboxano sintetasa es
deficientemente inhibida por indometacina (188). Los inhibidores selec
tivos de esta enzima ensayados fueron: benzidamina (188), un fenilfos-
fonato derivado del florentinfosfato designado como N-0164 (140), el
compuesto 1'-(isopropil-2-indolil)-3-piridil-3-cetona, conocido como
18027 o nictindol (115), imidazol (181) vy aiguno de sus andlogos (26,
264). Adem$s los anflogos de los endoperbfxidos son inhibidores poten-
.tes de la tromboxano sintetasa (98). Actualmente se prueba la adminis-
tracibn a humanos de inhibidores de la tromboxano sintetasa como el

UK-37248-01 (276) y el UK-34787 (123) derivados del imidazol.

La formacibn enzimbtica de PGI,, es inhibida por un perbxido 1lip{

dico, el 15-hidroperfxido del &cido aragquidénicoc (186) y por la tranil-

ciproamina (104).
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" No se han encontrado inhibidores espec{ficos de las restantes

PGs.

I.1.6 Receptores

La primera evidencia de receptores para prostaglandinés fue des-
bripta por Kuehl y colaboradores (147) cuando encontraron gque la PGE1—
3H se ligaba especificamente a las membranas plasmbticas de adipocitos

de rata.

A partir de allf son numerosos los trabajos que indican la pre-
sencia de receptores para PGs en tejidos tan distintos como el Gtero
de hamster (287), el cuerpo l{iteo bovino (223), ovino (218) vy humano
(219), la gléndula pineal bovina (40), las cé&lulas mononucleares de

sangre humana (189), la tiroides de buey (157), etc.

Se han determinado también receptores para endoperbxidos y TR,

en plaguetas y vasos (157) y para PGI,, en vasos (157). Se comprobf ade

2

més que los receptores para PGI2 son tan especificos que no admiten al
teraciones en la cadens alfa del ligando y que los receptores para

TxAz son uistintos en los vasos gque en las plaguetas (157).

Se han estudiado profundamente la presencla de receptores para

PGs en cuerpo l0teo; as{ Rao y colaboradores determinaron que existen

receptores para PGE y PGF___en cuerpo lGteo bovino (223); que estos

2eC

son dos entidades distintas (226) y que amboe son receptores de membrsg

na, pero los de PGF,, _son mis periféricos que los de PGE (225).

2
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I.1.7 Mecanismo de accibn

Las PGs, ampliamente distribuidas en los distintos frganos de
los seres vivos, participan en m{ltiples y diversas acciones bioldgi-
cas. Para tener una idea mis clara de su actividad Sylver vy colaborado
res (252) clasificaron las PGs segiin sus funciones, en hormonas clfsi-

cas, hormonas locales y mensajeros intracelulares.

a.- PGs como hormonas clésicas: La infusifin intravenosa de PGA1 y PGA2

disminuye la presifin sanguinea. Se propuso que estas PGs podrian ser
liberadas por el rifidn y por lo tanto actuar como hormonas clésicas re
gulando la presibn sanguinea (125). Sin embargo, sé-cumprnbé mas tarde

gue son productos de degradacibn de la PGE1 y PGEZ, respectivamente.

Gryglewski (105) y Moncada (187) sugirieron gue 1; PGI2 era una
hormona circulante liberada continuamente por el pulmbn, gue funciona-
ria en este aspecto como un Grgano endbcrino y producirfs la inhibi-
cidn de la agregacibn plagquetaria. No obstante, estudios posteriores,
llevados a cabo con métodos més exactos, sugieren que la PGI, debe con
siderarse como una hormona local que inhibe la agregacifin plaguetarisa

sblo en lugares cercanos & su formacibn (120, 48).

b.- PGs como hormonas locales: Existen varios ejemplos de las acciones

de las PGs como hormonas locales.

La PGE producida en la médula renal va a corteza donde disminuye
la resistencia preglomerular y de esta forma se obtiene una autoregula

cibn del flujo sanguineo renal (125).



- 31 -

La PGFZ“_prcducida en el Otero de la ove ja es transferida de la
vena uterina a la arteria ovArica y en este brgano causa luteBlisis

(175).

La PGE, presente en exudados inflamatorios aumenta la permeabili

2
dad vascular (293).

C.- PGs como mensajeros intracelulares: Las PGs sintetizadas por una

célula podrian actuar en la misma antes de su liberacifn comportandose

as! como mensajeros intracelulares.

Estas PGs pueden reqular los niveles de otras sustancias biulﬁgl

camente activas o modular algunas actividades enzimaticas. .

2+

Las PGs E, y E, modifican la actividad de la Na/K ATPasa Mg~ de

2
pendiente y la adenilato quinasa en eritrocitos y plaguetas humanas,
en mitocondrias de higado de rata y en el misculo esquelftico del cone

jo (135).

En piel de rana (133) y en fondo de estbmago de rata (55) la es-

timulacién del influjo de Na® por PGE
2+

4 &S precedida por una remocibn

del Csa de membrana.

En plaguetas (90) el TxA2 actlia como ion&foro de Ca2+, translo-

céndolo desde sus sitios de fijacibn en el sistema tubular denso, al

citoplasma.

Las PGs tipo E aumentan o disminuyen el AMPc intracelulsr mien-

tras gue 1la PGF es capaz de aumentar en 45 segundos hasta cuatro ve-

2K
ces los niveles de GMPc del {itero de reta (145). La relacién GMPc/AMPc

se incrementa con PGoncy disminuye con PGE2 (145). E1 primer efecto
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de la PGE serfa sumentar la actividad de la adenilato ciclasa (164).
La PGI2 y la PGE2 elevan el AMPc intracelular del Gtero de la rata

(282).

I.1.8 Accibn de PGs en el aparato reproductor femenino

'1.1.8.1 Ovulacibn

La posible participacifn de las PGs en el proceso de ovulacibn
ha sido largamente estudiado. Ya en 1972 Orczik y Behrman (203) descri
bieron el bloqueo de la ovulacibn por inhibidores de la sintesis de
PGs como la indometacina y el écido acetilsalicflico. Esta respuesta

fue revertida por une mezcla de PGE2 y PGF o 0 POT inyeccifn de LH ad-

2
ministrada tres horas despufs del pico ovulatorio de LH. Cuando el tra
tamiento con indometacina fue crfnico no pudo restaurarse la ovulacibn

con LH.

Estos resultados sugerfan un posible papel de las PGs en la ovu-
lacidn y ademfs que su accibn podria ejercerse tanto a nivel central

como en el ovario.

Lg administracibn de PGE, a ratas tratadas con fenobarbital ori-~

2
gina un pico de LH adecuado para causar ovulacibn y tal respuesta es

prevenida por inmunizacitn pasiva contra LHRH (50).

La PGE2 peroc no la PGFZo( inyectada en el tercer ventriculo au-
menta la concentracibn de LH circulante en ratas ovariectomizadas, e-

fecto enardecido por un pretratemiento con estradiol (118).
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La liberacibn de LHRH desde fragmentos hipotalfmicos de rata in-

cubado con PBEZ estd aumentada mientras que la PGF_,__no provoca dicho

2K
efecto (202).

Se encontrb un asumento en la liberacibn de PGE2 debido a noradre
nalina (NA) en explantes de eminencia media de ratas al comienzo del

pico de LH durante el proestro (64).

La PGE2 podria ser un componente fisiolbgico del mecanismo neu-
ral que controla la secrecifn adenohipofisaria de LH ya gue el efecto
de las catecolaminas (NAR y dopamina) aumentando la liberacifin de LHRH

es inhibido por indometacina (202).

Otros investigadores, sin embargo, hallaron gue la indometacina
administrada en dosis adecuadas como para bloguear la sintesis de PGE2
hipotal&mica, no previenen el pico de LH preovulatorio (284, 243) pero
s{ 1la ovulacibn; cosa que se revierte con la administracifn de PGE, o
PGFZo(pero no con la de LHRH o hCG (243). Aparentemente la indometaci-

na interferiria en procesos ovulatorios tardios.

Los niveles de PGs en foliculos preovulatorios estin aumentados
(161, 9) y ello se deberia a las gonadotrofinas. Nueve horas luego de
la inyeccibn He hCG se elevan los niveles de PGE y PGF en foliculos

preovulatorios de conejo pero ello no ocurre a las cinco horas (1671).

En folfculos aislados de distintas especies se observb un aumen-
to de la produccibn de PGs por LH (173, 249, 17) hecho mimetizable con
AMPc (173, 306, 53) e inhibible con blogueantes de si{ntesis de protefi-
nas (52). En cambio, la aminoglutetimida, inhibidor de la sintesis de

estrbgenos y progesterona, fue incapaz de bloquear el efectoc de LH so-
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bre la sintesis de PGs en los foliculos preovulatorios (17).

.Las ratas tratadas con indometacina en la mafiana del proestro
mostraron retencibn del huevo en el foliculo con estigma (parte més
prominente y delgada de la pared folicular por donde se expulsa el 6yg
lo) pero no en el lugar correcto. Las concentraciones de ﬁSH.y LH as{
como el peso uterino y ovlrico eran normales y no existfa inhibicifn

en las enzimas encargadas de desintegrar la pared (204).

Un trabajo empleando microscopia electrbnica en los folfculos o-
vlricos de conejos tratados con indometacina, mostrb que el tejido del
apex de los folf{culos normales comienza a afinarse.nueve horas despufs
del coito mientras que los provenientes de animales tratados con indo-
metacine no mostraron signos de afinamiento ailn doce horas después del
coito. En ausencia de PGs también ocurre en parte la pérdida de tejido
conectivo y existen algunas evidencias de edema, pers eilo no resulta

suficiente como para que el 6vulo sea expulsado (76).

Las PGs podrian actuar favoreciendo el movimiento de los fibro-
blastos (76), estimulando enzimas proteolfiticas como sucede en otros
tejidos (61, 70) o aumentando las contracciones ovlricas para permitir

la expulsibn del bvulo (65,93).
1.1.8.2 Luteblisis

Se ha postulado la existencia de una "luteolisina" hormona capaz
de causar la regresibn histolbgica del cuerpo lfiteo y la disminucibn
de los niveles plasmticos de progesterona. Esta hormona seris la PGF&X
para la mayorf{a de las especies (214, 107, 45, 176, 236) incluyendo la
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humana (212).

Son varios los hechos que sugieren el papel fisiolbgico de la

PGF en la luteblisis.
20

a) La administracibn directa de PGF,_ causa regresibn luteal (28,

2X
305).

b) La inmunizacibn del animal contra PGFZX prolonga la vida del cuerpo

1Gteo (222).

c) La inhibicibn de la sfintesis de PGF a:cun indometacina aumenta la

2
vida del cuerpo 1liiteo (128).

d) En el momento de la regresifn del cuerpo l{iteo debe existir un au-

mento en los niveles de PGFZO((ZQ, 72).

La PGF20<actuar1a en forma muy localizada yg gque en especies co-
mo el cobayo que presenta {teros bicornes, cada cuerpo uterino ejerce

efecto sobre su ovario adyacente (81).

La forma de transferencia de la PGon(del Gitero al ovario fue es
tudiada en oveja por McCracken y colaboradores (175). Estos autores de
mostraron el pasaje de'PGonitritiada de la vena Otero-ovérica s la ar
teria ovlrica. Adem&s, la separacibn de estos dos vasos previene la re
gresibn del cuerpo 1Gteo (15). E1 mecanismo por el cual la PGF,, causa

la luteblisis no estd bien determinado y se han propuesto varios:

a) Constriccitn de la vena ovArica (214).

b) Cambios en la hemodinfmica ovérica que lleva a una pérdida del flu-
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jo sangufneo al cuerpo llteo (198).
c) Liberacifn de una luteolisina pituitaria (153).

d) Antagonismo de la accifn de las gonadotrofinas (20).

El efecto central fue rapidemente descartado puesto que en coba-
yos hipofisectomizados cuyo cuerpo liteo se mantiene con gonadotrofi-
nas egbgenas, la PGde causa luteblisis (28) y ademfs la sintesis de
progesterona por LH en células cultivadaé de cuerpo lfiteo de hamster,

es blogueada directamente por PGFZx(213)'

Ls PGF,__.reduce el flujo sangufneo Otero-ovlrico en dosis farma-

20¢

colbgicas (213) pero no en concentraciones fisiolfgicas con las cuales

la secrecibn de progesterona estd efectivamente disminuida (20).

La FGF2°< tiene un efecto antigonadotrofinas directo en células

luteales de rata, hecho comprnbado in vivo (102) e in vitro (271). La

exposicibn simultfnea de células luteales a LH y PGF Tesulta en la

2
supresibdn del aumento de AMPc inducido por LH y en el de la secrecibfn
de progesterona. Este hecho parece estar mediado por receptores espe-
cificos para PGF20<(3DZ). Dicho efecto ripido no parece relacionarse

con la unidn de LH a sus receptores porque no existen cambips en estos

en las ratas tratadas con PGF dos horas antes del sacrificio (18).

2X

La inhibicibn por PGF,_ de 1a sintesis de progesterona inducida

26(
por LH en células luteales cultivadas, es revertida por la adicibfn de
dibutiril AMPc (271). Sin embargo, no se observaron efectos ni en la
union de LH a su receptor como tampoco en la actividad de la fosfodies

terasa. En membrana plasmitica de cfélulas luteales de rata la PGF2°<nn
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tuvo efecto sobre la actividad de la adenilatociclasa inducida por LH

(69).

El mecanismo de accifn de la PGF , N0 es conocido, pero un io-

2
nbforo de calcio, el A-23187, mimetiza la accibn de esta hormona. Ade-
més la administracifn de calcio a membranas plasméticas produce una in
hibicibn, dosis dependiente, de la estimulacién por LH de la adenilatpo

ciclasa (69). Aparentemente la accibn de la PGF estar{a relacionada

2
con una redistribucifn del calcio en el interior de la cflula o con mg

dificaciones del influjo de calcio.

