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INTRODUCCION



I.1. [MQ

I.1.1.WW
El útero de los euterios puede presentarse de dis

tintos tipos: simple, bicorne, bipartito o doble. El útero de rata
ha sido clasificado como doble o bicorne. Amboscuernos uterinos

desembocanen el extremo superior de la vagina y se relacionan con

los ovarios mediante sendas trompas de Fallopio u oviductos (220)

(Figura I.1).

E1 útero de rata está constituido por tres capas de

tejido diferentes: una externa, cubierta peritoneal del órgano o

serosa; una capa intermedia de músculo liso o miometrio, que cons

tituye la mayorparte del espesor del útero y 1a interna. endome

trio o mucosaglandular (106).

La capa externa está constituida por células mesote
liales sostenidas por tejido conectivo que se continúa con el perL

toneo (106) .

Las células del miometrio se denominanfibras, son

alargadas de extremos afilados y en su citoplasma se encuentran

dos componentesfundamentales: el sarcoplasma y las miofibrillas

(106). Estas células están dispuestas en paquetes rodeadas por fi
bras de colágeno.
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E! endbmetrio esta formadopor epitelio cilíndrico

simple que sufre invaginaciones, originando numerosas glándulas u

terinas tubulares que se prolongan hacia una lámina propia muy

gruesa llamada estroma (27).

Las ratas y los ratones presentan un ciclo estral
de 4 o 5 dias. Eh su transcurso el útero y'la vagina sufren modidi

caciones morfológicas y funcionales. Longy'EVans (155) idearon un

métodopara diagnosticar rapidamente las fases del ciclo estral sQ

bre la base de los diferentes tipos celulares presentes en los fra
tis vaginales de la rata.

DUrante el estro o periodo de celo, se produce la.Q

vulación. El útero se alarga, haciéndose edematosoy las glándulas
uterinas se activan en preparación para la implantación. La mucosa

vaginal prolifera y las capas epiteliales superficiales se hacen
escamosasy cornificadas adhcuandose a la copulación. Los frotis

vaginales realizados en esta etapa contienen células escamosasca
racteristicas que diagnostican la fase estral del ciclo.

Durante el metaestro el diámetro de los cuernos se

reduce, el epitelio tomaaspecto pseudoestratificado, disminuye la
vascularización y la actividad de las glándulas uterinas. Los ex
tendidos vaginales presentan leucocitos Junto con células escamo

sas y epiteliales indicando delgadez de la mucosay’la migración
de leucocitos a través de ella.



EJ espesor epitelial se reduce considerablemente du
rante el diestro y los extendidos vaginales contienen solamente
leucocitos.

En el proestro, que es una etapa de preparación pa

ra el próximo estro, el útero comienza a llenarse de fluido y en

tran en actividad las glándulas uterinas. En los frotis vaginales
se observan células epiteliales nucleadas no cornifïadas que pue

den aparecer aisladamente o en bandas (114).

Ekisten dos tipos de fibras nerviosas en el útero:

las colinérgicas y las adrenérgicas (5). Ambasse hallan alrededor

de los vasos sanguíneos y en el miometrio. Las colinérgicas son

más abundantes en el cervix que en el cuerpo uterino y las adrené

gicas se encuentran en los plexos nerviosos perivasculares.

Los músculos lisos viscerales se dividen en dos gra

pos, según sus caracteristicas electrofïsiológicas. Aquellos que
poseen actividad espontánea se denominan "unitarios" y esta actiML

dad se inicia en una zona especifica del tejido llamado 7marcapa

so“. Los que carecen de esta actividad son los llamados "multiuni

tarios" (32).

Ei miometrio es un tejido del tipo unitario (32).
Las contracciones de estos músculos no son necesariamente inicia

das por el impulso nervioso; pueden ser coordinadas y reguladas

por mediación nerviosa.



Si se inserta un microelectrodo dentro de una célu

la muscular uterina de la rata, la difbrencia db potencial existen_
te con referencia a un electrodo externo es de 55 a 60 mV;Al lle

gar esta diferencia de potencial a un nivel critico se producen

descargas espontáneas. Ebte valor db potencial es conocido comoum

bral de potencial de acción que al dbscargarse autosostenidamente

determina la iniciación de las contracciones ritmicas del músculo

uterino (161).

Las caracteristicas db las contracciones, su fre
cuencia, amplitud y duración, están determinadas por la frecuencia

de descarga de los potenciales de acción, por la duración de la se

rie db potenciales de acción y'por el númerototal de células esti
muladas.

El marcapasouterino se distribuye en todo el teji

do, a diferencia del músculo cardiaco que esta restringido a una

zona especifica (161). deas las células del útero pueden ser mar
capaso, pero sólo las que poseen excitabilidad elevada pueden gene

rar potenciales de acción.

I.1.2.MW
Eh todas las células musculares la contracción es

iniciada por incremento de la concentración citosólica de Cb++li

bre, pero el mecanismo de activación por el Cb++varia de acuerdo

con el tipo muscular (4).



La contracción en músculo cardiaco y esquelético.u1
volucra excitación y despolarización seguida de liberación de io

nes Ch++al citoplasma. Este ión luego se une a la tropina y se i

nicia entonces la contracción muscular. No se encontró tropina en

músculoliso y'no es un requisito imprescindible la despolariza

ción de membranapara aumentar la concentración de Ch++en cito

sol. Hayneurotransmisores y drogas que pueden provocar contrac

ción del músculo liso en ausencia de cambios en el potencial de

membrana (115).

Las proteinas contráctiles, miosina y actina en
músculo liso difieren de las de músculo estriado. E! mejor recep

tor intracelular de ca++ en músculo liso es calmodulina que activa

una protein guinasa especifica que produce la fbsfbrilación de la

miosina. se cree que esta fbsfbrilación es necesaria para 1a acti
vación de la actomiosin AlThsa jr la consecuente iniciación de la

contracción (115).

La contracción del músculo liso es producida por mu

chos factores farmacológicos o eléctricos (aumentode K4extracelu

lar), despolarización de la membrana,hormonasy otros. Estos fac

tores generan una señal comúnintracelular, Ch++,pero usa diferen
tes caminos de transducción.

uno de estos mecanismoses a traves de la despolari

zación de membranapor el cual se abren canales de Ch++dependien

te de voltaje que permiten el influjo pasivo de iones Ch++del ex



terior de la célula al citosol (115).

Otro mecanismo es a traves de la estimulación del

metabolismode los fosfatidilinositoles de membrana(Figura I.2)
(22). La ocupación de los a1-adrenoreceptores estimulan la hidró

lisis de fosfatidilinositoles bifosfatos (PHP?)a diacilglicerol
(DG)y a inositol trifbsfato (IPb) por activación de una enzima es

pecifica denominada fbsfblipasa C (FLC). Ambosproductos actúan QQ

momensajeros intracelulares. El le es un activador (soluble en

agua) de la liberación de Ch++del reticulo endoplásmico. El DGes

un activador de la protein quinsas C (PRC)asociada a membrana. La

función de la protein guinasa C en músculo liso no se conoce aún.

Estos dos resultados (aumento de concentración de Ch++en citosol

y activación de la PTC) son los que median la respuesta celular.

El IPs se convierte en inositol bifbsfhto (IP2); en inositol fbsfh_

to (IP) y luego en inositol libre, el cual puede convertirse nueva

mente en P122. El DGpuede ser transformado en ácido fosfatidico

(FM)gue a su vez puede seguir dos caminos: transformarse en citi

dïn-difbsfato-diacilglicerol (GDEDG)para pasar nuevamente a PIPz

o ser hidrolizado a ácido lisofbsfatico y ácido araquidónico (AA)
con sus correspondientes metabolitos (eicosanoides) (200).

Otra ruta de formación de estos eicosanoides (pros

taglandinas, tromboxanosy leucotrienos) es a través de la active

ción de la enzima fbsfblipasa A2 (FLAz) dependiente de iones Ch++

pero a partir de otros fosfblipidos comofosfetidilcolina (FC) que
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se convierte en lisofosfatidilcolina (LFC) y a'cido arequidónico

(AA). Estos eicosanoides sirven a su vez como moduladores de 1a

respuesta celular (Figura I .2) (200).

El aumento de la concentración de Ca++ en ci tosol

producido por cualquiera de los mecanismos ya mencionados es el

responsable de la iniciación de la contracción muscular. La calmo
dulina seria el sensor inmediato de este aumentode Ca++ci tosóli

co y su asociación con el activaria una protein quinasa especifica

que fosforila la cadena liviana de la miosina (10). Unavez fosfa

rilada la miosina, se incrementa su afinidad por 1a actina y sobre

viene la contracción (Figura L3).

Las catecolaminas B-adrenérgicas activan la adenila

to ciclasa, incrementando los niveles citosólicos de adenosin-mo

no-fosfato cíclico (AMPc)y disminuyen el tono muscular. Estos neu

rotransmisores intercambian guanosin-difosfato (GDP)por guanosin

trifosfato (GTP) en proteinas especificas (Ge y Ne) que luego se

disocian en dos subunidades a y .6. La subunidad a de Gs activa lue.

go la adenilato ciclasa y como consecuencia el AMPcdisminuye el

tono muscular ya sea por un posible incremento de la captación de

Ca++por las organelas que lo almacenan o por disminuir la sensibi

lidad al Ca++del aparato contráctil (Figura L3) (10, 170).

El segundofactor intracelular de la relajación en
músculo liso, sobre todo vascular, es el GMPc.Este es generado

por la guanilato ciclasa que se encuentra en dos formas diferen
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tas; soluble y unida a membrana. La formación de GMPces estimula

da por un factor endotelial (EDRF)que a su vez es estimulado por

muchosneurotransmisores siendo entonces un potente vasodilatador.

No se conoce en detalle todos estos mecanismos y menos aún todos

los factores que intervienen (115, 1.99).

Los receptores in tracelulares para AMPcy GMPcson

la subunidad regulatoria de la protein quinasa dependiente de AMPc

y el dominio regulatorio de la protein quinasa dependiente de Grfl’c

respectivamente. Cada una de estas proteinas regula la actividad

de una protein quinasa especifica cuyos nombres derivan de las an

teriores (115).

La fosforilación dependiente de AMPcde proteinas

especificas no alteran la concentración de Ca++citosólico, sino

que afectan la sensibilidad del Ca++al aparato contráctil (175).

Las drogas que aumentan los niveles de GMPc(nitroderivados, fac

tor EDRF)sí disminuyen los niveles de Ca++citosólico sugiriendo

entonces que la protein quinasa dependiente de GMPcaltera los me

canismos de transporte de Ca++disminuyendo su concentración en ci

tosol. Esta protein guinasa se encuentra en alta concentración en
músculo liso y fosforila especificamente a péptidos de membrana

(43).

En resumen, los dos mecanismos de señales, posi ti

vas (Ca++ y diacilglioerol) y negativas (AMPcy Gbfl’c)regulan la

contractilidad del músculoliso por fosforilaoión de distintas ola

11



ses de proteinas. La identidad de estas proteinas no se conocenpg
ro se cree que están localizadas en el aparato contráctil y en las

membranasque involucran el secuestro de iones Ca++(Figura I. 4)

(115).I.1.3.MW
La mayoria de los músculos lisos tienen una función

especifica que es llevada a cabo intermitente o continuamente a

través de la vida. La función del útero sin embargo, varia de a

cuerdo con el estado reproductivo del animal. Sufre cambios cicli

cos en preparación para una posible implantación del blastoci to y

si esto ocurre, crece con el embrión en desarrollo.

El estado hormonal ejerce una notable influencia s_o_

bre el miometrio y operan en él numerosas modificaciones: morfoló

gicas, eléctricas y contractiles, que se repetira'n ciclicamente a
través de los ciclos sexuales.

Los esteroides sexuales que circulan en plasma, Jue

go de ser secretados por el ovario, varian marcadamentea lo largo

del ciclo estral. Los niveles plasmáticos de estradiol comienzana
elevarse progresivamente a partir de las 17.00 horas del diestro y
llegan a un maximoa la mañana del proestro, luego del cual des

cienden para alcanzar los niveles basales en el estro después de
la ovulación (179).

12
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Eh cuanto a la progesterona se observa que sus nivg

les aumentanrapidamente a partir de las 13.00 horas del proestro

hasta alcanzar el máximoa las 17.00 horas del mismoestadio, lue

go de lo cual sus niveles plasmáticos descienden para retornar a

basales en la mañanadel estro. Durante el metaestro, el cuerpo lú

teo füncionante, aunque de vida fugaz en la rata, secreta progestg

rona, por lo tanto durante este periodo los niveles plasmáticos de

la hormonatambién están algo elevados (Figura I.5) (179).

Los estrógenos además de promover los efectos del

crecimiento uterino, que parecen estar mediadospor receptores es

trogenicos intracelulares, ejercen una gran influencia sobre la mQ_

tilidad uterina. Esta es probablemente independiente de aquellas

mediadaspor un receptor clásico y parece ser el resultado de la

influencia de los esteroides sobre la permeabilidad de la membrana

a iones tales como el Ch++ (15).

En la rata overiectomizada la ausencia de hormonas

sexuales (estrógenos y pwogesterona) produce diversos cambios en
el útero. El miometrio aislado de rata ovariectomizada exhibe una

definide actividad espontánea Jr contracciones más regulares que

las preparaciones de animales en astro. se demostró que el 171B-es

tradiol era inhibidor de las contracciones espontáneas del músculo

uterino (96).

La ovariectomia produce una marcada disminución en

los receptores para estrógenos y progesterona y los valores norma

14



30

20‘

Estradíol (Pg/mL)

60b

Progesterona

(ng/mL)

<?

or 05477;; 0| ' 69 ¡.7 ' 01 69+” 0| 09 '17 0|
ESTRO METAESÏRO mesmo PROESTRO

Figura 1-5: Niveles plasmáticos de estradiol g
progesterona a través del ciclosexual
de la rata.



les son restituidos mediante tratamientos estrogénicos (159).

I.2. 221011215

I.2.1.W
E! término opiaceo se ha usado para designar a dro

gas derivadas del opio, tales comomartina. codeina e incluso ana

logos semisintéticos derivados de la morfïna.

Los opiaceos se empleaban principalmente comoanal

gésicos aunque poseen muchosotros efectos farmacológicos. Interag

túan con distintos receptores celulares y compartenalgunas'propie
dades de ciertos péptidos endógenos.

Cbnel desarrollo posterior de sustancias totalmen

te sintéticas se utilizó la palabra "opioide"para designar en sen
tido genérico todas las drogas naturales y sintéticas de acción se
mejante a la morfina.

El término narcótico, deriva dbl griego "estupor",

era aplicable a cualquier sustancia capaz de producir sueño y se
la utilizó para designar analgésicos fuertes del tipo de la morfï
na. Hoy, este término, ya no tiene utilidad farmacológica.

La palabra opio deriva del nombre griego Zjugo"

pues se obtiene del Jugo de la amapolapor incisión db las cápsu
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las (frutos) crudo dal ‘Thpaver Sbmniferum", originaria del Asia

Menor. Los médicos árabes, quienes ya en la antigüedad conocían

bien los usos del opio, la introdujeron en Oriente donde se empleó

principalmente para combatir ciertas enfermedadescomola disente
ria.

El opio actualmente se emplea comomedicamento, pe

ro ha dado lugar a usos extramedicinales de marcado caracter perni

cioso: el opio se fuma, se comey se masca.

Cbntiene más de 30 alcaloides diferentes. Eh 1806

Sertürner aisló y describió uno de ellos al que llamó morfina, por

Mbrfeo, el dios griego del sueño. Luegose describieron otros aloe

loides comocodeina en 1832, papaverina en 1848, etc (124).

En Ebropa la disponibilidad del opio produjo cierto

grado de abuso pero la invención de la jeringa nipodérmica y el u

so parenteral de la morfina dieron origen a una variedad más grave
de adicción.

Los alcaloides del opio se dividen en dbs grupos;

los derivados del grupo fenantrénico (morfina, codeina, tebaina) y

los derivados del grupo bencil-isoguinolinico (papaverina, narcoaL
na, narceina). Estos dos grupos tienen acciones muydiferentes pe

ro el efecto predominante del opio es su potente acción depresora
del sistema nervioso central debido a su contenido en morfïna.
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El problema de la adicción a los opiáceos estimuló

la búsqueda de analgésicos potentes que no produjeran dependencia.

Eh 1951 (124) se comprobó que un compuesto, la nalorfïna, antagoni

zaba los efectos de la martina por lo que se la utilizaba comoan
tídoto en caso de intoxicaciones severas. Mas tarde se demostraron

graves efectos colaterales producidos por este antagonista. Esto

condujo al descubrimiento de drogas .nuevas como el antagonista

'haloxona" y otros compuestos con acciones mixtas (pentazocina, bn

torfanol, etc.).

Estos agentes no sólo han ampliado los limites de

entidades terapéuticas disponibles, sino que Junto con el descubri

miento de los receptores para los opiaceos y los péptidos endóge

nos, que se unen a estas estructuras, han ayudado a conocer más so

bre las acciones de los opioides.

I.2.2.MW
Hasta ahora se identificaron tres familias de pápti

dos opioides: encefalinas, endorfïnas y dinorfinas. cada una deri
va de un polipeptido precursor geneticamente distinto llamado pro

hormona.Estos precursores son: proencefalina (o proencefalina A),

propiomelanocortina (PONE)y prodinorfïna (o proencefalina B). Cb

mose observa en la Figura I.6 cada uno de estos precursores con

tienen varios péptidos biologicamente activos, opioides y no opiQL

des, que se detectan en sangre y diversos tejidos (124).
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La proencefalina A es precursora de Met y Leu-ence

falina, péptido F, péptido E, adenorfina, BAM-JZP,EAN-ZOPy BAM

2213(BAM= médula adrenal bovina) (197, 246).

La PONGcontiene 1a secuencia de aminoácidos de 1a

hormonacitoestimulante (T-MSH),adrenocorticotrofina (A017!)y

B-lipotrofina (fi-LPH). Dentro de 1a secuencia de 91 aminoácidos de

1a B-LPH están 1a B-endorfina y 1a B-MSH. Aunque 1a .B-endorfina

contiene 1a secuencia para 1a Met-encefalina en su extremo amino,

no se convierte en este péptido sino que esta encefalina deriva

del procesamiento de 1a proencefalina (Figura I.6).

La prodinorfina da origen a cinco péptidos: dinorfi

na A (1-17) que puede a su vez clivarse a dinorfina A (1-8), dinoL

fina B (1-13) y neoendorfina a y 13, rinorfina y leunorfina.

