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El parto esta dividido en dos etapas o fases: una primera relativamente larga, fase
preparatoria o condicionante, y una segunda corta y rapida, la fase activa. Para el
momento en que comienza la fase activa, los érganos del canal de parto deben
estar preparados: es necesario que el utero sea capaz de producir contracciones
intensas y coordinadas y que el cérvix se dilate facilmente ante la presion del feto.
También es necesaria una extensa separacion de los huesos pélvicos para
permitir el pasaje de los fetos durante el parto. Por lo tanto, un parto exitoso
requiere que la fase activa del mismo se inicie recién cuando los tejidos del utero,
el cérvix y la sinfisis pubica ya estén preparados. Esta preparacion tendria lugar
durante la ultima etapa de la gestacion.

Todas las hipotesis propuestas para explicar el inicio del parto se basan en el
cambio de un medio ambiente endocrino dominado por la Pg a otro dominado por
los Eg. En la mayoria de los mamiferos este cambio se realiza a través de
modificaciones en los niveles circulantes de Pg y Eg maternos (disminucion de Pg
e incremento de EQg), causados por un cambio en la actividad metabdlica
placentaria (ovejas) o por la regresion del cuerpo luteo (ratas, ratones, conejos,
cabras y cerdos). Por el contrario, en cobayos, primates no humanos y mujeres, el
cambio de medio ambiente hormonal del parto no estda asociado con cambios
significativos en los niveles séricos hormonales. Sin embargo, los niveles séricos
no reflejan necesariamente la actividad local de las hormonas en los tejidos: la
accién ejercida por las mismas a nivel tisular depende de varios factores
(concentracion de hormona libre, metabolismo local, etc). Actualmente, se
considera que la accion de una hormona depende en gran parte de la existencia
de receptores celulares y la maquinaria post-receptor a la cual el receptor esta
acoplado. Teniendo en cuenta estos aspectos del mecanismo de accidn
hormonal, para las especies que cursan el parto sin variaciones significativas en
los niveles circulantes de Eg y Pg, se ha propuesto que la accion biolégica que
estas hormonas ejercen sobre el utero no estaria determinada por variaciones en
sus niveles circulantes sino por cambios en la susceptibilidad del tejido. Los
mecanismos que modifican la susceptibilidad de los tejidos a las hormonas
circulantes provocando una variacion en la accion biolégica de la hormona por

una via diferente a los cambios en la concentracidon sérica hormonal, se han
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denominado mecanismos funcionales. Uno de los principales mecanismos
funcionales propuestos para explicar el inicio del trabajo de parto, sin que existan
variaciones en la concentracion sérica de Pg y Eg, es la modificacion en la
expresion tisular de sus receptores Ademas, algunos autores postulan que la Pg
promoveria una regionalizacion funcional en el utero. En la zona alta del utero
habria una caida en la accion biolégica de la Pg (functional progesterone
withdrawal) mientras que en la zona baja ocurriria un aumento de la misma o se
mantendria sin variaciones. La caida funcional de Pg en el segmento uterino alto
(SUA) permitiria el estimulo de los Eg sobre la expresion de los genes de
proteinas asociadas a la contraccién (functional estrogen activation), aumentando
la actividad contractil en esta zona, mientras que el segmento bajo seguiria bajo el

bloqueo de la Pg manteniéndose en estado de relajacion.

La hipotesis que orientd el presente trabajo supone que los 6rganos de todo el
canal de parto se preparan sincronizadamente durante la ultima parte de la
gestacion a través de mecanismos funcionales que modifican la susceptibilidad de
sus tejidos a los niveles circulantes de Pg y Eg. El uso del cobayo, que es un
modelo animal con una endocrinologia de la prefiez y del parto similares a la de la
mujer, nos permitid investigar si en los tejidos de los 6rganos del parto se
producen modificaciones en la expresion tisular de los receptores durante la
ultima etapa de la gestacion presentando un patrén de regionalizacion
determinado. Ademas, investigamos una posible asociacion entre la remodelacién
del colageno, como principal proceso fisiolégico de adaptaciéon del cuello uterino
durante la etapa preparatoria del parto, y la expresion de RE y RP, como
mecanismo funcional responsable de modificar la susceptibilidad del tejido a los

niveles circulantes de Pg y Eg.

Para este trabajo se sacrificaron cobayos machos y hembras no prefadas y
cobayos hembras en distintos estadios de la gestacion y posparto. Las hembras
no prefiadas fueron sacrificadas en el estro. De cada animal se obtuvo suero y se
diseco el cérvix, los cuernos uterinos, y el ligamento interpubico. Las muestras,
destinadas para histologia, fueron procesadas hasta su inclusion en tacos de

parafina siguiendo técnicas histolégicas de rutina (Junqueira y col., 1979). Una
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porcion del cérvix, de los cuernos uterinos y del ligamento interpubico fue
obtenida en condiciones de esterilidad, pesada, congelada inmediatamente en
nitrogeno liquido y conservada a -80°C para su posterior procesamiento para
extraccion de ARN o de proteinas. Las determinaciones de Ez2 y Pg se realizaron
en sueros de hembras en estro (Es), prefiadas (D42, D56 y D63 de gestacion),
posparto inmediato (PPi) y posparto temprano (1DPP). Las determinaciones se
realizaron mediante un analisis enzimoinmunométrico quimioluminiscente
secuencial en fase sdlida, utilizando un analizador IMMULITE 2000. Como esta es
la primera vez que este sistema diagnostico es usado en muestras de cobayos,
previamente se realizé la validacidn del método. Los perfiles séricos obtenidos
nos permitieron confirmar que, en el cobayo, el parto se lleva a cabo sin cambios

significativos en la circulacion periférica de los niveles de E2 y Pg.

Los niveles de colageno organizado fueron evaluados cuantitativamente mediante
la medicion de la intensidad de birrefringencia, por el método de Picrosirius-
polarizacion. Para ello, los cortes histologicos fueron tenidos con Picrosirius
(solucion saturada de Sirius rojo al 0,1% en acido picrico). También se caracteriz6
la infiltracion de polimorfonucleares neutréfilos mediante la tincidon de Giemsa
prolongado, adaptada para cortes en parafina. Analizando los resultados de la
cinética de la infiltracion de neutréfilos en asociacién con la remodelacién del
colageno, observamos que ambos procesos biologicos estan relacionados
temporalmente en el cérvix pero no en el utero. Los resultados de esta tesis
demuestran que los momentos de maxima remodelacion del colageno en el cuello
uterino coinciden con la mayor infiltracion de polimorfonucleares neutréfilos al
tejido, mientras que en el utero ambos procesos estan temporalmente disociados:
en el momento en que los neutréfilos invaden el utero las fibras de colageno ya
han completado los mayores cambios en sus niveles de organizacion. La
infiltracion de neutrdfilos y la remodelacion del colageno en el utero del cobayo en

el momento del parto serian fendmenos independientes.

La expresion de receptores para hormonas esteroides fue evaluada por
inmunohistoquimica (REa y RP) y por RT-PCR competitiva (REa y RER), en el

segmento uterino bajo (SUB), el cérvix y la sinfisis pubica. En el Utero y el cérvix,
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el estudio de la expresion de RP y REa por inmunohistoquimica se realizé en las
células del epitelio luminal, el subepitelio y la region muscular, desde el D42 de la
gestacion hasta 1 dia posparto (D42, D56, D63, PPi y 1DPP). En el utero también
fue evaluada la expresion de REa y RP en las células del epitelio glandular. La
expresion de REa y RP se hizo por inmunohistoquimica, usando anticuerpos
primarios generados para su uso en biopsias de otras especies. Previamente, se
confirmd su especificidad contra RP y REa de cobayos por medio de la técnica de
Western-blot. Luego, se realizaron las inmunomarcaciones en cortes de 5 um de
espesor con el método avidina-biotina peroxidasa, siguiendo protocolos
previamente descriptos por nuestro grupo. La expresion del ARNm de REa y REB
fue evaluada por transcripcion reversa (RT) seguida de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) competitiva (RT-PCR competitiva). En este trabajo de tesis se
usaron competidores del tipo heterdlogo, para lo que se utilizé una técnica
desarrollada en nuestro laboratorio (Ramos y col., manuscrito en preparacion).
Para ello, se realiza una PCR con oligonucleétidos especificos para REa o RE
del cobayo, utilizando como molde el ADN gendémico del fago lambda (1) que no
posee la secuencia de genes que queremos estudiar. Para lograr productos de
amplificacion usamos un protocolo de ciclado con muy baja temperatura de
annealing en los ciclos iniciales, forzando de esta manera la obtencion de
fragmentos de ADN cuyos extremos 5 y 3’ poseen las secuencias de los
oligonucledtidos utilizados como cebadores (primers). Posteriormente, se
procedié a la insercion del fragmento de ADN seleccionado como competidor en
un plasmido pBluescript (pSK-) (Stratagene, USA). La cepa bacteriana utilizada
fue E.coli DH5a. (Invitrogen™) y como vector de transformacion se uso el plasmido
pBluescript SK- (Stratagene®). Se establecio el rango de diluciones del fragmento
de ADN competidor para cada RE. Para ajustar y corregir la variabilidad en la
carga inicial de ADN entre muestras, se hicieron reacciones en cadena de la
polimerasa para la ARN ribosomal de la subunidad 18S (r18S) como normalizador
interno. La expresion de ARNm de REa y REB fue cuantificada en muestras de
segmento uterino bajo, cérvix y ligamento interpubico de cobayos hembras de
D42 y D60 de la gestacién y PPi.

22



Los resultados de la inmunohistoquimica demuestran que el parto transcurre con
altos niveles de expresion de RP en la region muscular de la zona baja del utero.
Este resultado sugiere que no habria una caida en la accion biologica de la Pg en
el SUB mediada por un menor numero de RP. Esto apoyaria el concepto de
regionalizacién propuesto para el utero, segun el cual el SUB se mantendria en
estado de relajacion por una persistente accion de la Pg que inhibiria el estimulo
de los Eg sobre la expresién de los genes de las proteinas activadoras de la
contraccion en esta zona del utero. Otra posible explicacion para la alta expresion
de RP en el SUB durante el parto es que ocurra una caida en la accion biolégica
de la Pg sobre el miometrio uterino de esta zona por un mecanismo diferente. Los
resultados obtenidos en esta tesis en los Western blot del RP de uteros de
cobayo, demuestran que hay cuatro isoformas de RP, similares a las descriptas
en mujeres. Este hallazgo nos permite sugerir que en el cobayo, al igual que en la
mujer, el mecanismo funcional que provocaria una disminucién en la accion de la
Pg sobre las células musculares uterinas podria consistir en un cambio en la
relacion RP-A/RP-B. Teniendo en cuenta esta ultima posibilidad, y con los
resultados obtenidos en la expresion de RP en la zona baja del utero (SUB), no
podemos concluir si existe o no una disminucién funcional de la accion de la Pg
en esta region del utero. Por otro lado, ha sido descripto que el RE presenta una
potente accion inhibidora sobre el estimulo de la actividad transcripcional
promovida a través del REa en células que coexpresan ambos receptores. Esta
propiedad fundamenta el hecho de que los cambios en la expresion de REa y de
RER puedan ser tomados como un mecanismo funcional que modifique la accién
bioldgica de los Eg circulantes sobre las células del SUB (activacion funcional a
EQg). El uso de la metodologia de RT-PCR competitiva nos permitié cuantificar con
precision la expresion de los ARNm del REa y REB. Observamos que, a medida
que progresa la gestacién y se acerca el parto, los ARNm de REa y REP
aumentan de forma paralela en el SUB. Este incremento simultaneo y paralelo
estaria indicando que el estimulo promovido por los Eg a través de REa podria
estar bloqueado por la alta expresion de REB en esta zona baja del utero (SUB).
La confirmaciéon de esta hipdtesis requiere, entre otros, estudios que evaluen la
co-localizacién celular de ambos RE. La alta expresion de RP y del ARNm de RER

en la porcion baja del utero durante el parto sugeriria que esta regidon no se
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transformaria en un tejido con capacidad para generar contracciones intensas y
coordinadas ante los altos niveles circulantes de agentes estimulantes como la
OTy las PGs.

En cuanto al cérvix observamos que, a medida que nos acercamos al parto, las
células del estroma subepitelial disminuyen su expresion de RP mientras que
mantienen una alta expresibn de REa. A los resultados obtenidos por
inmunohistoquimica, se suman los de la expresion del ARNm de REa y RE
cuantificado por RT-PCR competitiva. En el periodo evaluado, el ARNm del RE
no se expreso en el tejido cervical mientras que si lo hizo el ARNm de REa. Estos
resultados en su conjunto, significan que, durante la etapa preparatoria del parto,
y de manera localizada en el estroma subepitelial del cuello uterino, se produce
un cambio del estimulo endocrino con predominio de accién de la Pg a otro donde
prevalecen las distintas acciones bioldgicas promovidas por los Eg. También
analizamos si la remodelacion del colageno descripta tenia una asociacion
temporal con las variaciones halladas para la expresion de RE y RP en esta
region tisular. El resultado de los analisis de correlacion demostré que la
remodelacion del colageno del cérvix durante la ultima etapa de la gestacion esta
asociada temporalmente tanto con la caida en la expresidon de RP como con la
alta expresion del REa. En conjunto, los resultados descriptos para el cérvix
sugieren que el proceso de ablandamiento que este organo realiza como
preparacion para el momento del trabajo de parto, es desencadenado por
cambios regionales en la expresion de RE y RP que sensibilizan al estroma
cervical para responder a los altos niveles de Eg en circulacion. Trabajos en
realizacion en nuestro laboratorio aportaran mas evidencias para confirmar esta

hipodtesis.

Por ultimo, pudimos observar que la progresiva relajacion de la sinfisis pubica
esta relacionada con una disminucion en la expresion de RP en el estroma del
ligamento interpubico. Junto con esta caida de RP en el estroma del ligamento,
hay un aumento del ARNm de REa y una disminucion en el de REB. De manera
similar a lo demostrado en el cérvix, la relajacion del ligamento interpubico

durante la etapa preparatoria del parto también estaria asociada a un cambio
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funcional del microambiente endocrino que inhibiria el efecto biolégico de la Pg

mientras que se favoreceria una mayor accion bioldgica de los Eg.

A modo de resumen, los resultados presentados en esta tesis aportan evidencias
originales que apoyan aspectos importantes del modelo de parto propuesto para
mujeres y cobayos. Fundamentalmente, nuestros resultados demuestran que la
accién biolégica ejercida por la Pg y los Eg varia entre los tejidos de los distintos
organos involucrados en el parto (Utero, cérvix y sinfisis), mediante una expresion
diferencial de sus receptores. Esta expresion diferencial de RE y RP ocurre en la
ultima etapa de la gestacion, en funcion de las adaptaciones que cada 6rgano del
canal de parto realiza durante la etapa preparatoria del mismo. Por ultimo,
pensamos que los resultados aportados en el desarrollo de esta tesis realzan la
validez del cobayo como modelo animal para el desarrollo de estudios de
endocrinologia de la gestacidén y regulacidon del inicio del parto, y como modelo

para la experimentacion de drogas disefadas para evitar un parto prematuro.
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Parturition is composed of two major steps: a relatively long conditioning
(preparatory) phase, followed by a short secondary phase (active labour). At the
beginning of the active phase, the uterus needs to become an active contracting
organ while the cervix should be capable of dilatation. Comparatively little attention
has been paid to modifications of the pelvic girdle that occurs in many species to
enable safe delivery. In addition, there is an adaptation of the pelvic joint cartilage,
transforming itself into an elastic interpubic ligament, allowing considerable
separation of the pubic bones. The timely birth of a developmentally mature fetus
appropriate for the species requires that some mechanisms synchronize both
conditioning and active phase.