Existe tambifn un efecto tardfo de PGF,_ sobre las cflulas lutea

26
les gque consistirf{a en la inhibicibn de la accidn de la prdlactiné, he
cho que resulta en la pérdida de los receptores para LH. Este proceso
gue tardarfa mhs de ocho horas en la rata (103) y es mimetizado por er
gocriptina (103) o por hipofisectomia (418) y prevenido bur prolactina

(18, 103); seria irreversible porque implica la pérdida de los recepto

res para LH.

Recientemente se ha estudiado el efecto de la PGF2 sobre la pro

o¢
duccibn de progesterona por cuerpos llteos humanos estimulados con hCG
(212). Se ha visto que esta PG inhibe la cantidad de progesterona pre-

sente en el mediuv. Ello, unido al aumento de PGF oc BN la fase litea

2
tardfa, (282) llevan a sugerir que esta PG puede causar luteblisis fun

cional del cuerpo liteo humanao.

I.1.8.3 Motilidad uterina

El descubrimiento de las PGs se derivod del hallazgo del efecto
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del semen sobre las contracciones uterinas (150). A partir de alli las
distintas PGs fueron relscionadas con la motilidad del {tero, debido a

numerosas observaciones.

Bergstrtm y colaboradores (21) determinaron que las PGs provoca-
ban contracciones uterinas en varias especies animales. Ademfs se vib

que eran liberadas por la distensibn del (tero de caobayo (220).

El aumento de las PGs en sangre humana (137) y en el liquido am-
nibtico (138) durante el parta; junto con los trabajos que muestran
gue el (tero aislado de rata prefiada presenta contracciones esponta-
neas y libera sustancias tipo PGs y que ambos efectos son eliminados
por inhibidores de la sintesis de PGs (281); sugirieron una contribu-
cibn fisiolbgica de estos autacoides en la expulsibn del contenido ute
rino en el parto. Ademids la administraciodn de drogas inhibidoras de la

sintesis de PGs prolonga la prefiez de las ratas (3).

La liberacibn de PGs podria ser una consecuencia y no la causa
de la actividad meclnica. Por ello, se utilizf papaverina, un relajan-
te muscular, observéndose gue la liberacifn de PGs se mantenia en su

presencia y que la PGF era capaz de restaurar la actividad uterina

&
blogueada por &cido acetilsalicilico pero no cuando &sta era anulada

con papaverina (4),

Se ha visto que los fragmentos aislados de {(teros de ratas ova-
riectomizadas exhibfan una motilidad uterina mfs constante en el tiem-
po, que los provenientes de ratas en estro natural (94) y ello coinci-
dia con una mayor produccifn de PG tipo E por los (teros de ratas ova-

riectomizadas (95).
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Se establecib, ademfs, una correlacibn positiva tanto entre la
frecuencia como entre le estsbilidad en el tiempo y la PG tipo E libe-
rada al medio de incubaciBin por fragmentos uterinos de rata aislados

en distintos estadios del ciclo sexual (85).

Todo esto llevd a sugerir gque la PGE podria tener participacidn
en la estabilidad y constancia en el tiempo de 1a motilidad uterina

(95, 85).

I.2 - UTERO

1.2.1 Anatomie

El (tero de rata, al igual que el de los restantes roedores es
de tipo duplex (194). Otros autores proponen para el mismo la denomina

cibn de "bicorne" (246).

Aunque los cuernos uterinos parecen estar unidos se mantienen se
parados y cada uno de ellaos desemboca por sus respectivos conductos

cervicales en el extremo superior de la vagina (101) (Fig. 13).

Cada oviducto tiene i1wna de sus terminaciunes gbierta sobre el o-

vario vy la otra en el cuerno uterino correspondiente (246).

Existen dos tipos de fibras nerviosas en el {tero; las colinérgi
cas (57) y las adrenérgicas (136). Ambas se hallan alrededor de los va
sos sanguineos y en el miometrio. Las colinfrgicas son mis abundantes
en el cervix que en el cuerpo uterino y las adrenérgicas se encuentran

en los plexos nerviosos perivasculares fundamentalmente en el cervix



- 4O -

Rifion

Ureter

Oviducto — |

Cuerno izquierdo

del utero
Vejiga

Vagina U retro‘

. Glandula prepucial
Clitoris

Orificio vaginal

Fig. nro. 13: Sistema urogenital de la rata

nembra



- 41 -

(1.

Las fibras nerviosas post-sindpticas del plexo hipog8strico cons
tituyen el componente nervioso simpético y las que provienen del plexo
sacro integran el parasimpitico (190). Los dos plexos forman el gan-

glio de Frankenhauser en la regibn paracervical del Gtero (190).

1.2.2 Histologia

El {itero estl constituido por tres capas de tejido diferentes:
‘la externa o gerosa; la media muscular o miometrio y 1ls interna, muco-

sa o endometrio (108).

La serosa es la cubierta peritoneal del GOtero. Est8 constituida
por una capa de células mesoteliales sostenidas por tejido conectivo

que se continfia con el peritoneo (108).

El miometrio est& formado por misculo liso cuyas células se deno
minan fibras. Son alargadas, de extremgs afilados y en su citoplasma
se encuentran dos componentes fundamentales: el sarcoplasma y las mio-
fibrillas (108). El nicleo celular es m8s bien excéntrico. Estas célu-
las musculares estén dispuestas en paguetes rodeadas por fibras de co-
légeno. La capa longitudinal es la externa y la circular la interna y
entre ambas hay una capa bien definida de tejido conectivo. Los pague-
tes de 1a capa externa son mfs compacto que los de la interna: El teji

do conectivo est8 formado por fibroblastos y fibras de colfgeno (251).

El endometrio estd formado por epitelio cilindrico simple y una

gruesa l&mina propia. Hay algunos paquetes de cflulas ciliadas entre
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las cilindricas simples. La l8mina propia suele denominarse estroma en
dométrico. En el estroma se hallan inclufdas las gléndulas tubulares
simples, cuyos conductos, atravesando la superficie epitelial, se abren
en la luz del {itero y cuyas porciones mas profundas casi alcanzan sl

miometrio (108).

La vagina est8 formada por épitelin estratificado sostenido por
una lémina propis. Estéd rodeado por una capa muscular conectada por u-
na adventicia al tejido conectivo circundénte. Las fibraé estan dis-
puestas tanto circular como longitudinalmente pero no en capas separe-

das sino entrelezfndose entre sf (3).

€l ciclo estral de la rata tiene una duracién de cuatro dias.
Los cambios histolbgicos ocurren fundamentalmente en el Otero pero se

ven reflejados también en la vagina (33).

Durante el proestro y el estro los cuernos uterinos estén disten
didos por la presencia de liquido y congestionados. El epitelio del en
dometric es cilindrico bajo con membrana basal. En el metaestro los
cuernos se presentan de tamafio mis reducido y finalmente en el diestro
la luz uterina es minima. Durante el metaestro el epitelio es pseudoes
tratificado para pasar a ciibico simple sin membrana basal en el dies-

tro (99).

Las células del epitelio vaginal, que sufren modificaciones por
los cambios hormonales, son constantemente descamadas hacia el lumen y
por las caracteristicas de ellas es posible clasificar a las distintas

fases del ciclo estral (33).
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Durante el proestro la presencia de células epiteliales nuclea-
das en los extendidos vaginales reflejan la proliferacifn del mismo.
En el estro las células epiteliales son cornificadas mientras que en
el metaestro la proliferacidn epitelial de la vagina se detiene y co-
mienza a ser invadida por linfocitos. En el extendido vemos células e-
piteliales, cornificadas y linfocitos. E1 espesor epitelial se reduce
considerablemente durante el diestro, las paredes vaginales se hacen
celgadas y 1las capas superficiales se encuentran invadidas por linfoci

tos. Estas células son las {inicas presentes en el extendido (33, 99).

1.2.3 Fisiologia

Los mlsculos lisos viscerales se dividen en dos grupos, depen-
diendo ello de sus caracteristicas electrofisiolbgicas (34). Aguellos
que poseen actividad espontfnea se denominan "unitarios" y esta activi
dad se inicia en una zona especifica del tejido llamada "marcapaso".
Los que carecen de esta actividad son los llamados "multiunitarios",
se caracterizen por tener fibras organizadas en unidades motoras y son

activados por el nervio motor extrinseco (73, 74).

El miometrio es un tejido del tipo unitario (73, 74). Las con-
tracciones de estos mlsculos aunque no necesariamente sean iniciadas
por el impulso nervioso son coordinadas y reguladas por mediacién ner-
viosa (38). Adem8s responden al estiramiento desarrollando una tensibn

activa (38).

Cuando se inserta un microelectrodo dentro de una c&lula muscu-

lar uterinas de la rata, la diferencia de potencial existente con refe-
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rencia a un electrodo externo es de 55 a 60 mV (174). Al llegar esta
diferencia de potencial a un nivel critico se producen descargas espon
téneas. Este valor de potencial es conocido como umbral del potencial
de accifn que al descargarse autosostenidamente determina la inicia-

cibn de las contracciones rftmicas del misculo uterino (174).

Las caracter{sticas de las contracciones, su frecuencia, ampli-
tud y duracibn, estén determinadas por la frecuencia de descarga de
los potenciales de sccifn, por la duracidn de la serie de potencieles

de accibn y por el nlmero total de células estimuladas (126).

El marcapaso uterino se distribuye en todo el tejido; caractertg
tica que lo diferencia del cardiaco (174). Todas las célulés'del Otero
pueden ser marcapaso pero sflo las que poseen excitabilidad elevada

pueden generar potenciales de accidn (174).

Existen evidencias importantes para suponer que la transmisifn
de los potenciales de accibn entre las cflulas es eléctrica; probable-

mente a través de vias de baja resistencia existente entre células ad-

yacentes (191).

1.2.4 Castracibin v restitucibn hormonal

En la rata ovariectomizada la ausencia de las hormonas sexuales

(estrbgenos y progesterona) produce diversos cambios en el (tero.

Desde el punto de vista histolbgico se observa que las células
del estroma uterino de la rata castrada forman una matriz continua tri

dimensional. En el interior de la red, las células son similares en ta
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estrbgenos (267).

Existe un segundo incremento del peso uterino veinte horas des-
pubs del tratamiento estrogénico asociado a un aumentoc en el material
protoplasmatico (262). El1 estradiol restablece los niveles de RNA dis-

minuf{dos por la castracibn (277).

Tanto la estrona (141) como el estradiol (42) aumentan el consu-

mo de oxigeno del Gtero de ratas ovariectomizadas.

La actividad de la glucbgeno sintetasa es r&pidamente elevada
por el estradiol (31) como asi también la oxidacibn de glucosa (254) vy

su utilizacibn por la via de las hexosas monofosfato (288).

El tratamiento estrogfnico disminuye la concentracién de grasas
neutras y auments la de los fosfolipidos en fitero de rate ovariectomi-
zada (59); mientras que la progesterona no necesita la accibn de los

estrbgenas para incrementar los lipidos basales (59).

Las investigaciones electrofisiolfigicas sugieren que la activi-
dad espontfnea esté asociada a un {tero dominado por estrbgenos (229,
87) y que los de ratas ovariectomizadas presentan contracciones muy po

co frecuentes (229).

Sin embargo, Gimeno y colaboradores (91) observaron una clara ac
tividad espontfnea en los (teros de ratas castradas, actividad que era
mis estable en el tiempo gque la que presentaban los Gteros de ratas en
estro natural. Adem8s dicha actividad espont4nea y estable disminuia
significativamente cuando se trataba a los animales operados con 17-be

ta-estradiol (168).
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La ovariectom{a produce una marcada disminucidn en los recepto-
res para estrfigenos y progesterona (172) y los valores normales son

restitufdos mediante tratamiento estrogénico (172).

I.2.5 Prepiberes

Las variaciones hormonales, tanto histolbgica como fisiolbgica-
mente que afectan al (tero, son importantes desde el nacimiento hasta

la pubertad.

La secrecidn de estrbgenos de los ovarios tiene lugar aparente-
mente desde temprana edad, hecho evidenciable en los trabajos de Baker
y colaboradores (13) como as{ también en los de Price (221) que obser-
varon pesos uterinos subnormales en ratas de 10 a 14 dies que sﬁfrie-

ron castracibn neonatal.

La medicidén de las concentraciones plasmfticas de estrbgenos dan
valores miximos entre los 9 y 19 dias (68, 180) y no detectables o muy

bajos entre los 25 y 35 dias de vida (68, 180).

Los valores plasmiticos de progesterona son muy bajos entre los
dias 6 y 15 y entre los 25 y 32; existiendo incrementos importantes,
con niveles comparables sl metaestro del animel adulto, los dias 20 al

22 (169).

Los receptores citoplasmiticos para estrbégenos estfn presentes
en ratas neonatales de un dfa (51), aumentan hasta un valor méximo en
el dfa 10 (51) para luego disminuir y alcanzar una meseta alrededor

del dfa 30 (160).
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Los receptores citoplasmhticos para progesterona estén bajo con-
trol hormonal dual. Los estrbgenos aumentan la concentraciﬁn del recep
tor a través de un mecanismo que depende de la sintesis de RNA y de
prote$nas. La progesterona disminuye la concentracibn de su propio re-
ceptor, probablemente aumentaﬁdu su velocidad de inactivacibn (286).
Debido al bajo tenor esfrogénicu, en animales de 25 a 30 d{as se en-

cuentran en minima concentracibn (78).



0BJETIVO

El presente trabajo de tesis examina el papel de las hormonas

sexuales en la regulacion de la sintesis de las Prostaglandinas ute-

rinas.