Estos péptidos opioides comparten la mismasecuen

cia N-terminal: Tir-Gli-Gli-Fen-X donde X = Leu o Met. Es la mini

ma secuencia para tener actividad opioide independientemente de 1a

cadena C-terminal. A pesar de sus semejanzas interactúan con dife

rentes subtipos de receptores (246).

Las moléculas precursoras y los péptidos derivados
de ellas no se confinan al sistema nervioso central, sino que se

hallan distribuidos de manera especifica y su concentración depen

de de cada tejido. La distribución de los péptidos de la PONCes

limitada. Se encuentran en el encéfalo, en el nucleo argueado, que

20



envian sus fibras a las áreas limbicas. La hipófisis es un sitio

importante para estos péptidos, aunque también se los encuentran

en cantidades apreciables en las células de los islotes pancreáti
COE.

Los péptidos originados a partir de la prodinorfina

y de la proencefalina se hallan muydifundidos por todo el sistema
nervioso central. Los provenientes de esta última, se encuentran

en áreas que se relacionan con la percepción del dolor, con la mo

dulación del comportamientoafectivo y con la regulación del siste

ma nervioso autónomoy funciones neuroendócrinas. (9, 26, 261,

267).

Muchosde estos péptidos opioides se los han halla

do en otros tejidos comomédula suprarrenal, en estómago e intesti

no de diferentes especies (9, 26), en cuerpo lüteo y células foli

culares (152, 154, 254), en vejiga humana(221), fluido uterino hu

mano y de vaca (193), en endometrio humano (257), en células de

Leydig fetales (72), en placenta humana (18, 141, 160), en plasma

y cordón umbilical (188).

No todas las células que elaboran un precursor dado

almacenany liberan la mismamezcla-de péptidos opioides activos.

Pbr ejemplo en la hipófisis se almacena mas B-LRHque B-endorfina

en el lóbulo anterior, mientras que en el lóbulo intermedio sucede

lo contrario (9). Estas diferencias se originan en variaciones de

contenido de peptidasas que producen fragmentos opioides activos y



los degradan.

Aunqueestos péptidos Íhncionarian comoneurotrans

misores o neurohormonas, no se ha elucidado del todo su papel fi

siológico, sobre todo porque coexisten con otros neurotransmisores

en una misma neurona. se conocen por ejemplo que las encefalinas

son neurotransmisores involucrados en un sistema natural de supre
sión del dolor y probablemente también en otras funciones endocri

nas y de comportamiento (225).

I.2.3.W
Los receptores opioides, ubicados sobre las membra

nas de células nerviosas, son la clave para que los opioides desde

afhera de la célula modifiquenlos procesos intracelulares y alte
ren la función celular. Mbdianlos efectos de opioides endógenosy

drogas opioides (226).

Eh el sistema nervioso central existen evidencias

de cuatro categorias principales de receptores que se designan co
momu (u), Kappa (K), delta (6) y sigma (o) (Figura I.7) (118).

Tambiénse conocen subtipos de algunos de estos receptores.

Los diversos tipos de receptores son identificados

utilizando drogas o ligandos endógenos especificos para cada uno

de ellos (98, 118).

Debido a que las sustancias opioides mimetizan a

22



TIPO sun “CCION UBICRCION RGONISTRSTIPOFWRHRCOLOGICH OBSERURCIONES

_ - _ _ - - u = alta afinidad.

" "1’ I'lz - analgesia Regiones carabra "nrflna ! Produce analgesia
_ Moria les unduladorasdel - kmdor‘in. m ¡r .d d

. , dolorI hipo’dlalo, . ' "2: a "u a '
' MICCÍW “la”. ' algunasmah" Involucradoen derm

- Depresnónrespiratoria _ "eo de mhyo MS sio'n resriratoria.- Mil-ZZ?

_ Bnn_12P antagonista: Haloxona (na_ E HOI‘
5 ? - Mteraciones en el cor - Regiones línbicas - Eocefalinas

portanientoafectivo. cerebrales _ ¿.¡Mufim (n
- Taquipnea ‘ “¡SOMmm de nor afinidad)
- Euforia ratón

Q h l l o - _ ' '

¡ . floalgesn (sm adlc- Capasprofundas de Dmorfmas antagonista: “¡10mm (br
Clon) corteza carabral - (-Neoendoríinas - afinidad)

- Sedación - vaso deferente de _ mmm Ja
conejo _ Mm lo producesíndrooede abr

- Hipotálalo,tálalo _ MHZ], timia

- Péptido E
- Cetociclazocina
- Etilcetociclazo

cina
- Breaazocina

° 01, 02 - Efectos psicotnoine'ti- - Hipocanpo - fililmnetazocí- (¡a : "o es ¡ntagonizado por
¡lx “a (SMF10847) Naloxona (receptor de

- Disforia (01) - Fenoiclidina b¡¿¡ ¡;¡n¡d¡d)
- nlucinaciones (o!) ' Cielaz°Cina Produce nidriasis 9
- Estimlacio'n respirato- delirio en perros

ria y uasonotora
- Dilatacid'n pupilar
- adicción (con sindrome

de abstinencia)

e ? - Bedia contracciones - Conductodeferente _ kmdofljna
msmlares de rata

Figura 1.7: Receptores opioides

23



los endógenos en distinto grado y muchos agonistas no estan res

tringidos a un único receptor, se nombróa estos receptores en re

lación a sustancias exógenas, a las cuales responden especificamen_

te (receptor para dinorfïna, para B-endorfina, para encefalinas).

Estos receptores también fueron encontrados en o

tros tejidos. Ejemplo de ellos son receptores 6 y u en vaso defe

rente de ratón (156), receptores u en intestino de cobayo (156),

receptores K en conducto deferente de conejo (242) y en placenta

humana (18), receptores 6 en conducto deferente de hamster (219),
etc.

Si bien existe una variación considerable en las ea

racteristicas de fijación y en la distribución en las diferentes
especies, se relacionaron los efectos farmacológicos con las inter

acciones y con un determinado tipo de receptor (48, 162, 231).

Algunos autores sostienen que los receptores u y K
son los mediadores de la analgesia, mientras que la disforia y los

efectos psicotomiméticos se atribuyen a los receptores o: Eh las

regiones limbicas del encefalo se cree que los receptores 6 inter
vienen en las alteraciones afectivas (162, 231).

El antagonista naloxona se fija con gran afinidad a

varios receptores, pero por lo general su afinidad por los receth
res u es más de 10 veces mayor que para los K o 6 (Figura I.7). La

cluso no afecta o fracasa en antagonizar algún subtipo de estos re
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ceptores (02) (48).

El receptor u media la dependencia fisica, analge

sia supraespinal, miosis, euforia y depresión respiratoria, produ
cida por drogas del tipo morfïnico. '

El receptor K'produce analgesia espinal, sedación y

miosis, con agonistas comocetociclazocina.

La N-alilnormetazocina, a través de receptores ¿7

produce dilatación de pupila, taquipnea y sintomas de mania (163).

La activación de receptores o produce por ejemplo

disforia, alucinaciones y estimulación respiratoria y vasomotora.

martin y colaboradores (162) sugiere la existencia de dos recepto

res o, 01 y 02. A bajas dosis sus agonistas (SKF10047, ciclazoci

na) producen estos sintomas antagonizados por naloxona. Estos efeQ

tos se cree mediadospor los subtipos 01 de alta afinidad. A altas
dosis estas mismasdrogas producen midriasis y delirio en perros,

efectos no antagonizados por naloxona. se sugirió que esta activi

dad está mediada por 02 de baja afinidad (259).

Otros estudios a su vez aportaron evidencias de la

existencia de dos tipos de receptores u: ui y uz, para quienes la

naloxona tiene la mismaafinidad (48, 162, 231). El subtipo ui pa

rece mediar la analgesia Jr el uz la disminución de la frecuencia

respiratoria.
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La B-endorfina se fija con gran afinidad a recepto

res u y 6 del sistema nervioso central y del sistema nervioso perL

férico, pero tambiéninteractúa con otros sitios más especializa
dos. Sbhultz y Wüster (212, 272) encontraron un quinto tipo distia

to de receptor al dbmostrar que el conducto deferente de la rata

tenia un receptor sensible a B-endorfina y muchomenossensible a

martina. A estos receptores se los denominó epsilon (G) (9, 122)

(Figura I.7).

Aunquehasta el momentono se ha realizado una cla

sificación de los opioides del todo satisfactoria, algunos autores
dividen a estas sustancias en tres grupos:

a) Agonistas opioides del tipo morfïnico. Se refieren a los agen

tes gue actúan comoagonistas de receptores u, K y a veces 6.

b) Antagonistas opioides comonaloxona que practicamente carecen

de actividad agonista en cualquier receptor.

c) Qpioides de acción mixta. corresponden a dos subgrupos:

= Agonistas-antagonistas (nalorfïna, pentazocina) que parecen
ser agonistas en algunos receptores y antagonistas en otros

Y

Agonistas parciales comoel butorfanol.

Los péptidos opioides endógenos despliegan una gran

variedad de afinidades relativas por los diferentes tipos de receg
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tores. Los derivados de la proencefalina exhiben una gran preferen

cia por los sitios 6. deos los péptidos provenientes de 1a prodi
norfina se fijan en su mayoria en los sitios K (Figura I.8).

La unión a los receptores es saturable; ambos, ago

nistas y antagonistas se unen con gran afinidad. El agregado de

distintas sales al medio de incubación disminuyen 1a unión de los

mismos. E! ión Nh+es una excepción (225). Los estudios sobre fija

ción de opioides revelaron que este catión y ciertos nucleótidos

de guanina reducen 1a afinidad de los agonistas. En cambio 1a afi

nidad de los antagonistas 7puros"no se altera y la de los agonis

tas-antagonistas es influida en menor grado (231). Este comporta

mineto se relacionaría con el sitio de unión de estos agentes ya

que se producen cambios conformacionales en el receptor por 1a pre

sencia del Na+ favoreciendo 1a exposición del sitio de unión del

antagonista e impidiendo la unión del agonista (192, 225, 231).

Este efecto del sodio no es compartido por otros ca

tiones monovalentes (231).

Algunos nucleótidos de guanina inhiben 1a unión de

los agonistas opioides en presencia de Nh+. La unión de los antagQ

nistas parece no ser afectada por estos nucleótidos (226). Parece
haber una relación antagónica entre 1a unión de los agonistas a su

receptor y 1a unión de los nucleótidos de guanina a una proteina

regulatoria de estos nucleótidos (Proteina G).
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Hoyse sabe que las proteinas G están involucradas

en la traducción de señales de una variedad de sistemas incluyendo

adenilato ciclasa, fosfolipasa C y los canales de iones celulares
(91, 234).

I.2.4.W
Los alcaloides que contiene el opio constituyen el

253 de su peso y la morfina es el componentemás abundante, esto

es el 10Xdel mismo. Su extructura ÍUe propuesta originalmente por

Gulland y Robinson en 1925 y es una sustancia sólida, poco soluble

en clorofbrmo y benceno, lo que permite aislarla del resto (Figura
I.9).

Otros derivados del opio comola codeina, es la me

tilmorfina, con sustitución metilica en el grupo —OHfenólico y se

usa principalmente para calmar la tos. La tebaina sólo difiere de

la morfïna en que ambos grupos —0Hestan metilados y en gue hay

dos dobles enlaces en el anillo (delta 8-7; delta 5-14). Esta tie

ne poca acción analgésica pero es un importante precursor de va

rios compuestos 14-OHcomola naloxona (Figura I.9).

Muchosderivados semisintéticos se obtienen median

te modificaciones simples de su molécula (Figura I.9). La diacetiL

morfïna o heroina se prepara a partir de la morfïna por acetila
ción en las posiciones 3 y 6. La etorfïna es un derivado de la te

baina y tiene una potencia de 1000 veces mayor que la morfïna. La
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los opioides
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apomorfina, que también puede prepararse a partir de la morfïna,

es un potente emático y agonista depaminérgico.

La practica de las inyecciones de martina con una

finalidad estrictamente terapéutica ha sido el punto de partida de

una nueva toxicomania, que se ha sumadoal alcoholismo, la cocaina

mania, opiomania y otras, es la "morfiomania". El morfiómano, ade

mas de las consecuencias a que se expone, suele sustituir la moril

na por otro alcaloide derivado de ésta: la heroina.

Los opioides, sobre todo la morfina, actúan comoa

gonistas, interactuando con receptores estereoespecifïcos y satura
bles en sistema nervioso central y otros tejidos donde también ac

túan varios péptidos endógenos. La morfïna actúa de manera prefe

rencial sobre los receptores u, pero asimismoposee afinidad apre

ciable por los otros tipos de receptores opioides (Figura I.B). Su
acción (a través de receptores u y 6) es naloxona sensible, sobre

todo en sistema nervioso central, en intestino y en vejiga (156,

221, 248).

Estos opioides inhiben selectivamente la liberación
de transmisores excitatorios a partir de terminales nerviosas. Ada
másintervienen en los efectos electrofisiológicos celulares pero
no se conoce totalmente su mecanismo.

Para un gran número de analgésicos comomorfïna, el

enantiómero levógiro es siempre el agente activo, mientras que el
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dextrógiro tiene poco o nada de actividad analgésica o de adic

ción (225). PEQueñoscambios en su estructura frecuentemente produ

cen cambios en su potencia farmacológica. Una de las variaciones

más estudiadas es la sustitución del grupo NHmetilpor un grupo aL

guilo másgrande tal comoalilo o ciclopropilmetilo. Esta sustitu

ción fbrma una molécula con actividad antagonista por competición

por los receptores para morfina.

La morfïna y opioides relacionados füeron considera

das sustancias con acción preferencial sobre el sistema nervioso

central. Su principal uso farmacológico fue como analgésico pero

posee otros efectos no deseados, comosomnolencia, euforia (acción

por la cual los adictos recurren a ella), depresión respiratoria,
a veces náuceas y vómitos, adicción, alteraciones animicas y alte

raciones en muchos otros sistemas del organismo (65, 124).

uno de los efectos más estudiados de los opiQi

des es sobre el sistema gastrointestinal. Se ha descripto intensa
mente que la morfina inhibe la producción de úlcera inducida por

stress y la secreción gástrica. La naloxona no sólo revierte este
efecto, sino que administrada sóla favorece la formación de daños

ulcerosos en esas condiciones. Existen algunos datos muycontradiQ

torios en este tema, pero muchosautores coinciden en proponer que

los receptores opioides periféricos y/o centrales modulanla fUn
ción gástrica basal y la alterada por stress (97). Incluso se han
descripto relaciones entre los opioides y la concentración de pros
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taglandinas en este sistema (233).

Asimismo, se han publicado diversas acciones sobre

intestino. La morfïna inhibe la motilidad intestinal en distintas

especies, efectos también antagonizados por naloxona (238, 271).

Se cree que estas acciones son mediadas periféricamente aunque no

descartan algún componentecentral (271).

Sbn muchoslos trabajos sobre los efectos de la mon

fina y opioides endógenossobre el sistema cardiovascular. se cono

ce su acción depresora sobre la presión arterial y frecuencia car
diaca pero parece que algunos opioides comolas encefalinas tienen

acción bifasica (90). Tambiénen este caso se propuso que algunos

opioides endógenos intervienen en la regulación cardiovascular

(215, 242).

Ya se ha demostrado en muchos trabajos que el trac

to genital femenino contiene encefalinas (158). La morfïna y otros

opioides producen una acción inhibitoria sobre el músculo uterino

(3, 223). Ya en 1961, campbell y colaboradores publicaron que el

uso de dosis terapéuticas de morfina durante el trabajo de parto

produce una prolongación del mismo. Pbsteriormente se observó que

tambiénaltera el grado de colaboración por parte de la parturien

ta (36, 124). El mecanismo de estas acciones aún no se conoce y es

parte del objeto de esta tesis contribuir a su conocimiento. Ebtos
efectos fueron observados en numerosas especies comoen humano, ga

to, rata, ratón, etc. MUchasde las acciones producidas por los o

33



pioides en distinas partes del sistema reproductor no son antagonL

zadas por naloxona, por lo que algunos autores sugieren que no son

mediadaspor receptores opioides clásicos, sino por otros mecanis

mos celulares aún no descriptos (184).

Pbr otro lado, es conocido que los péptidos opioi

des Juegan algún rol importante en la regulación hormonal del eje

hipotálamo-hipófïsis-gónadas (75, 202). Inhiben la secreción de

gonadotrofina en roedores y en humanospor inhibir 1a liberación

de GnRH'ypor su efecto depresor sobre hipófïsis (71).

Uha de las acciones más conocidas de la morfïna y

otros opioides endógenos es la inhibición de la liberación de LH

por actuar directamente sobre hipotálamo (71) y el consecuente le

queo de la ovulación (144). Estos péptidos endógenospueden sinte

tizarse en testículo (71), ovario (60), células luteales y folicu
lares (60), placenta (7, 46, 141), fluido uterino (193) y otras ¿Q
nas del tracto reproductor femeninoy masculino. Pero su rol fisio

lógico no se conoce aún (254).

Los péptidos opioides endógenos deben controlar la

fúnción reproductora en múltiples sitios, operando comoun sistema

multimensajero donde los niveles centrales y periféricos se suman

por una mismanaturaleza quimica e inhibitoria del mensaje.

El parto se produce cuando la sensibilidad uterina

a la ocitocina es máxima.E1 parto, por lo tanto, se puede inducir
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por administración de esta hormonao por estimulación de la neuro

hipófïsis para liberar ocitocina endógenay aumentar los niveles

plasmáticos de la misma (150). Pbr un lado los opioides inhiben la

liberación de ocitocina a nivel neurohipófïsis, pero por otro lado

la administración de morfïna produce retraso del parto y aumento

del intervalo de tiempo entre cada nacimiento en la rata (70). Es

tos resultados estaban de acuerdo con experimentos realizados don

de la administración de naloxona sóla produce aumento de concentra

ción de oci tocina plasmática con la consecuente aceleración del

parto y reducción del intervalo de tiempo entre los nacimientos

(148).

¿Cuál es el sitio de acción de estos opioides? Toda

via no se conoce, pero uno de ellos probablemente sea a nivel de

neurohipófisis aunque no puede descartarse su acción sobre útero.

Esto concuerda con el rápido aumento producido de fi-endorfina en

plasma durante la segunda etapa del parto que no está relacionada

con el dolor. Por lo tanto se sospecha una acción fisiológica regn

latoria por parte de estos opioides durante la gestación, el parto
y los niveles hormonales (146, 147).