Parturition is induced by any intervention that prevents progesterone (Pg)
synthesis or action. In contrast, estrogens (Eg) stimulate parturition by increasing
the expression of genes that encode factors that augment myometrial contractility
and excitability. In most species parturition is associated with increased Eg levels.
Thus, the process of parturition and particularly the transformation of the
myometrium from a quiescent to a contractile state require Pg withdrawal and Eg
activation. In different species, one of three distinct mechanisms of Pg withdrawal
and Eg activation occurs. In one of the cases, many species including rats, mice,
rabbits, goats and pigs, the corpus luteum is the main source of Pg until term,
when its regression, luteolysis, directly causes Pg withdrawal and labour onset
follows. In other case, in sheep, an increase in fetal cortisol induces the activity of
the enzyme 17a-hydroxylase which turns Pg into Eg. Therefore, there is an
increase in Eg and a decrease in Pg. The third mechanism is observed in guinea-
pigs, non-human primates and humans. In these species the strategy for Pg
withdrawal and Eg activation is not readily apparent, because maternal Pg and Eg
levels are high for most of pregnancy and remain elevated during labour and
delivery. In these species, “functional Pg withdrawal” and “functional Eg activation”
could be facilitated through changes in the responsiveness of the tissues to Pg
and Eg via different mechanisms such as changes in receptor expression profiles
or receptor accesory proteins (e.g., heat shock proteins and/or receptor co-
regulators), or a local production of an antiprogestin or an estrogen agonist.

Moreover, it has been hypothesized for women that sustained circulating
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concentrations of Pg are indeed required in order to reach a functional
regionalization of myometrium at term. A functional withdrawal of Pg in the upper
uterine segment (UUS) might induce activation, whereas enhanced Pg signalling
in the lower uterine segment (LUS) promotes relaxation. This regional distribution
would facilitate descent of the fetus by propagation of contractions from fundus to

cervix.

Based on previous studies, it appeared expedient to investigate whether high
levels of Pg and Eg at term are associated with regional changes in progesterone
receptor (PR) and estrogen receptor (ER) levels in uterus, cervix and pubic
symphysis, potentially capable of mediating changes in the responsiveness of the
cervical or symphyseal stroma and myometrium. However, time-course studies of
spatial changes cannot be performed in humans. Thus, this task was undertaken
by choosing an animal model which resembles human conditions (guinea-pig), to
establish the profile of ER and PR in uterus, cervix and pubic symphysis In
addition, collagen remodelling and leukocyte infiltration were studied (as a
measurement of physiological changes) in uterus and cervix during pregnancy,

parturition and pospartum.

Samples of blood, uterine horns, cervical and interpubic tissues were obtained
from: a) nonpregnant females at estrus (Es), b) along pregnancy at day (D) 21,
D28, D34, D42, D49, D56, D63; c) immediately after parturition (iAP); and d) at
D1, D3, D5, D7, D10, D15, D30 of pospartum. Nonpregnant animals served as
controls. Samples were dehydrated in a series of ethanol solutions and embedded
in paraffin. A portion of the cervix, uterine horns and interpubic ligament was
obtained in sterile conditions, weighted, flash frozen in liquid nitrogen and kept at -
80 °C until its further processing for RNA or protein extraction. Pg and estradiol
(E2) were measured in serum samples from Es, D42, D56, iAP and D1PP. Pg and
E2 were measured directly in guinea-pig serum by a sequential immunometric
assay using kits (IMMULITE Progesterone and IMMULITE Estradiol) for in vitro
diagnostics. Accuracy, recovery, intra-assay variance and inter-assay variance of
the method were calculated. Patterns of Pg and E2 serum levels showed that no

significant changes in E2 and Pg were observed during parturition.
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Collagen remodelling was evaluated by measuring the intensity of birefringence
with the picrosirius-polarization method. In order to identify the infiltrating
neutrophils, sections were stained in Giemsa stain. According to our results,
neutrophil infiltration is associated with collagen remodelling in cervix, but not in
uterus. These results mean that highest collagen remodelling coincides with the
maximum value of neutrophil infiltration into the cervix, whereas in the uterus both
processes are not related. Thus, neutrophil infiltration and collagen remodelling on

guinea-pig uterus at birth might be independent events.

The expression of steroid receptors was evaluated by immunohistochemistry (ERa
and PR) and by competitive RT-PCR (ERa and ERB), in the LUS, cervix and pubic
symphysis. The immunohistochemical detection of ERa and PR was performed in
samples obtained from animals from mid-pregnancy to early pospartum. In uterus
and cervix, the quantification was carried out in three different tissue
compartments: luminal epithelium, subepithelium and muscular region.
Furthermore, the expression of ERa and PR in uterus was also evaluated in the
glandular epithelium. The antibodies used in immunohistochemistry were
generated in other species. Previously, specificity was confirmed by Western blot.
Then, assays were made by avidin-biotin peroxidase method, following protocols
previously described by our laboratory. The ERa and ERB- RNAmM expression was
assessed by competitive RT-PCR. In this thesis, competitors of the heterologous
type were used. A PCR is performed with specific primers for ERa or ER[, using
the genomic DNA of lambda phage as template, which does not have the
sequence of interest. We use inicial cycles with low annealing temperature,
allowing this way the obtention of DNA fragments which &’ and 3’ ends show same
sequences as the primers (competitors). For obtention of the clones, we used
E.coli DH5a (Invitrogen™) and pBluescript SK- plasmid (Stratagene®). Dilution rank
was established for each ER competitor. As housekeeping, RT-PCR for 18S
subunit of the ribosomal RNA was used. ERa and ERB-RNAm expression was
quantified in samples of LUS, cervix and interpubic ligament of pregnant female

guinea pigs at D42 and D60 of gestation and iAP.
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Immunohistochemistry shows that birth is carry out with high PR expression in the
muscular region of LUS. This result suggests that there would not be a functional
Pg withdrawal in LUS through a lower number of PR. This would support the
regionalization concept proposed for uterus, according to which the LUS would be
kept relaxed by a persistent Pg action that might inhibited Eg stimulus on gene
expresion of contraction activating proteins (CAPs). An alternative explanation for
high myometrial PR expression at parturition would be the existence of a different
mechanism of functional Pg withdrawal in the LUS. In this study, we have found
that guinea-pig uterus has similar PR isoforms as described for women. Thus, the
possibility that myometrial Pg responsiveness is related to changes in expression
of PR-A relative to PR-B might also be considered as a probable mechanism of
myometrial functional Pg withdrawal in guinea pigs. Overall, we can not conclude
whether a functional Pg withdrawal in the LUS occurs or not. On the other hand, it
has been described that ERB inhibits the transcriptional activity of ERa in cells
expressing both receptors. Based on these results, changes in the expression of
ERa and ERB have been considered as a mechanism of estrogen activation.
Competitive RT-PCR methodology allowed us a precise quantification of RNAm
expression of ERa and ERB. In late gestation and birth, both ERa and ERB-RNAmM
expression show an increase in the LUS. This suggests that Eg action through
ERa could be blocked by high expression of ERB in LUS. To confirm this
hypothesis, studies evaluating co-localization of both ER are needed. The high
expression of PR and ERB RNAm in LUS at parturition is suggesting that this

region is not capable of generating strong and syncronized contractions.

Regarding cervix, we found a decrease while a high expression of ERa is
observed in subepithelium in late gestation. In addition, in the mentioned period
only the RNAm of the REa express in cervix. We also analyzed if there exists a
temporal association between collagen remodelling and changes in the ER and
PR expression in cervical tissue. Correlation analysis showed that in late
gestation, collagen remodelling is temporally associated with PR expression
withdrawal as well as with REa high expression. Altogether, our results suggest

that cervical softening is originated by regional changes in ER and PR expression.
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This changes increase the cervical responsiveness to high levels of circulating Eg.

This hypothesis will be further supported by ongoing experiments.

In addition, we demonstrate that gradual relaxation of the pubic symphysis is
associated with a diminishing PR expression in stroma. Along with the fall in PR
protein levels in symphyseal stroma, there is an increase in ERa-RNAm and a
disminution in ERB-RNAmM expression. Alike the cervix, relaxation of interpubic
ligament at conditioning phase would also be associated to a functional change of
endocrine environment: the biological action of Pg is inhibited whereas a higher Eg

action is favoured.

Finally, results presented in this work provide evidence supporting important
features for parturition model proposed for women and guinea-pigs. Mainly, our
results show that the biological action of Pg and Eg varies among tissues of the
different organs involved in parturition (uterus, cervix and symphysis), through
differential expression of their receptors. This differential expression of ER and PR
occurs in late gestation, related to adaptative changes performed by each organ of
the birth canal. We are persuaded that results achieved through this thesis
outstand the validity of the guinea pig as an animal model for studies about

gestation and parturition onset, in an attempt to avoid premature parturition.
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1. Introduccién

1.1 Factores maternos y fetales del parto

El parto representa el término de la vida intrauterina del feto. Es un proceso activo
por el que el feto es expulsado del interior de la cavidad uterina al medio ambiente
extrauterino, siendo el resultado de una compleja interrelacion entre factores
maternos y fetales. EI mismo requiere que el utero, que ha permanecido en un
relativo estado de inactividad (quiescencia uterina) durante toda la gestacion,
produzca contracciones intensas y coordinadas, al mismo tiempo que el cérvix se
debe dilatar de tal manera de permitir el paso del feto por el canal de parto con el
menor traumatismo posible (Challis y Lye, 1994; Hafez y Hafez, 2000; Mufoz-de-
Toro y col., 2003). Por otra parte, ademas de una adecuada contraccién uterina y
dilatacion del cérvix, es necesaria la adaptacién de la cavidad pelviana para que
el parto sea normal. En la articulacion interpubica ocurre una extensa separacion
de los huesos pélvicos para permitir el pasaje de los fetos durante el parto
(Sherwood, 1994). Por ultimo, los érganos del feto deben estar lo suficientemente
maduros para adaptarse a la vida extrauterina. Por todo lo mencionado, un parto
exitoso es el resultado de una compleja interrelacion entre factores maternos y
fetales, siendo necesaria una precisa sincronizacion entre los procesos que
controlan el desarrollo del feto y los estimulos que desencadenan el trabajo de
parto (Challis y Lye, 1994).

Uno de los principales problemas de la perinatologia son los partos prematuros o
pre-término, aquellos que ocurren antes de la semana 37 de la gestacion, los que
implican una desincronizacion entre los eventos mencionados en el parrafo
anterior (Challis y col., 2000). Los partos pre-término ocurren en el 7-10 % de
todos los embarazos y representan el 85% de las causas de complicaciones y
muerte perinatales. El principal inconveniente asociado a los partos prematuros es
la falta de un tratamiento efectivo que permita un adecuado manejo clinico del

inicio del parto (Norwitz y col., 1999).

Una de las razones de esta falencia es que, a pesar de ser un area de intensa
investigacion, aun hoy no se conocen en su totalidad los eventos y las sefales

que controlan el inicio del parto. Este nivel de incertidumbre no es sorprendente si
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se tienen en cuenta las restricciones existentes para la realizacion de estudios
invasivos en mujeres embarazadas (Nathanielsz y Smith, 1999). Es a la luz de
estas limitaciones que los modelos animales adquieren una gran importancia, ya
que han representado una considerable fuente de informacion sobre los
mecanismos potenciales que regulan el parto en la mujer. Uno de estos modelos,
el cobayo, es considerado desde hace mucho tiempo un modelo animal similar al

humano en lo referente a la fisiologia del parto (Trewin y Hutz, 1999).

Los drganos involucrados en el desarrollo de la gestacién y el parto, pueden
clasificarse como pertenecientes a un “canal duro” de parto, constituido por los
componentes éseos de la cavidad pelviana y sus articulaciones, o a un “canal
blando”, formado por el utero, el cérvix y la vagina. Para comprender en detalle
las adaptaciones fisioldgicas que se producen durante la gestacion, el parto y
posparto en los 6rganos y tejidos involucrados, consideramos necesario revisar

previamente la anatomia e histologia de cada uno de ellos.

2. Anatomia e histologia

2.1.1. Canal blando de parto
El aparato reproductor de la hembra esta formado por los ovarios y el sistema
conductor o tubular (Nalbandov, 1969). El utero forma parte de éste ultimo, siendo
un organo de origen completamente mesodérmico. En los individuos adultos
algunos autores lo dividen en una parte gestacional o utero, y el cuello uterino o
cérvix (Bartol, 1999).

El utero se sujeta a las paredes pélvica y abdominal por el mesometrio, a través
del cual recibe irrigacion sanguinea, linfatica e inervacion nerviosa (Nalbandov,
1969; Bartol, 1999). El cobayo presenta un utero doble, dividido en dos cuernos
uterinos largos (40-45 mm de longitud) y separados por un septum cervical; no
posee cuerpo uterino. Dicho septum divide al cérvix en dos compartimientos que
se comunican en sentido craneal con el cuerno uterino correspondiente, mientras
que en sentido caudal ambos canales cervicales desembocan en la vagina
fusionados en un unico orificio (Figura 1A) (Nalbandov, 1969; Bartol, 1999). De

esta manera, el cérvix del cobayo presenta dos orificios craneales y un unico
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orificio caudal. La porcion caudal del cérvix, que penetra en el espacio vaginal, se
denomina ectocérvix o exoceérvix mientras que la porcién craneal recibe el nombre
de endocérvix (Hafez, 1970) (Figura 1B).

Septum

Segmento
uterino bajo

Endocérvix
Exocérvix

> Vagina

Figura 1A Figura 1B

Figura 1A: Representacion esquematica de los cuernos y cérvix uterinos en el cobayo.
Notese el cérvix dividido por un septum, donde cada canal cervical se comunica en forma
independiente con su correspondiente cuerno uterino. Modificado de: Nalbandov, A.V.
(1969) La estructura de los sistemas reproductores. En: Fisiologia de la Reproduccion.
Ed. Nalbandov, A.V., Acribia-Zaragoza, Espafia.

Figura 1B: Fotomicrografia a bajo aumento del utero de cobayo. Se observa claramente
el septum (dividiendo al cérvix en dos canales independientes), el endocérvix, el

exocérvix y la vagina. Barra = 5 mm. Tomado de Rodriguez y col, sin publicar.

En todo el érgano, tanto en el utero como en el cérvix, se distinguen dos zonas: el
epitelio de revestimiento o epitelio luminal y la pared del 6rgano (Figura 2)
(Nalbandov, 1969; Ross, 1992; Geneser, 2000).
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Figura 2: Fotomicrografia de un corte transversal del Utero de cobayo adulto no prefiado.
Se observan las dos zonas que componen el 6érgano: el epitelio de revestimiento y la
pared del 6rgano. Coloracién: picrosirius - hematoxilina. Magnificacion X40. Tomado de

Rodriguez y col, sin publicar.

Epitelio de revestimiento o epitelio luminal. Es un tejido compuesto por células

adyacentes, sin sustancia intercelular, que delimita la luz del érgano de la pared
del mismo. El epitelio luminal crece sobre un tejido conectivo subyacente rico en
vasos, del que lo separa una capa extracelular de sostén: la membrana basal
(Geneser, 2000). En el cobayo, el epitelio de revestimiento del utero esta formado
por una sola capa de células que varian de cubicas a cilindricas segun el estadio
del ciclo estral. La mucosa del cuello uterino forma pliegues, los plicae palmatae
(lat. palma palmera), que se abren en distintas direcciones y estan separados por
surcos que se extienden hacia la parte profunda de la mucosa (Figura 3)
(Geneser, 2000). Tanto la mucosa del cérvix de la mujer como la del cobayo
presentan estas estructuras, dando una imagen caracteristica al microscopio
optico (MO) en la que se observan numerosos pliegues longitudinales que ocupan
la totalidad de la luz del canal cervical que semejan un sistema de tubulos y

hendiduras como el de las glandulas tubulares (Hegele-Hartung y col., 1989).
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Figura 3: Fotomicrografia del cérvix uterino de un cobayo adulto no prefado. Se
observan los plicae palmatae (puntas de flecha). Coloracion: picrosirius - hematoxilina.