Son sus objetivos:

1.~ Determinar la accibtn de los esteroldes oviricos sobre la sinte-

sis de Prostaglandinas.

2.- Hallar su posible lugar de accibn en la cascada del acido aragui-

d'DniCD-
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II - MATERIALES Y METODOS
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IT.1 - ANIMAL UTILIZADO

Se usaron ratas hembras virgenes variedad Wistar, mantenidas

con alimento Purina y agua "sd libitum" en un ritmo de vivero 14-10 ho

ras de luz-oscuridad, respectivamente, a temperatura y humedad constan

tes.

Las caracter{sticas de los distintos modelos experimentales uti

lizados fueraon:

a) Ratas preplberes: animales de 25 dias de vida.

b)

c)

Ratas ovariectomizadas: animales que sufrieron ovariectomia bilate-
ral 20 dias antes del sacrificio. La intervencién quirlrjica se rea
1iz6 bajo anestesia con Bter sulflrico técnico. Se les practichd una
incisibn longitudinal medio-lateral, de aproximadamente un centime-
tro, desde le base de las costillas hacia abajo. Separadas la piel
y el misculo se ubicd el ovario y el extremo del Otero proximal a
éste. Se ligd con hilo de cirugia a unos 5 mm. de este punto cortén
dose junto a la ligadura para extraer de esta forma el ovario y el
oviducto. Luego se suturb el misculo y la piel. Esta misma opera-

cibn se practichd en el flanco opuesto del animal.

Ratas ovariectomizadas suprarrenoprivas: estos animales sufrieron

a los quince dias de la ovariectomia, la extraccibn de las suprarre
nales. Bajo anestesia con éter sulflrico técnico, se realizb una in
cisifn en la lf{nea media dorsal, comenzando en el borde de las cos-
tillas y extendiéndose caudalmente de 20 a 25 mm. Se separd el mis-

culo y se identificaron las suprarrenales, las cuales se extrajeron
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mediante una suave traccibén y luego se suturb el mlsculo y la piel.
Los animales fueron mantenidos durante cinco dias hasta el sacrifi-
cio con alimento Purina y solucibn fisiolbgica (NaCl 0.9%) "ad

libitum", en las mismas condiciones de vivero que las restantes.

d) Ratas en estro natural: a estos animales se les realizf el extendi-
do vaginal diariamente para poder determinar la fase del ciclo es-
tral en gue se encontraban (33). Cuando dicho extendido presentb s
lo células cornificadas se considerd el estad{oc como de estro. Las
ratas en estro fueron utllizadas luego de detectar dos ciclos estra

les completos.

II.2 - TRATAMIENTOS HORMONALES

Todos los controles se realizaron inyectando el mismo volumen

de vehiculo gque el usado para administrar la droga.

a) Progesterona: esta hormona fue administrada por inyeccibn subcuténe

a, disuelta en 0.5 ml de aceite de man{.

b) Estrbfgenos: los estrbgenos fueron disueltos originalmente en etanol
absoluto en una concentracibn de 1 mg/ml. De all{ se hicieron suce-
sivas diluciones 1:10 hasta obtener una de 1ug/ml de agua. De esta
tltima se inyecth 0.5 ml para la primera dosis. Cuando la segunda
dosis fue de 1 ug, se inyectf 0.1 ml de una solucibn de 10 ug/ml en
agua. Si esta dosis era de 50 ug se administrb 0.5 ml de una solu-
cibn de 100 ug/ml en una mezcla de etanol:agua 7:3 (v:v). Todas las

inyecciones de estrbgenos se realizaron en forma intraperitoneal.
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c) Catecolestrbgenos: las diluciones se realizaron igual que las de los
estrbgenos pero la solucidn contenfa 1 mg/ml de &cido ascorbico como

antioxidante y se inyectaron también en forma intraperitoneal.

I1.3 - DOSAJE DE PROSTAGLANDINAS

II1.3.1 Preparacitn tisular

Los animales fueron sacrificados por decapitacibn con guillotina
y el {itero se extrajo mediante una incisibn longitudinal medic-ventral.
Luego de la extraccibn se lo coloch en cépsula de Petri conteniendo so-
lucifin buffer Krebs-Ringer-bicarbonato (KRB) burbujeada con carbbgeno y
mantenida a temperatura ambiente. A1l{ se elimind todo el tejido‘extra-
fio y los cuernos uterinos fueron abiertos longitudinalmente, siguiendo
1s lines del miometrio’'y se cortaron en dos partes también longitudinal

mente.

El tejido se coloch en una clmars tisulsr, sujetéﬁdula 8 un so-
porte fijo de vidrio por un extremo y & un transductor Statham, por el
otro. Esto permitib aplicar al tejido, mediante un dispositiva micromé-
trico, una tensibn basal de 500 mg. La camara tisular contenfa KRB bur-
bujeado can carbbgeno y mantenido a 379C gracias al uso de una bomba de

circulacifn Edmund Biihler UKTZ2.

Luego de sesenta minutos de incubacibn, el medio tisular fue re-
cogido y guardado a -20QC para ls posterior cuantificacién de las PGs.
Los tejidos fueron secados a 60QC durante 48 horas y subsecuentemente

SEe pesaron.



= B

11.3.2 Composicion del medio de incubacifn

El medio de incubacifn utilizado fue una solucibn Krebs-Ringer-

bicarbonato modificada con la siguiente composicibfn:

Concentracibn
Componente
(mM)
Na® 145.0
gt 6.0
ca®t 2.0
Mgz+ 1e3
Bl 126.0
H803 25.3
o~
SUA 13
Fo
PDQ 1:2
glucosa 11.0

El pH de la solucibn se mantuvo ajustado a 7.4 con gaseado cons-

tante de carbﬁéeno (95% de 0, con 5% de CDZ)'

2

I1.3.3 Determinacibn de prostaglandinas

La determinacibn de prostaglandinas en el medio de incubacifn
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consta de tres pasos principales:

- a) Extraccibn
- b) Separacifn por cromatografia en placa delgada

- c) Cuantificacibn por bioensayo

a) Extraccifn: las PGs como &cidos débiles, tienen la propiedad de ser

b)

fcilmente extrafbles en solventes orgénicos cuando se encuentran en
forma protonada. Esta fue la base del procedimiento de extraccién u-

tilizado.

Las muestras a extraer, luego de descongelarse, eran llevadas s
pH 3-3.5 con HC1 1 N, lo gue convierte a las PGs y 4cidos grasos a

su forma no disoclada, insoluble en agua.

Se realizan tres extracciones con igual volumen de acetato de e-
tilo. Los extractos se reunieron y fueron eveporados bajo presifn re
ducida en un evaporador rotatorio a 40OC. E1 residuo fue elufdo con
15 ml de una mezcla cloroformo:metanol 4:1 (v:v) y llevado nuevamen-

te a sequedsd en estufa bajo presifn reducida a 40QC.

Cromatografia en placa delgada: el procedimiento llevado a cabo ex-

trae eficientemente las PGs, los 4cidos grasos y los hidroxifcidos
pero, se hace necesario separar los distintos componentes para su

posterior cuantificacibn.

La mayor parte de las PGs y el Tsz pueden separarse como fcidos

libres en sf{lica gel G usando varios sistemas de solventes (163).

Las placas cromatogréficas utilizadas fueron: TLC aluminio sfli-

ca gel 60F 4 precubiertas, Merck. Las mismas fueron activadas, an-

25
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tes de utilizarse, en estufa a 1100C durante treinta minutos.

Los residuos de las muestras provenientes de la extraccifn fue-
ron elufdos con metanol y sembrados mediente tubos capilares. Se co-
o ¥ PBFax' La corrida se rea}lzo
en cubas conteniendo aproximadamente 100 ml de mezcla de solventes,

rrieron en paralelo testigos de PGE

la cual estaba constituida por cloroformo:metanol:fcido acético:agua
50:9:1:0.65 (v:v:v:v). Los testigos fueron revelados con &cido fosfo
molibdico al 10% en etanol, seguido de calentamiento a 708C durante

treinta minutos.

Los Rf obtenidos fueron 0.61 y 0.42 para PGE, y PGFZcxrespebtiyg

2
mente. Las zonas de las placas correspondientes a los Rf fueron cor-
tadas vy elufdas cuatro veces con 5 ml de cloroformo:metanol b4:1

(v:v). Los elufdos fueron llevados a sequedad en estufa a presibén re

ducida.

c) Bioensayo: este método de cuantificacifn de las PGs se besa en su ca

pacidad para contraer todos los milsculos lisos del tracto digestivo.

El estbmago de rata es un tejido muy sensible a las PGE2 i PGF2°<

de allf su eleccibn en este ensayo (184).

- La figura 14 ilustra las caracter{sticas principales del aparato

utilizado, basado en . 1a técnica de superfusibn en cascada.

El estbmago de rata aislado es superfundidh en serie con solu-
cibn buffer KRB conteniendo antagonistas capaces de bloquear la ac-
cibn de otras sustancias que puedan interferir en el ensayo. Los e-
fectos de histamina, adrenalina, noradrenalina y acetilcolina pueden

anularse mediante el uso de una mezcla de un antihistaminico y anti-
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Fig. nro. 14: Sistema de Bioensayo

1- Transductor

2- Coneccifin con el sistema smplificesdor-poligrafo
3- Tejido

L- Soporte tisular

5- Chmara tisular: a) Entrada del agua de perfusifin
b) Salida del agua de perfusifn

6- Goteo del liguido de superfusibn
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8 g/ml), un blogueante de adrenc-

serotoninérgico (Eiprnheptadina.10-
rreceptores alfa (fentolamina 2 . 1078 g/ml) y beta (proprawnlol

3. 1070 g/ml) y un agente anticolinérgico (atropina 10”7 g/ml)
(90). Se empled ademds un inhibidor de la sintesis de PGs (indometa-
cina 1 ug/ml) para prevenir la generacibn de PGs por el tejido aisla
do (75). El buffer fue mantenido a 379C mediante un refrigerante y

burbujeado con carbfgeno. La velocidad de goteo fue de 5-20 ml/minu-

to.

El tejido se colocbd en una chmara tisular, fijando uno de sus ex
tremos a un soporte de vidrio y conectando el otro a un transductor
que transforma la actividad mecénica en sefial eléctrica. La salida
del transductor se acoplb con un amplificador San-EI, qué se comuni-
ca con un inscriptor de tinta Rectigraph 85 San-EI de manera de re-

gistrar las respuestas mechnicas del tejido (Fig. 15).

Las muestras provenientes de la cromatograffa se inyectaban di-
sueltas en 0.2 ml de KRB y las respuestas que inducfan se comparaban

con las de distintas concentraciones de las PGs auténticas.

Los resultadaos obtenidos se expresaron en ng PG/mg peso seco del
tejido y fueron corregidos por ensayos de recuperacibn realizados
con cada grupo de 5-6 muestras. Los porcentajes de recuperaciﬁn osci

laron entre el 40 y el 50%.
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cg—1—0
.10
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Fig. nro. 15: Esguema del equipo utilizado para registrar las respues-

tas del estbmago de rata a las PGs ensayadas

T: Transductor
P: Preparacibn muscular

SAR: Sistema de amplificacibn vy registro
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II.4 - ENZIMAS METABOLIZANTES

IT.4.1 Actividad de la 15-hidroxiprostaglandindeshidrogenasa

La actividad de la 15-hidroxiprostaglandindeshidrogenasa (PGDH),
primera enzima metabolizante de las PGs, puede medirse espectrofotometri

camente por la formacion de NADH.

Los (teros libres de todo material graso son homogenizados con
10 vollmenes de buffer Tris ClH (pH 8.6 0.1 mM con EDTA 1 mM) a OoC.
Luego se centrifuga la muestra a 48.000 x g durante 30 minutos y el so-

brenadante se utiliza como fuente de enzima.

La actividad enzimftica se mide en un espectrofotbmetro
(Griflord Instrument 250) en cubetas mantenidas a 3792C. La mezcla de
reaccidn contiene 2.7 umoles de NAD en 2.5 ml de homogenato. La reac-
cibn se. inicia por el agregado de 0.12 umoles de PGs en 12 ul de eta-

nol.

Para obtener los valores de NADH formado se los compara con una
curva de calibracibn con concentraciones de NADH desde 10-5 hasta

5 . 10’“ M.

La actividad enzimltica fue expresada en unidades/mg de proteina
siendo una unidad igual a la cantidad de enzima capaz de reducir 1.0

nmol de NAD/minuto bajo las condiciones del ensayo (6).

No se obtuvo formacibn de NADH por el agregado de 12 ul de eta-

nol.
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II.4.2 Actividad de la 9-cetoreductasa

La medicibn de la actividad de esta enzima se basa en la incuba-

cibn de un homogenato del tejido en presencia de PGE, marcada y 1s de-

2

terminacifn de la existencia de PGFZDCO alguno de sus metabolitos, por

medioc de la cromatografia en placa delgada.

Los {iteros, aproximadamente 4OO mg de tejida, libres de todo ma-
terial graso fueron homogenizados en un Polytron en bafio de hielo, a mé
xima velocidad, diez veces durante 30 segundaos con intervalos de 60 se-

gundos. El1 buffer de homogenizacibn fue Na HPDQ/NaH PO, 0.1 mM pH 7.4

2 2 4

con ditiotreitol 0.1 mM.

El ‘homogenato as{ obtenido fue centrifugado durante 15 minutos a
15.000 rpm y a 59C. El sobrenadante de esta centrifugacifn se usb para
medir la actividad enzimética siguiéndose les técnica de Wong y colabora

dores (301) con algunas modificaciones.