En muchas de las regulaciones endócrinas o en los

eventos fisiológicos mencionados del sistema reproductor femenino

intervienen las prostaglandinas. Tal es el caso del parto, en el
ciclo menstrual, motilidad uterina, etc. Evisten muypocos estu
dios sobre interacciones entre opioides y prostaglandinas en el ú
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tero, a pesar de la reciente y amplia bibliografia sobre la presen_

cia de opioides en este sistema. En el laboratorio se ha demostra

do que la motilidad espontánea del útero aislado de rata en ci

clos, ovariectomizadas o prepúberes está relacionada con la libera_

ción de prostaglandinas del tipo.E al medio de incubación (30, 81,

237). Pbr lo tanto nos pareció interesante estudiar los efectos de
los opioides (exógenosy endógenos) tanto sobre la sintesis y libe

ración de prostaglandinas, comosobre otros parámetros fisiológi
cos en el útero de rata.

El propósito de este trabajo es también investigar

si este tejido posee receptores para opioides, y si es posible co
nocer a qué tipo pertenecen.

Debidoa que se han descripto recientemente receth

res en útero durante la prefiez (13) y gue secreciones uterinas con

tienen péptidos opioides (193) es posible que éstos Jueguen un rol

fisiológico en la Íhnción uterina en el ciclo estral y en preñez
principalmente. Es nuestro interés entonces estudiar el posible me
mecanismode acción de estos opioides en útero de rata y poder a

cercarnos a conocer 8.1 papel que cumplen en este BIBÜGIDG.
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I.3.W
1.3.1.W

Prostaglandinas es el nombre genérico de una fami

lia de lípidos con actividad biológica. La distribución de las

prostaglandinas en el reino animal es amplia y se las pueden ha

llar en casi todos los tejidos de mamíferos, en vertebrados infe

riores y aún en invertebrados. Tambiénse hallan en vegetales e in

clusive en corales y algas.

Las prostaglandinas son ciclopentanos derivados,

formadosa partir de ácidos grasos poliinsaturados. Todaslas pros

taglandinas contienen 20 átomos de carbono y poseen el esqueleto

comúndel hipotético "ácido prostanoico" (Figura I.10). Cadapros

taglandina contiene un anillo ciclopentano en Cs-12 en el cual dis

tintos constituyentes permiten clasificarlas en los seis grupos
clásicos: A, B, C, D, E y F (Figura I.ll).

Las prostaglandinas E y F conocidas como "prima

rias" poseen ambos grupos a-OHen posición 11 y 15 y un doble enla

ce trans entre los 0.13y 014. Difieren entre si en el Cs, las de

tipo E presentan un grupo ceto (0:0) mientras que las del tipo F

un oxhidrilo (-OH).

Ademásde esta clasificación las prostaglandinas se

dividen en tres series dependiendo del númerode insaturaciones de
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A. PROSTANOICO

Figura 1.18: Ruido Prostanoico
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las cadenaslaterales.

Las prostaglandinas de la serie I presentan un do

ble enlace entre los C13y‘Cï4, las de la serie II tienen otra in

saturación entre Cb y Cb y finalmente las pertenecientes a la se

rie III tienen una tercera doble ligadura entre 017 y ClB (Figura

I.12).

Shmuelsson (207) encontró que los oxigenos del ani

llo pantano de las prostaglandinas provenían de la mismamolécula

de oxigeno Jr par lo tanto propuso un intermediario endoperáxido

simbolizado PGH.En 1973 se descubrió que este intermediario tenia

actividad biológica (107). sus tarde se hallaron otros endoperóxi

dos denominados P062 con un grupo hidroperáxido en Cha (Figura I.

13).

Hambergy colaboradores (108) descubrieron luego un

compuesto inestable que favorecia la formación de trombos llamado

tromboxanoA2 (lkAz) (Figura I.l4). Su derivado estable es el trom_

boxano 32 (2x82). En los vasos sanguíneos se producía un compuesto

con propiedades antagónicas a las del IkAz gue luego se los llamó

prostaciclina o P612 (Figura I.14) (130, 174).

I. 3. 2. .EIQELNZESLE.KJ1EZAEQLLSMQ

Las prostaglandinas derivan de ácidos grasos poliin

saturados (Figura I.15). En el caso de la serie I su precursor es
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Figura 1-13: Endoperdxidos
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el ácido dihomo-T-linolénico (ácido 8, 11, 14-eicosatrienoico). El

ácido arequidónico (ácido 5, 8, 11, 14-eicosatetranoico) da origen

a la serie II y por último el ¿cido 5, 8, 11, 14, 17-eicosapenta

noico a la serie III. Estos ácidos (T-linolénico, linoleico y ara
quidónico) son esenciales, o sea deben suministrarse en la dieta

para evitar trastornos funcionales (33).

El ácido linoleico puede sufrir desaturación a ‘r-lj.

nolénico y éste a su vez elongación a dihomo-‘r-linolénico. Este a

su vez se puede convertir en a'cido araguidónico por una del ta 5-6

desaturación mediante un proceso unidireccional (Figura I .16)

(198).

Salvo en concentraciones muybajas, los ácidos gra

sos no se encuentran libres sino que están unidos a los lipidos in
tracelulares: ésteres de colesterol, compuestosfosfatidicos, mo
no, di o triglicéridos (76). Por lo tanto para que suceda la sin
tesis de prostaglandinas es necesario liberar el sustrato, reac
ción que es catalizada por un grupo de enzimas, acilhidrolasas, ca

mola fosfolipasa A2y la triglicérido lipasa (140). Diversos esti
¡nuloshormonales, la injuria tisular y varias drogas que inducen

la sintesis de prostaglandinas, pueden liberar los ácidos grasos
de sus depósitos por estimulación de las acilhidrolasas (Figura
I.17).

La fosfolipasa A2 tiene un papel preponderante en

la sintesis de prostaglandinas porque los fosfolipidos son la fuen
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te más importante de ácido araquidónico. Pero no sólo la fosfolina

sa A2 libera acido araguidonico. Eh ovario, por ejemplo, existe aL

ta concentración de acido araquidónico de colesterol debido a una

colesterol esterasa (estimulada por LH) que libera arequidonato

(138).

una vez liberados los ácidos grasos pueden sufrir

diversos procesos: auto-oxidaciones; elongación de sus cadenas,

reincorporación a los fbsfblipidos por ciclasas, etc. Para que oqu
rra la sintesis de prostaglandinas el ácido liberado debe ser toma
do por la enzima que inicia lo que se conoce como "la cascada del

ácido araquidónico" (225). Puedenexistir altas concentraciones de

sustrato libre pero es muypoco el disponible para la producción

de prostaglandinas.

Unavez liberado el araguidonato, la sintesis de

prostaglandinas y tromboxanosocurren en dos pesos principales (EL

gura ¡.18). El primero esta catalizadb por la ciclooxigenasa (en
contrada en casi todas las células del organismo) y'da comoresul

tado la oxigenación y ciclación del acido graso para formar los en

dbperáxidos (intermediarios inestables) (Figura I.19). El segundo

paso incluye enzimas especificas de cada tejido y lleva a la forma

ción de los productos característicos de cada uno de ellos; por e
Jemplo el tromboxano en las plaquetas.

Todoeste sistema, llamado prostaglanddna sintetasa

fhe aislado por primera vez de vescicula seminal bovina (173) y
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consistía en 1a ciclooxigenasa (o prostaglandina endoperóxidosin

tetasa) y 1a prostaglandina endoperóxido isomerasa, que convierte

el PGH en PGE.

La ciclooxigenasa cataliza 1a conversión a PGG. Se

requiere para ello oxigeno molecular y es dependiente de un grupo

hemo .

La endoperóxi do E isomerasa es una enzima microso

mal (172) gue requiere glutation para la isomerización de PGHa

PGE.

La tromboxanosintetasa fue descubierta en plaque

tas humanay de varias especies. El TxAzse hidroliza espontanea

mente a Tsz (241).

La 11-ceto-isomerasa en presencia de glutation for

ma PGD,principal prostaglandina de cerebro (1) y plaquetas (183).

La endoperóxido reductasa se encontró en útero de cobayo y forma

PGFa partir de PGH(270).

La prostaciclina sintetasa es una enzima microsomal

que convierte PGHen PHI2muyinestable. Esta se hidroliza espontá

neamente a 6-ceto-PGF1a y se forma en casi todos los tejidos vascu

lares (66).

El ácido arguidónico es metabolizado por B-oxida

ción de 1a misma forma en que lo hacen todos los ácidos grasos, e
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longación de cadena y autooxidación, lo que implica un proceso de

formación de hidroperóxidos por un mecanismode radicales libres.

Las prostaglandinas sufren una rápida pérdida de su

actividad biológica asociada a la oxidación enzimática del grupo

alcohol del Cis por una 15-hidroxi-prostaglandina-deshidrogenasa

(11, 178, 222) formándose un grupo cetona. Esta enzima esta amplia.

mente distribuida en los tejidos de mamíferos ("11, 187). No existe

especificidad de sustrato con respecto a las distintas prostaglan
dinas y usa como cofactor NADI-Y NADP+(Figura I .20).

La oxidación está seguida por una reducción del do

ble enlace 13-14 trans, dando los dihidrocetoderivados, metaboli

tos persistentes en circulación periférica (208). Esta reacción es
catalizada por una 13-reductasa y necesita NADHy NADPHy requiere

para su acción un carbonilo en posición 15. Luego puede ocurrir

una B-oxidación de la cadena lateral o bien w-oxidación fundamen

talmente en higado (88).

Unporcentaje elevado de prostaglandinas ocurre en

el pulmón. Alli se remueve la mayoria de la PGE2y PGan en circu

lación. Ademásparte de la PGE2es metabolizada por el higado y r1.

fión.

I. 3.3. IMEUZQEEE

Por su importancia clinica y farmacológica se ha
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trabajado muchoen el hallazgo de inhibidores de la sintesis de

prostaglandinas. se conocenvarios tipos de inhibidores:

-' Ahern y

waning (6) demostraron que un análogo acetilénico del ácido a

raquidónico, el ácido eicosa-5, 8, ll, 14-tetraenoico (TYA),.u1

hibe en formairreversible la sintesis de prostaglandinas. Es

tos derivados acetilénicos, asi comootros ácidos grasos natura

les inhiben la sintesis de prostaglandinas por destrucción del
sitio catalítico (142, 182, 251).

tan estructuras variadas pero todas comparten con la aspirina

su acción antipirética, analgesice y antiinflamatoria. En este

rubro se incluyen el paracetamol (7B), la indometacina (61), la

quinidina (119). El mecanismo de acción de la mayoria de estas

drogas es la inhibición competitive irreversible de la cicloaxi
genasa. La aspirina (ácido acetilsalicilico) actuaria comoun
agente acetilante del sitio activo de la ciclooxigenasa (201).
La inhibición de la sintesis de prostaglandinas por estos agen

tes se demostró en más de 30 sistemas como útero de cobayo y ra

ta (99), cerebro de ratón (149), vesciculas seminales de carne

ro (230), etc.

c) Esteroidmantiinflamatorins; Estos compuestostambiéninhiben
la sintesis de prostaglandinas pero no a través de la prosta
glandina sintetesa. Los esteroides antiinflamatorios comolos
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glucocorticoides inducen la liberación de inhibidores proteicos

de la enzima fbsfblipasa A2 de macrófagos y linfocitos (42,

77). se aislaron estas sustancias de distintos tejidos y se las
denominaron de la siguiente forma: de leucocitos de pulmón da

cobayo (macrófagos), 'hmcrocortina"; de células renales, "reno

cortina"; de neutrófilos de peritoneo de cobayo, "lipomodulina"

(23). Estas sustancias son proteinas relacionadas tanto inmuno

lógica comobioquimicamentepero no son idénticas. se las agru

pa bajo el nombregenérico de "Lipocortina" cuyas masas molecu

lares relativas están entre 15.000 y 40.000 (105).

Estos esteroides inhiben la actividad de la fosfoli

pasa A2 y por lo tanto inhiben la sintesis de un número de me

diadores proinflamatorios comoprostaglandinas, tromboxanos. y

leucotrienos (23, 24).

Ekisten otros grupos de drogas que inhiben directa

o indirectamente la actividad de la fosfblipasa A2. comoesta enzi

ma requiere del ión Cb++ como cofactor, los compuestos quelantes

de este catión inhiben también su actividad (249).

I. 3. 4. EEEEEIQREE

Las acciones biológicas de las prostaglandinas es

tán precedidas por su unión con sitios especificos o receptores ce

lulares, algo bien claro en células y tejidos comoadipocitos, hi

gado, cuerpo lúteo, útero y arterias (41, 258). Tambiénhan apare
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cido evidencias documentandoreceptores para TxAzen plaquetas y

vasos (143) .

El tejido uterino parece presentar dos receptores

de membranadiferentes para prostaglandinas, uno para PGE2y otro

para 1’6an aunque ambos son capaces de unir a PGEcon apreciable

afinidad (.93).

Los estudios de radioligando han permitido la iden

tificación de si tios especificos para cinco de los prostanoides na.

turales. La clasificación utilizada es la propuesta por Colemany

colaboradores según criterios farmacológicos (55).

I.3.5.W
Las prostaglandinas participan en múltiples y diver

sas acciones biológicas. Silver y colaboradores (224) las clasifi
caron según sus funciones en:

a) MW: LainfusiónintravenosadePGA1y PGA2dismi
nuyen la presión sanguínea. Se propuso que estas prostaglandi

nas podrian ser liberadas por el riñón y actuar comohormonas

clásicas regulando la presión sanguínea (112). Pero mas tarde

se comprobó que son productos de degradación de la PGE1y PGE2

respec ti vamente .

En 1.978 (102) se sugirió que la PGI2 era una hormo

na circulante liberada continuamente por el pulmón y producía
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b)

o)

la inhibición de la agregación plaquetaria. Noobstante, estu
dios posteriores, sugirieron que la PGI2debia considerarse co

mo una hormona local que inhibe la agregación plaguetaria sólo

en lugares cercanos a su formación (53, 110).

BnostaalandinauamuarmonaLlacales: Numerososson los ejem

plos de las acciones de las prostaglandinas comohormonasloca

les. La PGEen médula renal va a corteza donde disminuye la re

sistencia preglomerular y de esta forma se obtiene una autoregu

lación del flujo sanguíneo renal (112). La PGFéaproducida en

el útero de la oveja es transferida de la vena uterina a la ar

teria ovarica y en este órgano causa luteólisis (164).

Pbr otro lado la PGTbapresente en exudados inflama

torios aumenta la permeabilidad vascular (269).

WWWM: Lasprostaglan
dinas sintetizadas por una célula podrian actuar en la mismaan

tes de su liberación comportandosecomomensajeros intracelula

res. Estas prostaglandinas pueden regular los niveles de otras
sustancias biologicamente activas o modular algunas actividades
enzimáticas.

Las PGE! y PGEzmodificacn la actividad de la Na/K

ATPasaMZ++dependiente y la adenilato guinasa en eritrocitos y

plaquetas humanas, en mitocondrias de higado de rata y en el

músculo esquelético del conejo (129).
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En piel de rana (126) y en fondo de estómago de ra

ta (54) la estimulación del influjo de Na+por PGEhes precedi

da por una remoción del Ch++ de membrana.

Las prostaglandinas del tipo E aumentan o disminu

yen el AMTbintracelular mientras que la PGFeaes capaz de au

mentar nasta cuatro veces los niveles de GMPcdel útero de rata

(139). La relación GMPc/AMPUse incrementa con PGTha y disminu

ye con PGEz (139). El primer efecto de la PGEseria aumentar la

actividad de la adenilato ciclasa. La PGI2 y PGE2 elevan el

AMPcintracelular del útero de rata (255).I.3.6.mmleW
La Figura 1.21 muestra los principales efectos

de prostanoides y leucotrienos. Hasta el presente sólo unas pocas

prostaglandinas se encuentran en el mercado de un número muy limi

tado de paises, aunque muchas están siendo investigadas en cuanto

a sus aplicaciones potenciales para el tratamiento de problemas en

el área de la reproducción y fertilidad, terapeútica cardiovascu
lar, problemas de hematologia y padecimientos gastrointestinales.

Unade las pwimeras aplicaciones clinicas de las

prostaglandinas füe el uso de PGTeacomoinductor del parto al tán

mino del embarazo humano. Hoy se utilizan agentes análogos, más pa

tentes y con más larga acción que los productos naturales.
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Unode los usos más difundidos de las prostaglandi

nas reside en la medicina veterinaria, particularmente para la

cria de ganado vacuno, ovino, equino y porcino. Grandes beneficios

económicosse pueden lograr mediante el control del celo de gran

des grupos de animales. Muchosanálogos de prostaglandinas (flu

prostenol, clorprotenol, etc.) se encuentran en el mercadoy son

capaces de sincronizar los estros del ganado y con todos ellos se

aprovecha la capacidad luteolitica que posee la PGFy sus analo

gos, facilitante de la implantación y mejoradora del desarrollo

del huevo fecundado en yeguas y en vacas.

Numerososestudios clinicos evidenciaron que las

prostaglandinas de la serie E promuevenla cicatrización de úlce

ras gastroduodenales o previenen su desarrollo. Esto se debe a su

propi edad ci toprotec tora .

Un efecto adverso y no deseado, tipico de muchas

prostaglandinas comola PGan y PGE2(pero no de prostaciclina) es

el aumentode la motilidad intestinal asociada con diarrea.

El asma bronquial representa otro sector prometedor

para la terapéutica con prostaglandinas. Aerosoles de PGE1y PGE2,

con evidente capacidad broncodilatadora brindan alivio en los ata

ques asmáticos (.93, 206).

Son numerosas las acciones y utilidades de estos

compuestos, que resultaría dificil de mencionar brevemente. Sólo
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se resumirá una somera introducción sobre sus acciones en los prin

cipales procesos relacionados al objetivo de este trabajo.

I.3.7.WMWWW
MW

La posible participación de las prostaglandinas en

el proceso de ovulación ha sido largamente estudiado. La adminis

tración de inhibidores de prostaglandinas tales comoácido acetil

salicilico o indometacina inhiben la ovulación en distintas espe

cies tales comoratas (12), conejo (100), peces (240), etc. Esta

respuesta fue revertida por prostaglandinas exógenas (186, 210).

Cbmoel tratamiento con indbmetacina no afecta la producción de

esteroides foliculares o la maduracióndel oocito, indica que las

prostaglandinas están relacionadas principalmente con la ruptura
del folículo y no en otros procesos preovulatorios (desarrollo fo
licular preovulatorio) (12, 100). Las células de la granulosa tie

nen capacidad de producir prostaglandinas y la mayorprostaglandi

na producida es la PGI2 (136).