Magnificacion X100 (B). Tomado de Rodriguez y col, sin publicar.

Este compartimiento tisular presenta cambios graduales a medida que se
asciende por el cérvix en sentido caudal-craneal; de tal manera que se transforma
en un epitelio cilindrico simple en la transicion hacia los cuernos uterinos (Figura
4A) mientras que se confunde con el epitelio estratificado de la vagina en el
exoceérvix (Figura 4B). Estas diferencias son mas o menos marcadas de acuerdo
al estadio del ciclo estral, acentuandose durante el estro y tornandose menos
notorias durante el diestro (EI-Banna y Hafez, 1972; Jurow y Arbor, 1943).
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Figura 4: Fotomicrografias del endocérvix y exocérvix de cobayo adulto no prefiado. Se
observa la zona de transicidon entre los epitelios del endocérvix y del segmento uterino
bajo (A), y entre el exocérvix y la vagina (B). Coloracion: picrosirius — hematoxilina.

Magnificacion X100. Tomado de Rodriguez y col, sin publicar.

La pared del canal blando esta compuesta por varias regiones:

La reqgion subepitelial. También definida como lamina propia del érgano, es la

region de tejido conectivo laxo subyacente al epitelio luminal y la membrana basal
(Figura 5). Esta zona consta de células y fibras extracelulares incluidas en una
matriz de sustancia fundamental. En cuanto al componente celular, los tipos
celulares que lo forman se clasifican en células fijas y células migrantes. Las
células fijas (o componentes permanentes de la estructura del érgano) son
principalmente de un unico tipo, los fibroblastos. Las células migrantes mas
frecuentes son mastocitos, monocitos, linfocitos, granulocitos eosindfilos vy
neutroéfilos (Ross, 1992; Luque y Montes, 1989; Luque y col., 1996; Luque y col.,
1998; Munoz-de-Toro y col., 2003). La cantidad de estas células migrantes es
variable dado que, en su mayoria, invaden desde el torrente sanguineo en
diferentes cantidades para intervenir en ciertos tipos de reacciones (Leppert,
1998; Mufioz-de-Toro y col.,, 2003). En cuanto al componente extracelular, las
fibras de colageno son las principales y mas abundantes, con un predominio del
tipo | y Il (Montes y Junqueira, 1988). También el sistema elastico forma parte de
la estructura fibrilar del cérvix (Battlehner y col., 2003). La sustancia fundamental,

que rodea a las células y al sistema de fibras, estd compuesta por
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glicosaminoglicanos (GAG) y proteoglicanos que forman geles muy hidratados
donde quedan incluidos los demas componentes (Ross, 1992; Ludmir y Sehdev,
2000).

En el cobayo, la mayor cantidad de fibras de tejido conectivo se encuentran
dentro de la lamina propia, mientras que una pequefa proporcion de estas fibras
se ubica entre las dos capas musculares que forman la region muscular. De forma
caracteristica, el tejido conectivo esta compuesto principalmente por gruesos y
compactos haces de fibras de colageno, embebidos en una escasa cantidad de
sustancia amorfa. Al MO se observan células mononucleares con granulos de
tamafio homogéneo y un nucleo dentado, localizadas en gran numero en la
cercania de los vasos sanguineos y de células de musculo liso. Por medio de
microscopia electronica (ME) se identificaron estas células como mastocitos, con
granulos citoplasmaticos electrodensos y de tamafo uniforme (Chwalisz y col.,
1997). Los fibroblastos son el tipo celular mas abundante, observandose escasos
leucocitos. A la ME los fibroblastos muestran un nucleo alargado y escaso
citoplasma, ocupado principalmente por reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y

estructuras del aparato de Golgi (Hegele-Hartung y col., 1989).
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Figura 5: Fotomicrografia de la region subepitelial del cérvix (A) y del utero (B) de cobayo
adulto no prefiado. Coloracién: picrosirius — hematoxilina. Magnificacion X100. Tomado

de Rodriguez y col, sin publicar.

La region glandular. Dentro de la region subepitelial se encuentra un gran

numero de glandulas de tipo simple, revestidas por un epitelio que varia de cubico
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a cilindrico de acuerdo al estimulo hormonal (Jurow y Arbor, 1943; El-Banna y
Hafez, 1972). El cobayo, asi como la mayoria de los roedores, presenta una
marcada asimetria tanto en el grosor de la region subepitelial como en la
distribucion de las glandulas a lo largo de todo el 6rgano. Mientras que en el
exoceérvix practicamente no se observan glandulas, en el endocérvix y en el utero,
se observa una alta densidad glandular (Figura 6) (Jurow y Arbor, 1943; Bartol,
1999).

Figura 6: Fotomicrografias del compartimiento glandular del cérvix uterino de cobayo
adulto no prefiado. Nétese la mayor densidad glandular del endocérvix (A) en
comparacion con la del exocérvix (B). Coloracion: picrosirius — hematoxilina.

Magnificacion X100 (A) y X200 (B). Tomado de Rodriguez y col., sin publicar.

La region muscular: Las fibras musculares lisas son células de forma alargada y

ahusadas, es decir con extremos afinados. En general aparecen agrupadas en
capas donde es dificil determinar los limites de las células individuales con el MO.
Las células estan densamente empaquetadas por lo que la porcion media mas
ancha de una célula limita con los extremos afinados de las células adyacentes
(Geneser, 2000). Las capas o haces de fibras musculares lisas se mantienen
unidas por medio de tejido conectivo y una delgada red de fibras de colageno tipo
Ill rodea cada célula muscular. En el utero y el cérvix del cobayo las células de
musculo liso aparecen formando fibras musculares que se disponen en una capa

circular interna y una capa longitudinal externa (Figura 7). A la ME las células

40



musculares lisas muestran abundantes microfilamentos intracitoplasmaticos y

vesiculas micropinociticas caracteristicas (Hegele-Hartung y col., 1989).

Figura 7: Fotomicrografia de las capas musculares interna y externa del utero del
cobayo. Coloracion: picrosirius — hematoxilina. Magnificacion X400. Tomado de

Rodriguez y col, sin publicar.

El compartimiento vascular. Todos los tejidos dependen del aporte sanguineo

para su normal funcionamiento y este aporte es a su vez controlado por las
células endoteliales de los vasos. Estas células generan ramificaciones en los
diferentes 6rganos formando redes que hacen posible el crecimiento y la
reparacion de los tejidos. Los grandes vasos poseen una pared compuesta por
tejido conectivo y musculo liso, separada de la capa de células endoteliales por
una lamina basal. La composicién celular de |la pared del vaso es variable, de
acuerdo con el diametro y la funcion del mismo, pero en todos los casos poseen
el revestimiento interno formado por una uUnica capa de células endoteliales,

responsables de la permeabilidad selectiva de sustancias (Alberts y col., 1994).
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2.1.2. Canal duro de parto

La cintura pelviana es una articulaciéon, que consiste en mitades simétricas
constituidas por los coxales (ossa coxarum), que se unen ventralmente en la
sinfisis pelviana o articulacion interpubica (symphysis pelvina) y establecen con el
hueso sacro articulaciones firmes, no rigidas, en su parte dorsal. Junto con el
sacro y las primeras vértebras caudales forma un anillo, que se conoce como

pelvis 6sea formando el contorno de la cavidad pelviana.

En los mamiferos, la articulacién interpubica es del tipo cartilaginoso y puede
estar conectada a los huesos pubicos por cartilago hialino (sincondrosis) o fibroso
(sinfisis), dependiendo de la especie analizada (Ruth, 1932; Gamble y col., 1986;
Ortega y col., 2003). Por otra parte, desde hace muchos afos se sabe que existe
cierto dimorfismo sexual en la pelvis, que hace que la hembra tenga un canal de
parto mas amplio. Este ha sido descripto en muchos mamiferos incluyendo
ratones, ratas, conejos, equinos y humanos (Sherwood, 1994). En el cobayo
macho prepuberal la sinfisis pubica esta formada enteramente por cartilago
hialino, el que es reemplazado gradualmente por tejido 6seo a medida que el
animal alcanza la adultez. En la hembra, en cambio, la sinfisis pubica
cartilaginosa es sustituida por tejido conectivo fibroso, formando un ligamento
entre los huesos pubicos (Sherwood, 1994). La articulacién interpubica de la
hembra de cobayo adulta estd formada en su mayor parte por fibrocartilago,
compuesto por fibras de colageno compactas que estan embebidas en una matriz
amorfa. En la region central el colageno se encuentra en forma de fibras gruesas

que corren en diferentes direcciones (Ortega y col., 2003).

2.2. Adaptaciones fisiolégicas
2.2.1. Canal blando
De la misma manera que el utero y el cérvix se distinguen morfolégicamente,
también se diferencian funcionalmente. Durante la prefiez, el miometrio del utero
se relaja para acomodar el feto en desarrollo, mientras que al final de la gestacion
abandona este estado de “quiescencia” (quietud uterina) y provee contracciones

de mayor intensidad y frecuencia, tipicas del trabajo de parto, necesarias para la
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expulsion del contenido uterino. El cérvix, en cambio, permanece como una
estructura rigida e inextensible durante casi toda la gestacion resistiendo a las
tensiones producidas por el peso y los movimientos de los fetos, de tal manera de
sostenerlo y aislarlo del medio extrauterino. A lo largo de la gestacion y al
acercarse el momento del parto, el cérvix presenta un proceso de maduracion
(cervical ripening), por medio del cual se alteran profundamente sus propiedades
mecanicas y lo transforman en un 6rgano flexible y facilmente distensible. Estos
cambios adaptativos permiten que, ante contracciones cada vez mas frecuentes e
intensas, el diametro interno del cérvix se agrande lo suficiente para que los fetos
pasen por el canal de parto con el menor traumatismo posible (Huszar y Walsh,
1991; Challis y Lye, 1994). Por lo tanto, una estrecha colaboracion entre utero y

cérvix es esencial para un parto normal.

2.21.1. Utero
2.21.1.1. Patrén de actividad contractil durante la gestaciéon
y el parto

Durante la mayor parte de la prefiez el miometrio es un tejido relativamente
refractario a la estimulacion por los principales agentes uterotonicos: oxitocina
(OT), y prostaglandinas (PGE, PGF). Sin embargo, este tejido muscular no esta
totalmente inactivo. Contracciones de baja frecuencia (0.5-3/hora), baja amplitud
(2-5 mmHg) y corta duracion (5-8 min) aparecen a los 64 dias de gestacion en la
oveja (longitud de la gestacion: 145-150 dias) y a los 110 dias en rhesus monkey
(longitud de la gestacion: 167 dias). Este tipo de contracciones pobremente
coordinadas e indoloras, ocurren también en forma intermitente durante la
gestacion humana y se las conoce como contracciones de Braxton-Hicks o
“contracturas” (Challis y Lye, 1994;). De manera similar que para el humano, se
registraron ciclos de actividad contractil intrauterina en el cobayo a lo largo de la
gestacion, que tienden a aumentar a medida que se acerca el parto (Porter,
1971). Esto contrasta con algunas especies, como el conejo, en la que no se
registra actividad contractil significativa hasta inmediatamente antes del parto
(Fuchs, 1964; Porter y Schofield, 1966). Hasta el momento, se desconoce el rol

fisiolégico de estas contracciones.
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El inicio del parto esta asociado con una notable transformacién en el patrén de la
actividad contractil del miometrio uterino, observandose un aumento progresivo
tanto en la frecuencia como en la fuerza (amplitud) de la contraccién (Figura 8).
En la oveja esta transformacién ocurre inmediatamente antes, entre 6-18 horas,
del parto (Lye y Freitag, 1990). En humanos ocurre una transformacion similar, la
actividad contractil del miometrio pasa de una frecuencia media de 0.32/h a las 25
semanas de edad gestacional a 2.33/h a las 40 semanas en las primiparas, y de
0.43/h a 2.27 en las multiparas (Challis y Lye, 1994). Sin embargo, a diferencia de
lo que sucede en la oveja, el miometrio de primates y humanos comienza a
experimentar cambios en la actividad contractil varios dias antes del comienzo del
trabajo de parto (Challis y Lye, 1994). Se considera que esta evolucion en el
patrén de la actividad contractil es la manifestacion de un cambio profundo en la
estructura y organizacion de las células musculares del miometrio (Challis y col.,
2000).

A 20 wks B 25 wks
%0 250
MY o uv 0
0 e 50 T
Cc Term nonlabour (37 wks) Term Labour (40 wks)

e

Figura 8: Registro de la actividad electromiografica de la superficie abdominal humana

durante la gestacion y el trabajo de parto. A: 20 semanas de gestacién, B: 25 semanas
de gestacion, C: semana 37 de la gestacion, sin trabajo de parto, y D: paciente en trabajo
de parto en la semana 40. Modificado de Garfield y col. Human Reproduction Update, 4:
673-695, 1998.
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2.21.1.2. Bases de la contraccion
El miometrio esta formado por billones de pequefas células de musculo liso. El
proceso basico que controla las contracciones del miometrio es la transmision de
actividad eléctrica entre las células en forma de potenciales de accion. Los
potenciales de accion se propagan entre las células musculares abriendo canales
idnicos voltaje-dependientes (VDCC) que permiten una entrada masiva de los
iones calcio, esenciales para producir la contraccion (Figura 9). Estos potenciales
de accidén usualmente se propagan simultaneamente en grupo, formando una
contraccion. El numero de contracciones en un tiempo dado determinan la
frecuencia de las mismas, mientras que la extensién determina la duracién de la

contraccion uterina.

Figura 9: Esquema de un grupo de células miometriales interconectadas por canales de
baja resistencia. A medida que el potencial de accién se propaga de una célula a otra, la
concentracion de calcio intracelular se va incrementando de 10’M a 10°M para producir
una contraccion. Modificado de Garfield y col. Human Reproduction Update, 4: 673-695,
1998.

Existen varios factores que determinan el éptimo funcionamiento del miometrio

durante el trabajo de parto. Describiremos los mas importantes.
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2.21.1.3. Acoplamiento eléctrico y excitabilidad

La fuerza generada por todo el utero durante una contraccion (amplitud de la
contraccion) depende de la facilidad de propagacion de los potenciales de accidn
entre células vecinas y de la cantidad de masa muscular involucrada (Garfield y
col., 1998). La capacidad para producir contracciones sincronizadas requiere un
alto grado de acoplamiento eléctrico entre las células individuales (Challis y Lye,
1994). Algunos estudios demuestran que el acoplamiento eléctrico entre las
células del miometrio depende del numero de uniones gap intercelulares (gap
junctions), presentes entre las membranas de células adyacentes (Garfield y col.,
1977). Estas estructuras son poros que proveen canales para el transporte directo
entre células de metabolitos pequenos (1-1.7 kDa). Son sitios de baja resistencia
eléctrica y, por lo tanto, proveen vias para la conduccion eficiente de potenciales
de accion (Garfield y col., 1998).

El numero de uniones gap entre células es bajo durante la mayor parte de la
prefiez, indicando un pobre acoplamiento y una baja conductancia eléctrica entre
las células musculares. Esta condicién favorece la quiescencia del musculo
uterino y el mantenimiento de la gestacion. En 1977, Garfield y col., cuantificaron
el numero de uniones gap en el miometrio de ratas durante la prefiez, antes y
durante el parto, y en el posparto. Los resultados demostraron claramente que las
uniones gap soélo aparecen en numero significativo entre las células al comienzo
del parto, decayendo en el posparto inmediato (Garfield y col, 1977). Resultados
similares se obtuvieron en todas las especies estudiadas hasta el momento, de tal
manera que el acoplamiento eléctrico del tejido muscular se incrementa y lleva la
capacidad de propagacion de potenciales de accion a través del tejido a su

maximo valor en el momento del parto (Garfield y col., 1998).