7

El sistema de reaccibn contiene PGE, (8 . 107" mM), NADPH (&4 mM),

34-pPGE., (107>

2
total de 1.2 ml.

mM AE 165 Ci/mmol), 0.9 ml de scbrenadante en un volumen

La incubacibn se realizb en un bafic termost4tico modelo Dubnoff
a 379C durante distintos tiempos: 0, 5, 30 y 60 minutos. La reaccibn se
detuvo por el agregado de 5 volOmenes de metanol y posterior centrifugz
cibn por 5 minutos a 1.800 rpm. E1 "pellet" fue lavado con 0.5 ml de me
tanol y los extractos orghnicos llevados a sequedad bajo presibn reduci
da en estufa a 4LOQC. El residuo fue eluido con una mezcla de clorofor-

mo:metanol 2:1 (v:v) y sembrado en placas cromatograficas (silica gel
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60 F6 L Merck) por medio de tubos capilares. Las placas fueron desarro-

5
lladas en cubas cromatogrificas conteniendo 100 ml de la siguiente mez-
cla de solventes: cloroformo:metanol:acido acético:agua 90:9:1:0.65

(viviviv). Junto a las muestras se sembraron testigos de PGF PGE

Vel 2 Y

15-ceto-13, 1b-dihidro-PGF siendo sus Rf: 0.42, 0.61 y 0.82, respecti

2

vemente.

Las placas s- revelaron con &cido fosfomolibdico al 10% en eta-

nol, seguido de calentamiento a 709C durante 30 minutos.

Los segmentas de la placa correspondientes a los Rf de los testi
gos fueron cortados y colocados en viales a los que se les agregbh 10 ml
de 1§quido de centelleo, determinindose también la radicactividad total

de la placa.

Los resultados se expresaron como porcentaje de conversifn de ra

diocactividad totsl.

I1.5 - RADIOCONVERSION DEL ACIDO ARAQUIDONICO

Esta técnica permite estudiar la capacidad de sintesis de PGs

por un tejido aislado.

Los Oteros fueron colocados en solucibn buffer_Krebs a 0BC tras
elimin&rseles todo material graso, Los tejidos fueron pesados utilizén-
dose aproximadamente 200 mg de Gtero, los que luego fueron cortados en

segmantos de alrededor de 2 mm.

Ls mezcla de incubacibn consistib en 1 ug de 4cido araquidbnico-



1“8 (AE 53.9 mCi/mmol, 20 uCi/ml) en 1 ml de solucidn buffer Krebs por
cada 100 mg de tejido hfmedo. Se incubb durante tres horas con agita-
cibn constante a 370C en un bafio termost&tico modelo Dubnoff bajo atmbs

fera de carbbgeno (5% CO, en 02). Se detuvo la reaccibn por el agregado

2
de &cido cftrice 1 M hasta obtenerse un pH de 3-3.5. Se agregb un volu-
men de cloroformo y se dejb en contacto durante 16 horas. Se realizaron
dos extracciones mis con iguales volimenes de cloroformo y los extrac-

tos orghnicos combinados se llevaron a sequedad en estufa bajo presibn

reducida a 40QC.

Se procedif a realizar una cromatografia en placa delgada para
poder separar los metabolitos del &cido araquidbnico formados durante
la incubacibn. Las placas utilizadas fueron Merck DC-Plastikfolien

kieselgel 60 F L Estas placas fueron activadas por calentasmiento a

25
709C durante 30 minutos; los reslduos de las muestras provenientes de
la incubacién fueron elufdos con una mezcla de cloroformo:metancl 2:1
(v:v) y se sembraron mediante tubos capilares. Paralelamente se sembra-

ron testigos auténticos de PGE,, PGF o< ¥ 6-ceto-PGF1,.

2’ 2

La corrida se realizb en cubas conteniendoc aproximadamente 100
ml de una mezcla de solventes consistente en ccetato ae etilo:2, 2, 4-
trimetilpentano:f4cido acético:agua 90:50:20:100 (v:v:v:v). Los testigos
fueron revelados con &cido fosfomolfbdico al 10% en etanol, seguido de
calentamiento a 70Q@C durante 30 minutos. Los Rf obtenidos fueron 0.17,

0.28 y 0.42 para 6-cet0—PGF1“} PGqu:y PGEZ, respectivamente.

Las placas se cortaron en segmentos de 1 cm, se colocaron en via
les y se les agregh 10 ml de l{quido de centelleo. La radioactividad

presente se determinf en un contador de centelleo 1f{quido Beckman LS
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100 C.

Los resultados se expresaron como porcentajes de conversifin de

la radioactividad total de la placa.

II.6 - DETERMINACION DE PROTEINAS

Se realizb por el método de Lowry (170).

II1.7 - ESTADISTICA

Las evaluaciones estad{sticas de los datos fueron efectuadas u-
sando el test t de Student. La diferencia entre medias se considerb sig

nificativa si la p era igual o menor que 0.05.
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III - RESULTADOS
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ITI.1 - ACCION DE DISTINTAS HORMONAS SOBRE LA SINTESIS Y LIBERACION DE

PROSTAGLANDINAS POR EL UTERO AISLADO DE RATA OVARIECTOMIZADA

II11.1.1 Sintesis de prostaglandinas por el (tero aislado de ratas cas-

tradas

Se midieron las PGs sintetizadas y liberadas al medio de incuba
cibn durante 60 minutos desde el (tero aislado de ratas ovariectomiza-
das (OV) sacrificadas 21 dias después de la operacibn. Los resultadas

se expresaron como ng de PG por mg de peso seco del tejido.

Las columnas de la izguierda de la figura 16 expresan los valo-
res de este dosaje. Las oscuras la magnitud de la sintesis de PG tipo
E vy las claras la de PG tipo F. Como se puede gbservar 1la sintesi§ vy 11
beracibn de PG tipo E es significativamente superior (p<0.001) que la

de PG tipo F.

III.1.2 Efecto de diversos estrbgenos

I11.4.2.1 Accidn del 17-beta estradiol

Se estudib el efecto de esta hormona sobre la liberacibn de
PGs 8l medio de incubacibn. Para elloc se administrb intraperitonealmen-
te a los animales el esteroide vehiculizado en agua para la dosis bajs
(0.5 vy 1.0 ug) o en etanol:agua 7:3 (v:v) para la dosis mayor (50 ug).
En esta (Oltima circunstancia los animales controles (OV) fueron tratz-

dos con el mismo volumen de solvente.
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Dosis baja de 17-beta-estradiol: se trath a los animales con una can

tidad "priming" de la hormona (0.5 ug) el primer dfa y 1.0 ug el se-
gundo. Los animales fueron sacrificados 24 horas despubs de la segun

da inyeccibn.

Para comprobar si la cantidad de hormona utilizada tenia efecto
uterotrbfico, se pesaron los {(teros de los animales OV usados como
controles, as{ como los correspondientes a las ratas tratadas con
17-beta-estradiol. Los resultados se pueden observar en el inserto
superior derecho de la figura 16. Los pesos uterino de los animales
estrogenizados fueron significativamente superiores a los de los or-

ganos provenientes de ratas OV.

Se procedib entonces al dosaje de las PGs liberadas al medip en

iguales condiciones que en el punto anterior (III.1.1)

La sintesis y liberaciftn de PG tipo F no se ve afeétada por el
tratamiento estrogfnico realizado. En cambio la PG tipo E liberada
al medio de incubacibn es 2 veces menor en los animales tratados con

17-beta-estradiol.

La relacibn entre PG tipo E a PG tipo F que era de 2.28 en anima

les OV disminuye a8 0.47 con el tratamiento estrogénico.

Dosis farmacolbgica de 17-beta-estradiol: en 1a tabla nro. I se pue-

de 6bservar los valores obtenidos al dosar la sintesis de PGs por
los (teros de animales OV tratados con una dosis farmacolbégica de
17-beta-estradiol (0.5 + S50 ug) como asi tambifn los valores corres-
pondientes a ratas inyectadas con una dosis menor de este estrbgeno

(0.5 + 1.0 ug) v a animales OV que sblo recibieron el vehiculo del
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esteroide.

£l efecto ya mencionado en el punte III.1.2.1. apartado a) con
una dosis baja de 17-beta-estradiol se ve magnificado al ser utiliza
da una dosis mayor de la hormona; o sea la disminucibn en la sinte-
sis de PG tipo E, ya observada es, en este caso, significativamente

superior (p < 0.05).

R diferencia de lo que sucede con una dosis menor de 17-beta-es
tradiol, con 50 ug del esteroide se observb un aumento significativo

en la sintesis y liberacibn de PG tipo F (p < D.01).

I11.1.2.2 Accibn del estriol

Se estudif el efecto de este estercide sobre la sintesis y libg

racion de PGs por el Gtero de ratas OV. Las condiciones experimentales

tanto para la administracibn de la hormona como para el tratamiento de

los animales controles fueron las mismas gue en el caso del 17-beta-es-

tradiol. Los resultados se representan en la tabla nro. II.

a)

b)

Dosis baja de estriol: consistid en la administracibn de 0.5 ug de

estriol el primer dfa y de 1.0 ug del mismo el segundo.

Esta hormona, a la concentracibn indicada, no tuvo ningln efec-
to sobre las PGs liberadas al medic de incubacibn, a pesar de presen
tar efecto uterotrffico como se refleja en el aumento significativo

del peso uterino respecto de los animales 0OV.

Dosis farmacolfigica de estrinl: se administraron 50 ug del esteroide

luego de una primera inyeccibdn de 0.5 ug. Tampoco esta dosis de hor-

mona fue capaz de alterar la sintesis de PGs, pero s{ provoch un au-
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mernto del peso uterino.

I11.1.2.3 Accibfn de estrona

Las condiciones experimentales y las dosis utilizadas son simi-
lares a las sefialadas en los puntos III.1.2.1 y III.1.2.2. Los datos ob

tenidaos se encuentran resumidos en la tabla nro. II.

a) Dosis baja de estrona: se inyectd 1.0 ug de estrona luego de una do-

sis inicial de 0.5 ug. En estas condiciones experimentales, la estro
na no afectd la sintesis de PGs, sin embargo aumentf el peso uterino

demostrando as{ su efecto uterotrofico.

b) Dosis farmacolfigica de estrona: se tratd a los animales con 0.5 ug

de este esteroide el primer dia y 50 ug el segundo, no detectandose

modificaciones en la sintesis de PGs por el (terpo de rata OV.

II1.1.3 Accibn de catecolestrboenos

Seglin algunos investigadores (182, 139) los estrdgenos actua-
rf{an mecdiante sus metabolitos, los catecolestrbgenos, modificando la
s{ntesis de PGs. Por ello se estudif la influencia de los mismos en la
sintesis y liberacibn de PGs por el Otero de rata OV en dos dosis dis-

tintas; (0.5 + 1.0) ug y (0.5 + 50) ug.

Los catecclestrfgenos se vehiculizaron en agua, que contenia &-
cido ascbrbico (1.0 mg/ml) como zntioxidante en el caso de las dosis me
nores (C.5 y 1.0 ug) y en etanol:z2ue 7:3 con la misma concentracibn de

Bcido sscbrbico cuendec se vtiliré 53 ug. Los animales usados compo con-
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troles se inyectaron con igual volumen del vehiculo conteniendo la mis-

ma concentracifn de antioxidante.

Los valores obtenidos en estos cdossjes se expresan en la tabla

nro. 111,

I11.1.2.1 Efecto de 2-hidroxiestradiol

a) Dosis baja: el tratamiento de los animales con (0.5 + 1.0)ug de este

catecolestrégeno no modificd la sintesis de PGs.

b) Dosis farmacolfgica: cuando se utilizaron 50 ug de este catecolestrf

geno en la segunda inyeccifn la sintesis y liberacibn de PG tipo F
no se vib afectada. Sin embargo, los valores obtenidos eﬁ el dosaje

de PG tipo E, fueron significativamente menores (p < 0.05).

I11.,1.3.2 Efecto de 2-hidroxiestrona

Ninguna de las dos dosis utilizadas afectb la sintesis de PGs

por (teros de ratas 0OV.

111.1.3.3 Efecto de 2-hidroxiestriol

Tampoco este catecolestrbgeno fue capaz de modificar la produc-

cibn de PGs por el tejido uterino.

I1I.1.4 Efecto de una dosis {nice de Progesterona sobre un tratamiento

estrogénico

Se ha sugerido gue la progesterona puede antagonizar la accibn
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estrogfnica reduciendo el nlimero de receptores citoplasm&ticos a estrb-
genas. Este fenbmeno se refleja en una disminucibn de la respuesta ute-
rina a los estrbgenos (36)., Por eilo se estudib el efecto de una dosis
{nica de progesterona (2 mg) administrada despufs de la seqgunda dosis

de 1.0 ug de estradiol y se 1o comparb con la accibn del 17-beta-estra-

diol sOlo sobre la sintesis de PGs del {itero de animales OV.

En la figura 17 se puede observar que el efecto del estrbgeno
sobre la sintesis de PG tipo E no se ve afectada por la progesterone,
ya que no existen diferencias significativas entre ambos dosajes. En
cambio a diferencia del tratamiento realizado con solamente 17-beta-es-
tradiol, cuando se administraron en forma combinada estrbgenps vy proges
terona, comprobamos un aumento significativo en la sintesis y lybera-

cibn de PG tipo F que alcanzf a un valor de 9.3 ¥ 1.4 ng/mg peso seco.

III1.1.5 Accibn de la progesteraona

II1.1.5.1 Efecto de una dosis Onica de progesterona:

Es generalmente aceptado que la progesterona, per se, carece de
efecto sobre 1a sintesis de PGs de animales 2V (193, 43), mientras gue
esta hormona ejerce una accién estimulante cuando se la administra en
combinacién a estrbgenos (193, 43). A pesar de esto, se decidif estu-
diar la accibn de progesterona sola en relaci&ﬁ con la sintesis de PGs,
debido a que el efecto observadao en el punto III.1.4 sobre la PG tipo F

no se vib con el tratamiento estrogénico.