La PGFbaes la prostaglandina principalmente involu

crada en la ruptura folicular, más que la PGEé.El sitio de acción

de esta prostaglandina es aún desconocido. El mecanismode acción

puede involucrar uno o más de los siguientes procesos:

i) disminución de la sintesis de colágeno (69),
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ii) aumentode la actividad del músculoliso, contractilidad (260)
iii) liberación de activadores de plasminógeno(240),

iv) liberación de enzimas lisosomales que pueden iniciar la ruptu
ra de la pared folicular (36).

B)Luteálifiia.

Las prostaglandinas especialmente aquellas del tipo

E pueden tener un papel fisiológico en la luteinización y manteni

miento del cuerpo lúteo pero no son intermediarios obligatorios en

las acciones de las gonadotrofinas (62). Las concentraciones de

PGEy PGF'puedenactuar para modular el efecto de las gonadotrofi

nas y posiblemente también las de otros factores luteotrófïcos.

Ahora bien, la regresión normal del cuerpo lúteo QQ

mienza con la desaparición de receptores de LH; disminución de fo:

mación de AMPcy progesterona y en algunas especies con un incre

mento de la sintesis de 20a-OHHprogesterona(luteólisis füncio

nal). Estos eventos metabólicos son luego seguidos por la degenera

ción morfológica (luteólisis estructural) (62).

Eh estudios realizados en varias especies, la PGFba

antagonizaba el efecto estimulante de la LH o de la n06 sobre la

formación de AMPc’yla sintesis de progesterona (247)..Además la

inhibición de PGEZ: por indometacina prolonga la Vida del cuerpo

lúteo y la administración directa de PGFbainduce luteólisis

(117).

62



El cuerpo lúteo humano tiene receptores para PGFba

y tiene la capacidad de sintetizar esa prostaglandina in Vitro. La

acción de la PGTbaes importante sólo a partir de cierto tiempo de

Vida del cuerpo lúteo. Eh el humanoes de 7 - 11 dias post ovula

ción. El mecanismo todavia es desconocido pero se ha propuesto que

la ¡EWbacausa un bloqueo de la captación de gonadotrofina en el

tejido luteal in vivo y que inhibe ademasla activación de la ade

nilato ciclasa producida por LHen el cuerpo lúteo en distintas es

pecies (16, 62, 247).

se conoce muypoco sobre las otras prostaglandinas

en regresión luteal pero a pesar de su alto contenido en PGE2.no

parece tener un efecto luteolitico.

mmm
El descubrimiento de las prostaglandinas se derivó

del hallazgo del efecto del semensobre las contracciones uterinas

(141). Pbr otro lado, se demostró gue las prostaglandinas exógenas

(particularmente las del tipo E y F7 inducian contracciones uteri

nas en varias especies de animales (21). Utilizando inhibidores de

la sintesis de prostaglandinas redujeron la actividad espontánea
del útero aislado de rata (252). Posteriormente al emplear útero

aislado de ratas prefladas (de 17 a 22 dias) se observó que el mis

mo exhibia contracciones espontáneas al mismotiempo que se libera

ban sustancias del tipo prostaglandinas (principalmente similar a
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PGFba)al medio. Mediante el uso de inhibidores de sintesis de

prostaglandinas (indometacina <9ácido acetilsalicilico) lograron
abolir tanto la liberación de prostaglandinas comola actividad u

terina, restaurandose la actividad contractil con el agregado de

estos agentes exógenos (253).

Si bien todas estas evidencias sugerian una partici

pación de las prostaglandinas en la motilidad uterina no se descan

taba la posibilidad de que la liberación de prostaglandinas füera

la consecuencia y no la causa de la actividad mecanica. Posterior

mente fue deshechada esta hipótesis ya que se demostró que la pro

ducción de prostaglandinas ocurría aún cuando las contracciones u

terinas eran abolidas por un relajante muscular comopapaverina

(B).

se ha observado que los fragmentos aislados de úte

ros de ratas ovariectomizadas exhibian una motilidad uterina mas

constante en el tiempo que las provenientes de ratas en estro nata

ral (94) y ello coincidia con una mayorproducción de prostaglandi

nas tipo E por los úteros de ratas ovariectomizadas (95). De todos

estos encuentros se sugirió que las prostaglandinas producidas lo
calmente estaban involucradas en la actividad füncional del útero

aislado de rata overiectomizada.

El estradiol se considera comoel esteroide ovárico

predominante en la regulación de la síntesis' de prostaglandinas

por el útero de rata (44) pero en algunas especies parece necesa
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rio la influencia de progesterona previamente. El control de las

contracciones uterinas por estradiol esta más relacionado con las

variaciones producidas a PGEbque a PGFba (237).

Al determinarse las contracciones espontáneas y los

niveles de prostaglandinas (E2 y iba) del útero aislado de ratas

durante los distintos estadios del ciclo sexual, se demostró una

correlación positiva entre la motilidad y la liberación de prosta
glandinas (81). Pero los mecanismospor los cuales los estrógenos

regulan la producción de prostaglandinas no se conocen todavia.
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L4.WM
I.4.1.W

Los iones Ca++son uno de los más importantes mensa

jeros intracelulares. Para el funcionamientocelular coordinadoés.
tas se comunicanentre si a través de contactos directos o a tra

vés de señales producidas por impulsos elécticos o mensajeros qui
micos. Dentro de la misma célula también la comunicación entre las

distintas organelas se establece a través de mensajeros quimicos.

Cualquiera sea la señal producida debe haber un a

ceptor de esa señal. Para un mensajero quimico el receptor en gene

ral es una proteina que recibe la señal e interpreta el mensaje re

guiando la actividad apropiada.

Quizas el mas versátil mensajero intracelular sea

el ión Ca++. Muchas de las acciones del Ca++se producen por su u

nión a calmodulina, su mejor receptor, proteina presente en célu

las eucariotes cuyas propiedades son bastante bien conocidas

(117).

Unasegunda proteina intracelular receptora del cal.

cio es una proteina quinasa dependiente de Ca++ y fosfolipidos

(protein quinasa C) regulada también por diacilglicerol, proteina

también al tamente di stri bui da en el organi smo.

El ión Ca++afecta casi todos los aspectos fisioló
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gicos de la célula. Las fünciones mas comunmentereguladas por es

te ión son: contracción muscular, endocitosis y sxocitosis. motili
dad celular, división celular, metabolismode glucógeno, sintesis

y lberación de neurotransmisores, etc. El mecanismode todas estas

acciones aún no se conocen totalmente (52).

La concentración de Ch++intracelular es regulada

por distintos mecanismosque incluyen sistemas de membranacelular

y sistemas de membranade diferentes organelas celulares comore

ticulo endoplasmatico y microsomas.

CUandolas células del músculo liso estan en reposo

la concentración del ión ca++ intracelular es aproximadamente

1 x 10-7 M’mientras que la concentración extracelular es 10.000 we

ces mayor. E! Ch++intracelular proviene de distintas vias (128):

- Influjo a través de la membranaplasmática por los denominados

canales de calcio.

- Liberación de las organelas que retienen Ch++(reticulo sarco

plasmático, mitocondrias, etc.)

—Influjo de pequeñas cantidades de Ch++ a través de poros en la

membranasarcoplasmática cuando el músculo se encuentra en repo

SO.

cualquiera de estos procesos estan provocados, estL

mulados, inhibidos y regulados por diferentes efectores celulares
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como: estímulos fisiológicos, transmisores quimicos, hormonas, men_

saJeros extracelulares e intracelulares, estimulos elécticos, io
nes y otros.I.4.2.W

Los canales de Ch++de membranacelular de eucario

tes consisten en estructuras macromolecularesgeneralmente glico

proteinas. su configuración es cilindrica con un poro acuosa en su

centro. El pasaje a través de esos poros sigue varios pasos en los

que se establece una interacción reversible entre el Ch++y los si

tios de unión de membrana.se asemeja a la cinética enzimática (se

turabilidad, reversibilidad, constante de disociación) y la rela
ción entre la concentración de Ch++extracelular y‘la entrada de

Ch++a la célula describe una curva de ¡saturación hiperbólica

(120).

Estos canales tienen gran selectividad por los io
nes gue la atraviesan, o sea que resultan un verdadero filtro ade

más de ser capaces de regular la velocidad de atravesar estos po

1‘08.

Iones comoca++, Ea++, sr++ la atraviesan rapidamen

te, pero otros como Zh++, Mh++y Cd++ lo hacen muy lentamente.

Estos canales tienen distintas confbrmacioneso es

tados:
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—Abierto, llamado estado activado

—cerrado, constituido por: - Estado desactivado o

- Estado inactivado

Los iones atraviesan estos canales en el estado a

bierto, o sea en el estado activado. según el estimulo necesario

para activar los canales, esto es, obtener el estado abierto, los
canales se clasifican en dos grupos:

a) canales sensibles a cambiosde voltaje. Estos canales responden

cuando el potencial de membranadisminuye hasta un cierto ni

vel.

b) canales relacionados a receptores especificos de membranaplas

mática. Estos canales pueden ser activados cuando se produce.u1

teracción entre neurotransmisores u hormonasy receptores mole

culares (Figura I.22) (120, 133).

un determinado agente puede producir una serie de

respuestas celulares afectando más de un tipo de canal de Ch++.

Existen ademásdistintos sitios de unión para estos agentes e in

cluso algunos parecen tener mayorafinidad por los canales no acti

vados y otros en cambiopor los canales activados (abiertos).

Se conoce muy poco a cerca de los canales operados

por receptores en músculo liso, o sobre la forma en que se relaciQ

nan con la membranacelular. se cree que el proceso de degradación
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de fosfoinosi toles inducida por receptores es el responsable o la
señal de apertura de estos canales de Ca-H-.Pero en realidad el

rol de estos fosfolipidos en el influjo de iones Ca-H-es muydiscn

tido y no se conoce aún.

Por otro lado la interacción agonista-receptor que

lleva a un aumento de nucleótidos ciclicos también influyen sobre

el influjo de CaH en músculo liso. El AM’csobre todo, parece re

gular la función de los canales de Ca-H-dependiente de voltaje

(45)

En músculo liso existen dos tipos de canales depen

diente de voltaje:

- Canales de rápida inactivación [VDC(F)J

—Canales de lenta inactivación [VDC(S)]

Distintos autores sugieren que el influjo de iones
Ca++a través de los canales del tipo VDC(S) producen entrada del

catión al reticulo sarcoplasmático y estimulación de las proteinas
contrác tiles en el ci tosol (Figura I. 22).

En cambioel influjo a través de los canales del tj.

po VDC(F)producen liberación del catión del reticulo por activa

ción del sistema CCH?(ver más adelante) (Figura 1.22).

Por otro lado el influjo de Ca-H-a través de los pg

ros de membranacuando la célula está en reposo no aumenta la con
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centración de CaH en ci tosol sino que son tomados directamente

por estas organelas (RS).

El influjo de iones Ga-H-producido por los canales

dependiente de receptores, en cambio, no son acumulados en reticu

lo sino que activarán directamente las proteinas contráctiles en

ci tosol (Figura I, 22)

I-4-3.WWW
Las organelas más importantes que intervienen en el

mantenimiento de la homeostasis del CaH-son el reticulo sarcoplas

mático, mitocondrias y otros lisosomas. Estas organelas tienen una

eficiente bombade Ca++que almacenan estos iones en forma de fos

fatos. Estos iones pueden ser liberados al medio (ci tosol) cuando

1a célula lo requiere.

Estos sistemas de acumulación de iones CaH tienen

fundamentalmente dos funciones (200) :

- El intercambio de los iones entre el ci tosol y las organelas pa
ra mantener la concentración basal en ambos (en ci tosol es

10.000 veces menor que en reticulo) durante los periodos de rela
tiva inactividad.

- En periodos de gran requerimiento de CaH (células activadas por

estímulos nerviosos, drogas u hormonas) la velocidad de entrada

del ión a reticulo es mayorque 1a velocidad de eflujo celular
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con lo que estas organelas producen una neta acumulación de io

nes Ch++que protege a la célula de una sobrecarga o intoxica

ción por exceso del mismo.

Según el estimulo recibido por la célula uno de los

mecanismosa que recurre para aumentar la concentración de iones

Ch++en el citosol es a través de la liberación de estos iones por

las organelas (principalmente reticulo) que lo contienen. La libe

ración de estos iones al citosol se puedeproducir por distintos
mecanismos o efectores. Ono de ellos es el mismo ión Ch++a través

del llamado sistema de liberación de Ca++ inducido por calcio

(CCR)aunque su rol fisiológico está en discusión (239).

Otra forma es a través de algunos compuestos como

cafeina cuyo mecanismo se desconoce aún (123) a pesar de que se lo

relaciona con el anterior.

El mecanismo más conocido y estudiado es a través

de la hidrólisis de los fosfoinositidos de membranacelular ya men

cionado anteriormente (Figura I.2 y I.22) (39, 80, 109, 200).

I.4.4.WM
Ya se mencionó anteriormente que las células de más

culo liso tienen concentración de iones ca++ citosólica aproximada

mente 10.000 veces menor que la concentración extracelular. Por lo

tanto es lógico pensar que para mantener esta diferencia de concen
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tración todo influjo de Ch++debe ser compensadopor un eflujo ne

to, ya que la capacidad de las organelas en acumular iones de Ch++

es limitado. Se conocen dos mecanismospara la liberación de cal

cio celular (Figura 1.23):

- Una bomba de intercambio entre el Na+ y el Ch++

- Una bomba de Ch++ dependiente de ATP (Cb++/21Thsa)

Esta última parece ser el proceso más importante de

salida del ión de la célula. se cree que este sistema de transpor

te depende de calmodulina y fue identificado en mas de 20 tipos

distintos de células (191) incluso en miometrio de rata y otras es

pecies (232).

La bomba de extrusión de Cb++ podría ser la clave

para regular la concentración de Ch++intracelular y por lo tanto

la actividad contráctil (Figura I.23) (194).

Los inhibidores de esta bombaproducen contraccio

nes y los activadores relajación del músculo. Unejemplo es la han

mona ocitocina gue inhibe la bomba de Ch++/HIPasa sarcolemal del

miometrio humano. Esta hormona es el agente más potente que produ

ce contracciones uterinas.

Muchosantagonistas de Ch++no sólo tienen efecto

sobre los canales de entrada del catión, sino además tienen acción

sobre estas bombas de salida de Ch++(45).
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I.4.5.WW
Para que un segundo mensajero produzca una respues

ta a una estimulación debe haber un receptor intracelular que se

una al mensajero resultando algún cambio después de su interac

ción. Normalmenteestos mensajeros tienen efecto sobre gran canti

dad de sistemas celulares pero en general son pocas las proteinas

capaces de unirse a ellos, con lo que estos pocos receptores de es

tas señales tienen capacidad de interactuar con gran cantidad de

sistemas celulares controlados por ese mensajero.

Un ejemplo de ello es AMPc(adenosin monofosfato ci

clico). Se conoce sólo una proteina capaz de interactuar con él,

la "protein quinasa dependiente de Mc". Es probable que todas

las acciones del AMPcsean mediadas a través de esta proteina. Cbn

el ión Ca++la situación es más compleja.

Para ser receptor intracelular, estas proteinas tie
nen que tener ciertas propiedades comoal ta afinidad por su mensa

jero, poseer sitios de unión especificos, el valor de su constante
de disociación estar en el rango de concentración del segundo men

sajero en la célula en condiciones normales. Además, la unión del

mensajero debe producir un cambio conformacional que altere su in

teracción con otras proteinas o afecte la actividad catalitica si
es una enzima .

Conel ión calcio la situación es más compleja:
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A) MUchasde las acciones intracelulares del ión Cb++ocurren por

su unión a calmodulina, proteina presente en todas las células

eucariotes, muy estudiada y su secuencia ha sido mantenida a

través de la evolución (Figura I.24) (68). La mayoria de los

procesos dependientes de calcio son mediados por su unión a cal

modulina, a excepción de contracción del músculo estriado y fos

forilación catalizada por protein quinasa C.

Chlmodulina es una proteina acidica, con gran conte

nido de residuos glutamato y aspartato, de pI = 4,2 y masa mo

lar 16.680 D. Es una cadena simple y la gran cantidad de cargas

negativas por los grupos carboxilos de esos residuos forman cua

tro dominios donde se unen los iones Ch++(Figura I.25). Los

cuatro iones ca++ se unen con igual afinidad, o sea en forma no

cooperativa. CUandolos cationes ca++ se unen a esta proteina

se producen cambios confbrmacionales (aumento de procentaje de

a-hélice, disminución en la suceptibilidad de la digestión pro
teolitica, etc.) (52, 68).

Eh ausencia de esos cationes la calmodulina existe

en forma libre en el citoplasma, en membranacelular o en dis

tintas organelas .pero al aumentar la concentración de iones

Ch++en el citosol la proteina ya se asocia formando el comple

Jo (Ch)4—calmodulina. Este complejo luego se une a las protei

nas blanco para su actividad.

En general no hay interacción entre calmodulina y
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Figura 1-25: CalModulina (Tonado de Cheung,
N. Y... cita 52)
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B)

C)

en

ci dos.

proteinas blanco sin iones Ca++- La única excepción conocida

hasta ahora es la fosforilasa quinasa que permaneceunida aún
en ausencia de CaH

Unasegundaproteina intracelular dependiente de calcio de gran

distribución es la protein quinasa dependiente de calcio y fos
folipidos (PIC) que tambiénes regulada por diacilglicerol (pra

Esta enzimaceso mencionado anteriormente, Figura I .2) (134)

fosforila los residuos de serina y treonina- Está presente en

citoplasma (es soluble) en forma inactiva y se cree que el dia

cilglicerol hace que la enzima se pegue a membranay se active

(131, 177)

Algunas otras proteinas conocidas que interactúan con calcio,

pero de restringida distribución tisular son (Figura I .24):
—Parvalbúmina en músculo estriado

- Troponina (que tiene un alto grado de homologia en la secuen

cia con calmodulina), también de músculo estriado

- Calcimedina en músculo liso (68).

El complejo (Ca)4—calmodul_inaactiva o interviene

numerososprocesos celulares pero no todos son claramente cono

Sólo se hará una breve mención de estos procesos o de las

proteinas intervinientes ya que su extensión escapa al objetivo de
este trabajo (Figura I. 26).
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La fosfbrilación de proteinas es a menudoel punto

clave en estos procesos de regulación.

a)

b)

e)

d)

una de las enzimas activadas por este complejo en ciertos múscu

los lisos vasculares es 1a fosfodiesterasa de nucleótidos cicii

cos. Se cree que activa más a la enzima que cataliza a1 GMPc

(guanosin monofbsfato cíclico) que a 1a del AMPc;de esa manera

produce una mayor o más prolongada respuesta del Ch++por una

mayor hidrólisis del GMPc(176).