Estas uniones gap estan formadas por proteinas denominadas conexinas (Cx).
Estas moléculas pertenecen a una familia multigénica de proteinas formadoras de
canales, altamente conservadas entre las especies a través de la evolucién, las
cuales se autoensamblan en hemicanales hexaméricos. Este grupo esta
constituido por unas trece proteinas en total, que se clasifican de acuerdo a su

peso molecular. En el utero se ha demostrado la presencia de tres de estas
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proteinas, siendo las Cx-26 y Cx-32 las que predominan en el endometrio,
mientras Cx-43 predomina en el miometrio (Lenhart y col., 1999). Varios grupos
de investigacién han realizado trabajos con el objeto de establecer si el nivel de
expresion de estas moléculas se incrementaba durante el avance de la gestacion.
Se ha podido establecer que ocurre un incremento, al momento del parto, en la
expresion de ARNm y de proteinas de Cx-43 en el miometrio de ratas, ovejas,

cerdos y humanos (Challis y col., 2000; Lye y col., 1993; Challis y Lye, 1994).

Otro elemento esencial para que la contraccion muscular se lleve a cabo, es el i6n
calcio (Ca*?). Asi como las uniones gap entre células determinan el grado de
acoplamiento eléctrico y consecuentemente la facilidad con la que los potenciales
de accién se propagan por todo el tejido, el numero de canales de calcio
establece la excitabilidad de las células musculares. El calcio entra a la célula
principalmente por canales VDCC, los cuales se abren cuando la membrana
celular se despolariza ante el paso de un potencial de accion (Garfield y col.,
1998). Luego, el i6bn penetra en el espacio intracelular a favor de gradiente y
permite la contraccion de los miofilamentos provocando la contraccion. Si bien
hay menos trabajos que evaluen la expresion de los canales ionicos a lo largo de
la gestacién, Tezuka y col (1995) evaluaron por RT-PCR la expresion de las
subunidades que conforman los canales VDCC en miometrio de rata en distintos
momentos de la gestacion. Demostraron que el numero de subunidades VDCC
aumenta en el tejido miometrial durante el parto, tanto en condiciones normales,

como en el parto pre-término (Tezuka y col., 1995).

En cuanto a la regulacion hormonal de los factores que regulan la contracciéon del
miometrio, varios trabajos sugieren que la progesterona (Pg) y los estrogenos
(Eg) intervendrian en el control del numero de uniones gap. Uno de los primeros
trabajos realizados en ratas demostré que la eliminacion por ovariectomia de la
fuente de Pg a mitad de la gestacion produce aborto y reabsorcion de los fetos,
junto con un aumento de la actividad contractil del utero. Estos efectos fueron
revertidos mediante el suministro de Pg. A partir de estos resultados los autores
propusieron que la Pg intervendria en el control de la formacion de las uniones

gap (Garfield y col., 1977). Usando el mismo disefio experimental, este grupo
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demostré que la administracidn de Pg durante la gestacion redujo los niveles de
Cx-43, mientras que la inyeccion de un antagonista (RU-486 o mifepristona)
aumento los niveles y el numero de uniones gap. Mas adelante se obtuvieron
resultados similares en el cobayo. En esta especie, distintos trabajos demostraron
un aumento significativo del acoplamiento intercelular y de Cx-43 cuando a
animales prefados se los tratdé con inhibidores de Pg (mifepristona y ZK 98299)
(Sakai y col., 1992; Chwalisz y col., 1991). Por su parte, los Eg incrementan la
formacién de uniones gap. Mediante la inyeccién de dosis unicas (5ug) de
estradiol (E2) a ratas no prefiadas ovariectomizadas, Petrocelli y Lye (1993)
observaron un incremento en los niveles de ARNm de Cx-43 dentro de las 6 horas
post-inyeccidn, permaneciendo elevados durante 24 hs, y bajando luego a valores
basales. Este incremento en Cx-43 inducido por E2 es bloqueado por la

administracién conjunta de Pg (Petrocelli y Lye., 1993).

2.21.1.4. Oxitocina (OT) y receptores para OT (OTR)
La OT es una hormona peptidica sintetizada por las neuronas magnocelulares de
los nucleos supraoptico y paraventricular del hipotalamo. La OT hipotalamica es
liberada dentro de Ila circulacion sanguinea por la hipodfisis posterior.
Clasicamente, los efectos atribuidos a esta hormona son promover las
contracciones del utero tanto en el parto, facilitando la expulsion del feto, como en
el posparto, para controlar la hemorragia. La OT también estimula la eyeccién de
leche por la glandula mamaria durante la lactancia (Challis y col., 2000). Si bien
estos efectos son conocidos desde hace mucho tiempo, su papel en el parto no
estaba claro debido a que los niveles circulantes de OT no aumentan
significativamente a medida que la gestacion avanza. En parte, la respuesta a
esta discrepancia entre los niveles circulantes de OT y su papel en el parto,
provino del descubrimiento de que a lo largo de la gestacion hay un incremento en
la susceptibilidad del miometrio a la OT, provocado por una mayor expresion
miometrial de sitios receptores (Challis y Lye, 1994; Challis y col., 2000). A partir
de aqui se demostré que, en todas las especies estudiadas, se produce un
incremento en los niveles de receptores para OT (OTR) en el miometrio al
acercarse el momento del parto (Challis y Lye, 1994; Fuchs, 1999). En humanos

ocurre un incremento de 30 veces en la expresiéon de OTR entre la gestacion
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temprana y el inicio del trabajo de parto (Fuchs y Fuchs, 1984). Mientras que, en
cobayos, los niveles de OTR se multiplican por 50 en el periodo comprendido
entre el dia 10 y el dia 60 de la gestacién (Alexandrova y Soloff, 1980; Chwalisz y
col.,, 1991). En base a estos trabajos, se sugiri6 que el miometrio durante la
prefez tardia es mas sensible o reactivo a la OT debido a una mayor densidad
tisular de OTR, lo que significa que responderia con contracciones mas intensas

ante los mismos niveles de OT (Garfield y col., 1998).

Con relacion a la regulacién hormonal del numero de OTR, se ha demostrado que
el tratamiento con Pg en ratas y ovejas los disminuye, mientras que en cobayos la
administracién de anti-Pg (mifepristona) induce un aumento de la respuesta del
tejido miometrial a la administracién exégena de OT. Esta mayor respuesta a la
OT exdgena no es debida a un aumento en la densidad tisular de OTR, sino que
es atribuida a un aumento en las uniones gap (Chwalisz y col., 1991). Este, y
otros trabajos, cuestionan la sugerencia de que un aumento en OTR sea la causa
del incremento de la susceptibilidad uterina a la OT. En relacion a los Eg, Reimer
y col. (1986) observaron un aumento de OTR en el miometrio de conejos
expuestos a diferentes dosis de E2.

Para tratar de aclarar el rol fisiolégico de la OT durante el parto, algunos grupos
evaluaron el efecto del tratamiento de antagonistas de OTR en ratas y cobayos.
Los resultados demostraron que el bloqueo de OTR no afecta el momento del
inicio del parto ni la longitud de la gestacion, en cambio, si se altera la duracion de
la fase expulsiva (una vez iniciado el trabajo de parto) provocando una alta
mortalidad fetal (Schellenberg, 1995; Schellenberg y col., 2000). Debido a esto,
actualmente se considera que la OT seria necesaria para el normal desarrollo del
parto una vez que éste ya se ha iniciado. También se cree que tendria un papel
fundamental en la involucion uterina posparto, previniendo la hemorragia primaria

posparto (Nathanielsz y Smith, 1999).
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2.21.1.5.  Oxido nitrico (ON)

El ON es una molécula producida por una familia de enzimas, las sintetasas de
oxido nitrico (NOS), que liberan ON al convertir el aminoacido L-arginina a L-
citrulina. Se han identificado tres enzimas NOS (Nathan y Xie, 1994):

¢ Neuronal: nc-NOS, b-NOS o tipo |

e Inducible: i-NOS o tipo Il

e Endotelial: ec-NOS o tipo Il
Una vez producido, el ON es una molécula rapidamente difusible, por lo que
penetra rapidamente dentro de la célula muscular y estimula la guanilato ciclasa,

elevando los niveles intracelulares de GMPc y produciendo relajacion.

El sistema ON esta presente en el utero de muchas especies y representa el
mecanismo mas importante para la relajacion del miometrio uterino (lzumi y col.,
1993). En estudios in vitro se ha demostrado que ON, sustratos de ON vy
donadores de ON inhiben las contracciones espontaneas del musculo uterino de
ratas, cobayos y humanos, mientras que los inhibidores de NOS ejercen un efecto

estimulatorio de la contraccion (lzumi y col., 1993; Garfield, 1998).

En resumen, numerosos trabajos demuestran que Pg y Eg son los principales
reqguladores del estado de contraccion-relajacion del miometrio durante la
gestacion y el parto. La Pg ejerce un control fundamental sobre la quiescencia
uterina a través de la inhibicion de algunos genes esenciales para la contraccion
uterina (Cx-43, canales de calcio, receptores para OT) y de la formacion de
uniones gap. Por otro lado, estimularia mecanismos de relajacion del musculo,
fundamentalmente, a través del sistema ON. En cambio, los efectos de Ez en el
miometrio serian los contrarios a los de la Pg, incrementando la expresion de
diversas proteinas de la contraccion o estimulando la sintesis de PGs y la
liberacion de OT (Challis y Lye, 1994).
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2.21.2. Cérvix
221.21. Cambios bioquimicos e histolégicos del cérvix
durante la gestacion y el parto

Desde los primeros trabajos de Danforth (1947) se han realizado numerosas
investigaciones con el fin de determinar cuales son las variaciones bioquimicas e
histolégicas que acompafan la dilatacion del cérvix durante el parto. En este
sentido, Bryant y Weeks (1968), realizaron un primer estudio intensivo usando
108 cérvices de rata, correlacionando el analisis histomorfolégico con las
variaciones bioquimicas de la matriz extracelular. En base a los resultados
obtenidos, los autores propusieron que el rapido incremento en los niveles de
agua y hexosamina tisular que experimentaba el cérvix uterino en el momento del
parto, producia un desbalance entre las fuerzas cohesivas y adhesivas de las
unidades estructurales de colageno que llevaba a un clivaje longitudinal de dichas
unidades.

En 1974, nuevamente Danforth y col.,, compararon las biopsias de mujeres
embarazadas y no embarazadas para conocer los efectos del embarazo y el
trabajo de parto sobre el colageno, glicoproteinas y GAGs del estroma cervical.
Las biopsias de cérvix tomadas inmediatamente después del parto presentaron un
incremento en el contenido de agua, una marcada disminucion en el contenido de
colageno y glicoproteinas y un aumento en los GAGs frente a las biopsias
controles de no embarazadas. A la luz de estos resultados se propuso que en el
momento del parto se produce una extensa degradacion de las fibras de colageno
junto a significativas variaciones de la sustancia fundamental, componentes
ambos de la matriz extracelular cervical (Muhoz-de-Toro y col., 2003). Como
consecuencia de la evidencia de estos cambios bioquimicos, se concluy6 que la
dilatacion cervical no es un proceso pasivo, sino mas bien un conjunto de eventos
complejamente relacionados, que permiten al érgano adecuar su elasticidad a los

requerimientos del embarazo.

Desde entonces, numerosos trabajos han sumado evidencias a favor de la idea
de que la dilatacion cervical durante el parto es un proceso relacionado con la

remodelacion del colageno. En 1978, Kleissl y col., estudiaron las variaciones de

51



las fracciones acido-solubles e insolubles de colageno en cérvices de mujeres
embarazadas y no embarazadas. Se observaron diferencias significativas en el
patron electroforético de la fraccion soluble en acido acético indicando un gran
aumento de la ruptura del colageno en biopsias tomadas intraparto. El analisis de
la fraccion insoluble de colageno reveld que el contenido de hidroxiprolina
disminuia significativamente en los cérvices intraparto, en comparacién con los
controles. En 1980, usando biopsias de cérvix de mujeres obtenidas durante el
parto, Junqueira y col. describieron mediante ME y MO un conjunto de
alteraciones histoldgicas tipicas de una extensa colagendlisis (Junqueira y col.,
1980). Mas adelante, Rajabi y col. (1988) aportaron la primera prueba directa de
un aumento de los niveles de colagenasa intersticial en el cérvix de mujeres en
trabajo de parto. En cobayos, también se ha demostrado que la degradacion de
colageno tipo I, la principal molécula de colageno en el cérvix, estd aumentada en
el parto (Rajabi y col.,, 1991a). Conjuntamente con este aumento de actividad
colagenasa, el cérvix de cobayos durante el parto presenta imagenes de ME
tipicas de una disolucion de las fibras de colageno junto con un aumento de la
sustancia amorfa interfibrilar (Hegele-Hartung y col., 1989). La remodelacion del
colageno asociada a la dilatacion cervical también se ha demostrado en otras
especies, tales como ovejas (Luque y col., 1997) y ratas (Luque y col., 1996). En
un interesante trabajo, Granstrom y col. (1989) investigaron los cambios
bioquimicos que ocurren en el utero y cérvix durante el parto de la mujer. Sus
resultados demostraron que, en ambos sitios, se produce una disminucién en la
concentracion de colageno asociada a una actividad colagenolitica incrementada,
demostrando que en la mujer el proceso de remodelacion del tejido conectivo

ocurre tanto en el cuello uterino como en el cuerpo del utero.