En la figura 18 se graficaron los resultados del dosaje de PGs
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producidos por los (tercs de animales OV inyectados con 0.5 ml de acei-
te de man{ y los provenientes de preparaciones aisladas de animales tra
tados con 2 mg de progesterona disueltos en el mismo volumen de vehicu-

lo administracdo a los controles.

Las columnas oscuras muestran que esta hormona no tuvo efecto

sabre la sintesis y liberacién de PG tipo E.

El efecto observadc sobre la PG tipo F, cuanda la progesterona
se administrb junto a estrbgenos, se vif incrementado. La progesterona
aumentbd significativamente la sintesis de PG tipo F y el incremento fue

significativamente superior al sefialado en el punto III.1.4.

II1.1.5.2 Accibn de distintas dosis de progesterona

Se estudiaron los efectos de diversas dosis de progesterona so-
bre la sintesis y liberacifn, durante 60 minutos, de PGs desde el &tero

de rata 0OV.

Los animales se inyectaron con la hormona disuelta en 0.5 ml de
aceite de manf y fueron sacrificedos seis horas despufs. Se procedib

luego de la misma manera que en los casos anterio-es.

La figura 19 muestra la cantidad de PG tipo E sintetizada y li-
berada, luego de 60 minutos, al medio de incubacibn de los Oteros de a-
nimales OV tratados con distintas dosis de progesterona. Como se puede
ohservar la PG tipc € liberada al macdio no difirib del valor con:rol en

ninguno de los casos estudiados.

En la figura 20 se puede cbservar la sintesis y liberacibn de
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PG tipo F. Una dosis de 0.2 mg de progesterona no fue capaz de alterar
los valores de esta PG. Por otro lado la cantidad de PG tipo F liberada
al medioc de incubacibn fue significativamente mayor gque en las contro-
les cuando se trath a los animales con dosis de 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 mg

de progesterona.

La sintesis y liberacifn de PG tipo F en el caso del Gtero de a
nimales tratados con 4.0 mg de esta hormona superf, en m&s de cinco ve-

ces, los valores hallados en controles.

I111.1.5.3 Estudio en el tiempo de la accibn de progesterona

Se exploraron relaciones temporales para el efecto de la proges
terona y para ello se inyectaron a los animales OV una misma dosis de

4,0 mg de esta hormona y se los sacrifich a distintos tiempos.

‘Los resultados obtenidos del dosaje de PGs liberadas por el Gtg
ro de animales tratados fueron comparados con los valores obtenldos de
ratas OV inyectadas con 0.5 ml de aceite de manf{, el vehiculo de la hor

mon3a.

La figura 21 muestrea que en ninguno de los casos la PG tipo E
liberada al medio de incubacibfn fue significativamente distinta del va-

lor control.

En 1a figura 22 se grafica el dosaje de PG tipo F sintetizada
por los (teros de animales OV que recibieron el tratamiento ya citado.
Como puede observarse cuando la progesterona es inyectada sblo quince

minutos antes del sacrificio no es capaz de alterar 1la sintesis de ests
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PG. De todas formas basta una hore desde la inyeccibn de la hormona pa-
ra que &sta aumente la cantidad de PG tipo F preseﬁte en el medio de in
cubacibn (p < 0.01). Resultados similares se obtuvieron cuando los ani-
males fueron sacrificados 2, 4, 6, 12 y 24 horas después de la adminis-

tracibn de progesterona.

I1I1.2 - ACCION DE LA PROGESTERONA SOBRE LA SINTESIS Y LIBERACION DE PGS

POR UTEROS DE ANIMALES OVARIECTOMIZADOS Y SUPRARRENOPRIVOS

Como las suprarrenales de rata secreian considerables cantida-
des de estfﬁgenos (245) y ademfs las ratas DV desarrollan tqﬁores adre-
nocorticales funcionales con actividad estrogénica (234), se estudiﬁ el
efecto de la progesterona en animales OV que sufrieron adgmés la extrac

cibn de sus suprarrenales cinco dfas antes del sacrificio (OV/SR).

Los animales fueron inyectados en forma subcutfnea con 4 mg de
progesterona en aceite de man{ durante dos dias y sacrificados 24 horas
despubs de la segunda dosis de la hormona. Los controles recibieron el

mismo volumen de vehiculo gque los tratados.

En la tabla nro. IV se exponen los datos obtenidos en el dosaje
de PGs sintetizadas y liberadas por el &tero de ratas 0V, OVU/SR y ambas

tratadas con progesterona.

Los animales OV/SR producen mencr cantidad de PGs tanto del ti-

po E (p< 0.001) como F (p < 0.05) respecto de los animales 0OV.

La sintesis y liberacifn de PG tipo E es significativamente ma-
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yor (p< 3.001) que la ce PG tipo F en los animales OV/SR, hecho gue

tambifn se habfs observado en los 0OV (III.1.1).

Cuarnde a las ratas OV/SR se las trata con progesterona la canti
dad de PG tipo £ liberada al medio de incubacibn de sus fteros no es a-
fectada. Sin embargo, la sintesis de PG tipo F se ve incrementada mfs
de ocho veces por el tratamiento hormonal. Este fenbmeno es el mismo que

ocurre cuando se trata con progesterona a los animales 0OV.

III.3 - ACCION DE HORMONAS SEXUALES SOBRE SINTESIS Y LIBERACION DE PROS

TAGLANDINAS POR LOS UTEROS DE ANIMALES PREPUBERES

Otro modelo experimental donde los valores hormonales son muy
bajos, es el de la rata prepliber (51, 160). Es por ello que se utiliza-

ron ademfs este tipo de animales para las presentes investigaciones.

Se dosaron las PGs sintetizadas y liberadas a3l medio de incuba-
cibn durante 60 minutos por cada cuerno uterino y se expresaron como ng

PG por mg de peso seco del tejido.

III.3.1 5intesis de prostaglandinas por los {teros de ratas preplberes

En la parte inferior izquierda de la figura 23 pueden observar-
se los valores de las PGs sintetizadas por el (Otero de animales prepﬁQg

res. En columnas claras la PG tipo F y en las oscuras las de PG tipo E.

Al igual gue en los animales OV y en los OV/SR la sintesis de

PG tipo £ fue significativamente superior que la de PG tipo F (p<0.05).
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II11.3.2 Accibn de la progesterona

Se tratbh a los animales con 1.0 mg de progesterona y se los sa-

crifich 6 horas después.

En la parte inferior central de la figura 23 se observa la mag-

nitud de la produccibn de PGs por estos Oteros.

La cantidad de PG tipo F liberada del Otero al medio de incuba-
cibn es significativamente mayor (p < 0.001) gue la de animales contro-

les, mientras que no se alterf la sintesis y liberacitin de PG tipo E.

Se pone asf de manifiesto el mismo efecto de la progesterona ya

visto en animales OV y en OV/SR.

III.3.3 Accifin del 17-beta-estradiol

Los animales fueron inyectados con 0.5 ug de 17-beta-estradiol

el primer dfa y 1.0 ug el segundo; sacrificéndoSelos 24 horas después.

En la parte inferior derecha de la figura 23 se grafican los va

lores de PGs detectados despufs de este tratamiento.

La concentracibn de PG tipo E es significativamente menor (p <
0.001) que la de los controles mientras que no existen variaciones en

los valores de PG tipo F.

Para saber si esta dosis de estrbfgenos era uterotrbfica, se pe-
saron los Gteros de los animzles controles y tratados. En el inserto su

perior derecho de la figura se expresan los pesos uterinaos hiimedos en
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mg. Puede observarse que los pertenecientes a animales estrogenizados

son significativamente mayores gque los restantes.

III.4 - EFECTO DE HORMONAS SEXUALES SOBRE LA RADIOCONVERSION DEL ACIDD

ARAQUIDONICO POR EL UTERD DE RATA DVARIECTOMIZADA

III.4.1 Perfil de la sf{ntesis de prostaglandinas por el Otero de ratas

ovariectomizadas

Se incubaron {iteros de ratas OV con Scido araquidﬁnicu-1hc para
poner de manifiesto la capacidad de sintesis de PGs por este tejido.
Los resultados se expresaron como porcentaje de conversibn de la radio-

actividad total de la placa.

En la figura 24 se grafican los datos obtenidos en los distin-
tos experimentos de radioconversibn. Las columnas claras expresan los

valores pertenecientes a {teros de rata OV.

El porcentaje de conversifn mis alto (p  0.05) es hacia 6-ceto
—PGF1I, metabolito de la PGIZ, o sea &sta seria la principal PG sintetl

zada por el Gtero de rata OV.

Adem&s la conversibn hacia PGE, es significativamente mayor

(p < 0.05) que hacia PGF hecho que coincide con los valores de sinte

2“!
sis y liberacifin de estas PGs en este modelo experimental.

III.4.2 Efecto de la progesterona
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Los animales OV se inyectaron, durante cos dias, con 4 mg de
progesterona y fueron sacrificados 24 horas después de la segunda inyec

cion de esta hormona.

gn la figura 24 las columnas rayadas son las correspondientes &

este tratamiento. Se puede observar que la conversion a 6-ceto-PGF,  es

1
té& significativamente disminufda (pe¢ 0.001). En cambio no se detectb

influencia sobre la PGE,. La administracifin de progesterona aumentb sig

2
nificativamente la cantidad de &cido araquidﬁnico—1uc metabolizado a
PGFZu:por el ftero de rata OV. Esto también coincide con lo hallado al
dosar las PGs liberadas al medio por Gteros de snimales tratados con es

ta hormaona.

La conversibn a PEFax.fue significativamente mayor (p < 0.01)

que a 6-ceto-PGF1df

III.4.,3 Efecto del 17-beta-estradiol

Los animales 0OV fueron inyectados con 0.5 ug de 17-beta-estra-
diol el primer dfa y con 1.0 ug el segundo, siendo sacrificados 24 ho-

ras mis tarde.

Las columnas oscuras de la figura 24 son las que representan el
porcentaje de conversibn correspondiente a los Gteros de animales estro

genizados.

Al igual que con el tratamiento con progesterona la conversion
a 6—ceto-PGF1d:fue significativamente menor (p < 0.001) que en los con-

troles.
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El porcentaje de conversibn a PGF,_,_ no se modifich y en camtio

2
hubo una disminucitn significativa (p < 0.02) de la cantidad de precur-

sor transformada en PEEZ.

III.5 - ACTIVIDAD DE LA ENZIMA 9-CETG-REDUCTASA

III.5.1 Conversibn de 3H-PGE,.,,por {teros de ratas pvariectomizadas

En la parte izguierda de la figura 25 se representan los valo-

res de conversibfn de 3H-F‘GE

o POT Gteros de ratas OV.

Se midieron los porcentajes de conversibn a PGFZQ:(columnas ra-~
yadas) y a su metabolito (13,1h-dihidro-15-ceto-PGF2u9 (columnas oscu-
ras). Ninguno de los dos valores son significativos; por lo tanto no e-
xistib conversibn de la PGE, por el Gtero de ratas OV.

2

III1.5.2 Conversibn de 3H-PGE,.Lpor Oteros de ratas en estro

En la parte derecha de la figura 25 se grafican los porcentajes

de cpnversifin de 1la 3H-PGE2 por Uteros de ratas en estro natural.

La columna rayada gque representa el porcentaje de PGFZO(alcanza

un valor de 28 y la conversibn al metabolito es de casi 7%.

Cuando se incubb 3H-PGE con homogenato calentado a 100QC duran

2

te 2 minutos la conversibn no superb el 3%. Lo mismo sucedib cuando se

utilizb buffer en vez de homogenato.
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Fig. nro. 25: Conversifn de la ~H-PGE, por el
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I111.5.3 fccibn de hormonas sexuales sobre la conversibn de 3H-PGEn por
-

{teros de ratas ovariectomizadas

II1.5.3.1 Accibn de la progesterona

Se trataron los animales con 4 mg de progesterona por dfa du-
rante dos dias y fueron sacrificados 24 horas desplies de la segunda in-

yeccibn.

Se incubb la PG tritiada con homogenatos de (tero durante dis
tintos tiempos (0, 5, 30 y 60 minutos) y se compararon los valores obte

nidos con los de ratas 0OV.

Las columnas oscuras de la figura 26 se representan los yalo-
res de conversibn a PGcm(y en 1a figura 27 la conversibn a 13, 14-dihi

dro-15-~ceto-PGF

2¢C

En ninglin caso estos datos fueron significativamente distin-
tos de los obtenidos con ratas OV ni de sus propios valores de tiempo

cero.

I11.5.3.2 Efecto del 17-beta-estradiol

a) Dosis baja: se inyectaron ratas OV con 0.5 ug de 17-beta-estradiol
el primer df{a y con 1.0 ug el segundo, siendo sacrificados al dias si

guiente.

Las columnas rayadas de la figura 26 y 27 representan los por

centajes ce conversibn a PGFZx:y a su metabolito, respectivamente.

Tal como se indicbhb en el punto III.5.3.1 no existen diferen-
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cias significativas en ninguno ce los casos con respecto 2@ los por-

centajes de conversibn en {teros c¢e rat

[\l

g OV ni ¢ su valor de tiempo

CETO.

Dosis farmacolbgica: se administraron a los snimeles 0.5 ug de 17-be

ta-estraciol el primer dfa y 50 ug en el segundo, realizfndose la ex

periencia 24 horas después de esta inyeccibn.