En otros tejidos (sistema nervioso) este complejo activa a 1a

adenilato ciclasa (64). se desconoce su función sobre todo que

muchostejidos carecen de esta activación.

Los tejidos contienen una o más protein guinasas reguladas por

calmodulina que catalizan 1a fosfbrilación de muchasproteinas.

se identificaron esas enzimas como7protein quinasa multifúncio

nal dependiente de calmodulina” (177) y se conocen dos:

—Quinasa I (cuyos sustratos mejor caracterizados son Sinapsin

I y proteina II)
- Quinasa II (que tiene varios sustratos comoglucógeno sinteta

etc.).sa, MLC,tirosin hidrolasa, triptofan hidrolasa,

Otra enzima regulada por este complejo es la fosforilasa quina

sa que cataliza 1a conversión del glucógenofosfbrilasa inacti

va a 1a forma activa (68).
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e) Unade la más conocida enzima activada por el (Cah-calmodulina

\¡'
f

g)

es la "cadena liviana de la miosina quinasa" (MLCgsa).Esta en

zima está presente en muchas células de mamíferos y en altas

concentraciones en los tejidos comomúsculo liso y estriado.

La fosforilación de una de las cadenas livianas de

la miosina es catalizada por esta enzima. En músculo liso y o

tros tipos de células este paso es esencial para la iniciación
de la contracción y es fundamental en el control de motilidad

por el ión calcio. Esta activación afecta la cinética de la in

teracción entre miosina y actina. Esta enzima es altamente espe

cifica y difiere de las de músculo cardiaco y esquelético (63,

132).

El complejo (Cah-calmodulina activa también enzimas como1’0sz

protein fosfatasa (tipo 23) que desfosforila a la subunidad .6

de la fosforilasa quinasa, a la MLCy otros sustratos de la pra

tein quinasa dependiente de AMPc(68).

Otra enzima activada por este complejo es la NADquinasa que in

terviene en varias reacciones metabólicas (68).

h) Por último una enzima muy importante regulada por el complejo

(Ca)4-calmodulina es la que actúa sobre la bombade salida de

calcio de la célula, la bombaCa/ATPasadependiente de adenosin

tri fosfa to (68).
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I.4.6.W
Diversas sustancias químicas afectan la entrada de

ca++ a la célula, ya sea aumentando o disminuyendo su concentra

ción. Algunas estimulan el influjo de ca++, otros lo inhiten, anta

gonizando al ca++ o bloqueando sus canales. Algunas sustancias a

fectan los canales indirectamente variando las condiciones que re

gulan su función. Los mecanismospor los cuales afectan alguna ac

ción del ca++ son muydiversos y se pueden resumir en:

- Drogas que inducen o previenen cambios en el potencial de mem

brana (altas concentraciones de K4, etc.)

— Drogas que alteran la concentración de ca++ intracelular o ex

tracelular
— Drogas que modifican reacciones bioquímicas involucradas en la

acción de estos canales (comofosfbrilación o desfosforilación)

— Drogas que inhiben o estimulan la actividad de los receptores

de membranaligada a estos canales.

Los agentes que tienen acción sobre los canales de

Ga++se los clasifican en distintos grupos incluyendo a activado

res y a inhibidores; esto es según su mecanismode acción y especi

ficidad de tejido.

Eh el grupo I por ejemplo se encuentran aquellos a

gentes que son selectivos sobre los canales en músculo liso. Entre

ellos se encuentran: nifedipina, los derivados de dihidropiridinas
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(inhibidores y activadores).

En el grupo II se encuentran aquellos agentes que

son mas selectivos de músculo cardiaco como verapamil, diltiazem,

D600, etc.

En el grupo III están aquellas sustancias que son

menosselectivos y especificos que los anteriores pero que causan

inhibición de la actividad de los canales de Cb++y de Na+ (com

puestos de difenilalguilaminas) (120, 196).

Algunos de estos mismos inhibidores de Ch++también

resultan inhibidores de calmodulina u otras proteinas contrácti

les. Estos mismos agentes, como sus acciones dependen del tejido

del que se trate, ya que si bien los sistemas contráctiles de to

das las células musculares son reguladas por iones Ch++,los meca

nismosregulatorios son diferentes en los distintos tejidos.

La denominación de antagonistas de Cb++es general

y abarca a todo agente que disminuye la disponibilidad de calcio

citosólico, con la consecuente acción relajante del músculo, sin

importar su mecanismo de acción. Entre ellos podemosdistinguir

cuatro grandes grupos:

1) Inhibición del influjo de Ch++:algunos autores prefieren denQ

minarlos bloqueantes de la entrada de calcio (45, 189). Este

grupo está integrado por muchosagentes comoD600, dihidropiri

dinas, etc. Estos, en general bloquean la entrada de cationes
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2)

3)

4)

calcio a traves de canales estimulados o activados fisiológica

mente o farmacológicamente, pero no afectan el influjo de Ch++

en 1a célula en reposo. DEntro de este grupo algunos autores

incluyen a iones inorgánicos como el La+++, Ba++, sr++, Cd++,

etc. Pero se debe aclarar que el La+++bloquea todo tipo de en

trada de Ch++incluso 1a que se produce a traves de los poros

de 1a membrana en reposo.

Inhibición de la liberación de Ch++de reticulo sarcoplasmáti

co. Este mecanismono está claro aunque algunos autores sugie

ren gue no tiene importancia farmacológica (45).

Estimulación de la liberación de Ch++de 1a célula: se conoce

muypocos agentes que estimulan la salida de iones Ch++. Algu

nos autores demostraron gue entre los inhibidores del primer

grupo, que tienen acción sobre 1a salida del catión se encuen

tra 1a nifedipina.

Efecto sobre calmodulina: algunos agentes comoverapamil y diL

tiazem fheron propuestos comoinhibidores de esta proteina pe

ro existe muchadiscusión a1 respecto (45).
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I. 5. .QEEEÏIEQE

EJ presente trabajo de tesis examina algunos aspec

tos del efecto de los opioides endógenos y exógenos en el útero de

rata ovariectomizadbpara dilucidar:

- E! papel de la morfina en 1a motilidad espontánea del útero sis

lado de rata, receptores involucrados en estos efectos y posi
ble mecanismo de acción.

— Ei papel de los opioides endógenos (B-endorfïna, encefhlinas,

dinorfinas) en los mismoparámetros de la fünción uterina.

— El posible mecanismo de acción de estos opioides en el útero de

rata comomodelo experimental para el conocimiento de su rol ii

siológico en le fünción reproductiva.
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MATERIALES Y METODOS



II. 1. MIEEIALES.

II.1.1.W
Se utilizaron ratas hembrasvirgenes de la variedad

Wistar, cuyo peso oscilaban entre 160 y 200 g mantenidas con ali

mento “PUrina" y agua "ad libitum". FUeron sometidas a un ritmo de

bioterio 14:10 horas (de 7.00 a 21.00) de luz:oscuridad respectiva

mente, a temperatura y humedadconstante (22 i 2) C.

deos los animales utilizados fueron ovariectomiza

dos en forma bilateral 21 dias antes del sacrificio. La interven

ción quirúrgica se realizó bajo anestesia con éter sulfúrico técni
co. Se les practicó una incisión longitudinal medio-lateral, de a

proximadamente1 cm, desde la base de las costillas hacia abajo.

separadas la piel y el músculo se ubicó el ovario y el extremo del

útero proximal a este. se ligó con hilo de cirugia a unos 5 mmde

este punto cortandose Junto a la ligadura para extraer de esta fan

ma el ovario y el oviducto. Luego se suturó el músculo y la piel.

Esta mismaoperación se practicó en el flanco opuesto del animal.

Los animales füeron sacrificados mediante un golpe

en la cabeza y posterior dislocación cervical.
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II. 1. 2.

A)

WE
WW:

PGE1. PGE2, PGan, S-ceto-PGFla

Adenosina-S ' , 5 '—Monofostato cíclico (AMPc)

F01in-Ci ocal teu

Albúmina Bovina , Fracción V

PPO

POPOP

Teofilina

2-Mercaptoetanol

Acido Tricl oroe tanoico

Atropina

Propanolol

Indometacina

TRIZMA base

Regitina

N61oxona

N1fedipina

Verapami 1

EGTA

EDTA

Dextrano

EMEA
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- Protosol

- SH-AMPC(AE = 40 Ci/mmol)

- Acido 14C-Araqu1dónico (AE = 56 mCi/mmol)

C) Amezalzm

_ «¡05.012 (AE = 10-40 mai/mol)

wm
- Cic1oheptadina

MEME-L

—Placas cromatográficas flexibles sílice gel IBZ-F, Baker-Flex

E)E1sbsLficiem¿ific_Qo_

—Carbón Activado

F)Wa
- Morfina (Clorhidrato de)

Las sales y solventes utilizados fueron de grado a

nalítico (Carlo Erba, Mallincrodt y Merck). La solución centelladQ

ra utilizada estaba constituida por: Tolueno:Tritón X-100:Tolueno

Pc (4X m/m PPO y 0,053“ m/m POPOP)en relación 630:300: 70 (v:v:v).

.90



II.2. Mi

II.2.1.WWW
Los estudios se realizaron empleandoin vitro cuer

nos uterinos de ratas adultas ovariectomizadas. Para su obtención

se efectuó una incisión longitudinal medio-ventral. Luegode sepa

rar los cuernos se les colocó en una cápsula de Petri conteniendo

solución de Krebs Finger bicarbonato (KRB)modificado y se los di

secó a temperatura ambiente.

Se abrieron los cuernos longi tudinalmente siguiendo

la linea del mesometrioy posteriormente se cosieron por los extra

mos con hilo y aguja. El tejido se sujeto por el hilo de uno de

sus extremos a un soporte de vidrio en forma de J, el cual estaba

contenido en una cámara tisular de vidrio de doble pared cerrado

en su base, entre las cuales circulaba agua termostatizada a 37° C

impulsada por una bomba EdmundBüler UKT2 (Figura II.1). El hilo

del otro extremo tisular se conectó a un transductor Statham ó TMI

BHL,capaz de transformar la actividad mecánica del tejido en una

señal eléctrica. Esta señal era magnificada con un amplificador

SAN-EIacoplado a un poligrafo con plumas inscriptoras de tinta

Rectigraph 35' encargadas de registrar en forma inmediata y conti

nua las curvas producidas por la actividad mecánica del tejido (FJ.

gura II.2) (25).

El medio tisular, comoya se mencionó, consistía en
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(«WWW
wr

4K

Fifiurn ¡1.1| 1=Trnnsduotor
2=Ccnector del transductor con el sis

teMaaMplificador-registradcr
3=TeJido '
4=Sopcrte tisular

5a=hcca de entrada
5h=hoca

5=CáMaratisular:
de agua circulante externa;
de salida

6=BurhuJeadar
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J
o

I-I
o

SQR

Figura 11-2: Equipo para registrar notilidad uterina
T = Transductor
P = Preparacián muscular
SRR= Sistema de anplificacián g

registro
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una solución buffer KRBa pH'= 7,4 y que contenía glucosa como sus_

trato metabólico. Esta solución tenia la siguiente composición:

[Nh+] = 145 mM [Cï'] = 127.mM

[K+] = 5.9 mM [HCOs‘] = 2,5 111M

[Ch++] = 2,2 mM [504:] = 1.2 mM

[HÉ++J = 1,2 MM [P043'] = 1,2 MM

El pH se mantuvo ajustado con gas carbógeno (95 X

de 02 y 5 X de 002) a flujo constante. En todos los experimentos

1a temperatura del medio nutriente er estabilizada a 37 OC.

Uha vez montado el tejido se le aplicó una tensión

basal de 500 mgmediante un estiramiento producido por un disposi

tivo micrométrico, luego de lo cual se registró su actividad con

tráctil espontánea por un periodo de 60 minutos. Se consideró como

control de dicha actividad el promedio de las contracciones produ

cidas durante los primeros 10 minutos post-aislamiento.

Las variaciones observadas durante la hora de expe

rimentación se cuantificaron en periodos de 10 minutos y se expre

saron comoporcentaje de cambio con respecto a controles internos
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registrados durante los primeros 10 minutos después del aislamien

to y a los que se consideraban comoel 100 X de actividad contrac
til.

La valoración de la actividad contráctil uterina se

realizó teniendo en cuenta la llamada "Tensión oontráctil isométrL

ca" (TC?) siendo ésta la tensión desarrollada por el músculo uterL

no desde el nivel de tensión de reposo hasta el punto de mayor de

sarrollo de tensión (tensión pico) isométrioa (Figura II.3).

Los valores de TUI fueron el promedio de las con

tracciones individuales registradas en periodos de 10 minutos. Su

valor er expresado en mgtensión/¡8.peso seco del tejido.

Eh los casos en que se estudiaron efectos de antagn

nistas éstos füeron agregados al baño 30 minutos antes que los aga
nistas.

Uha vez finalizado los experimentos, los segmentos

uterinos füeron secados durante 48 horas en estufa a 60 OCy poste

riormente pesados.II.2.2.W
una de los propósitos de este trabajo füe estudiar

el efecto de los opioides sobre la producción y liberación al me

dio de prostaglandinas del tipo.E y F'por el útero de rata ovariea
tomizada.
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Figura 11.3: Parámetros para medir tensián
contráctil isonétrica del teJido
a = Trazado de calibración en Mg
b = Tensión contráctil isonátrica

en ng
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Para ello se extrajeron los tejidos comose mencio

nó anterionmente, se los separó de todo material extraño, se los

abrió longitudinalmente y se los dividió en cuartos. Chdauno de

ellos ÍUe preincubado en solución ¡RB burbujeada con carbógeno a

37 °C en un agitador Dubnoff. Luego de 30 minutos se los pasó a tu

bos conteniendo medio fresco en ausencia (controles) y presencia

de distintos opioides y se los incubó durante 60 minutos en igua

les condiciones que antes. Al cabo de 60 minutos de incubación el

medio tisular fue retirado y guardado a -20 OCpara posterior cuan

tificación de las prostaglandinas. Pbr otro lado los tejidos füe

ron secados a 60 OCdurante 4B horas y subsecuentemente pesados.

La determinación de prostaglandinas en el medio de

incubación consta de tres pasos principales:

- A) EXtracción

—B) Separación por cromatografía en placa delgada

- C) cuantificación por bioensayo

MW
Las prostaglandinas como ácidos debiles tienen la

propiedad de ser facilmente extraibles en solventes organicos cuan

do se encuentran en forma protonada. Esta es la base del procedi

miento de extracción utilizado.

Las muestras a extraer, luego de descongelarse, fue
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ron llevadas a pH = 3-8,5 con solución de cloruro de hidrógeno IN;

lo que convierte a las prostaglandinas y a los ácidos grasos en su

forma no disociada, insoluble en agua.

su realizaron tres extracciones con etanoato de etL

lo utilizando igual volumenal de la solución acuosa cada vez. Se

reunieron los extractos y evaporados bajo presión reducida en un

evaporador rotatorio a 40 OC.

B)WWW
El procedimiento llevado a cabo extrae eficientemen

te las prostaglandinas, los ácidos grasos y los hidroxiácidos, pe
ro se hace necesario separar los distintos componentespara su pas
terior cuantificación.

La mayorparte de las prostaglandinas y el 2x32 pue

den separarse comoacidos libres en silica gel G utilizando varios

sistemas de solventes (150).

Las placas cromatográficas utilizadas erron TLC

flexibles silica gel G [BZ-F, Baker-Flex, Baker, que erron activa

das antes de usarse, en estufa a 110 OCdurante 30 minutos.

Antes de realizar la corrida cromatográfica, estas

placas fueron embebidas en una solución de nitrato (V) de plata al

5 X en metanol:agua (95:5) (v:v) de acuerdo a la única metodologia

descripta para separar las PGE}y PGEb(268) y posteriormente actL
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vadas en estufa a 110 OCdurante 30 minutos.

Los residuos de las muestras provenientes de la ex

tracción füeron eluidos con metanol y sembrados mediante tubos ca

pilares. se corrieron en paralelo testigos de las tres prostaglan
dinas que se estudiaron: PGEi, PGEéy PGFha. La corrida se realizó

en cubas cromatográfïcas en forma ascendente. El solvente de elu

ción era la fase orgánica de una mezcla de cloroformo:metanol:agua

(80:20:50) (v:v:v). Los testigos füeron revelados con una solución

de acido fosfomolibdico al 101 en etanol, seguido de calentamiento

a 110 °C durante 5 minutos.

Los Hï' obtenidos fueron 0.79; 0,54; y' 0,26 para

PGEH,PGEhy PGFbarespectivamente. De acuerdo a los correspondien

tes R? se cortaron las zonas de cada muestra y se eluyeron tres Ke

ces con 5 ml de una mezcla de cloroformo:metanol (4:1) (V:V). Los

eluidos luego fheron llevados a sequedad en estufa a presión redu
cida.

031021211120.

Este metodo se basa en la capacidad que tienen las

prostaglandinas para contraer todos los músculos lisos del tracto

digestivo. El estómago de rata es un tejido muysensible a estos

eicosanoides, de alli su elección en este ensayo (173).

El estómago de rata aislado fue superfundido en se
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rie con solución buffer KRBen un dispositivo semejante al de la

Fïura II.1 con la diferencia que el tejido no estaba sumergido en

el medio, sino perfundido por el mismo. El medio contenía antago

nistas capaces de bloquear la acción de otras sustancias que pue

den interferir en el ensayo. Los efectos de histamina, adrenalina,

noradrenalina y acetilcolina pueden anularse mediname el uso de

una mezcla de un antihistaminico y antiserotoninérgico (cipronepta

dina 10-5 gyml); un blogueante de adrenoreceptores a (fentolamina

2 x 10‘3 gyhl), fi (propanolol 3 x 10‘s 37m1)y un agente anticoli

nérgico (atropina 10’7 57ml) (92). se empleó ademas un inhibidor

de la sintesis de prostaglandinas, indometacina (1 ugyml) para pra

venir la generación de prostaglandinas por el tejido aislado (67).

E! buffer fue mantenido a 37 OCmediante un refrigerante y burbu

Jeado con carbógeno. La velocidad del goteo füe de 5-20 ml/minuto.

EHtejido se colocó en la cámara tisular, fijando

uno de sus extremos a un soporte de vidrio y conectando el otro a

un transductor que transfbrma la actividad mecanica en señal elec

trica. El sistema utilizado para traducir, amplificar y registrar
las señales era idéntico al descripto para los estudios de las con
tracciones, esto es un transductor de errza contractil isométri
ca, un amplificador de las señales eléctricas y un poligrafb ins
criptor (Figura II.2).