2.21.2.2. Remodelacién del colageno cervical

Varios trabajos han demostrado que el proceso de maduracién cervical en la rata
esta influido por las hormonas relacionadas con el parto: Pg, Eg y relaxina (RIx)
(Cullen y Harkness, 1960; Downing y Sherwood, 1986; Luque y col., 1996; Luque
y col.,, 1998; Ramos y col., 2000). Evidencias similares se han obtenido en

cobayos. Los resultados de una serie de trabajos realizados con células
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cervicales en cultivo obtenidas en el dia 50 de la gestacion, demostraron que la
sintesis proteica y de ARNm de colagenasa es estimulada por E2, estrona,
interleuquina (IL)-1pB, fosfolipasa A2y PGF2a. Los efectos estimulantes de E2 e IL-1
B fueron inhibidos por el agregado de cicloheximida y actinomicina D, poniendo de
manifiesto la necesidad de sintesis de proteina y de ARNm en la via de accion de
estos agentes sobre la actividad colagenasa. Ademas, el estimulo de E:2 fue
bloqueado por tamoxifeno (antagonista de E2), demostrando que la accién de E2
es mediada a través del receptor de estrogeno (RE) (Rajabi y col., 1991a, 1991b).
Con el mismo disefio experimental, este mismo grupo también demostré que el
estimulo de E2 y PGF2q sobre la sintesis de colagenasa involucra la activacion de
la proteina kinasa C (PKC) (Rajabi y col., 1992). El rol de la Pg también fue
evaluado en estos trabajos, observandose un efecto estimulatorio o inhibitorio en
funcién de la dosis empleada: cuando las células fueron expuestas a 10 M de Pg
se produjo un incremento de los niveles de colagenasa, mientras que una
concentracion de 104 M promovié un descenso e inhibié el estimulo de E2 sobre
la sintesis de la enzima. Como los efectos de los niveles plasmaticos de Pg sobre
el cérvix no se conocen, los autores sugirieron que, por la cercania de la placenta,
los niveles locales de Pg que llegan al cérvix podrian ser mayores que los
plasmaticos. Finalmente propusieron que, durante la mayor parte de la prefiez, los
altos niveles locales de Pg bloquearian el estimulo de E2 sobre la colagenasa
intersticial; y que este bloqueo de la Pg desapareceria al final de la gestacion
mediante una disminucion local que no se reflejaria en los niveles séricos (Rajabi
y col., 1991a, 1991b). A pesar de lo interesante de esta hipdétesis, los resultados
experimentales fueron obtenidos in vitro utilizando modelos que no se
corresponden con la fisiologia de un animal prefado. Es decir, el disefio
experimental carece de las condiciones normales de funcionamiento del
organismo durante una prefiez y parto normales in vivo. Con un modelo mas
cercano a las condiciones fisioldgicas, Hegele-Hartung y col. (1989) obtuvieron
resultados que apoyan el papel propuesto para la Pg: evaluaron el efecto de la
administracién en cobayos de onapristona (ONA) (antagonista de Pg), en el dia
60 de la gestacion. Se evaluaron por ME las alteraciones histologicas en el cérvix
producidas por el tratamiento y se compararon con las modificaciones histolégicas

observadas durante la dilatacion cervical en animales no tratados. El cérvix de los
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animales tratados con ONA no mostré diferencias con el de los animales
controles, presentando las caracteristicas histologicas tipicas de la dilatacion
cervical: disolucién de las fibras de colageno, aumento de la sustancia amorfa
interfibrilar (edema estromal), aumento de la cantidad de fibroblastos activos vs
inactivos e incremento de mastocitos y polimorfonucleares en las zonas de mayor
actividad colagenolitica (Hegele-Hartung y col., 1989). En cambio, en este mismo
modelo experimental, no se pudieron reproducir los efectos de E2 sobre la
dilatacién cervical sugeridos por los resultados in vitro. Paraddjicamente, la
administracion de E2 atenud significativamente la maduracion cervical inducida
por ONA en la prefiez tardia en cobayos (Chwalisz y col., 1995). Mas
recientemente se han reportado observaciones similares en mujeres, poniendo en
duda los efectos promotores de la maduracion cervical de la administracion de E2
(Garfield y col., 1998).

Con el objetivo de conocer cual es la célula de origen de la colagenasa cervical
durante la gestacién, se realizaron cultivos de células epiteliales y estromales del
endocérvix de cobayos prefiados (Rajabi y Singh, 1995). Los resultados
demuestran que la colagenasa cervical es producida por las células estromales,
mientras que las células epiteliales producen un factor (identificado como un
péptido de 6 kDa) que estimula la actividad colagenasa. EI mismo grupo estudio,
posteriormente, el efecto de la relaxina recombinante humana (hrRIx), hormona
peptidica de 6 kDa, sobre la actividad colagenasa de las células del cérvix de
cobayos prepuberales, adultos no prefiados y prefiados. La hrRIx estimuld la
actividad enzimatica de las células cervicales de hembras adultas no prefiadas y
prefadas. En los animales prepuberales, solo tuvo efecto sobre las células
cervicales si éstas eran tratadas previamente con E2. A partir de estos resultados
los autores concluyeron que la RIx participaria en el mecanismo de ablandamiento
del cuello uterino estimulando la actividad de la enzima colagenasa intersticial
producida por las células del estroma. Con relacién al efecto de RIx sobre las
células cervicales de animales prepuberales, sugirieron que no responden a la RIx
porque carecen de receptores para esta hormona por ausencia de E2; ya que
cuando expusieron estas células a Ez lograron observar el efecto estimulador de

la RIx sobre la actividad colagenasa. Concluyeron entonces que el tejido cervical
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debe madurar para responder a RIX, y que el agente madurador es E>
(Mushayandebvu y Rajabi, 1995).

221.23. La maduracion cervical como un proceso
inflamatorio

Asociado temporalmente con los eventos de remodelacion del tejido fibroso del
cérvix uterino se ha descripto, hacia el final de la prefiez, una infiltracion de
leucocitos provenientes del torrente sanguineo (Tchernitchin y col., 1974;
Padykula y Tansey, 1979; Zheng y col., 1988; Luque y Montes, 1989). Varios tipos
de leucocitos se han observado en el utero y cérvix de diferentes especies
durante la prefiez y el parto. En la rata, con técnicas histoquimicas, se ha
reportado la presencia de eosinofilos, mastocitos y monocitos (Padykula vy
Tansey, 1979; Luque y Montes, 1989) mientras que en la mujer y el cobayo se ha
demostrado Ila presencia predominante de leucocitos polimorfonucleares
neutréfilos (Junqueira y col., 1980; Hegele-Hartung y col., 1989). La Pg ejerceria
un control inhibitorio sobre la infiltracion en el cobayo, ya que animales prefiados
tratados con ONA reproducen la invasion de leucocitos neutrofilos en niveles
similares a los observados en animales intactos (Hegele-Hartung y col., 1989). En
la mujer, en una serie de trabajos clinicos, se evalud la capacidad de algunos
antiprogestagenos (mifepristona y ONA) administrados junto con PGs, para
inducir el parto. Todos los protocolos demostraron que el tratamiento previo con
RU-486 redujo el intervalo de respuesta entre el tratamiento y el parto inducido,
comparado con la inyeccion de PGs sola. El tratamiento combinado también
redujo la dosis necesaria de PGs para inducir el parto y disminuir el dolor
asociado al tratamiento. Los efectos fueron atribuidos a que Ila mifepristona
induce el ablandamiento cervical sin estimular las contracciones uterinas
(Chwalisz y Lye, 1994). Con relacion a la participacion de los Eg varios autores
ponen “en tela de juicio” que la administracion exégena de Eg en mujeres tenga
algun efecto beneficioso sobre la induccion del parto (Garfield y col., 1998;
Nathanielsz y Smith, 1999).

55



Debido al renovado interés por describir un nexo funcional entre las
modificaciones histomorfolégicas de la matriz extracelular del cuello uterino
durante la prefiez y el parto con la presencia de leucocitos infiltrantes, Luque y
col. (1996) estudiaron el papel de las hormonas esteroides ovaricas en el control
de la infiltracién y la remodelacion del colageno cervical. Para ello usaron ratas
prefiadas o pseudoprenadas ovariectomizadas el dia 9 (D9) de gestaciéon o
pseudoprefiez y las trataron con E2 y/o Pg en dosis similares a las de una
gestacion normal, de manera de asegurar la viabilidad fetal. En los cérvices de
ratas prefiadas, ovariectomizadas y tratadas con E2+Pg 6 Pg no se observo la
infiltracion de eosindfilos ni la remodelacion del colageno observadas en los
animales sin tratamiento. En el cérvix de ratas ovariectomizadas durante la
pseudoprefiez y tratadas con E2 hubo una infiltracién de eosindfilos similar a la del
parto normal; sin embargo, la combinacién de E2+Pg inhibio la infiltracion de
leucocitos. En ninguno de estos grupos se reprodujo la remodelacion del colageno
caracteristica de un parto fisiolégico. Estos resultados demostraron que E2 induce
la infiltracién de eosindfilos en el cérvix al final de la gestacion, mientras que la Pg
la inhibe. Ninguna de las dos hormonas evaluadas (Pg y E2) promovié la
remodelacion de las fibras de colageno del tejido cervical. Para profundizar el
estudio de la regulacion hormonal de la dilatacion cervical, Luque y col (1998)
investigaron el rol de la RIx y E2 en el periodo inmediatamente previo al parto. En
este trabajo se usaron cérvices de ratas prefiadas ovariectomizadas el D22 de la
gestacion, las que fueron tratadas con E2, RIx o E2+RIx y sacrificadas una hora
antes del parto esperado. En los animales que recibieron E2 o E2+RIx se
observaron altos niveles de infiltracion de eosindfilos, mientras que las hembras
tratadas con RIx tuvieron niveles de infiltracion significativamente menores. La
remodelacion del colageno sélo se reprodujo en los animales cuyo tratamiento
incluyé RIx, ya sea administrada de forma individual o con E2. Estos trabajos
demostraron que la infiltracion de eosindfilos y la remodelacién del colageno
descriptos en el cérvix de la rata en el momento del parto son fendmenos
independientes y bajo el control de diferentes hormonas: E2 estimula la invasion
del cérvix por los eosindfilos y la RIx promueve la remodelacion de las fibras de

colageno de forma independiente de la infiltracién eosinofilica.
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Por otro lado, en numerosos trabajos se estudiaron los eventos paracrinos que
ocurren en el estroma cervical a término en especies como: conejo (Ito y col.,
1988; Ito y col., 1994; El Maradny y col., 1996), cobayo (Rajabi y col., 1991c;
Rajabi y Singh, 1995), cerdo (Huang y col., 1993) y la mujer (Osmers y col., 1992;
Rath y col., 1993; Yoshida y col., 1993; Kaminski y col., 1994; Osmers y col.,
1995; El Maradny y col., 1996). Asi se observo la accidon de algunas citoquinas,
tales como la IL-1, que actuarian como mediadores en el proceso de maduracion
cervical. Su aplicacion en forma de supositorios vaginales promovio, en el cérvix
de conejo, aumento de la actividad colagenasa y del contenido de agua del
organo, aumento de la concentracion de IL-8 e indujo la infiltracion de neutrdfilos
(ElI Maradny y col., 1995). Experimentos in vitro demostraron que cuando se tratan
fibroblastos de cérvices de conejas prefadas con IL-1, hay un aumento de IL-8 en
el medio de cultivo, mientras que el tratamiento de estas células con Pg inhibi¢ el
aumento de IL-8 mediado por la IL-1. Previamente, estos mismos autores habian
propuesto un papel modulador de la Pg a través de la supresion de la produccion
de metaloproteinasas (MMP) intersticiales y del aumento de la sintesis de sus
inhibidores (lto y col., 1994). En cobayos prefiados la aplicacion intracervical de
IL-8 e IL-1B en el periodo D48-D50 de la gestacion (longitud de la gestacion: 67 +
3 dias) produce niveles de infiltracion y degradacion de colageno en el cérvix
similares a los observados en animales intraparto (Chwalisz y col.,, 1994). La
administracion local de ON, desencadend cambios morfologicos en el cérvix
similares a los observados durante la dilatacion cervical fisioldgica: disolucion de
las fibras de colageno, edema estromal, dilatacién arterial e infiltracion de

neutréfilos y mononucleares (Chwalisz y col., 1997).

Otras moléculas que han sido estudiadas como posibles factores paracrinos son
PGE2 y PGF2. La aplicacion de PGE2 en cérvices de mujeres durante el primer
trimestre de embarazo, aumenté la actividad de colagenasa y elastasa (Rath y
col., 1993). Un estudio prospectivo con 296 pacientes durante trabajo de parto
demostrd que la aplicacion intracervical de PGFza incrementa significativamente
la actividad colagenasa y moderadamente la actividad elastasa, en comparacion

con los cérvices de pacientes tratadas sélo con OT (Kaminski y col., 1994). Sin
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embargo, en ninguno de estos tratamientos se logro obtener indices de dilatacion

cervical semejantes a los fisioldgicos.

A la luz de todos estos trabajos, en la actualidad, el mecanismo de ablandamiento
cervical es considerado un proceso bioquimicamente activo que ocurre de forma
independiente de las contracciones uterinas y que se asemeja a un proceso
inflamatorio, siendo la incrementada remodelacion del colageno el evento
principal que explicaria la caida de la resistencia cervical (Mufioz-de-Toro y col.,
2003). En este contexto, la Pg actuaria como un agente inmunosupresor: una
caida en la accién de la Pg a nivel local en el cérvix desencadenaria la reaccion

inflamatoria asociada con la dilatacion cervical (Garfield y col., 1998).

Una serie de trabajos recientes en mujeres reafirman la validez de esta hipotesis.
En biopsias de cérvices de mujeres con grados crecientes de dilatacion, se
demostrd que los niveles de proteina y de ARNm de IL-8, MMP-8, MMP-9, IL-6 y
el numero de neutrdéfilos se incrementan a medida que el cérvix se va dilatando
(Winkler y col., 1999; Sennstrom y col., 2000). En el mismo sentido, Osman y col.
(2003) han demostrado que durante el parto aumentan los niveles de ARNm de
IL-1B, IL-6 e IL-8 en cérvix, miometrio, corion, decidua y amnios, mientras que la
infiltracion de neutréfilos y macréfagos aumenta en el cérvix simultdneamente con

el inicio del trabajo de parto.

Tradicionalmente, el parto pretérmino es considerado como el inicio prematuro del
proceso del parto. Sin embargo, en concordancia con la hipétesis del parto como
un proceso inflamatorio, se ha propuesto que el parto prematuro no ocurre
simplemente porque el mecanismo fisiolégico del parto es iniciado antes de
tiempo, sino que es el resultado de una respuesta inflamatoria exacerbada, con
una elaboraciéon excesiva de citoquinas y MMPs. Esta cantidad anormalmente alta
de agentes relacionados con la reaccion inflamatoria serian los responsables de

desencadenar el parto antes de tiempo (Greene, 2003; Peltier, 2003).
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2.2.2. Canal duro

En el cobayo ocurre una marcada separacién de los huesos pélvicos de la
hembra a medida que se acerca el parto. Esta separacion es posible gracias a la
formacién de un ligamento ventral entre los 2 huesos pélvicos. La formaciéon de
este ligamento, y su hormonodependencia, fue comunicada posteriormente por
Hisaw en 1926, cuando mediante la inyeccién de suero de cobayos hembras o
conejas prefadas a animales pre-tratados con Eg, logré la relajacién de los
huesos pubicos. Posteriormente, se demostrd que es posible lograr la formacion
del ligamento interpubico mediante un tratamiento de 3-4 dias con Pg en animales
pre-tratados con Eg (Zarrow, 1948).

Los Eg y la RIx son las hormonas que estarian mas relacionadas con los cambios
de la sinfisis pubica del cobayo durante la gestacién. Los Eg promueven el
crecimiento del ligamento interpubico ya que el tratamiento prolongado (10 a 24
dias) de cobayos con E2 aumenta 2 a 3 veces la distancia interpubica. Este
incremento en la longitud del ligamento interpubico inducido por los Eg, ha sido
atribuido a proliferacion del tejido conectivo, resorcidn de hueso e incremento en
el contenido de agua (Zarrow, 1948; Talmage, 1950). Los Eg también cumplen un
papel importante en la preparacion de la sinfisis para que responda al estimulo de
la RIx. Mientras la RIx tiene poco o ningun efecto sobre el tejido conectivo de la
sinfisis de cobayos sin estimulacion estrogénica, ésta posee una marcada y
rapida accion en animales pretratados con Eg: cuando se administra RIx a
cobayos hembras adultas castradas tratadas previamente -durante 4 o mas dias-
con Eg, ocurre una rapida transformacién del tejido conectivo de la sinfisis (6 a 8
hs) (Zarrow, 1948; Frieden y Hisaw, 1951). Luego del tratamiento con RIx, hay
una extensa disolucién y desorganizacion de las fibras colagenas (Chihal y Espey,
1973), la sinfisis pubica se vuelve sanguinolenta, esponjosa y altamente flexible
(Frieden y Hisaw, 1951).

La mayoria de los trabajos coinciden en que los maximos niveles séricos de RIx
durante la gestacion se asocian con el mayor crecimiento del ligamento
interpubico La Pg también promoveria la relajacion del ligamento interpubico en el

cobayo, pero este efecto seria indirecto, por intermedio de la estimulacion de la
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sintesis de RIx por el utero del cobayo (O’'Byrne y Steinetz, 1976; Boyd y col.,
1981)..