Las columnas con puntos son las gue indican los valores obteni-

dos en la conversibn de JH-PGEZ

PGFZK' Los porcentajes a los cinco minutos de incubscibn, no difie-

ren significativamente de los valores controles.

a PGFZ(KV a 13, 1L-dihidro-15-ceto-

AR los treinta minutos de incubacibn tanto la conversidn a PGF 50
como a su metabolito son significativamente mayores (p < 0.01) que

los valores obtenidos con ratas 0OV.

Cuando se cumplen sesenta minutos de incubacibn los porcentajes

obtenidos de PGon(y 13, 1L-dihidro-15-ceto-PGF o SOn significativa-

2
mente mayores (p < 0.001) gue los controles y también que los valo-

res registrados a los treinta minutos de incubacifn (p < 0.05).

I111.6 - METABOLISMO DE LAS PROSTAGLANDINAS POR EL UTERO DE RATA OVARIEC

TOMIZADA. INFLUENCIA HORMONAL

I1I.6.1 Actividad de la 15-hidroxiprostanlandindeshidrogenasa en el (te

ro de rata overiectomizaca

En las cclumnas claras de las figures 25 y 2° se puede observar
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la activicdeacd de la 15-hicroxi-PG-deshidrogenasa para PGoncV PGEZ del
Otero de rata CV. Dicha actividad se exnresb comc unidades enzimfticas

por mg ce proteirna.

tn el caso d= la PGonCEl valor slcanzado fue de 37 ¥ 1 unida-

des por mg de proteina y no difiere segnificativamente del de la PGE2

(35 ¥ u).

I1I1.6.2 Accibn de la progesterona

Se trataron los animales OV con &4 mg de progesterona por dia du
rante dos dias y fueron sacrificados 24 horas despufs de la segunda in-

yeccibn.

Las columnas oscuras de las figuras 28 y 29 expresan la activi-
dad. de esta enzima en el (Otero de animales inyectados con progesterona.
Los valores obtenidos para ambas PGs no difirieron significativamente
de los controles. Tampoco existieron diferencias significativas entre
la actividad de la enzima para ambos sustratos en este modelé experimen

tal.

II1.6.3 Accibn del 17-beta-estradiol

a) Dosis baja: los animales OV fueron inyectados intraperitonealmente
con 0.5 ug de 17-beta-estradiol el primer c¢fa y 1.0 ug el segundo.

Se lo sacrifich 24 horas después.

Las columnas rayadas son las que indican ls actividad de la en-

zima en el ftero de los animales estrogenizados.
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Ls actividad enzimbtica no €ifirib del valor control cuando se
usb como sustrato la FGFZK' En camaio existib un aumento significati
vo (p < 0.05) respecto del obtenido con ratas OV cuando la enzima ag

tub sobre PGEZ.

Ademfs, la activicad enzimltica cuando el sustrato fue PGE, re-

2

sultb significativamente mayor (p < 0.01) gue cuando se utilizh
PGFZaf

Dosis farmacolBgica: el tratamiento consistif en la administracibn

de 0.5 ug de 17-beta-estradiol el primer dfa y 50 ug el segundo. Nue

vamente se sacrificaron los animales el tercer dia.

Las columnas con puntos representan los valores obtenidos en es

te modelo.

Tanto cuando se usbh como sustrato FBE2 como PGquzla actividad
enzimbtica aumenth significativamente (p < 0.05 y p < 0.001 respecti
vamente) respecto de 1o encontrado en animales OV. No existieron di-

ferencias significativas cuando se usb una u otra PG.
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IV - DISCUSION




- 102 -

" El papel de las PGs uterinas en distintss funciones reproducti-

vas ha sido largamente estudiado.

La PGFZa(ha sido identificada como la luteolisina uterina en 1la
maybria de las especies (214, 107, 45, 176, 236) incluyendo la humana

(212).

Adem&s, las PGs, especialmente la PGE serian las responsables

2’
de buena parte de la motilidad uterinma (85, 95).

Por otro lado, la produccidn uterina de PGs se hs correlacionado
con aumento en los niveles de estrbgenos y/o con la disminucibn en los

de progesterona, al final del ciclo estral de la oveja (39) y en la ter

minacibn de la prefiez de la rata (151).

La administracifn de estrbégenos y progesterona a2 ovejas (39), co
bayos (30), ratones (237) y ratas (43) altera la sintesis uterina de

PGs.

R pesar de los numeroscs estudios en este campo no se ha especi-
ficado la funcibn exacta de las hormonas ovBricas en la produccibn de

PGs por el QOtero.

El aobjeto de este estudio fue determinar el papel de las hormo-
nas sexuales en la sintesis y metabolismo de las PGs uterinas y su posi

ble lugar de accibn.

El primer modelo experimental utilizedo fue el de la rata ova-
riectomizada durante 21 dfas (OV) situacifn que se provoch para excluir

los efectos de los esteroides ovlricos ercbgenos.
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Se midieron las PGs sintetizadas y liberadas, durante sesenta mi
nutos, por el {teroc aislado de rata OV. La cantidad de PG tipo € libera
da al medio de incubacibén fue significativemante superior a la de PG ti
po F y este resultado confirmb hallazgos asnteriores de otros investiga-

dores y de nuestro laboratorio (14€,95).

La PG tipo E liberada por el 0teroc de rata OV es significativa-
mente mayor gque la observada en iguales condiciones experimentales en
estro natural (85), mientras que no existen diferencias significativas
en cuanto a8 la PG tipo F (85). Estos detos coinciden con los obtenidos
por Thaler Dao y colaboradores (268) trabajando con homogenato de f{itero

de ratas 0OV.

Como los bajos niveles de PG tipo E observados en los animales
en estro natural podrf{an deberse a una accibn inhibitoria de los estrb-
genos, se estudib en primer término el efecto del 17-beta-estradiol so-
bre la generacién de PGs. Los animales tratados con 0.5 + 1.0 ug (III.
1.2.1 apartado a)) de este esteroide, mostraron el esperado efecto ute-
rotrb6fico, reflejado en un aumento dol peso uterino. En cuanto a la sig
tesis de PGs, pudimos ver una disminucibn en la de PG tipo E siendo és-
ta dos veces menor que en lps animales OV, mientras que no se vib afec-
tada 1la de PG-tipn F. Existe as{ una alteracibn en la relacibn PG tipo
E a PG tipo F que de 2.28 en las ratas OV disminuyb a 0.47 con el trata

miento estrogénico.

La accibn inhibitoria del 17-beta-estradiol sobre la liberacibn
de PG tipo E fue alin m8s marcada cuando se utilizB una dosis de 50 ug

de este esteroide (III.1.2.1 apartado b)). Ademfs con esta canticad de
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estrbgeno se observb un aumento significativo en la cantidad de PG tipo
F liberada al medic de incubacifn; llevando ls relacibn PG tipo E a PG

tipo F a un valor ce 3J.09.

Para verificar si esta accibn del 17-beta-estradiol sobre la sin
tesis de PGs era compartida por otros estrbgenos se tratd a los anima-
les OV con estrona y estriol, a las dos mismas dosis que las utilizadas
para el estradiol. Se verifich tambifn en estos casos la accibn utero-
trb6fica de estas hormonas por medic del peso uterino. A pesar de obser-
varse en estas situaciones el efecto citado, no hubo alteraciones en la

s{ntesis y liberacibn de PGs al medio de incubacibn.

La evidencia experimental obtenida agui, sugiere al igual que 13
de otros trabajos (43, 146), gue el 17-beta-estradiol estarfa implicadn
en la regulacibn de la sintesis de PGs por el Gtero. E1 mecanismo por

gl cual sucede dicho fenfmeno no estf aclzradao.

Existen muy pocos ejemplos de estimulacibn ce la prodgccién de
PGs uterinas in vitro por estradiol. Ademfs, en el cobayo, aln dosis
farmacolbgicas de estradiol son practicamente inefectivas para estimu-
lar la generacifn de PGs por homogenatos ce Gtero (193), suglriendo que
el metabolismo del estradiol in vivo podria participar en la regulacibn
.de la sintesis de PGs. Castracane y Jordan (LL4) cemostraron que la moci
ficacibn de 1a sintesis de PGs por el esstradiol observada en Gteros OV
no era afectada ni por inhibidores de sintssis proteica coma la actino-
micina D o la cicloheximida ni tampoco sor un antiestrbgeno como el
MER-25 en concentraciones que es conccido que Slogueaban el aumento de

peso uterino producicc por el estraciol.
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- Todos estos datos sugieren que el mecanismo de accibn del estra-
diol no seguirfa la via clfsica de los eventos mediados por activacibn

cel receptor.

Es conocido que los estrbgenas son convertidos en metsbolitos i-
nestables tipo catecol en distintos firganos como el hipotflamo (14), el
higado (178) y la hipbfisis (178); y estos compuestos han demostrado un
gran espectro de accifn (178). E1 metabolismo de los estrbgenos podria
ser una parte integral de su mecanismo de accibn y no simplemente una
forma de inactivacibn. La configuracibn de los catecolestrbgenocs se pa-
rece a la de las catecolaminas, compuestos conocidos como estimuladores
de la sintesis de PGs uterinas (131). El1 2-hidroxiestradiol tiene el

mismo efecto gue el estradiol, disminuyendo la liberacibn de PGI,, por

2
células endoteliales normales y estimuladas con bradiquinina (196). En
homogenatos de Gtero de rata, el 2-hidroxiestradiol produjo una estimu-

lacibn dosis dependiente de la sintesis de PGancy PGE2 (139).

Por todo lo dicho parece posible que los metabolitos tipo cate-
col de los estrfigenos estén implicados en la regulacibn de la sintesis
de PGs por el {tero de rata. Es por ello gue se estudib el efecto de
distintos catescalestrfBgenos en la produccibn de PGs por el {tero de ra-
ta OV. De los compuestos ensayados sblo el 2-hidroxiestradiol fue capaz
de modificar las PGs del {tero, disminuyendo la cantidad de PG tipo E
liberada al medio de incubacibn, cuando se lo administrb en una dosis
de 0.5 + 50 ug. Siendo gue el 17-beta-estradiol fue el Gnico estrbgeno
que tuvo efecto sobre la sintesis de PGs, y gue su metabolito muestra
una actividad coincidente, nos llevarfz a sugerir que, al meneos en par-

te, la accifn in vivo del estradiol sobre la produccibn de PGs podria
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estar ‘mediada por una ccnversibn previa a catecolestrbgenos.

Se ha sugerido que la progesterona antegoniza y redirige la habi
lidad de las células uterinas para responder al estradiol por una dismi
nucibn de la cantidad de receptores citoplasmiticos para esta hormona.
Dicha reduccibn de los réceptorés citoplasmiticos provoca una disminu-
cién en el nlmero de complejns hormona-receptor translocado al nicleo y
retenido en &l. Es asi que la capacidad de los estrfgenos de aumentar
el crecimiento uterino est& disminufda.(54, 130). Como estas interaccig
nes pueden ocurrir durante el ciclo estral de la rata, probablemente
constituvan un mecanismo de control bfAsico por el cual el tracto repro-

ductivo se transforme en cada ciclo.

Para sustanclar esta sugerenclia, a los animales gue recibieron
el tratamiento con 17-beta-estradiol (0.5 + 1.0 ug) se los inyectb ade-
més con 2 mg de progesterona y se estudidron las PGs libéradas al medio
de incubacibn. La progesterona no afectb la accibn estrogénica sobre la
s{ntesis de PG tipo E. Sin embargo la administracibn de progesterona
luego de un tratamiento con estrbfgenos, mostrd un aumento significativo
en la sintesis y liberacifin de PG tipo F gue sbBlo se habfa observado

con una dosis farmacolbgica (50 ug) de 17-beta-estradiol.

Son varios los autores que proponen la necesidad de un pretrata-
miento con progesterona para la accibn estrogénica (43, 193) y suponen
gue como las suprarrenales de los animales OV producen progesteraona en
cantidades importantes (228, 245) el estrbgeno estarf{a actuando sobre
animales con un cierto tenor de progesterona. Adem@3s cuando se pretrata

a8 las ratas con esta hormona los efectos cdel 17-bets-estradiol se ven



- 107 -

potenciados (43). Gtros investigacorss pbservan ademas un blogqueo de la

accibn cel estradiol cuando tambifn se suministra progesterona (146).

La mayorfs de estos autores sostienen gque la progesterona carece
de accibn "per se" sobre la sintesis de PGs (43, 193), perc como se ob-
servb que con la.administraciﬁn de ambzs hormonas existe una accibn so-
bre la PG tipo F gue no se habfa puesto de manifiesto con el primer tra
tamiento estrogfnico, se estudif el efecto de la progesterona sin admi-

nistrar estrbgenos.

Una sola dosis de 2 mg de progesterona produjo un aumento signi-
ficativo en la sintesis y liberacibn de PG tipo F sin afectar la de PG
tipo E. Estos resultados sugiefen que la progesterona ejerceria su efec
to sobre la sfintesis de PGs uterinas aumentando la produccibn de PG ti-
pa F. Parecif entonces de interfs estudiar si este efecto ocurria cuan-
do se utilizaban dosis menores del citado esteroide. Se realizé una cur
va dosis-respuesta para progesterona, observindose gue con 0.5 mg de la
misma se aumentaban la sintesis y liberacifn de PG tipo F. Esto signifi
cari{a gque el efecto de la progesterona sobre las PGs sintetizadas por
el Otero de rata OV no es farmacolbgico, porque la dosis de 0.5 mg esté
generalmente aceptada como propia dentro de los rangos fisiolbgicos de
esta hormona (130, 247). En todo el rango de concentraciones de proges-
terona utilizado en el estudio de dosis-respuesta no fue afectada la

s{ntesis y liberacibn de PG tipo E.