Las muestras provenientes de la cromatografía se La

yectaban disueltas en 0,2 ml de solución KRBy las respuestas que
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inducián se comparaban con las de distintas concentraciones de

prostaglandinas testigos inyectadas en las mismascondiciones.

Los resultados obtenidos' se expresaron en ng' de

PGSVmgde peso seco del tejido y fueron corregidos por ensayos de

recuperación realizados con cada grupo de 6 muestras. Los porcenta_

Jes de recuperación oscilaron entre el 50 y el 70 X.

II.2.3.W
se determinó el efecto de distintos agentes sobre

los niveles uterinos de AMTb.se utilizaron en estos experimentos

cuernos uterinos aislados de ratas ovariectomizadas. Los segmentos

(mediocuerno uterino), libres de todo material graso, se preincu

baron en solución KRBa 37 °C, durante 30 minutos en un agitador

Dubnoff'bajo atmósfera de carbógeno (95X de 02 y 53 de 002)- Poste

riormente se incubaron los segmentos en idénticas condiciones en

ausencia (control) y presencia de las drogas estudiadas (agonistas
y antagonistas opioides, prostaglandinas y combinacionesentre e
llas).

Se determinaron los niveles de AMPcen tres tiempos

diferentes de incubación: 1 minuto, 5 minutos y 20 minutos. CumpLL

do este periodo, se homogenizaron los segmentos uterinos en 0,5 ml

de ácido tricloroetanoico al 103 (v/V). Estos homogenatosse cen

trifügaron a 2000 x g durante 20 minutos a 0 OC. Se separó el pre

cipitado para la determinación de proteinas y el sobrenadante se
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lavó cuatro veces con 5 ml de dietileter saturado en agua con el
fin de eliminar el ácido tricloroetanoico.

Los niveles de APH-’cse estimaron en el residuo (ob

tenido una vez evaporada al vacio la fase acuosa) por triplicado

según la técnica de Browny colaboradores (34).

El precipitado de la centrifugación se solubilizó

con 1 ml de NaOH1N calentado a ebullición durante 30 minutos, pa

ra la posterior cuantificación de proteinas por el métodode Lowry

(157).

La protein quinasa, necesaria para la cuantifica

ción del AMPc,fue aislada de glándulas adrenales bovinas. Luego

de la separación de la médula, las cortezas adrenales sin cápsula

se homogenizaron en Poli tron (Beckman) a 0 OCcon 1,5 volúmenes de

buffer TRIS-HCJ 50 mMde pH = 7,4 (0,25 M de sacarosa, 25 mMde

KCl, 5 mMde M5612). Se centrifugó este homogenato a 17000 x g du

rante 30 minutos y el sobrenadante obtenido se fraccionó en alich

tas de 0,5 ml y se guardó a -70 OC.

En el momentode la determinación se descongeló el

preparado enzimática y se lo diluyó adecuadamente(según el titulo

buscado) con el buffer de ensayo TNTa pH : 7,4 (TRIS-base 50 mM,

teofilina 8 mMy 2-mercaptoetanol 6 mM).Este mismo buffer se uti

lizó en todos los pasos posteriores de la determinación.

Los ensayos se llevaron a cabo en un volumen total

102



de 200 ul. cada tubo contenía 50 ul de la dilución apropiada de la

enzima (1:8 generalmente), 100 ul de concentración conocida de

AMPc(curva: 0,078 —20,0 pmoles) o de homogenato de tejido y 50

ul de 3H—AMPc(aproximadamente 5000 cpm por tubo) de AE = 40 Ci/

mmol. La cantidad de enzima era tal que unía aproximadamente el

40X del AMPcmarcado (uniones totales o máximas). La incubación se

realizó a 4 C>Cdurante .90 minutos. Cumplido este periodo de tiempo

se separó el AMPclibre del unido con el agregado de 200 ul de una

suspensión de carbón-albúmina (0,5 g de carbón y 100 mg de suero

de albúmina bovina en 10 ml de buffer) mantenida en agitación cona

tante a 4 OC. Se dejó esta suspensión en contacto durante 10 minu

tos a 4 °C luego de lo cual se centrifhgó en frio (4 °C) a 2000 x

g durante 20 minutos.

El sobrenadante de esta centrifugación se volcó en

Viales conteniendo una solución centelladora de tolueno-tri tón

X-100para la determinación de la radioactividad por espectrome

tria en un contador de centelleo liquido (BeckmanLS 100 C).

Los resultados se expresaron en ng de AMPc/mgde

proteinas.

II. 2. 4. 14 

Esta técnica permite estudiar la capacidad de sínt_e_

sis de prostaglandinas por un tejido aislado desarrollada en el la
boratorio en 1986 (83).
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Los úteros extraidos de ratas ovariectomizadas fue

ron colocados en buffer KRBa 0 OCtras eliminarles todo material

graso y extraño. Luego fueron pesados utilizando aproximadamente
200 mg de tejido, los que fueron cortados en segmentos de alrede

dor de 2 mm.

La mezcla de incubación consistió en 0,25 .ug de ¿ci

do l‘C-araquidónico (AE = 56 mCi/mmol) en 1 ml de solución buffer

¡(RB(relación buffer a tejido: 1 ml/200 mg de tejido húmedo). Se

incubó durante 3 horas con agitación constante a 37 OCen un baño

termostatizado modelo Dubnoff bajo atmósfera de carbógeno (95X de

02 y 5X de 002).

Se detuvo la reacción por el agregado de solución

de ácido cítrico 1Mhasta obtenerse un pH = 3-3,5. Se agregaron

dos volúmenesde etanoato de etilo y se lo dejó en contacto duran

te 16 horas. Cumplidoeste periodo de tiempo se extrajo el solven

te y se realizaron dos extracciones más con iguales volúmenes que

el anterior. Los extractos combinados se llevaron a sequedad en

estufa bajo presión reducida a 40 OC.

Luegode estas extracciones se realizó una cromato

grafía en placa delgada para separar los metabolitos del ácido ara

guidónioo formados durante la incubación. Las placas utilizadas

son las mismas que las mencionadas para prostaglandinas y fueron

activadas por calentamiento a 110 OCdurante 30 minutos antes de

UBBI‘.
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se sembraron los residuos de las muestras provenien

tes de la extracción con una mezcla de cloroformo:metanol, 4:1

(v:v) mediante tubos capilares. Paralelamente se sembraron testi

gos de PGEz, PGFba y 6-ceto-PGF1a.

La corrida se realizó en cubas cromatográficas utilizan

do la mezcla de solventes benceno:dioxano:ácido etanoico, 60:30:3

(v:v:v).

una vez corrida la placa y evaporada el solvente,

se revelaron los testigos con ácido fosfomolibdico al 10Xen eta

nol seguido de calentamiento a 110 OCdurante 5 minutos. Los R: oh

tenidos ÍUeron 0,17; 0,28 y 0,42 pura 6-ceto-PGF1a, PGThay PGE2

respectivamente.

Las placas se cortaron en segmentos de l cm, se co

locaron en viales Jr se les agregó 10 ml de liquido de centelleo.

La radioactividad presente se determinó 24 horas después en un con

tador de centelleo liquido BeckmanLS 100 C.

Los resultados se expresaron comoporcentaje de con

versión de radioactividad total de la placa.

II. 2. 5. 45 ++

Se midió la entrada del ión Ch++extracelular usan

do 45Ca012in vitro en tejido uterino bajo condiciones normales y

frente a distintos agentes.
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Para ello se extrajeron úteros de ratas ovariectomL

zadas en las mismas condiciones que para las otras técnicas y se

los colocó en capsulas de Petri con el buffer del ensayo.

extrajo todo material graso,

Se les

se los abrió longi tudinalmente como

ya se explicó y se los cortó en segmentos de aproximadamente 15-20

mg de peso húmedo. Se preinoubaron estos segmentos durante 30 minu

tos a 32 OCen buffer HEPES/Ca burbujeado con 100% de 02.

SALES HEPES/ Ca HEPES/E GTA
(111M) (IDH)

— Na Cl 1 40 1 40

- ¡(Cl 5 5

- MgClz 1 1

- Ca012 1 , 8 --—

- HEPES 5 5

— Gl uoosa 10 10

- EGTA - - - 2

Luego se los trasvase a medio fresco (buffer HEPES/

Ca nuevamente) y se los incuba durante distintos periodos de tiem
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po (2, 5, 15 y 30 minutos) en presencia de “’CaClz (0,1 uCi/ml) en

ausencia (controles) y presencia de distintos agentes estudiados.

Finalizado este periodo de incubación, los tejidos son

sometidos a varios lavados en serie a 0 OCcon buffer HERESÁEGZA

descripto en el cuadro anterior (libre de iones Cb++y en presen

cia de 2 mMde ESTA): tres lavados de 15 segundos, 1 lavado de 15

minutos y l último lavado de 30 minutos, todos con medio fresco y

agitación por burbujeo con 02 100%(169).

Uha vez eliminada toda unión inespecifica de los

segmentos, se colocaron los tejidos en papel de filtro Whatman

nro. 1 y luego de 2 minutos se pesaron, colocaron en tubos conte

niendo 300 ul de protosol y se dejaron a 40-45 OCen estufa toda

la noche (18 horas) para su completa disgregación.

cumplido ese periodo de tiempo, cada muestra fue

trasvasada en forma completa a viales conteniendo 10 ml de liquido

de centelleo con Tblueno-Tritón X-100.

Ihralelamente, mientras se lavaron los tejidos se

tomaban 100 ul de cada medio de incubación y se los agregaba tam

bién a Viales conteniendo liquido de centelleo para poder expresar

luego los resultados en función de la radioactividad total expues
ta.

Se midió la radioactividad de ambasserie de Viales

en un contador de centelleo liquido BeckmanLS 100 C.
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Los resultados fueron expresados como1a relación

entre el contenido de 450a++del tejido y del medio de incubación:

T/M = cpm x 3-1 tejido/cpm x m1-1 medio.

II.2.6.WW
Para obtener el músculo despolarizado se incubó el

tejido en un medio gue contenia [IP] : 60 mMy [Na+] = 80 mi! de

forma de mantener 1a osmolaridad del medio utilizado en los otros

ensayos. La concentración del resto de los iones es 1a misma que

en el buffer tradicional ya descripto (ver cuadro).

II.2.7.W
Se determinó 1a liberación de iones 450a++por seg

mentos de Útero de rata ovariectomizada de aproximadamente 10 mg

de peso húmedo.

En una primera etapa se procedió de 1a misma forma

que 1a mencionada en el ensayo de captación de iones calcio. Los

tejidos cortados, libres de todo material graso y extraño, se los

preincuba durante 30 minutos en buffer HEPES/Caa 32 OCcon agi ta

ción por burbujeo con 100%de 02. Luego se los incuba por 30 minu

toe en medio fresco conteniendo 450a012 (0,1 uCi/ml) en las mismas

condiciones.

En 1a segunda etapa se sigue 1a técnica de Sakai y
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colaboradores con algunas modificaciones (205). se lavan las mues

tras en serie por pasaje de cada una de ellas a intervalos de 2 mi

nutos a través de tubos conteniendo 0,5 m1 de buffer BEBES/Caa

32 OC.y con agitación por burbujeo con 1003 de 02 en ausencia (con

troles) y presencia de las drogas estudiadas.

una vez liberada toda 1a radioactividad del tejido

(aproximadamente 30 minutos después), cada muestra füe colocada en

papel de filtro hfiatmannro. 1, pesada y disgregado el tejido con

protosol de la misma forma que 1a realizada en el ensayo de capta

ción de iones 450a++al tejido.

Se cuantifica 1a radioactividad de cada tejido y de

los 0,5 m1 de cada tubo de lavado de cada muestra en un contador

de centelleo liquido BbckmanLS 100 C de la misma forma que la des

cripta anteriormente.

Se expresan los resultados comouna relación entre

las cuentas del medio de lavado y las del tejido:

(T7M)' = cpmx ml-l medio/cpm x g’l tejido.
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Es conocido que la morfïna a dosis terapéuticas prQ

longa el trabajo de parto y que en la motilidad espontánea del aa:

ro intervienen las prostaglandinas, sobre todo del tipo E..Por lo

tanto se realizaron estudios para conocer las interacciones que e

xisten entre los opioides, principalmente la morfina, y las prosta
glandinas y sus efectos sobre el útero de rata. Para ello se estu

dió primeramente el efecto que producía la morfina en la motilidad

espontánea del útero de rata ovariectomizada.III.1.WWW
En estos experimentos se observó el efecto que pro

ducía la morfïna Jr su pwincipal antagonista, naloxona, sobre la

contractilidad uterina luego de 60 minutos de actividad.

La Fïgura III.1 muestra claramente que la morfïna

en concentración de 10-6 Mdisminuye significativamente el inotro

pismo espontáneo. Tambiénse puede observar que no sólo la naloxo

na (10-3 M)no antagoniza este efecto, sino que produce por si so

la una acción similar al opioide.

se utilizaron distintas concentraciones de morfïna

(desde 10-5 Mhasta 10-3 M) y todas tuvieron el mismoefecto, esto

es, no se observó un efecto dosis dependiente. En cuanto a la nalQ

xona también se probaron varias concentraciones y en ningún caso

se observó efecto antagonista.
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La inhibición producida por 1a morfina (10-5.M) fue

del (58 1 8) X’con p < 0.01, valor máximo alcanzado con esa concen_

tración en ese periodo de tiempo.

Debidoa estas observaciones se estudió posterior

mente si 1a morfina y/b naloxona ejercian alguna modificación en

1a sintesis y liberación de prostaglandinas (PGE).III.2.WWW
En estos estudios se dosaron los niveles de prosta

glandinas generados in vitro por el útero de rata luego de 60 mina

tos de incubación en presencia de morfina, naloxona y ambas. Las

concentraciones utilizadas füeron 10-9 M’para morfina y 10-5 M’pa

ra naloxona.

La Figura III.2 muestra que tanto 1a morfina como

la naioxona deprimen significativamente la sintesis y liberación

de PGS de tipo E y F. En este caso la naloxona tampoco ÍUe capaz

de antagonizar el efecto de morfina y cuando se las incubaron Jun

tas la inhibición füe del mismo orden que cuando se las ensayaron

por separado.

Cbn el objeto de comparar el efecto de la morfina,

cuya acción principal es a través de receptores del tipo u, se re

pitieron los ensayos sobre 1a motilidad espontánea del útero fren

te a otros agonistas opioides con mayor afinidad por otro tipo de
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SINTESISDEPROSTAGLANDINAS

MorfinayNaloxona

PGS(ng/mg

tp<0.001

15“Hp<0.01
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-Control%Morfina

(10'6M)(10-8M)
Figuralll.2

ïMorfina+Naloxona
(10-6M)(10-8M)
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receptores.III.3.W222;
RIM

Para ello se trabajó con encefalinas (agonista 6).

dinorfina (agonista K), SKF 10047 (allylnormetazocina) (agonista

o) y con B-endorfina (agonista u y .6). Las condiciones del ensayo

fueron las mismas gue para morfina y las concentraciones utiliza

das fueron 10-5 Mpara cada una de ellas.

En 1a Figura III.3 podemosobservar que ni las encg

falinas, ni 1a dinorfina ni el SKF10047afectaron significativa

mente la motilidad espontánea del útero de rata ovariectomizada du

rante los 60 minutos del ensayo. La B-endorfina, agonista u y .6,

en cambio, fue el único opioide entre ellos capaz de inhibir la

contractilidad del útero en forma significativa (p < 0.001). Esto
está de acuerdo con el efecto inhibitorio observado con morfina,

ambosson agonistas u y 1a B-endorfina, además, puede ejercer su

acción a través de otro receptor llamado epsilon (e) encontrado en

algunos tejidos.

Se probaron otras concentraciones con los opioides

cuyos resultados fueron negativos, como 10-’5 M y 10-5 M, pero no

hubo variación en sus respuestas.

No se conocen antagonistas específicos de recepto
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res opioides del tipo e, de ahi que solo nos limitamos a utilizar

naloxona comoantagonista- Según podemos observar la naloxona tam

poco antagonizó a este opioide.

Dado que la fi-endorfïna füe el único opioide capaz

de ejercer algún efecto sobre la motilidad uterina, se probó su

acción sobre la sintesis y liberación de prostaglandinas de la mis

ma forma que con la morfina.III.4.WW
Eh estos experimentos se obtuvieron resultados simi

lares a los encontrados con morfïna. Las concentraciones utiliza

das fueron 10-5.M'y 10-3‘M (Fïgura III.4). En amboscasos se obsen

varon los mismosresultados.

La B-endorfina inhibe significativamente la sínte

sis de prostaglandinas Eh, Eb y Fbairu. Los resultados son simila

res para las tres prostaglandinas ensayadas y para la acción del
antagonista.

Dadala intima relación existente entre la contrac

tilidad muscular, las prostaglandinas y el segundomensajero adenQ

sin-monofbsfato cíclico (AMPc)(explicado en til capitulo 17, se

pensó que la acción de estos opioides podria deberse a una modifi
cación en los niveles de AMPccelular. Phra ello se recurrió a su
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determinación en este modelo biológico.

III.5.WWW
Segúnla bibliografia existente algunas prostaglan

dinas del tipo E aumentan el nivel de MPC en miometrio y endome

trio aislado de rata (256). Asimismose ha descripto que la marfi

na interfiere con la acción de prostaglandinas sobre el sistema

nervioso central a través de la inhibición de AMPc(56).HW
En la primera serie de experimentos se estudió el

efecto producido por las PGSsobre los niveles de AMPca distintos

ti empos.

En la Figura III.5 se puede observar que las PGSde

la serie E aumentansignificativamente los niveles del nucleótido
cíclico sobre todo con PGEi. Las concentraciones utilizadas son

10-6 Mpara las 3 PG'S.El aumento producido es rápido, ya al minu

to se observa un gran incremento con respecto al control (p <

0.01) y se alcanza un valor máximoa los 5 minutos mantenido inclu

so hasta los 20 minutos (p < 0.001).

Comoera de esperar según la bibliografía, la

PGan no produce alteración alguna de los niveles de AMPcen las

condici ones ensayadas.

118



SINTESISDEAMPC

EfectodelasPGS

AMPc

ng/mgprat

50

JP651

403020

7%PGE2

ÜPGFZalfa

fi Control

lllLllJillllll4L.2030

Tiempo(min)

10

FiguraIll.5

119



MW
En otra serie de experimentos se determinaron los

niveles de AMPcen presencia de morfina, naloxona y ambas en las

mismasconcentraciones utilizadas para sintesis de PGS. comose ob

serva en la Figura III.6 en ningún caso se modificaron los niveles

del nucleótidb en los tiempos ensayados.