Toda esta serie de evidencias indican que la Pg, los Eg y la RIx estarian
involucradas en la transformacion de la articulaciéon interpubica del cobayo. El
mecanismo por medio del cual la RIx promueve la remodelacion del colageno en
la articulacion interpubica del cobayo no se conoce. Los tipos celulares a los que
se une no han sido determinados aunque se piensa que podrian ser los
fibroblastos (Sherwood, 1994). Chihal y Espey (1973) sugieren que la
desorganizaciéon del colageno podria estar causada por una sustancia liberada a
partir de estructuras multivesiculares presentes en la superficie celular de
fibroblastos ubicados cerca del sitio de digestién del colageno. Otra posible
explicacion seria que la RIx ejerza su efecto, al menos en parte, desagregando los
complejos de proteoglicanos dentro de la matriz intercelular. Perl y Catchpole
(1950) observaron que los proteoglicanos altamente polimerizados de ligamentos
interpubicos no relajados, son insolubles en agua y tienen poca afinidad por el
colorante azul de Evans (esto puede deberse a cambios en la disponibilidad de
grupos activos sobre las moléculas despolimerizadas y a la permeabilidad
vascular). Luego del tratamiento con RIX, los proteoglicanos se hacen
hidrosolubles, y la coloracién con azul de Evans se vuelve mas intensa en
aquellas areas que evidencian mayor despolimerizacion. Mediciones
electrométricas han demostrado que la densidad de cargas del coloide de la
matriz extracelular se reduce en animales tratados con RIx (Catchpole y col.,
1952) y que este efecto se ejerce a través de la desagregaciéon de los
proteoglicanos cargados negativamente. De acuerdo con esto, la desagregacion
de los proteoglicanos podria de alguna manera evitar el arreglo ordenado del

colageno recién formado dentro de fibrillas.

Si consideramos la articulacion interpubica de otras especies, como por ejemplo
la rata, la RIx también parece tener un potente efecto sobre la estructura del
colageno que estaria potenciado por Eg y antagonizado por Pg (Samuel y col.,
1996; 1998). En el caso del raton, y tal como ocurre en el cobayo, la combinacién

de Eg y RIx promueve la maxima relajaciéon de la articulacion interpubica. Una
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unica aplicacion de Eg o de RIx a ratones hembras no prefadas induce un
pequeno incremento en la separacidn interpubica, comparado con el observado
durante la prefiez o después de la administracion de Eg mas RiIx (Crelin y Haines,
1955; Crelin y Levin, 1955).

En la mujer, antes del parto, hay una modesta relajacién de los ligamentos
pélvicos y la articulacion interpubica se separa 3-10 mm (MacLennan y col.,
1986). El severo dolor pélvico y excesiva laxitud articular que ocurren en ciertas
mujeres durante el final de la gestacion parecen ser atribuibles, al menos en
parte, a altos niveles plasmaticos de RIx (MacLennan y col., 1986). También altos
niveles plasmaticos de RIx (ovarios hiperestimulados para fertilizacion in vitro)
estan asociados con mujeres con alto riesgo de parto prematuro (lams y col.,
2001).

Como comentamos anteriormente, el ablandamiento cervical previo al parto es un
proceso activo, que se asemeja a un proceso inflamatorio, siendo la disolucion del
colageno el evento principal que lleva a una caida de la rigidez cervical.
Recientemente, nuestro grupo pudo demostrar que los cambios en el ligamento
interpubico del cobayo previos al parto también semejan una reaccion inmune
(Rodriguez y col., 2003a). En este trabajo observamos que el proceso de
remodelacion del colageno que permite la separacion de los huesos pubicos
durante el parto esta asociado temporalmente con un influjo masivo de leucocitos
(eosindfilos, neutréfilos y células mononucleares) en el ligamento interpubico. En
este trabajo, ademas describimos numerosas imagenes histologicas tipicas de
eosindfilos en proceso de degranulacion, rodeados por una zona con signos de

intensa remodelacion del colageno.

3. Inicio del parto

3.1.Generalidades
En la mayoria de las especies el inicio del parto esta asociado con el pasaje de un
medio ambiente endocrino dominado por la Pg a otro dominado por los Eg (Lye,
1996). En algunas especies este cambio de medio ambiente hormonal no esta

asociado con cambios significativos en los niveles séricos hormonales a medida
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que se acerca el parto. Sin embargo, los niveles séricos no reflejan
necesariamente la actividad local de las hormonas en los tejidos: la accion
ejercida por las mismas a nivel tisular depende de varios factores (concentracion
de hormona libre, metabolismo local, etc). Desde hace un tiempo se considera
que uno de las principales variables a tener en cuenta en la accion ejercida a nivel
de los tejidos por las hormonas es la concentracion, afinidad y porcentaje de
ocupacion de sus receptores especificos en las células blanco (Fuchs y Fuchs,
1984). En consecuencia, el nivel de expresion de un receptor especifico en un
tejido particular ha sido usado como un indice del grado de sensibilidad a una
hormona (Katzenellenbogen, 1980). La mayoria de las células expresan
receptores de hormonas esteroides; sin embargo algunos érganos blanco, como
el utero, expresan muy altas cantidades en comparacion con otros tejidos. Si bien
no se ha determinado aun cuantos receptores son necesarios para que una célula
genere respuesta a la hormona, se considera que células con mayor cantidad de
receptores generan una respuesta mayor frente a los cambios en las
concentraciones plasmaticas de su hormona especifica (Ing, 1999). Un aspecto
interesante es que los niveles de receptores de hormonas esteroides son
controlados por diversos factores, entre ellos, las mismas hormonas que actuan
como ligandos especificos (Clark y Mani, 1994; Ing, 1999). Los avances en la
comprension de la biologia molecular y celular de los receptores hormonales
nucleares extendieron el marco conceptual con el que se puede analizar las
acciones a nivel tisular de los Eg y otras hormonas que actuan a través de
receptores nucleares. La accion de un Eg en particular dependeria de tres
componentes principales: a) la estructura del ligando, b) el tipo de RE con el que
el ligando se une para formar un complejo binario ligando-RE con una
conformacién particular, y c) la interacciéon de este complejo binario con una
bateria de moléculas efectoras (coactivadores o correpresores) que le permiten al
receptor interactuar con el aparato regulatorio del gen (Ing, 1999;
Katzenellenbogen y Katzenellenbogen, 2000; Diel, 2002). Otro punto importante a
considerar es que, aunque la célula exprese un determinado receptor, no todos
los genes que contienen elementos de respuesta hormonal (ERH) seran
activados. La mayoria estan silentes debido a su empaquetamiento en la

estructura de la cromatina, la cual se modifica durante el desarrollo y el
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crecimiento cambiando la accesibilidad de los receptores una vez activados (Clark
y Mani, 1994). En definitiva, la accion de una hormona depende en gran parte de
la existencia de receptores celulares y la maquinaria post-receptor a la cual el
receptor esta acoplado (Ing, 1999). Teniendo en cuenta estos aspectos del
mecanismo de accion hormonal, en los puntos siguientes describiremos

brevemente la biologia del RE y del receptor de Pg (RP).

3.2.Receptores de hormonas esteroides
Los receptores de esteroides son factores de transcripcion activados por ligando
que actuan normalmente por unidn a secuencias especificas del ADN (ERH)
(Beato y Sanchez-Pacheco, 1996). Estos receptores pertenecen a la superfamilia
de los receptores nucleares cuyos miembros se encuentran entre los primeros
factores de transcripcion clonados y caracterizados (Evans, 1988; Tsai y O’'Malley,
1994).

La biologia de la superfamilia es compleja, con ejemplos de multiples genes para
receptores que unen una misma hormona (designados alfa, beta, gamma), ARNm
multiples a partir de un mismo gen (generados por activacion de diferentes
promotores y splicing alternativos) y formas de proteinas multiples (designadas A,
B, C) (Ing, 1999). Determinados elementos estructurales, llamados dominios, son
comunes a todos los miembros de la familia de los receptores de esteroides
(Figura 10): dominio amino terminal llamado A/B, usualmente contiene una
funcién de activacién (AF-1) que contribuye a la actividad transcripcional del
receptor y es independiente del ligando. Adyacente al dominio A/B se encuentra el
dominio C de union al ADN que es la zona mas conservada entre los distintos
receptores. Este dominio posee un motivo de dos dedos de zinc coordinados por
ocho residuos de cisteina estrictamente conservados. Una pequefia region
bisagra o dominio D permite que el receptor cambie su conformacion o se pliegue,
esta menos caracterizada y es pobremente conservada entre los distintos
receptores. Por ultimo, el dominio carboxi-terminal, o dominio E/F, contiene
capacidad de union a ligando y una funcion de transactivacion 2 (AF-2), la que en
la mayoria de los receptores es dependiente de la presencia del ligando

(Petterson y Gustafsson, 2001).
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Fig. 10: Esquema de los dominios presentes en la estructura proteica de los receptores
para estrégeno descriptos: a y B. Modificado de Pillai y col. Biol Reprod 67: 1919-1926,
2002.

3.3.Biologia de RE y de RP

La presencia de receptores de union para Eg en el utero fue descripta en la
década del 60 por los trabajos de Jensen y Jacobsen (1962) y Toft y Gorski
(1966). Durante afios se creyd que sélo existia un tipo de receptor en el nucleo de
la célula blanco, sin embargo, en 1996 se descubre un segundo mediador de los
efectos fisiologicos del E2 que fue llamado receptor de estrogeno beta (REp), y al
receptor clasico se lo denominé RE alfa (REa) (Kuiper y col., 1996). Estos
receptores son proteinas diferentes codificadas por genes que estan localizados
en distintos cromosomas (Kuiper y col.,, 1996). Ambos subtipos poseen los
dominios ya definidos y tienen una alta afinidad a la hormona, pero su expresion
es diferencialmente regulada (Kuiper y col., 1997). El analisis molecular de ambos
receptores reveld que presentan un 95% y un 55% de homologia en el dominio de
unién a ADN y en el dominio de unién a ligando, respectivamente (Kuiper y col.,
1997).

Inicialmente, el reconocimiento de las funciones del RE recayd principalmente en
su homologia con el REa. Sin embargo, nuevos estudios han demostrado que las
diferencias en las secuencias de algunos de sus dominios, particularmente AF-1y
AF-2, resulta en funciones diferentes (Cowley y col., 1997; Pasqualini y col., 1999;
Dupont y col., 2000). Los dominios AF son los encargados de interactuar con una

serie de cofactores tales como los coactivadores de receptores esteroides y otros
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factores de transcripcion ubicuos que regulan la expresion de genes corriente
abajo. La distribuciéon y el nivel relativo de los RE varia entre los diferentes
organos blanco. En la rata hembra adulta se ha descripto la mayor expresion de
REa en el utero y en la hipdfisis, mientras que la mayor expresion de REp fue
observada en ovario y cerebro (Kuiper y col., 1997). Con respecto a este ultimo
receptor, el conocimiento sobre su distribucién ha sido establecido mediante
estudios de ARNm por RT-PCR e hibridacion in situ (Kuiper y col., 1997), mientras
que a nivel proteina los resultados aun son contradictorios (Wang y col., 2000;
Weihua y col., 2000; Okada y col., 2002; Mendoza-Rodriguez y col., 2003).

En general el mecanismo de accién de ambos RE se cree que es similar. Cuando
el receptor se une a la hormona se activa y se produce su dimerizacion. El
receptor transformado se une a los ERH localizados en la regién promotora de los
genes sensibles. Ademas, el REa puede formar heterodimeros con RE en las
células que coexpresan ambos receptores. Por lo tanto, los RE tienen la habilidad
de interactuar con los genes blanco formando tres complejos diferentes:
homodimeros de REa, homodimeros de RE y heterodimeros REa/RE (Pavao y
Traish, 2001).

Un aspecto muy importante en la biologia del RE es que el REa en parte es
regulado negativamente por el nuevo receptor descripto: el REf. En respuesta a
Eg, REB puede activar los mismos genes que REa pero con menor eficiencia. Sin
embargo, se describié una potente accion del RE3 como inhibidor dominante de la
actividad transcripcional y de la proliferacion celular promovida a través del REa
en células que coexpresan ambos receptores (Maruyama y col., 1998; Kass y col.,
2004). Estos resultados son apoyados por el incremento significativo en la
sensibilidad a Eg observado en el utero de ratones deficientes genéticamente en
REB (Weihua y col., 2000).

Respecto a los receptores que especificamente unen Pg (RP), éstos fueron
inicialmente caracterizados en el utero de mamiferos en 1970 (Milgrom y Baulieu,

1970). En este caso un unico gen codifica para RP y puede producir 9 transcriptos
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diferentes mediante mecanismos de splicing diferenciales. En varias especies
animales se han reportado 4 isoformas proteicas, 2 de ellas son las mas
abundantes en humanos y roedores: RP-A (81-83 kDa) y RP-B (116-120 kDa)
(Funk y DeMayo, 1999). Estas isoformas se originan por la activacion de
diferentes sitios promotores: RP-A, es una isoforma naturalmente truncada de RP-
B, funciona como un transactivador en algunas células en las que actia como
homodimero y como represor del RP-B cuando ambas isoformas estan presentes
(Graham y Clarke, 1997, Pieber y col. 2001).

3.4.El control hormonal de los receptores
El Utero de la rata ha servido como un excelente modelo para el estudio de los
efectos de las hormonas esteroides sobre sus propios receptores. Los Eg y la Pg
regulan numerosos procesos fisiolégicos que ocurren en el utero a nivel molecular
y celular. Los Eg estimulan una gran variedad de respuestas uterotropicas en
algunas especies mientras que los efectos de Pg son, en general, antagonistas de
las acciones estrogénicas (Kraus y Katzenellenbogen, 1993). Por otro lado,
algunas acciones de Pg son dependientes de una exposicidon previa a Eg
(Katzenellenbogen, 1980). El interjuego de ambas hormonas es fundamental para
el control de los eventos uterinos durante situaciones fisiolégicas como el ciclo

estral, la prefiez y el parto (Clark y Mani, 1994).

Es importante destacar que la regulacién de la expresién de los receptores
hormonales es especifica de cada tipo celular y que la respuesta del utero a la
estimulacion de un esteroide es el resultado de las respuestas combinadas de los
varios tipos celulares que lo componen. Las acciones antagonicas de Eg y Pg,
observadas en el utero, resultan de una regulacién interdependiente de la
expresion de REa y RP (Katzenellenbogen, 1980). En general, el REa en el utero
es regulado hacia abajo en respuesta a altos niveles de Eg y Pg (Kraus y
Katzenellenbogen, 1993; Ing, 1999). En el caso de los Eg en el utero del ratén,
Tibbets y col (1998) demostraron que ejercen efectos especificos sobre cada
receptor dependiendo del compartimiento celular. Concretamente, el REa

presenta una disminucion en el compartimiento estromal y en el epitelio glandular
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del utero, mientras que -por el contrario- se observa un aumento en el epitelio
luminal y el miometrio. Por otro lado, estos autores observaron que los Eg ejercen
un efecto dual sobre el RP, disminuyendo el nivel de expresidén en el epitelio
luminal y aumentando su expresion en el resto de los compartimientos
mencionados. También demostraron la regulacion hacia abajo que ejerce la Pg
sobre su propio receptor y que es mas prominente en el epitelio glandular. Este
trabajo plantea claramente los efectos pleiotrépicos de Eg y Pg en el utero de
ratones adultos, mediados por una compleja inter-regulacién hormonal de REa y

RP en los compartimientos uterinos especificos (Tibbets y col., 1998).

En varios 6rganos y tejidos, y dependiendo de la situacion fisioldgica, el RP ha
sido considerado como una proteina inducida por Eg (Ing, 1999). Sin embargo,
sorpresivamente se ha observado que el RP es regulado hacia abajo por Eg en el
epitelio luminal del utero de la rata y el ratén (Parczyk y col., 1997; Tibbets y col.,
1998; Kurita y col., 2000). Estudios recientes han demostrado que la induccion de
RP por Eg es compleja y ambos RE podrian participar de su control (Kurita y col.,
2001).