Tambifn se observb gue el periodo de latencia necesaric para que
se evidenciara la accibdn de la progesterona sobre la sintesis de PGs es

relativamente corto, puesto que bastb una hora luego de la inyeccibn pa
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ra qué ella produjera su efecto. Sin embargo 15 minutos no fueron sufi-

cientes para gque se alterara la proouccidn de PGs por el tejido uterino.

Los trabajos de Shaik y colaboradores (247) muestran que las su-
prarrenales de las ratas producen grandes cantidades de estrbgenos con
valores similares a los obtenidos en el plasma de la vena ovérica. Ade-
més los animales OV desarrollan frecuentemente tumores adrenocorticales
funcionales con actividad estrogénica (234). Por todo esto no se puede
decir gue se est8 trabajando con snimales libres de la influencia estro
génica. Un modelo experimental {til para deslindar los efectos de los
estrfgenos es el de la rata OV durante 20 dias a las cuales se les ex-

trae ademfs las suprarrenales cinco dias antes del sacrificio. (OV/SR).

La sintesis y liberacibn de PGs por los {iteros de los animales
OV/SR es significativamente menor que la de los animales meramente OV;
pero la relacifin entre PG tipo E a PG tipo F no ésté alterada. La dismi
nucifin ce los valores basales de PGs por la suprarrenalectom{a no est$
totalmente clara pero probablemente pueda adjudicarse a la falta de es-

teroides y catecolaminas de origen adrenal.

Cuando los animales OV/SR son tratados con progesterona se produ
ce un aumento de mbs de ocho veces en la cantidad de PG tipo F sinteti-
zada y liberada-al medio de incubacion sin alterarse la de PG tipo E; o
sea se repite el efecto observado en animales OV. Esto sugiere que la
progesterona per se, sin ninguna influencia estrogénica, es capaz de al

terar la sfntesis de PGs uterinas.

5in embargo, psrecib de irterfs adicional realizar exploraciones

en otro modelo experimental donde el Gtero se encuentre bajo la minima
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influencie hermonal como es el caso de los animales prepliberes de 25

dias de vida.

Al igual que en los modelos anteriores (OV y OV/SR) la produc-
cibn de PG tipo E por el Gtero preplber fue significativamente mayor
gque la de PG tipo F. Cuando estos animales son tratados con progestero-
na observamos un aumento significativo en la sintesis de PG tipo F sin
registrarse variaciones en la de PG tipo . Por otro lado, la adminis-
tracibn de 17-betz-estradiol a las ratas preplberes de 25 dfas mostrb
el efecto ya observado en animales OV; esto es una disminucifn en la
sintesis y liberacibn de PG tipo E sin cambics en la de PG tipo F. En
sintesis, tambifn en este modelo se repiten los efectos de -los esteroi-

des estudiados.

Vista ya la accibn de los esteroides sobre la sintesis de PGs u-
terinas, parecib razonable e interesante estudiar en gué lugar de la

cascada del Acido araquidbnico ejercen su efecto.

Generalmente se considera que los niveles de PGs en los tejidos
estbn regulados por la disponibilidad de los &cidos grasos precurscres
de las mismas. De acuerdo con este concepto las enzimas encargadas de
la sintesis de PGs se consideran activadas al méximo y su generacibn se
inicia inmediatamente después de la liberacibn de &cidos grasos de los
fosfolipidos o ésteres de la membrana. La evidencia gue ello es cierto
en numerosos sistemas la da el hecho gque en muchos tejidos la adicifn
de Scido araguidbnico in vitro causa un aumento en loé niveles de PGs
(145) y que en algunos casos el agregado de 5cido araquidbnico dispara

respuestas normalmente iducidas por FGs (248)
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De todas formas en tejidos como el Gtero, gue parece programado
para producir PGs especificas cuando ello se requiere, deben existir,
necesariamente, alteraciones en las enzimas implicadas en la sintesis
de PGs. Aungue no conocemos razones para cuestionar que la liberacibfn
de los precursores es critica para 1a sintesis de PGs, es dificil expli
car las alteraciones en la relacibn PGF a PGE solamente por la disponi-
bilidad de sustrato. Por otra parte si uno acepta la premisa que la PGE
y la PGF tienen funciones distintas en el tracto reproductivo, debe ha-
ber otros mecanismos par los cuales est& regulada la sintesis de PGs es

pec{ficas.

Para tener una idea general del perfil de las PGs sintetizadas
por el (teroc de rata OV se explorb la radioconversibn del 4cido aragui-
d6nico-1hC por este tejido. Cuantitativamente hablando el principal me-
tabolito sintetizado por el Gtero de rata OV a partir del &cido aragui-
d6nico-1hC fue la PGIZ, valorada en base a la aparicibn de 6-ceto-

PGF, . La produccibfn de una sustancia tipo PGI

%< 2
trio y en la decidua irncubados a temperatura ambiente, obtenidos de ra-

fue hallada en el miome

tas pseudoprefiadas (290) as{ como también en el (tero humano prefiado

(205). La sintesis de PGI, ha sido igualmente demostrada por medicibn

2
de su metabolito (205, 268) y por bioensayo de accibn antiagregante
(269, 85) en (teros de ratas OV y en diversos perfodos del ciclo estral

natural.

El porcentaje de conversibn e PGE2 fue significativamente mayor
qQue a PGFZx' coincidiendo ello con los resultados obtenidos en la sIntg

sis y liberacibn de PGs por el (tero aislado.



- 11 -

El tratamiento de los animales OV con progesterona mostrd que sl
principal metabolito sintetizado era 1la PGFZaf La conversibn haciz esta
PG fue significativamente mayor que la del Gtero proveniente de ratas
0v, confirmbndose lo observado en la sf{ntesis y liberacifn de PGs por
dicho tejido. Tambifén coincide con ello la no variacibfn en el porcenta-

je de PGE La administracibn de progesterona dio como resultado una

2.

disminucibn en el porcentaje de 6-ceto-PGF o formada. Trabajos realizs-

1
dos con Qteros aislados de rata OV, incubados en buffer Krebs Ringer Bi
carbonato libre de calcio, donde se midid la produccidn de PGI, por su

accibn antiagregante, también mostraron un efecto inhibitorio de la pro

gesterona sobre la sfntesis de PGI2 (52).

Cuando se administrb 17-beta-estradiol (0.5 + 1.0 ug) a las ra-

tas OV, el porcentaje de conversibn a PGF, _no se vib afectado mientras

2

que disminuyeron los correspondientes a PGE, vy PGIZ. Los.- datos obteni-

2
dos para PGoncV para PGE2 son coincidentes con los de los valores de

su sintesis y liberacion. La disminucibn de la sintesis de PFEI2 por es-
trogenos en (Otero de ratas fue descripta previamente (92, 268). Adem3s
una accibn inhibitoria de los estrdgenos sobre la s{ntesis de PGI2 tem-

bién se detectd en otros tejidos como la sorta abdominal (217) y el pul

mbn (171).

En algunos tejidos las hormonas ovaricas actfan sobre la ciclo-
oxigenasa, primera enzima del camino biosintético del Acido araquiddni-
co. Por ejemplo la F‘GI2 liberada por células en cultivo de méscule liso
de aorta de rata (47) estf aumentada por el estradiol debido a la sinte

sis de novo de ciclooxigenasa.
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En nuestro sistema, el 17-beta-estradiol, a dosis baja, disminu-
ye tanto la sintesis de PGE2 compo la de F'ISI2 sin afectar la de PGFZx'
Ello indicar{a que el estradiol podrfa ejercer su efecto a nivel de ci-
clooxigenasa inhibiendo los dos principales metabolitos del &cido ara-
quidbnico en fitero de rata OV. Aungue, como los niveles de PGFZa:nu se
ven afectados, serfa més probable una accibn inhibitoria sobre la endo-
perbxido isomerasa y la P512 sintetasa. Por otro lado cuando se trata a
los animales OV con una dosis mayor de este esteroide documentamos un
aumento en la cantidad de PG- tipo F concomitantemente con una disminu-
cibn, aldn mh&s importante, de la PE tipo E. Este resultado descartarfa u
na accibn sobre la enzima citlooxigenasa ya que &sta es comin para la
bios{ntesis de ambas PGs. Ahora bien, el estradiol, en alta concentra-

cién, podrfs activar la PGF sintetasa e inhibir la endoperbxido isomera

sa y la PGI2 sintetasa.

Wlodaware y colaboradores (296) muestran en homogenatos de Gte-

ros de cobayo que el 17-beta-estradiocl favorece la conversifn de PGH2 a

5 ° D sea, e

llos proponen como sitio de sccibn del estrbgeno a una posible endoperg

PGF a:y que, en esas condiciones, no existe reduccibfn de PGE

xido reductasa; enzima cuya existencia tambifn sugieren en el Gtero de

vaca (296).

Existe, sin embargo, la posibilidad que el 17-beta-estradiol ac-

tuara en la conversidn de PGE, a PGFZ«' proceso catalizado por la 9-ce-

2
to-reductasa. Aunque esta enzima no ba sido descripta en Otero de rats,

fue de interfs estudiar su posible existencia.

La incubacibn de 3H-PGE2 en presencia de NADPH con homogenatos
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de Gtero, mostrb la aparicibn, dependiente del tiempo, de productos tri

tiados como PGan:V 13, 1&-dihidrc-15—ceto-PGF2occuando los animales se

trataron con 50 ug de 17-beta-estradiol. Ni la progesterona ni una do-
sis baja (1.0 ug) de estradiol, fueron capaces de poner en evidencia es

ta conversibn. Ha sido demostrado gue la PGF es metabolizada por el

2¢cC

tejido uterino in vitro principalmente hacia 13, 14-dihidro-15-ceto-
PGFZa:(S); y por esta razbdn parece vAlido suponer que la 13, 14-dihidro

15—ceto-PGF2d:hallada al incubar 3H-PBE con homogenatos de Otero, pro-

2

viene de 3H-PGqu:formada por la accibn previa de la 9-ceto-reductasa.

La existencia de esta enzima en el (tero puede explicar el aumen

to de PGonccon disminucibn de 1la PGE2

tas concentraciones de estradiol; ya que la PGF

en animales OV tratados con al-

2cczzlumF_'n'l:arﬁ'.a a expensas

de la conversibn de PGEz.

Los datos de la produccibn de PGs uterinas mostraron que la PGE2
liberada por ratas OV era mayor que la de animales en estro natural. La

incubacibn de 3H-PGE2 con homogenatos de (Oteros de ratas en -estro mos-

trb una conversibn de casi el 30% a PGoncV de un 7% a su metabolita.

En otras palabras en los animales que cumplen con el ciclo estral natu-
ral, en condiciones de méxima influencia estrogénica, se pone d: mani-
fiesto un mecanismo altamente especializado de conversifn ‘de PGE2 en

PGFZaf

Los resultados de radioconversibn al igual que los de produccibn
de PGs por el {tero aislado provenientes de animales inyectados con pro

gesterona, muestran un aumento en los niveles de PGF ocsin existir cam-

2

bios en la de PGE,. Se observb ademfs, que el porcenteje de conversibn
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a S-Céto-PGF«x, como reflejo de la produccifn de PGI., estd disminuido

2
por la progesterona. El marcadc incremento de la PGan:luego del trata-

miento con progesterona, sin gue se altere la P552 y ascompafado por una

disminucibn de 1a P512 no puede adjudicarse a una mayor actividad de la

ciclooxigenasa porque el efecto sobre los otros productos de la enzima

son opuestos. Es asi que, 1a cantidad de PGF a:sintetizada por un teji-

2
do puede incrementarse por dos pasos biosintfticos; ya sea por una acti

vacibn de la 9-ceto-reductasa o por un aumento del mecanismo que con-

vierte al PGH2 en PGan, posiblemente la erdoperfxido reductasa. El tra

tamiento de los animales OV con progesterona no dib como resultado la a

paricibn de PGF octritiada ni de su metabolitos cuando se incubaron los

2
homogenatos de {tero con 3H-PGE2. Ya que no existib dicha conversibn,

ni tampoco los niveles de PGE, se vieron disminufdos por esta hormona,

2
podemos descartar un efecto sobre la 9-ceto-reductasa,

Todo lo dicho lleva a suponer gue la progesterona actuaria sobre

la conversifn de PGH, a PGF,. . Este mecanismo hasta ahora no habia sido

2 20c
descripto en (tero de rata, pero s{ en cambio en el cobayo y la vaca
(296). En estos sistemas la conversibn de 3H-PGH2 a 3H-PGFau:es inhibi-

ble por p-hidroxi-mercuribenzoato, cosa que ha llevado a sunoner la posi

ble existencia de un compuesto catalizador con grupos sulfhidrilos.

Estos resultados tienden a sugerir la existencia de un mecanismo

altamente especializado que cataliza 1a formacibn de PGF a partir de

20C

F‘GH2 en el ftero de rata y ademhs dicho proceso estaria activado por la

progesterona.

El efecto de la progesterona sobre la sintesis de PGoncha sido
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observado en el Gtero de oveja, Harrison y colaboradores (119) mostra-
ron que la composicidn guimica del fluido uvterino durante la preiiez,
condicibn de dominancia proogesterfnica, tenia una gran concentracibn de
PGFZaf Posteriormente, cuando se inyectd progesterona a ovejas no prefia
das y se estudib el fluido uterino pudo comprobarse que la concentra-
cibn de PGde:estéba muy incrementada (B8) y no asi la de PGE, ni la de

6-cetn-PGF1:.