Para asegurarnos gue el efecto de este opioide no

es a través de AMPcse repitieron estos estudios con PCSy marfi

1'18.“WWW
En la Figura III.7 se muestran los niveles de AMPc

producido por la incubación de PGEï Junto con morfina y sus respec

tivos controles. se puede observar que ni la morfina ni la naloxo

na modifican el aumentoproducido por esta prostaglandina sobre la
formación del nucleótido cíclico.

El mismo resultado se obtuvo cuando se repitieron

los ensayos con PGEb(Figura III.8), con los que podemos concluir

que la acción de este opioide no se produce a través de alteracio
nes en los niveles de AMPccelular.
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III.6.WWW
Con el objeto de conocer el posible mecanismopor

el cual la morfina ejerce un efecto inhibitorio sobre la sintesis

de PGSse estudió la influencia de este opioide sobre el metabolis

¡nos del ácido araquidónico marcado.

Para ello se determinó la formación de distintos

prostanoides por acción de la ciclooxigenasa a partir del ácido

14C-araqui dóni co.

En la Figura III..9 se observan los valores obteni

dos de 6-ceto-PGF1a (comoindicador de la generación de prostaci

clina), PGE2y PGan. Se deduce de su análisis que la presencia de

morfina (a la mismaconcentración en que inhibe la sintesis y libe

ración de PGS, 10-3 M) no altera significativamente los valores

controles. Esto sugiere por lo tanto que la acción de la morfina

sobre la sintesis de PGSno se ejerce a través de modificaciones

en los niveles de ciclooxigenasa.

III.7.WW
Dadala estrechairelación entre la concentración de

iones Ca++intracelular y la motilidad uterina y a su vez con la

sintesis de prostaglandinas, se estudió la captación de 4€¡Ca++por

el tejido frente a distintas drogas relacionadas con este fenóme

HO.
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METABOLISMODELACIDO14C-ARAQUIDONICO

CONTROLMORFINANALOXONA

(96)(96)(96)

PGF1alfa2.9*0.43.4+0.43.0*0.4PGEZ4.2*0.44.9+0.66.2*0.6PGF2alfa4.5+0.45.2+0.54.7+0.5

(96-%conrespectoalaradloactlvldadtotal)

FiguraIll.9
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III.7.1.Mirada
Eh estos primeros experimentos se estudió 1a entra

da de 450h++a1 tejido durante distintos tiempos de incubación pa

ra conocer su cinético de entrada y daterminar en qué periodo se

alcanzaba el equilibrio. A1 observar la Figura III.10 encontramos

que el máximo 17H se produce después de 30 minutos de incubación

manteniéndose constante a tiempos superiores. A partir de estos da

tos, los experimentos futuros se realizaron con un periodo de inca
bación de 30 minutos.

III.7.2.W
Se determinó la captación de 4vca++ por el tejido

uterino en ausencia y presencia de morfina (10-6 M.y 10-5.M), de

naloxona (10-5 M) y de B-endorfina (10-5 M, 10-8.” y 10-5 M). La

Figura III.11 resume los resultados obtenidos, observándose que

tanto 1a morfïna como1a B-endorfina disminuyen significativamente

1a entrada del ión al tejido. Esto ocurre con todas las concentra

ciones utilizadas y no se observandiferencias significativas en
tre ellas. Cbn 1a naloxona en cambio no se detecta diferencia con

respecto al control.

A pesar de resultar significativa la disminución de
1a entrada de 4oca++al tejido nos pareció más importante estudiar

la influencia de estos opioides en condiciones en las que 1a capta

ción del Ch++se encontraba estimulada. Para ello se probaron dis
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tintos sistemas de activación e inhibición de entrada de calcio al
tejido.

III.7.3.¿mmm
La oci tocina, hormona cuya acción fuertemente con

tráctil es bien conocida, fue uno de los agentes elegidos para es

tudiar su efecto sobre la entrada del ión calcio al tejido. La Fi

gura III .12 muestra que esta hormona en concentración de 5 mU/ml

ejerce un claro efecto estimulante (50 X) de la captación del

4GCa++extracelular con respecto al control (p < 0.01). Cuandose

incubaron ocitocina (5 mU/ml)con morfina (10-6 M) Juntas se obtu

vieron los valores del control. Esto significa que la morfina re

vierte la acción producida por la mencionada hormona. Asimismo

cuando se probó con el opioide endógeno, B-endorfina, se obtuvie

ron los mismosresultados.

Por otro lado, se repitieron las mismasdetermina

ciones con el agente sintético A 23187, conocido ionóforo de cal

cio. Se observa que esta sustancia produce un aumento de la entra

da del ión en aproximadamente 45 X a una concentración de 10-6 M

(p < 0.01). Cuando se la incubó, Junto con morfina (10-6 M) se obtu

vo nuevamentelos valores del control. Resultados similares se ob

servaron con B-endorfina (10-6 M).

Conestos resultados podemos concluir hasta ahora

gue tanto la morfina (opioide exógeno) comola B-endorfina (opioi
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de endógeno)inhibe la captación del calcio extracelular. Pero ade

más, estos agentes son capaces de revertir el aumentode la entra

da del ión producida por ocitocina y el clásico ionóforo de cal
cio.

III.7.4.¿MMM
Dadalas acciones inhibitorias ejercidas por estos

opioides, se intentó en estos experimentos compararlos con los e

fectos producidos por verapamil y nifedipina, clásicos antagonis
tas o inhibidores de canales de calcio celulares.

Las concentraciones subagudas utilizadas de ambos

fueron 10-5 Mal igual que la concentración utilizada para morfi

H8.

Se puede observar en la Figura III .13 que tanto ve

rapamil comonifedipina producen inhibición significativa de la en.

trada de Ca++. Cuando se ensayaron cada una de ellas en presencia

de morfina no se observaron diferencias con los resultados anteria

res. Esto significa que los efectos de estos inhibidores y el de

la morfina no son aditivos. Se repitieron estos experimentos con

concentraciones mayores (10-5 para ambos tipos de agentes) pero

tampocoen estos casos los efectos fueron aditivos.
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III. 7. 5. MúsculLdesmlazizado.

con el propósito de conocer el mecanismo .por el

cual la morfïna inhibe la entrada de iones calcio, se estudió su

acción con el tejido despolarizado.

Cbmoya se indicó en la Introducción, una de las

formas de activar el músculo liso es a través de la despolariza

ción de membrana. Esto se puede lograr exponiendo el tejido a al

tas concentraciones de iones potasio que producen la apertura de

canales de calcio dspendiente de voltaje, permitiendo asi un gran

influjo de iones calcio dando comorespuesta una gran contracción

muscular.

En estos experimentos se midió la entrada de 450a++

al tejido en presencia de 60 mMde iones K+ y 80 mMde iones Na+

para mantener la osmolaridad del medio de incubación. El resto de

las soluciones constituyentes del buffer de ensayo se mantuvieron
idénticas. Los controles fueron realizados en el mismobuffer

HEPES/Ca++utilizado en los experimentos anteriores.

La Figura III.14 resume los resultados obtenidos de

estos ensayos. se puede observar gue la entrada de calcio en el te

Jido despolarizado es significativamente mayor que los controles.

Pero, no se observaron diferencias cuando el tejido con altas con

centraciones de K4 se encontraba en presencia de morfïna o B-endoc

fina en ninguna de las dosis utilizadas.
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Estos experimentos .revelan que estos opioides no

fueron capaces de revertir el efecto estimulante del músculo despQ_
larizado.

III.7.6.WWW
Cbnel objeto de comparar el efecto inhibitorio que

producen los opioides ensayados sobre el influjo de 4aca++ en el

tejido uterino, se analizaron en paralelo los resultados anterio
res con los efectos producidos por los clasicos bloqueantes de ca

nales de calcio frente a los mismosagentes o condiciones ensaya

das en los experimentos anteriores.

Es decir, se determinó la acción de verapamil y ni

fedipina sobre el influjo de calcio con ocitocina, ionófbro

A 23187 y en músculo despolarizado.

La Figura III.15 resume los resultados obtenidos.

En ella se puede observar gue los tres sistemas activadores del te

Jido muscular aumentansignificativamente la entrada de calcio ex

tracelular y gue tanto morfina como los dos bloqueantes elegidos

disminuyen la misma.

Cuandoel tejido se encontraba en presencia de oci

tocina o del ionófbro junto con alguno de los inhibidores, en to
dos los casos reviertieron el efecto anterior.

Cuandose repitieron estos ensayos con músculo des
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polarizado, verapamil y nifedipina fueron capaces de bloquear el

aumentodel influjo de 460a++producido por altas concentraciones

de potasio. En cambio la morfina no modificó el incremento ejerci

do por el tejido en esas condiciones.

Estos resultados nos indica que la morfïna no actúa

a nivel de canales de calcio dependiente de voltaje comoen el ca

so de los otros inhibidores, ya que füeron incapaces de revertir

los efectos producidos por su apertura.

Eh ningún caso, la inhibición producida por morfïna

er aditiva a las ejercidas por los otros bloqueantes, pues no se
observa mayor disminución en presencia de ambos depresores (morfï

na + verapamil o morfïna + nifedipina).III.8.W
thhos agentes estimulan la contracción muscular

por dos vías: aumentanlos niveles de calcio intracelular por in
crementar el influjo del mismoy/b inhiben los sistemas celulares

de su salida. Unejemplo de ellos es la ocitocina.

Nospareció interesante entonces estudiar si la ch_

fina tenia alguna acción sobre estos sistemas de liberación de cal
cio celular.

Para ello se determinó el eflujo de 4dca++del teji_

do uterino en ausencia y presencia de ocitocina y morfïna. El grá
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fïco de la Figura III.16 nos muestra los valores medidospara los

distintos tratamientos. Eh estas curvas se graficaron los resulta

dos obtenidos en forma acumulativa de los tiempos ensayados.

Se observa que la ocitocina inhibe significativamen

te la salida del ión del tejido con respecto al control. Eh cambio

en presencia de morfïna (10-8 M) hay mayor liberación del 4UCa++

al medio de incubación. Este aumento también resultó significati

V0.

Podemosconcluir entonces que estos opioides produ

cen relajación muscular por dos vias diferentes e independientes.

una de ellas inhibiendo la entrada de calcio al tejido y la otra
incrementando la liberación del mismoal medio de incubación.
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son pocos los estudios realizados sobre interaccio

nes entre opioides y prostaglandinas en útero de rata. Por un lado

se observó que los opioides incrementan la biosintesis de prosta

gdandinas en homogenato de médula renal de conejo y en vescicula

seminal de oveja (17, 57). Por otro lado se observó que la morflna

actúa comoun poderoso antagonista de PGEï en algunos tejidos ta

les comointestino de cobayo (125, 209), útero de ratón (59) y ve

Jiga de gato (127). Asimismose observó que la morfina actuaba co

mo antagonista de PGE?en útero de rata (266).

Eh el laboratorio se demostró que la motilidad es

espontánea del útero aislado de rata en ciclo y ovariectomizada es

ta íntimamente relacionada con la síntesis y liberación de posta

glandinas al medio de incubación (30, 50, 81, 237).

El modelo experimental utilizado en este trabajo es

rata ovariectomizadapor su manifiesta y estable motilidad espontá
nea, su gran capacidad de sintetizar prostaglandinas y su casi nu
la influencia de hormonas sexuales (96, 153).

Eh los primeros pasos de este trabajo observamos

gue la morfina disminuye significativamente la motilidad espontá

nea del útero aislado de rata ouariectomizada. En estos experimen

tos se utilizaron varias concentraciones del opioide y con todas

ellas se observaron el mismo efecto. Chando quisimos bloquear la

acción inhibitoria de la morfïna con el clásico antagonista, na

loxona, 1703 encontramos 00H la SOI‘PI'GSBgue HO sólo HO era capaz
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de revertir su efecto, sino que la naloxona por si sóla también

producía efecto inhibi torio sobre la motilidad uterina.

Hasta no hace muchosaños se consideraba que los e

fectos producidos por naloxona eran debido exclusivamente al blo

queo de receptores opioides, asumiendo que no tenia ninguna acción

farmacológica más que la mencionada. Incluso en numerosos estudios

se usaba al antagonismo ejercido por naloxona comocri terio para

certificar que en un determinado proceso están implicados opioides

endógenos y sus receptores (211). Hoy en cambio, existen numerosos

estudios que (indican que la naloxona tiene diversas acciones farm
cológicas no relacionadas con el bloqueo de receptores opioides

(4.9). El antagonimnoejercido por este agente es necesario pero no

suficiente comopara concluir que un opioide media un determinado

sistema 

La concentración elegida de naloxona para estos es

tudios fue 10-3 H dado gue en las condiciones experimentales tene
mos una concentración de Na+ de 145 mH. Estos iones inhiben la

unión de los agonistas opioides a sus receptores y por el contaría

favorecen la unión de los antagonistas comonaloxona (4.9, 51, 137,

225) 

Dadala relación existente entre la motilidad uteri
na y las prostaglandinas, estos resultados nos llevaron a explorar
la acción de la morfina sobre la sintesis y liberación de estos
prostanoides al medio de incubación.
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se encontró que la morfina inhibió significativamen

te la formación de prostaglandinas del tipo E'y F2 Nb hay demasia

dos estudios realizados sobre el efecto de este opioide sobre la

sintesis de prostaglandinas uterinas, pero algunos autores obserma

ron que la Met-encefalina reduce la liberación de PGEben aorta de

rata (2). Masaún, se observó que en algunos tejidos comointesti

no de cobayo (125, 209), en útero de rata y ratón (59, 266), veji

ga de gato (127), plaquetas humanas (103), la morfina antagoniza

la acción de PGEzo de PGEi. JUnto a estos datos, en el laborato

rio se demostró que la martina desplaza hacia la derecha la curva

dosis-respuesta inotrópica positiva para PGEzexógena (74). Estos

hallazgos están de acuerdo con resultados de Wïdy-Tysgkiewiczy ca

laboradores quienes trabajaron también en útero de rata (266).

Cbnestos resultados podemospostular que la acción

inhibitoria de la morfina sobre la motilidad uterina de rata ova

riectomizada puede ser por dos razones: un efecto antagónico sobre

los receptores de PGE2y una acción inhibitoria sobre la sintesis

de algunas prostaglandinas uterinas que regulan las contracciones

del tejido.

Es interesante observar que la naloxona no sólo no

antagonizó los efectos de la morfina sobre la motilidad uterina,

sino que tampocorevirtió la inhibición ejercida sobre la sintesis
de prostaglandinas.

La noloxona, comoya se mencionó en la introducción
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es un clásico antagonista de receptores opioides del tipo u. Hay

muchostrabajos realizados con opioides donde este agente no es ca

paz de antagonizar la acción de opioides, comoen vejiga de gato

(127) y útero de ratón (59). Al parecer estos tejidos no poseen re

ceptores del tipu u bloqueables por naloxona y es posible que 1a

martina en nuestro sistema esté actuando en otro tipo de recepto

res opioides no sensibles a este compuesto.

De acuerdo con estos resultados y con el objeto de

conocer qué tipo de receptores posee este tejido, se estudió nueva

awwte la motilidad espontánea del útero de ruta ovariectomizada

frente a agonistas específicos del diferentes tipos de receptores
opioides.

Númerososartículos confirmaron la presencia de dis

tintas poblaciones de receptores opioides en órganos aislados. Al

gunos tejidos, incluso, poseen un sólo subtipo de receptor. Como

ejemplo se pueden citar:

- El Ileo de cobayo fue uno de los primeros tejidos donde se estu

dió la acción de opioides y ya en 1975, Hutchinson y colaborado

res describieron la existencia de dos tipos diferentes de recep

tores: u y k (121).

- Eh ileo de ratón, en cambio, recientemente describieron la pre

sencia de receptores k y 6 (229).
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En recto de rata se describió la existencia de receptores del ti
po u y 6 (218).

En conducto defbrente de ratón varios grupos de investigadores

describieron dos tipos de receptores opioides: u y 6 (156, 272).

Eh conducto deferente de conejo encontraron sólo receptores k

(167, 185, 219).

- Eh conducto deferente de hamster sólo se describieron receptores

del tipo 6 (167, 219).

Eh conducto deferente de rata primeramente muchosautores coinci

dieron en describir un sólo tipo de receptor diferente a los de

más, de caracteristicas especiales al que denominaronepsilon

(e) cuyo agonista principal es la B-endorfina (145, 212). Pero

más tarde se describieron en este tejido dos tipos de receptores

más: u y 6 (227, 228).

Eh la arteria de la cola de la rata recientemente también encon

traron receptores del tipo E (35).

Eh nuestro modelo biológico, el único agonista que

er capaz de alterar la motilidad espontánea del útero füe el pép
tido B-endorfina, incluso la inhibición producida fue mayor que la

obtenida con morfina. Ambos, morfina y B-endorfina son agonistas

de receptores u, pero el último tiene mayorafinidad por otro re

ceptor encontrado en varios tejidos, llamado epsilon (e). Es muy
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probable que el útero aislado de rata posea receptores opioides

del tipo e ya que ninguno de los otros agentes produjo respuesta

alguna.

Otro de los factores que nos indica la existencia

de este tipo de receptor es que la naloxona es un antagonista espe

cifïco de receptores u y en este sistema no revirtió ninguna de es
tas acciones. Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos

por Ghia y colaboradores que observaron que la naloxona no alteró

los efectos inhibitorios producidos por morfina en útero aislado

de rata durante las distintas fases del ciclo estral (184).

Dada la similitud de comportamientoentre la marfi

na y la B-endorfïna (opioide endógeno)sobre la motilidad uterina,

se estudió la acción del péptido sobre la sintesis y liberación de

prostaglandinas al medio de incubación.

Los resultados obtenidos tambiénerron similares a

la morfina. Este péptido inhibió la sintesis y liberación de las
tres prostaglandinas estudiadas, E1, Eb y Fea.

Todas estas observaciones son coincidentes con re

cientes publicaciones donde comprobaronla presencia de receptores

opioides en membranasde útero de rata (13) y que las secreciones

uterinas de endometrio contienen péptidos opioides endógenos (193,

257), sobre todo B-endorfina o su precursor (151), aunque su fún

ción aún se desconoce.
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Se ha encontrado fi-endorfina también en ovario y

aún hoy se discute si su origen es local (ovárico, uterino, miome

trial, etc.) o central; pero en recientes encuentros dondese ob

servó que la concentración de este opioide en fluido folicular es

diez a quince veces mayor que en plasma y que la LHestimula el

EWHmpara fi-endorfina en ovario, sugiere que el ovario, como otros

sitios periféricos debencontribuir al pool de la concentración de

este péptido plasmática circulante (58).