3.5.Modelos de inicio del parto

Durante la gestacion, las contracciones del miometrio uterino estan inhibidas,
mientras que la estructura del cérvix uterino permanece cerrada y de consistencia
rigida e inextensible. Por mas de 60 afios, ha sido atribuido a la Pg el rol de
agente inhibidor de la contraccion del utero. Por ello, el inicio del parto ha sido
considerado como una salida de este estado inactivo del musculo uterino gracias
a una liberacion del bloqueo ejercido por la Pg (Csapo y Pinto-Dantas, 1965). Los
Eg también son reguladores criticos del parto, oponiéndose a la accién de la Pg,
promoviendo la actividad contractil del miometrio uterino por el estimulo de los
genes de proteinas activadoras de la contraccion (CAPs), tales como las
proteinas que forman los canales ionicos, receptores para PGs y OTR y gap
junctions, evento conocido como activacion por Eg. Por lo tanto, el inicio del parto
estaria determinado por una disminucion de la accién de bloqueo que la Pg ejerce
durante la mayor parte de la prefiez (caida de la Pg) asociada a un incremento de
los Eg (activacion de los EQ) (Challis y Lye, 1994; Lye, 1996; Mesiano, 2004).
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Actualmente se sugieren tres posibles mecanismos por los cuales se produciria el
inicio del parto, que varian segun las especies analizadas. Estos mecanismos

serian: a) luteolitico, b) mediado por ACTH-cortisol fetal, y c) caida funcional.

3.5.a. Lutedlisis

En varias especies el cuerpo luteo se mantiene como la fuente principal de Pg
hasta el final de la gestacién. Al acercarse el momento del parto se produce la
regresion del cuerpo luteo (lutedlisis), ocasionando la caida de los niveles séricos
de la Pg y una caida del efecto de la hormona sobre sus 6rganos blanco.
Asociado con esta caida y, en sentido inverso, ocurre un incremento de los
niveles séricos de Eg. Estos fendmenos darian comienzo al parto. Este
mecanismo esta descripto en ratas, ratones, conejos, cabras y cerdos (Fields y
Fuchs, 1999).

3.5.b ACTH-cortisol fetal

El mecanismo de inicio del parto en la oveja ha sido ampliamente estudiado y
gran parte de sus pasos estan claramente establecidos. En esta especie la senal
que desencadena el inicio del parto proviene del feto. El nucleo paraventricular
fetal estimula la sintesis y liberacion de cortisol por la hipdfisis fetal. EI aumento
en los niveles de cortisol induce un aumento en la produccién de 17a-hidroxilasa,
la enzima placentaria que convierte Pg en Eg. Se produce entonces un aumento
en los niveles circulantes maternos de Eg y, al mismo tiempo, una disminucion de
la Pg desencadenando el parto ( Fields y Fuchs, 1999; Nathanielsz y Smith,
1999).

3.5.c Mecanismos funcionales
El tercer mecanismo es el sugerido para cobayos, primates y humanos. En estas
especies, a diferencia de las mencionadas en los dos puntos anteriores, el parto
se desarrolla sin una caida significativa de los niveles séricos de Pg ni con un
manifiesto incremento de los Eg. La lutedlisis ocurre en la gestacion temprana y
luego la sintesis de Pg y Eg queda a cargo de la placenta. Ademas, la placenta
no expresa actividad 17a-hidroxilasa. Por lo tanto, en estas especies animales, ni

la lutedlisis ni la conversion placentaria de Pg a Eg son mecanismos que podrian
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estar relacionados con el inicio del parto. Se ha propuesto entonces que el parto
en estas especies debe estar asociado a un mecanismo de “caida funcional de la
Pg”, que no se reflejaria en los niveles séricos. Entre los mecanismos propuestos
estan: a) disminucion en las concentraciones de RP en los 6rganos blanco, b)
cambios en la relacion de isoformas RP-A/RP-B, c) unién de la Pg a una proteina
de alta afinidad con la consecuente disminucién en los niveles de hormona libre, y
d) transformacion a nivel local de la Pg a un metabolito inactivo (Nathanielsz y
Smith, 1999; Pieber y col., 2001). Ninguna de todas estas opciones estan
claramente demostradas y, por ello, aun existen controversias en cual seria el
mecanismo responsable de iniciar el parto. De la misma manera que para una
caida en la accion de la Pg en estas especies se han propuesto mecanismos
funcionales, la activacion por Eg estaria mediada por cambios funcionales en la
capacidad de respuesta del utero a los Eg circulantes, es decir, por mecanismos
de activacion funcional del Eg, el cual consistiria en cambios en la expresion de
los RE (Mesiano y col., 2002; Mesiano, 2004).

3.6.Consideraciones adicionales para especies que cursan el parto sin
variaciones de Pg y Eg

A partir de los resultados de numerosos trabajos realizados para evaluar el efecto
de la Pg y sus antagonistas sobre el inicio del parto, algunos autores propusieron
que el parto esta dividido en dos etapas o fases: la primera relativamente larga,
fase preparatoria o condicionante, y la segunda corta y rapida, la fase activa
(Figura 11). Durante el transcurso de la fase preparatoria ocurririan cambios en el
miometrio y el cuello uterino que prepararian a estos o6rganos para responder
adecuadamente en la segunda fase a la accidon de los distintos agentes
activadores del parto. En el miometrio, estos cambios adaptativos de la fase
preparatoria son el aumento en la expresion de Cx-43, uniones gap, canales
idnicos, receptores para OT y PGs, mientras que en el cérvix los cambios
adaptativos consistirian en un aumento en la remodelacién del tejido conectivo
con una disolucion gradual de las fibras de colageno y una infiltracion de células

inflamatorias (Garfield y col., 1998; Mufioz-de-Toro y col., 2003).
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En esta fase preparatoria ha sido incluido el cérvix, ampliando las evidencias por
las cuales el cuello uterino, junto con los demostrados para el utero, son los
componentes centrales en el mecanismo del parto (Garfield y col., 1998).
Nosotros sugerimos recientemente que también deberia ser incluida la sinfisis,
debido a que observamos en la sinfisis cambios similares a aquellos por los
cuales se incluye al cérvix en esta fase (Rodriguez y col., 2003a).

De acuerdo con este modelo dual de fase preparatoria y activa, a lo largo de la
gestacion habria cambios en la “susceptibilidad” del tejido (responsiveness). El
mecanismo que controlaria este proceso de maduracion de los 6rganos ocurriria a
nivel de la regulacion de RE y RP tisulares, debido a que la susceptibilidad a Pgy
Eg en el érgano blanco podria deberse al tipo y cantidad de los receptores
especificos presentes en el tejido (Mesiano y col., 2002). Esta ultima hipotesis no
ha podido confirmarse debidamente ni tampoco se han podido establecer cuales
son los mecanismos que regularian los cambios en la expresiéon de los

receptores.

Por otro lado, también se ha demostrado que varias moléculas asociadas
temporalmente con el parto muestran una regulacion espacial ademas de la
temporal. Evaluando la produccién de ON en utero y cérvix de mujeres durante el
parto, Buhimschi y col. (1996) hallaron que los niveles de ON en el utero caen
abruptamente en el parto y el posparto, mientras que en el cérvix se produce un
incremento en el mismo momento. Sparey y col. (1999) demostraron que en
mujeres la proteina miometrial formadora de uniones gap, Cx-43, se expresa en
mayor cantidad en el segmento uterino alto (SUA) comparativamente al bajo
(SUB), y que esta diferencia se profundiza significativamente en el momento del
trabajo de parto. De esta manera, la expresidn diferencial de Cx-43 permitiria la
propagacion de las contracciones en la direccion SUA hacia SUB, facilitando de

esa manera la expulsion del feto.
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Figura 11: Modelo propuesto para el parto en el humano, indicando la existencia de una fase condicionante para utero (miometrio), cérvix y
membranas fetales. Modificado de Garfield y col. Human Reproduction Update, 4: 673-695, 1998.
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A raiz de estas consideraciones, algunos autores (Challis y col., 2000)
recientemente propusieron que en las especies con altos niveles séricos de Pg
durante el parto esta hormona seria la encargada de efectuar una
regionalizacién del utero: en el SUA habria una caida en la accién de la Pg
sobre el tejido, mientras que en el SUB se daria un aumento de la accién
ejercida por la hormona o se mantendria sin variaciones. De esta manera, la
liberacion del bloqueo sobre la actividad contractil del utero se efectuaria en la
direccion SUA hacia SUB, permitiendo la expresion de las proteinas CAPs de
forma preferencial en el SUA. De esta manera, las contracciones uterinas se
propagarian en la direccion SUA hacia SUB, facilitando de esa manera la
expulsion del feto. Si esta hipotesis es correcta, los altos valores plasmaticos
de Pg, junto con eventos locales de regulacion de la accién de la Pg, son
necesarios, de tal manera de producir cambios sectorizados en la

susceptibilidad del 6rgano blanco a la accidn de la hormona.

3.7.Modelo animal propuesto: Similitudes en la biologia del parto entre
la mujer y el cobayo.

Las ideas mencionadas y discutidas anteriormente presentan serios
inconvenientes para poder ser investigadas en estudios en humanos. A las
dificultades de obtener muestras de cérvix de mujeres en cantidad suficiente
para estos estudios, se le agrega la imposibilidad ética de disefar estudios que
abarquen toda la gestacion, el parto y el posparto (Rajabi y col., 1988; Challis y
Lye, 1994). Por estos motivos, se hace necesario el estudio de la fisiologia del

parto en un modelo animal semejante al humano.

El cobayo es un miembro del orden Rodentia, suborden Hystricomorpha,
familia Caviidae, género Cavia, especie porcellus: Cavia porcellus. Es un
animal de laboratorio ampliamente usado en lineas de investigaciéon
relacionadas con la endocrinologia de la reproducciéon. Entre sus
caracteristicas mas sobresalientes podemos destacar su naturaleza docil y que
presenta grandes similitudes reproductivas con la mujer (Trewin y Hutz, 1999).
La gestacion en el cobayo tiene una duracién promedio de 63-68 dias y puede
ser dividida en tres “trimestres” de aproximadamente 3 semanas cada uno. La

cantidad de crias por cada parto es generalmente entre 1y 3, y la longitud de la
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gestacion se correlaciona con el numero de fetos, de tal manera que un mayor
numero de crias se asocia con una gestacion mas corta. Los fetos son
palpables a partir de la 4°-5° semana de gestacién y al momento del parto
alcanzan un peso promedio entre 60-100 g. En el posparto, la lactancia dura
hasta los 14-21 dias de edad de las crias, cuando ya han alcanzado un peso
de 150-200 g (Trewin y Hutz, 1999).

Una serie de caracteristicas son compartidas entre cobayos y mujeres:

a) no hay caida en los niveles séricos de Pg previo al parto

b) en la prefiez avanzada, la secrecion de Pg proviene de la placenta y, por
lo tanto, esta secrecion no es interrumpida por la castracion

c) no hay un incremento significativo de los niveles séricos de Eg
previamente al inicio del parto

d) la administracién de Eg luego del “primer trimestre” de la gestaciéon no
induce aborto ni parto prematuro

e) la administracion de dexametasona no induce parto prematuro

f) la respuesta contractil del miometrio a PGE2 es mucho mas intensa que
a PGF2q, por lo que PGE2 es mas efectiva como tratamiento en la
induccion del aborto

g) la duracién de la gestacion es relativamente larga

h) las ratas y los conejos tienen un comienzo de trabajo de parto rapido,
mientras que cobayos, humanos y primates no-humanos poseen un

trabajo de parto de desarrollo lento.

Este conjunto de similitudes hacen del cobayo un modelo animal adecuado
para el diseno de estudios de la fisiologia de reproduccidon humana y, mas
concretamente, de estudios relacionados con el mecanismo del parto
(Chwalisz, 1994; Trewin y Hutz, 1999).
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Objetivos

Objetivo General

De lo comentado en la introduccidn, surge la hipotesis de que en las especies
sin cambios abruptos en los niveles circulantes de esteroides ovaricos (ie:
caida de Pg e incremento de Eg) inmediatamente antes del parto, el inicio del
mismo involucraria cambios en la susceptibilidad del utero a estos esteroides
circulantes. Nosotros postulamos que estos cambios en la susceptibilidad:
ocurren en todo el canal de parto y son los encargados de sincronizar las
adaptaciones de los érganos durante la etapa preparatoria del mismo. Por lo
tanto, en los tejidos de los 6rganos involucrados en el parto (Utero, cérvix y
sinfisis pubica) ocurririan mecanismos funcionales que modifican la respuesta

del tejido a la Pg y los Eg en circulacion.

El uso del cobayo nos permitié investigar nuestra hipotesis en un modelo
animal con una endocrinologia de la prefiez y del parto similar a la de la mujer
(Chwalisz, 1994; Trewin y Hutz, 1999).

Objetivos Especificos

1. Determinar los niveles séricos de Pg y Eg durante la gestacion y el parto.

2. Establecer, durante la gestacion, el parto y el posparto, si la infiltracién
leucocitaria y la remodelacion del colageno ocurren asociados
temporalmente y si hay diferencias entre ambos procesos segun las zonas

del utero y el cérvix analizadas.

3. Investigar en el ligamento interpubico y en los diferentes compartimientos
tisulares del utero y el cérvix, si la expresion de REa y RP se modifica

previamente al parto.

4. Correlacionar la expresion de REa y RP en el utero y el cérvix con la

remodelacion del colageno.
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5. Determinar la expresiéon de ARNm de REa y RER en utero, cérvix y sinfisis

pubica.
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4. Materiales y Métodos
4.1. Animales
Se utilizaron cobayos de la cepa American Short Hair, provenientes del Bioterio
del Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodependientes de la
Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del
Litoral. Los animales fueron mantenidos con ciclo de luz-oscuridad controlado
(luces prendidas entre 6:00-20:00 hs), temperatura de 20-24°C y alimento
balanceado comercial para conejos (Avigan, Esperanza, Santa Fe). Los
animales recibieron suplemento con heno y vitamina C (0,5 g/kg). Antes de ser
asignadas a los diferentes grupos experimentales, hembras adultas de 15
semanas de edad (350 g) fueron examinadas diariamente durante al menos
dos ciclos consecutivos para determinar el dia de la apertura vaginal. El dia con
apertura vaginal completa fue usado para identificar el comienzo del estro y se
designé como el primer dia (D0) del ciclo estral (Jurow y Arbor, 1943; Croix y
Franchimont, 1975). Los animales prefiados se obtuvieron colocando hembras
adultas en jaulas colectivas con un macho de fertilidad comprobada.
Diariamente se efectuaron 2 extendidos vaginales (uno por la mafana y otro
por la tarde), para determinar la presencia de espermatozoides,
considerandose dia 1 (D1) de gestacion cuando el examen fue positivo.
Posteriormente, las hembras prefiadas se colocaron en jaulas individuales

hasta el momento del parto.

Se sacrificaron cobayos machos y hembras no prefiadas (animales adultos de
15 semanas de edad) y cobayos hembras en distintos estadios de la gestacién
y posparto (Tabla 1). Las hembras no prefiadas fueron sacrificadas en el estro.
Los animales clasificados como posparto inmediato (PPi), fueron hembras
sacrificadas dentro de un lapso no mayor a 1,5 horas después de la expulsiéon
del feto/s. Junto con la longitud de la gestacion, se registré la dilataciéon de la
sinfisis pubica (Ortega y col., 2003). Todos los animales correspondientes al
D63 tuvieron una dilatacion igual o mayor a 15 mm. Como ha sido descripto en
la literatura, esta dilatacion indica que el parto va a suceder en un lapso no
mayor a 48 hs (Trewin y Hutz, 1999). Ademas de los cobayos, también se

utilizaron ratones hembras sexualmente maduras (8 semanas de edad). En
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estos animales el ciclo estral fue determinado mediante extendidos vaginales

diarios, y los animales se sacrificaron en el mediodia del estro.