Por otro lado la disminucibn del porcentaje de 6—cetu-PGF1a:cau—
sada por la progesterona podria deberse a una apcibn de la hormona so-
bre la P612 sintetasa, pero debemos recordar que los Gteros de animales
OV usados en el estudio de radioconversifn se encuentran bajo influen-
cia de los estrfgenos de la suprarrenal (245, 234). En otros términos
los resultados podrian deberse a una accidn de la progesterona sobre un
tejido previamente influido por los estrogenos. E1 tratamiento de anima

les OV con ambas hormonas produjo una disminucibn de la PGI., medida por

2
su accibn antiagregante (92). Estos datos de radioconversibn no pueden
descartar un efecto conjunto de ambas hormonas sobre la P512 sintetasa,
pero s{ muestran gue el efecto estrogénico inhibitorio de esta enzima

no es bloqueado por progesterona y gque probablemente la hormona también

inhiba la actividad enzimatica.

La requlacifon de los niveles de PGs liberadas por un determinaco
tejido estf ciertamente controlado por la sintesis de estos compuestos
pero tambi&n por el metabolismo de los mismas, Cuando evaluamos la can-
tidad de PGs liberadas al medio de incubacifn por el Otero aislado, es-
to es el resultado de dos procesos con consecuericlas totalmente opues-

tes, 1la sirtesis que aumenta dicha cantidad y el metabolismo que la dis
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minuye.

La 15-hidroxi-PG ceshidrogenasa, primera enzima metabolizante de
las PGs, es una proteina de vid; corta y su volocidad de recambio esté
regulada por distintos compuestos (27). En placenta humana se ha des-
cripto una inhibicibn de esta enzima por estrfigenos y progesterona
(269, 2u44) mientras que en el {tero y el oviducto de conejo la progeste

rona sumenta el metabolismo de la PGE, y la PGFZa:sin que ello sea afec

2
tado por el estradiol (32).

En razbn de todo lo gque antecede se decidib estudiar la activi-
dad de la.15-hidroxi-PG deshidrogenasa en el {itero de rata OV y su posi

ble modificacidn por los esteroides ovéricos.

El1 Gtero de rata OV mostrb tener la citada actividad enzimética
sin que se presentaran diferencias para embos sustratos. La progestero-
na no fue capaz de modificar dicha actividad. Cuando los animales fue-
ron tratados con (0.5 + 1.0) ug de 17-beta-estradiol aumentb la activi-
hecho que sucedib

dad de la enzima para PGE_, sin alterarse para PGF

2 2o<’
con una concentracibn mayor (50 ug) del esteroide.

El hecho gue una dosis baje de estradiol muestre activldades cis
tintas de la 15-hidroxi-PG deshidroger3sa dependienda ello de si el sus
trato es PGE2 o PGqu:sugiere la posibilidad de que existan dos enzimas
responsables del metabolismo de las PGs.

Un hecho es{ tiene algunos precedentes ya que Lee y colaborado-
res (159) mostraron varias formas oe la enzima en numerosos tejidos, y

en (tero de rata pseudoprefiada la progesterona y los estrbgenos tienen
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efectos distintos sobre esta enzims segin cual sea el sustrato (6).

Una dosis alta de estradicl sumentd la actividad de la 15-hidro-
xi-PG deshidrogenasa para ambas PGs. Esta hormona ya habf{a mostrado un
efecto estimulante sobre el metabolismo ce la PGFZ“:ya gue en la medi-
cibn de la actividad de la 9-ceto-reductasa, el tratamiento de los ani-
males OV con el esteroide mostrf una aparicibn, tiempo dependiente, del

4

metabolito 13, 1b-dihidro-15-ceto-PGF2m.

El tratamiento de los animales OV con 17-beta-estradiol en cual-
quiera de las dosis usadas, dif como resultado una disminucifn en la
cantidad de PG tipo E liberada al medio de incubacibn. Como el metabo-
lismo de esta PG est& aumentado por el estradiol, ello seria otra de
las posibles causas de la menor concentracifn de PG tipo E hallada en

los animales estrogenizados.

En cambio, el aumento de PG tipo F con el tratamiento con proges
terona no se puede asociar a un reducido metabolismo de la PG porque es

hormona carece de efecto sobre el mismg.

POSIBLE IMPLICANCIA FISIOLOGICA DE ESTE ESTUDIO

[}

Se ha aceptado que existe una relacibn fntima entre el Gtero y
el tiempo de vida del cuerpo l0tes en el ovario, y que el {terc produce

une sustancia luteolftica que es transportads al ovario.

-

En la mayoria de las especies (214, 107, 45, 176, 236), incluyen

do la humana (212), se ha identificadoc a la PGF, _como la luteolisina u

20¢
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terina; ello significa que la PGF d:seria la haormona capaz de causar la

2
regresibn histolbgica del cuerpo l{teo y la disminucidn de los niveles
plasmaticos de progesterona. Se .ha demostrado también que esta PGFchu-
terina llega al ovario por un pasaje desde la vena (tero-ovérica hasta

la arteria ovéarica (175).

Si el efecto luteolitico del dtero se debe a la liberacidn de

PGF deberf{a existir un macanismo que controle dicha produccifn por

M'
el (tero, de manera que se pueda obtener una liberacibn ciclica de di-

cha PG.

Este posible mecanismo debe implicar algin estimulo que determi-

ne el aumento de PGan:antes de la luteblisis.

La sintesis de PGs est& afectada por numerosos factores y los e-

fectos de los mismos varian seoln el sistema estudiado. -

El Gtero se encuentra bajo la accién de las hormonas ovéricas y
su efecto es determinante para la mayoria de las funciones de este ﬁrgg

NOo.

Ahora bien, en el presente trabajo observamos que la progestero-
na, en una dosis fisiolbgica, aumentaba la sintesis y liberacibn de la
PGFZocpor el_{tero de rata y que ello ocurrfa sin necesidad del aporte
de los estrbgenos. Tal efecto era répido y el metabolismo de la PG no
se veia afectado. Es decir que la progesterona produce un aumento del a

porte por el {tero de la PGF en forma r&pida.

M'
Antes de la luteblisis, el {tero se halla bajo el efecto de la

progesterona y es allf cuando se produce un importante aumento en la
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cantidad de PGFZocliberada por el mismo.

P

Podr{amos entonces, proponer un mecanismo de retroalimenii..as
negativo entre la progesterona y la PGFﬂq; La progesterona ovArica au-
<

mentarfa 1la sintesis y liberacibn de PGF, _uterina y ésta, inhibiria,

20C

en el ovario, la secrecibn de progesterona. Dicho mecanismo, gue ocurri
ria en cada ciclo estral, permitiria explicar 1a causa del aumento de

la PGan:previo a la luteblisis; encontréncose asf un papel fisiolbgico

para el efecto de 1a progesterona sobre la sintesis uterina de PGs.

De todas formas, no se puede descartar con los presentes resulta

dos, un efecto de los estrbgenos sobre la PGF Se observb gue dosis

a_o

altas de esta hormona aumentaban la sintesis de la PGF,_vy el Gtero, en

2«

condiciones previa a la luteblisis, se encuentra bajo una gran influen-

cia estrogénica, (Fig. 30).
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Fig. nro. 30: Posible mecanismo de retroalimentacibn negativa

entre la progesterona y la PGF2
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V - CONCLUSIONES
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Le sintesis y liberacibn ca PG tipo E est4 disminufda por efecto

del 17-beta-estradiol porgue:

a)

b)

c)

d)

Dosis bajas y altas de esta hormona disminuyen 1la sintesis y libera-

cibn de PG tipo E en Oteros de ratas OV y preplheres.

La radioconversifn del &cidp aragquidbnico a PGE, esté disminida por

2
este esteroide.
3

La conversibn de 3H--PGE2 a

tas OV est§ favorecida por el estradiol

H-PGF, __por homogenatos de literos de ra-

El estradiol estimula el metabolismo de 1la PGEZJ

Tal disminucibn de la cantidad de PG tipo E liberada al medio

por el 17-beta-estradiol podria deberse a:

a) Metabolismo sumentado de esta PG: se observd un aumento de la activi

b)

c)

dad de la 15-hidroxi-PG deshidrogenasa por 17-beta-estradiol.

Aumento en la actividad de la 9-ceto-reductasa: el tratamientc con
estradiol puso en evidencia la actividad de esta enzima, también ob-

servada en ratas en estro natural.

Disminucibn de la actividad de la endoperbxidoc isomerasa: la radio-

conversibn del &cido sraquidbnico a PGE, estf disminuida por el es-

2
tradiol sin que se afecte la proporcibn de este &cido graso metaboli

zado a PGsz'

El tratamiento de los animales OV y prepfiberes con 17-bete-2stra

diol (0.5 + 1.0 ug) disminuye la cantidad de PG tipo E sin afectar
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la de PG tipo F.

El mecanismo por el cual el estradiol inhibe la cantidac de PG
tipo E liberada al medio no serfa el clésico de la interaccibn hormona-
receptor, sino que probablemente implicaria una previa metabolizacibn a

catecolestrbgenos. Esto se basarfa en:

a) El 2-hidroxi-estradiol tienen el mismo efecto que el estradiol sobre

la sintesis de PG tipo E,

b) En condiciones de bajs concentracifon de receptores para estrbgenos,
como en la rata prep(ber, también se observf la accibn ya mencionada

del 17-beta-estradiol.

c) Inhibidores de sintesis proteica no bloguean el efecto del estradiol

sobre la sfintesis de PGs (4b4).

d) Bloqueantes de receptores de estrfgenos no afectan la accibn del es-

tradiol sobre la sintesis de PGs (4L).

El estradicl en dosis farmacolbgica (50 ug) aumenta las sintesis

y liberacidn de PGF Los hechos que avalan &sto son:

&.

a) La sintesis y liberacibn de PGF , POT (teros de ratas OV tratadas

con 50 ug del esteroide est& claramente aumentada.

b) La conversibn de 3H—PGE2 a 3H-PGszesté favorecida por el esiradiol

(0.5 + 50 ug).

El efecto del estradiol sobre la sintesis y liberacifn de PGF2oc
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se deberfa a una accibn de esta hormona sobre la S-ceto-reductassa; debi

do a que:.

a) E1 aumento en la sintesis y liberacibn de PG tipo F por Oteros de ra
ta OV tratados con 50 ug de estradiol se acompafia de una disminucifn

de 13 PGEZ.

3H—PGE2 a 3H—PGF2°Cesté_Favurecida por un trata-

miento con 50 ug del esteroide.

b) La conversibn de la

La progesterona aumenta la sintesis y liberacibn de la PGFZO(sin
necesidad del aporte estrogénico. Los hechos que avalan esta asevera-

cibn son:

a) La progesterona auments la sintesis y liberacifn de PG tipo F en QQE

ros de ratas OV, OV/SR y preplberes.

b) La progesterona aumenta la radioconversidn del &cido araguidbnico a

PGFZOE

c) La progesterona en dosis fisiolbgica (0.5 mg) aumenta la sintesis y

liberacibn de PG tipo F sor Oteros de ratas OV.

Este efecto de la progesterona podr{a deberse a unma accibn de ls

hormona sobre el mecanismo de conversifn de PGH2 a PGFZocporque:'

a) La hormona no afecta la sctividad de la 9-ceto-reductasa.

b) E1 aumento de la sintesis y liberacibn de PG tipo F por este esteroi

ce no fue nunca acompafiada por cawbios en la PG tipo E.
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t) La progesterona favorece la radioconvercion cel &cido araquidbnicc a

PGF20651n afectar 1la PGEZ.

d) Esta hormona carece de acciones sobre el metabolismo de la PGsz

Tanto el 17-beta-estradiol como la progesterona disminuyen la

s{ntesis de PGI,_,, hecho evidenciado por:

2’

a) Le radioconversibfn del &cido araquidbnico a 6-cetn-PGF1°:esté dismi-

{
nufda por ambas hormonas.

b) Tanto el 17-beta-estradiol como la progesterona disminuyen la sinte-
sis y liberacifn de esta PG cuando se la determinf por su accibn an-

tiagregante (92).

Probablemente ello dependeria de una accifn sobre 1la PGI2 sinte-
tasa: la influencia de estas hormonas sobre las otras PGs son opuestas
por lo que se descartaria un efecto sobre la ciclooxigenasa, enzima co-
m{in en el camino biosintético de las PGs.

Guea D> iastascty

—

ANAR MARIA FRANCHI

MARTHA P. GIMENO
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Fig. nro. 31: Accibn de hormonas sexuales sobre la sintesis de pros

taglandinas
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mafio pero difieren en forma y espaciamiento, estando empequetadas de
manera mAs estrecha al epitelio luminal y a los capilares del estroma
(294). El nucléolo es pequefio y compacto, conteniendo sblo elementos

fibrosos (263).

Las cflulas del epitelio luminal son columneres bajas, con micro
vellocidades esparcidas en la superficie y presentan una membrana ba-
sal .irreqular donde se apoya una lamina basal bien marca. E1l nicleo es
central y ocupa de un cuarto a un tercio del volumen celular (291). No
se han observado diferencias entre el tamafio, forma o composicibn de

las células del epitelio luminal (169).

El tratamiento con estradiol o progesterona produce aumento de
tamafio de las c&lulas epiteliasles y del nlcleo (291) como as{ también

agrandamiento del nucléclo y acumulacibn de material granular (263).

Los cambios biogufmicos producidos por la castracibn son numero-
sos. La inversibn de los mismos por la restauracidn hormonal ha sido

ampliamente estudiada.

Luego de seis horas de administrar estradiol a ratas ovariectomi
zadas se produce un aumento de peso uterinc debido a la retencibn de a
gua (12). Este fenbmeno 8l igual que el aumento de la permeabilidad
vascular y la liberacibn de histamina producida por los estrbgenos pa-
recen estar mediados por eosin@filos que présentan receptores para es-
ta hormona (232). Este sistema de receptores para estrbgenos ha sido
descripto en leucocitos eosinbfilos del fitero de rata (266). Tales cé-
lulas no existen en Gtero inmaduro ni en los provenientes de ratas ova

riectomizadas y aparecen cinco minutos despufs de la administracibn de