Por otro lado, nuestras observaciones previas corra

boran la propuesta que la motilidad espontánea de segmentos uteri

nos aislados de ratas ovariectomizadas está íntimamenterelaciona

da can la sintesis y liberación de prostaglandinas por el tejido
al medio de incubación (30,50). Dada las acciones inhibitorias de

la morfina y'fi—endorfïnaen la sintesis de prostaglandinas uteri

nas, ésta podría ser otra causa por la que dichos opioides disminu

yen la motilidad espontánea del útero.

según la bibliografia muchasacciones de los opioi

des sobre el sistema nervioso central son ejercidas aparentemente
a través de modificaciones en los niveles de nucleótidos ciclicos.

se ha descripto, por ejemplo, que la morfina inhibe el aumento de

AMPcinducido por PGE2en homogenato de cerebro de rata (56) y que

las prostaglandinas del tipo E'aumentan el AMPcen miometrio aisla

do de rata (256). Por otro lado, sin embargo se demostró que la

morfïna fracasó en modificar los niveles de AMPCaumentados por
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PGEen ganglio de cobayo, conejo y rata (31).

Ibmandoen cuenta estas discrepancias se trató de

explorar el posible mecanismode acción de estos opioides en útero

de rata y dada la relación entre los nucleótidos ciclicos y los e
fectos contráctiles del músculoliso (ver introducción) se estudió

la acción de la morfina y las prostaglandinas sobre la producción

de AMPcen este sistema.

Encontramos que P623 y PGEbaumentan siginificatiwa

mente los niveles de AMPcsiendo más efectiva la primera, resulta

dos concordantes con los obtenidos por Harbon y Clauser (203).

La morfina sóla no modificó los niveles basales del nucleótido ni

tampocoalteró la acción estimulante de las prostaglandinas sobre

el AMPc.

Podemosconcluir hasta acá, que la acción inhibito

ria de los opioides sobre la contractilidad uterina no es ejercida
a través de modificaciones de este segundo mensajero.

Dadolos resultados negativos obtenidos anteriormen

te, se investigó sobre el mecanismode acción por el cual la morfL

na inhibe la sintesis y liberación de prostaglandinas.

La formación de estos eicosanoides del tipo E'y F

dependenprincipalmente de dos enzimas, la ciclooxigenasa y la fos

lipasa A2. Se estudió entonces la acción de la morfïna sobre el me

tabolismo el ácido araguidónico marcado, indice de la actividad c1
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clooxigenásicoa. Se observó en este caso que la misma concentra

ción del opioide utilizada para inhibir la liberación de prosta

glandinas al medio, no alteró la producción de los metabolitos del

ácido araguidónico. Esto nos indica que la acción de los opioides

no se ejerce a nivel de la cilcooxigenasa. Sus efectos deben ser

entonces en alguna enzima anterior de la cascada del ácido aragui

dónico comola fosfolipasa A2 (Figura 1.19).

Muchosinvestigadores sugirieron un rol al ión cal

cio en el mecanismode acción de las drogas opioides en el sistema

nervioso central. Algunos de ellos demostraron relación entre el

transporte de iones ca++ a través de membranasy la acción de es

tas sustancias en sistema nervioso central. Por ejemplo se puede

mencionar que los opioides del tipo L1disminuyen el contenido de

calcio en sinaptosomas e inhiben la entrada del mismo (49,203). Re

cientemente se observó que los agonistas k también inhiben la en

trada de iones Cb++en sinaptosomas de cerebro de rata (248).

Por otro lado, los antagonistas de canales de cal

cio pueden actuar en sitios intra y extracelulares para bloquear

el movimiento del ión a través de canales de calcio dependiente de

voltaje (214). Estos antagonistas (nifedipina, diltiazem, verapa
mil) que bloquean el influjo de esto iones, clinicamente se utili

zan para tratar anginas, arritmias e hipertensión (47, 111, 274).

EBtos agentes potencian el efecto analgésico (19,135) y el efecto

termorregulador de los opioides (20), con lo que algunos autores
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postularon que las sustancias como morfina ejercen su acción en

forma similar a aquellos bloqueantes.

Asimismo, se observó que inyecciones intracerebro

ventricular de calcio antagonizaban los efectos de martina, enceia

lines y de B-endorfina (104) y que los quelantes de iones calcio

facilitan la analgesia producida por morfina en roedores (49).

Otros autores encontraron acciones aparentemente

también a traves de iones calcio pero de resultados opuestos, como

SZikszay y colaboradores que observaron que algunos blogueantes de

canales de calcio antagonizaban el efecto producido por morfina a

ciertos parámetros fisiológicos en rata (244). Estos autores prepa

nen que las distintas acciones de la morfina, mediadas por diferen

tes subtipos de receptores, que no siempre son revertidas por sus

clásicos antagonistas (190), interaccionan en forma diferente con

los iones calcio (243, 244).

Para averiguar si los efectos descriptos de la mor
fina estan relacionados con los iones calcio, se estudió su acción

sobre la captación del ión en el tejido aislado. Para ello primera

mente se determinó la cinética de entrada de 4bcu++al tejido en

las condiciones descriptas en materiales y métodos. Cbmose puede

observar en la Figura III.10, a los 30 minutos se llega al equili

brio después de lo cual ya no se observa mayor influjo del ión maz_

cado. se tomóeste tiempo y esas condiciones para los experimentos

siguientes dada la reproducibilidad y estabilidad del sistema.
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A continuación se estudió el efecto de los opioides

morfina y fi-endorfina (Figura III.11); de ocitocina y el ionófbro

de calcio A 23187 (clásicos activadores de entrada de calcio a la

célula) (Figura III.12) y de verapamil y nifedipina (clásicos blo

gueantes de canales de calcio) (Figura III.13). se puede observar

que tanto la morfina como el péptido opioide endógeno inhiben la

captación del ión en fbrma significativa y similar al verapamil y

nifedipina. Cbnel objeto de determinar si los efectos de ambosti

pos de drogas eran por distintas Vias se los ensayó Juntos pero en

ningún caso se observaron diferencias (Figura III.13). Estos resul

tados podrian indicar que estos agentes estarian utilizandb la mis
ma via de acción.

Cuandose estudió la entrada de 4oca++ en presencia

de naloxona, que en nuestro sistema se comporta similarmente a mon

fïna, no se observaron diferencias con respecto al control. Esto

nos indica que la acción de este antagonista no es ejercida o me

diada por cambios en la entrada de calcio al tejido.

La ocitocina es un hormona (péptido de 9 aminoáci

dos) producida por el hipotalamo y liberada desde la hipófisis pos

terior. Iïene efectos estimulantes sobre el músculo uterino y so

bre las glándulas mamarias. Es conocido su importante papel duran

te el trabajo de parto y‘en la excreción de leche. Es ocasionalmen_

te empleada para favorecer la secreción de leche y frecuentemente

utilizada para la inducción y aceleración del parto por su conoci
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da y alta actividad contráctil. Asimismose cree que es un impor

tante regulador del ciclo estral, sobre todo en el proceso de lu

teólisis (62, 250).

varios autores e incluso trabajos previos en nues

tro laboratorio encontraron que la ocitocina actúa estimulando la

producción de prostaglandinas por el útero en numerosas especies

(40, 82, 66, 87, 165).

Batra demostró que el inotropismo uterino producido

por ocitocina es el resultado de una pequeña liberación de Ca++.u1

tracelular en miometrio de rata (14). Eh otros sistemas, comocelu

las renales, la ocitocina también induce aumento de concentración

de iones calcio intracelular por incrementodel influjo principal

mente a través de canales dependientes de receptores (37) y movili_

zación del ión de los sitios de almacenamientointracelulares

(236).

Asimismo el ionófbro A 23187 ÍUe muy usado en estu

dios sobre el rol de flujos de ca++por su conocida acción de in

crementar el transporte del ión a través de membranasbiológicas

(195).

Eh nuestro sistema comprobamosque tanto la ocitooL

na como el A 23187 aumentaron significativamente la entrada de

4¿’Cz¡++(Figura III.12). Péro cuando estudiamos el efecto de los o

pioides sobre estos agentes observamos que inhiben la entrada del
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ión incrementada por ellos, obteniéndose valores semejantes a los
controles.

Ibnto nifedipina como verapamil son blogueantes de

canales de entrada de calcio. Algunosautores clasificaron a estos

agentes comoinhibidores de calcio a través de canales dependiente

de voltaje (29, 45) pero hoy se discute su mecanismode acción ya

que ninguno de los dos tienen acción especifica sobre un único ca

nal de membrana. Incluso en algunos sistemas biológicos parecen

bloquear mas los canales dependientes de receptores que los depen

dientes de voltaje (168, 213).

Cbnel objeto de investigar que tipos de canales de

calcio posee el útero de rata, se midió la entrada del ión frente

a todos estos agentes y se comprobóque claramente este tejido dis

pone de canales de calcio que responden a ocitocina y que tanto ve

rapamil comonifedipina inhiben, en forma similar a los opioides,

el aumento de entrada del ión producido por ocitocina y A 23187

(Figura III.15). Cbnestos resultados podemosconcluir gue la ac

ción de estos bloqueantes no es especifica sobre canales de calcio

dependiente de voltaje en útero de rata. Este efecto también ÍUe

observado por Galixto quien publicó que la nifedipina antagonizaba

la acción de la ocitocina y de la acetilcolina sobre útero aislado

de rata (37).

Asimismopodemos concluir con estos resultados que

los opioides inhiben la entrada de iones calcio al tejido, en par
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te, alterando o ejerciendo su acción a nivel de los canales opera

dos por receptores.

En algunos casos clinicos se justifica el uso de a

gentes que inhiben la actividad uterina produciendo acción relajan

te sin cuasar otros efectos colaterales (por ejemplo en partos pra

maturos). Algunos autores han propuesto el uso de inhibidores de

sintesis de prostaglandinas, agonistas fi o incluso inhibidores del

influjo de calcio comonifedipina. En nuestros experimentos este

compuestorevirtió efectivamente la acción de la ocitocina, resul

tado coincidente con experimentos realizados por Formany colabora

dores quienes observaron que la nifedipina inhibe o anula casi to

talmente la actividad miometrial inducida por ocitocina comotam

bién inhibe las contracciones estimuladas .por .PGFba.post parto

(79). Chberecordar que la Ocitocina y la PGFhason usadas para la

inducción del parto Jr el desarrollo de las contracciones uteri
nas.

Para estudiar si la acción de estos opioides es se
mejante a los blogueantes clásicos de canales de calcio utilizados

(verapamil y nifedipina) se determinó la entrada del ión en presen_

cia de altas concentraciones de,K4. En estas condiciones el múscu

lo se encuentra despolarizado y esto hace que aumente el influjo

de iones calcio del medio extracelular a través de canales depen

diente de voltaje (29, 37, 171). Efectivamente cuando se midió la

captación del ión por el tejido frente a verapamil o nifedipina se
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observó inhibición total de esta estimulación (Figura III.15). Es

decir que en útero de rata estos bloqueantes inhiben ambostipos

de estimulación, la mediada por canales dependiente de voltaje y

por canales dependiente de receptores. Eh cambio cuando se estudió

la acción de martina y B-endorfina en músculo despolarizado ningu

no de los opioides fueron capaces de bloquear el estimulo produci

do por altas concentraciones de iones K4 (Figura III.15). Podemos

concluir que los opioides a diferencia del verapamil o nifedipina

no ejercen la acción inhibitoria de entrada de calcio a través de

canales dependientes de voltaje.

Hey'muchostrabajos realizados sobre contracciones

inducidas por elevadas concentraciones de potasio, tanto en múscu

lo esquelético comoen músculo liso. Estas contracciones se produ

cen por un gran influjo de iones calcio del espacio extracelular a

través de canales lentos dependientes de voltaje bloqueables por

numerosos agentes organicos (28, 84, 85, 273). Se observó que en

muchosde estos sistemas los agonistas opioides son capaces de bla

quear los canales de calcio dependientes de voltaje (101, 113,

262, 263, 264, 265).

Kokate y colaboradores observaron que algunos opiai

des inhibieron las contracciones estimuladas por potasio en múscu

lo esquelético por bloquear estos canales pero propusieron que es

te efecto no era estereoespecifico además de no ser antagonizado

por naloxona (134). Otros autores encontraron que ciertos opioides
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a excepción de la morfina en concentraciones entre 10-5 M’y 10-6.M

inhibieron las contracciones inducidas por K4en músculo liso (i

leo de cobayo) (217).

Por los resultados obtenidos la acción de la marfi

na y B-endorfina en nuestro sistema no son capaces de bloquear los

canales sensibles a altas concentraciones de K4y sólo intervienen

o alteran el influjo de calcio extracelular a través de canales
sensibles a receptores.

Es poca la bibliografia concluyente que podemosen

contrar sobre la interacción de drogas opioides y mecanismosióni

cos celulares. En el sistema nervioso central se describió que los

receptores u activan la conductancia del ión potasio posiblemente

a través de la adenilato ciclasa. Esto aumenta la permeabilidad

del ión y una inhibición directa de la entrada de iones calcio. Eh

cambiolos opioides afines a receptores k parecen inhibir solamen

te la entrada de calcio a través de canales dependientes de volta

je. Cbn respecto a los agonistas 6 se cree que tienen una acción

similar a los u pero parecen activar tambiénsobre la corriente de

calcio dependiente de voltaje (166). Nbse ha descripto nada sobre

la relación de los otros receptores con la corriente de calcio en
sistema nervioso central y menosaún en sistema nervioso periféri

co. En nuestro tejido evidentemente es posible la existencia de re

ceptores del tipo E'Jr ellos alterarian la corriente de los iones
calcio a través de sus canales no dependientes de voltaje, sino de
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receptores.

Unode los puntos más interesantes de este trabajo

son los resultados encontrados con B-endorfina. Este péptido se en

cuentra en gran concentración en las mismas células que la hormona

adrenocorticotrofina (ACTH)y es secretada en paralelo con esta

hormonaen respuesta al stress. Ademásse la puede hallar en con

centraciones apreciables en otros sistemas según el momentoy esta

do fisiológico del organismo. Este péptido altera y/o interviene

en muchosprocesos comopercepción del dolor, termorregulación, a

limentación, aprendizaje, regulación cardiovascular y respiratoria

y en numerosos eventos de la maduración ,v desarrollo sexual del oz:

organismo. Ejemplo de ellos son su posible intervención en el pro

greso de la pubertad, el paralelismo encontrado entre las concen

traciones de B-endorfina y el ciclo menstrual, su influencia sobre

la secreción de prolactina, ocitocina y LH(144, 216).

Asimismo,parece estar involucrada en el desarrollo

de ciertas disfunciones reproductivas como el sindrome premens

trual (73), amenorrea (116, 181) y menopausia precoz (8.9, 216,

245). Pero es indudable que uno de los principales roles de la .6

endorfina parece ser durante la'gestación y el parto. Hoynumero

sos grupos de investigadores tratan de dilucidar su función y aun

que aún no se ha llegado a una conclusión, coinciden en postular

que la sintesis de este péptido aumenta durante la última etapa de

la gestación y durante el trabajo de parto para ejercer un impor
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tante control endocrino comoregulación sobre 1a secreción de oci

tocina, LH, LHRH,prolactina (PRL), hPRL, etc. (18, 70, 71, 146,

160, 204).

De acuerdo a lo descripto entonces, es probable que

la B-endorfina de origen periférico (uterino u ova'rico) esté regu

lando la sintesis y/o acción de estas hormonasen numerososproce

sos fisiológicos embarazo,luteólisis, ciclo sexual, madurez
sexual, etc., en forma directa o lo que es másprobable, por inhi

bición de la sintesis de prostaglandinas; hecho demostradoen este

trabajo de tesis no descripto previamenteen la bibliografia.

Finalmente la acción de estos opioides no se limita

en disminuir la disponibilidad de iones calcio por reducir el in

flujo, sino que tienen también acción sobre los mecanismosde sa

lida del ión calcio, acelerando su liberación- Esta acción es o

puesta a la observada con la ocitocina quien inhibe la salida del
mismo.Estos resultados coinciden con anteriores hallazgos sobre

la acción de agentes comola oci tocina que tiene efecto sobre va
rios mecanimnos de movilización de iones calcio en células de

músculo liso (194)

Aunquemuchas preguntas aún permanecen sin respon

der sobre estos opioides endógenos, tales comosu mecanismode ac

ción o si sus variaciones son causa o efecto de algún desorden en

particular; el conocimientode sus funciones en procesos fisioló
gicos o patológicos puedenpermitir el desarrollo de tratamientos
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especificos pertinentes a 1a reproducción.

Asi como tomó casi 40 años desde que las prostaglaa

dinas füeran descubiertas hasta su aplicación clinica tomaráalgún

tiempo hasta que 1a historia de 1a B-endorfïna, sus fünciones fi

siológicas y sus aplicaciones clinicas se complete.
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CONCLUSIONES



1)

2)

3)

4)

La morfina y B-endorfina ejercen efecto relajante del músculo

uterino de rata ovariectomizada por dos vias:

- Inhibición de la sintesis y liberación de prostaglandinas en

dógenas .

—Inhibición de la captación basal de iones calcio.

La acción por el cual estos agentes alteran la estabilidad de
la motilidad uterina no seria a través de variaciones en los

niveles de nucleótidos ciclicos.

Un mecanismo que proponemos para la acción de estos opioides

es a través de modificaciones en la disponibilidad de iones

calcio por el tejido uterino. Por un lado inhiben claramente

el influjo de estos iones a través de canales dependientes de
lado aceleran la salidareceptores y no de voltaje. Por otro

de Ca++del tejido.

Concluimos entonces que morfina y B-endorfina (opioide

endógeno) ejercen una potente acción relajante sobre el múscu

lo uterino disminuyendola concentración de iones calcio en el

tejido.

La alteración ejercida sobre la sintesis y liberación de pros
taglandinas por el tejido uterino resultaría tambiénuna canse
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5)

6)

cuencia de la disminución de la entrada de ca++, hecho que a

fectaría la acción de la fosfblipasa A2, enzima calcio depen
diente.

El antagonista clásico de receptores opioides del tipo u, na

loxona, er incapaz de revertir las acciones ejercidas por a
quellos opioides, con lo gue podriamos concluir que el tejido

carece de receptores del tipo u.

La morfïna y la B-endorfina son los únicos opioides de todos

los utilizados, capaces de producir efecto sobre el útero de

rata ovariectomizada, por lo tanto podemos concluir que este

tejido no posee receptores del tipo o, ó o K. Si podemosespe

rar la presencia de receptores del tipo e no sensibles a nalo

X0126.
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