Tabla N° 1: Grupos experimentales y numero de animales (N) estudiados.

Animales experimentales N
Hembras en estro (Es) 5
Dia 21 (D21) de gestacion (3era semana) 3
D28 (4ta semana) de gestacion 3
D35 (5ta semana) de gestacion 3
D42 (6ta semana) de gestacion 5
D49 (7ma semana) de gestacion 5
D56 (8va semana) de gestacion 5
D63 (9na semana) de gestacion 5
Hembras en el posparto inmediato (PPi) 5
1 dia posparto (1DPP) 7
3DPP 5
5DPP 4
7DPP 4
10DPP 4
15DPP 4
30DPP 4

4.2. Obtencién y procesamiento de las muestras
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4.2.1. Cirugias
Antes de la cirugia se sumergi6 el instrumental en alcohol al 70%. Los cobayos
fueron sacrificados por decapitacion. Se recogidé sangre entera en tubos de
hemolisis, se dejo coagular a 37°C durante 15 minutos (min), se centrifugd, y el
suero se coloco en tubos eppendorf de 1,5 ml para almacenarlo a -80°C. Se
coloca al animal en la tabla de diseccidn sujetandolo de las cuatro patas, con el
abdomen hacia arriba. Luego se levanta la piel con pinza de punta "diente de
ratén" a unos 1,5 cm del orificio vaginal y con la tijera de punta roma se practica
una incision en un angulo de 45° hacia los laterales hasta la altura de las
ultimas costillas, quedando expuestos los musculos abdominales en los que se
practica la misma maniobra quirurgica, exponiendo la cavidad abdominal. Con
pinza anatémica de punta roma se separaron las asas intestinales y la grasa
mesenteérica hacia un lado, visualizando el aparato genital interno junto con los
fetos (para hembras prefiadas). Con tijera de punta fina se procedié a disecar
los fetos y con pinza anatomica de punta roma se extrajeron los fetos y sus
respectivas placentas. De forma inmediata, se observaron y registraron sus
caracteristicas generales (color, aspecto, tamano, etc.). Luego se disecaron la
vagina, el cérvix, los cuernos uterinos, y el ligamento interpubico. Estas
muestras fueron destinadas para procesamiento histolégico. Una porcién del
cérvix, de los cuernos uterinos y del ligamento interpubico fue obtenida en
condiciones de esterilidad, pesada, congelada inmediatamente en nitrégeno
liquido y conservada a -80°C para su posterior procesamiento para extraccion

de ARN o de proteinas.

Mediante un procedimiento quirdrgico similar al descripto previamente, se
obtuvieron muestras de cuernos uterinos de ratones hembras no prefiadas, en
estro. Estas muestras fueron inmediatamente sumergidas en nitrégeno liquido
y conservadas a -80°C hasta su posterior homogeneizacién y obtencion de

proteinas.

4.2.2. Procesamiento histolégico
Las muestras destinadas a procesamiento histolégico se sumergieron en una
solucion de formol al 4%, tamponada a pH = 7,5 con PBS. La fijacion se realizé

durante 6 hs a temperatura ambiente (TA), luego se efectuaron dos lavados de
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10 min cada uno con PBS y la muestra se coloco en una solucion de alcohol al
70%. Posteriormente, las muestras fueron procesadas hasta su inclusion en
tacos de parafina siguiendo técnicas histologicas de rutina (Junqueira vy
Junqueira, 1983). Las muestran se ubicaron en los tacos de tal forma de poder
obtener cortes que abarquen todo el 6érgano a lo largo del eje longitudinal. Los
tacos fueron cortados en un micrétomo rotativo manual (Leica Jung RM 2025),
obteniendo cortes de 5 um de espesor. Dichos cortes se montaron sobre
portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropyl triethoxysilane (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) como sustancia adherente. Al menos un
corte de cada muestra fue tefiido de rutina con Hematoxilina-Eosina vy
Picrosirius-Hematoxilina para realizar una evaluacién microscopica general. El
resto de los cortes fueron sometidos a diferentes tinciones, las que se

mencionan en las secciones correspondientes.

4.2.3. Extracciéon de ARN
Se realizé extraccion de ARN en porciones de cérvix, cuernos uterinos y sinfisis
pubica con el kit comercial “TRIzol Reagent” (Invitrogen Argentina, Buenos
Aires, Argentina), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este procedimiento
es una modificacion a la técnica de aislamiento de ARN total descripta por
Chomczynski y Sacchi (Chomczynski y Sacchi, 1987) y se basa en el uso de
una solucién monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina. En el
contenedor del homogeneizador Ultra Turrax® T25 Basic (IKA®- Werke GMBH
& Co.KG, Staufen, Germany) se agregd 1000ul de reactivo TRIzol por cada 50-
100mg de tejido congelado, y se homogeneizdé suavemente utilizando un
vastago tipo 8 G. Durante la homogeneizacion de la muestra el reactivo
preserva la integridad del ARN. El agregado de cloroformo y posterior
centrifugacion, separa la solucion en una fase acuosa y otra fase organica. El
ARN permanece exclusivamente en la fase acuosa, de donde es recuperado
por precipitacion con alcohol isopropilico, lavado con etanol al 80% y re-

disuelto en agua libre de ribonucleasas.
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4.2.3.1. Lectura espectrofotométrica de acidos nucleicos
La concentracion final de ARN en las muestras procesadas se estimé mediante
la lectura en espectrofotémetro (Beckman DU® 530) de una dilucién 1/100 de
las mismas. En los ensayos realizados solamente se utilizaron muestras que
presentaron una relacion mayor a 1,9 entre las absorbancias obtenidas a
260nm (punto de maxima absorcion de acidos nucleicos) y 280nm (punto de
maxima absorcidon de proteinas). Para el calculo de la concentracion de ARN
se utilizo la siguiente formula:
1 unidad de Abs.260 = 40ug Ac. ribonucleico/ml
Abs.260 X 40ug/ml x 100 = [ARN] pg/ml

4.2.3.2. Geles de agarosa con formaldehido

La integridad fisica del ARN extraido se constato a través de la visualizacion de
las bandas correspondientes a los ARN ribosomales en geles de agarosa con
formaldehido. Para la preparacién de estos geles se utilizaron materiales y
soluciones estériles libres de ribonucleasas. Las electroforesis se realizaron en
geles de agarosa al 1,5% con 7% de formaldehido utilizando buffer MAE 1X
(MOPS pH 7 20 mM; Acetato de sodio 2 mM; EDTA 1 mM) como solucion
reguladora. La solucién de siembra se prepardé en un tubo con 20ug de ARN
incégnita, 2ul de buffer MAE 10X, 4ul de formaldehido 37%, 10ul de
formamida, 0,5ul de bromuro de etidio (500ug/ml), 2ul de buffer de siembra y
se completd con agua estéril hasta 25ul. Las corridas se realizaron en una cuba
de electroforesis horizontal Bio-Rad Power Pac® 300 manteniendo el voltaje
constante a 60V y se revelaron los geles en un transiluminador Fotodyne®
Foto/UV® 15.

4.2.4 Extraccion de proteinas
Se obtuvieron extractos proteicos de cuernos uterinos, cérvix y sinfisis de
cobayo y cuernos uterinos de ratén. Estos ultimos fueron usados como control
positivo en los ensayos de Western blot. La extraccion de los tejidos se realizd
en buffer frio de lisis RIPA [Nonidet P40 1%, deoxicolato de sodio 0,5%, SDS
0,1%, EDTA 2mM, fluoruro de sodio 50 mM, vanadato de sodio 1mM,
aprotinina 0,20 mg/ml (Sigma, St. Louis, MO, USA) en PBS, pH = 7], siguiendo
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el protocolo descripto previamente (Maffini y col., 2002). El tejido es
homogeneizado con un homogeneizador Ultra-Turrax T25 Basic (IKA®- Werke
GMBH & Co.KG, Staufen, Germany), luego se agregan 100 ug/ml de fluoruro
de fenilmetisulfonilo (PMSF), y se incuba la solucién por 30 min a TA. El
homogenato es centrifugado a 4°C por 20 min a 14.000 rpm, se recolecta el

sobrenadante y se almacena a -80°C.

4.3. Determinacion de las concentraciones séricas hormonales
Para la determinacion de Pg y E2 se utilizé el suero de los cobayos sacrificados
por decapitacion. La determinacion de ambas hormonas se realizé mediante un
analisis enzimoinmunométrico quimioluminiscente secuencial en fase sdlida
(Dancoine y col., 1997; Burtis y Ashwood, 1999). Se utiliz6 un analizador
IMMULITE 2000 con el kit DPC-LKPG1, que incluye todos los reactivos
utilizados (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA). En este
sistema, todas las reacciones ocurren en una unidad de reaccion donde las
muestras son procesadas automaticamente por el sistema. Dentro de esta
unidad se encuentra una pequefa esfera recubierta de anticuerpo policlonal de
conejo anti-Pg o anti-E2, el equipo coloca 50ul de la muestra a ser dosada
(Figura 12A). Luego de 2 ciclos de incubacién de 30 min cada uno, los tubos
son centrifugados a través de su eje longitudinal a 8000 rpm para transferir el
liguido a las camaras de descarte (Figura 12B y 12C). Seguidamente, se
incuba con la hormona sintética marcada con un ligando y fosfatasa alcalina
conjugada con un anti-ligando. Finalmente se agrega el substrato
quimioluminiscente y la luz emitida es medida a travées de un tubo

fotomultiplicador (Figura 12D).
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Figura 12: Esquema de funcionamiento del analizador IMMULITE 2000. Dentro de la
unidad (A) se encuentra una pequefa esfera que estd recubierta de anticuerpo
policlonal anti-Pg o anti-E», y el equipo coloca 50ul de la muestra a ser dosada. Luego
de 2 ciclos de incubacién de 30 min cada uno, los tubos son centrifugados (B) a través
de su eje longitudinal a 8000 rpm y asi se transfiere el liquido de incubacién a las
cadmaras de descarte (C). Seguidamente se incuba con la hormona sintética marcada
con un ligando y fosfatasa alcalina conjugada con un anti-ligando. Finalmente se
agrega el substrato quimioluminiscente y la luz emitida (D) es medida a través de un
tubo fotomultiplicador. En algunas muestras fue necesario realizar diluciones (con un
diluyente provisto por el fabricante), para adecuarnos a los rangos de confianza del
sistema. Modificado de: Burtis y Ashwood, 1999: Principles of immunochemical
techniques. En: Tietz Textbook of Clinical Chemistry. Burtis C.A. y Ashwood E.R., Ed:
W.B.Saunders Company, Third Edition, USA.

Segun nuestro conocimiento, ésta es la primera vez que este sistema
diagnodstico es usado para la medicion de los niveles de hormonas séricas en
muestras de cobayos, por lo que previamente se realizé la validacion del
meétodo. Para ello, se midieron los niveles de Pg y E2 en un grupo de sueros
controles, se calcularon parametros de desempeio analitico y se compararon

los resultados obtenidos con los valores publicados en la literatura.

La mayoria de los perfiles hormonales del ciclo y gestacion de los cobayos
descriptos en la literatura fue realizada por radioinmunoanalisis (RIA) (Challis y
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col., 1971; Joshi y col., 1973; Hossain y col., 1979; lllingworth y col., 1974;
Croix & Franchimont, 1975). En todos estos trabajos se debe realizar una
extraccion previa de los sueros, para extraer los esteroides de la matriz en la
que estan disueltos y recuperarlos en una fase organica. Para el caso de la Pg,
en los sueros de los cobayos prefiados es necesario agregar a la extraccion, un
paso de desnaturalizacion de las muestras con NaOH 2,5% p/v. Este paso se
realiza para desnaturalizar una proteina de union a Pg de alta afinidad, (Challis
y col., 1971).

Por todo lo mencionado, para la validaciéon del método propuesto hicimos la
medicion de las concentraciones de Pg y E2 en sueros controles y provenientes
de diferentes momentos de la gestacion (D42 y D56), y hembras controles,
esperando valores presumiblemente bajos, intermedios y altos, de acuerdo a la
literatura. Cada una de estas muestras fue procesada por ftriplicado, y se
ensayaron las siguientes condiciones para cada una:

e Muestras puras, sin extraccion ni desnaturalizacién (P)

e Muestras puras con extraccion (P+E)

e Muestras puras con extraccion y desnaturalizacion (P+E+D)

Las interferencias por reactividad cruzada con otras sustancias para los dos
antisueros (Pg y E2) fueron determinadas por el fabricante como menor a 1,5%.
La exactitud de los ensayos fue evaluada mediante la medicién de cantidades
conocidas de Pg (10, 100 y 300 ng/ml) y de E2 (25, 35 y 50 pg/ml), disueltos en
suero de macho pre-tratado con carbén activado (sueros controles). La
variacion intra-ensayo fue calculada como el promedio del coeficiente de
variacion de mediciones por sextuplicado de un suero control conteniendo 100
ng/ml de Pg o 35 pg/ml de Ez2. Estos sueros control fueron corridos en todos los
ensayos. El coeficiente de variacion inter-ensayo fue calculado a partir de los
resultados obtenidos de estos controles en todos los ensayos. La recuperacion
fue calculada a partir de un suero control de un macho castrado con 10 ng/ml
de Pg. Los resultados de los diferentes ensayos fueron corregidos segun la
recuperacion calculada.

4.4 Determinacion de leucocitos polimorfonucleares que infiltran el

cuello y el cuerpo del utero
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Ademas del reconocimiento de sus caracteristicas morfolégicas distintivas
observadas con Hematoxilina-Eosina, también se caracterizé la infiltracion de
polimorfonucleares neutrofilos mediante la tincion de Giemsa prolongado,
adaptada para cortes en parafina. Los mejores resultados se obtuvieron
desparafinando el corte hasta su inmersién en agua y luego sumergiendo el

tejido en una dilucion 1/10 del colorante durante 120 min.

Las muestras fueron observadas en MO con aumento de 100x. En cada corte
de tejido coloreado con Giemsa se evaluaron morfométricamente 80 campos
diferentes, contando el numero de células que coincidian con las intersecciones
de las lineas de un reticulo graduado de 0,8 x 0,8 mm, ubicado en el ocular del
microscopio. El numero de campos que debian ser contados se determind
haciendo una grafica de numero de campos vs desviacion estandar. Cuando la
desviacidn estandar permanece constante, el numero de campos que se
corresponde con ese valor es el minimo que se debe contar para cometer el
menor error posible. Los neutrofilos que se contaron fueron aquellos que se
ubicaron en el subepitelio del cérvix o del cuerno uterino. Se evaluaron dos

cortes por animal y los resultados se expresaron como valores medios.

La variable morfométrica que se calculdé para medir la infiltracion celular por
neutrodfilos fue la densidad de volumen de los neutréfilos sobre cada corte de
tejido (Gundersen y col., 1988). Para ello se empled la relacion de Weibel
(1969):

Vv= Pi/P

donde:

Vv= densidad de volumen de un determinado componente (volumen de
leucocitos/estroma del cérvix/utero).

Pi= numero de puntos incidentes sobre el componente en estudio (puntos
incidentes sobre neutrofilos).

P = total de puntos del reticulo (total de puntos incidentes en el estroma del

organo evaluado).
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4.5. Estudio de la distribucion del colageno
Debido a que las moléculas de colageno normalmente se disponen en forma
ordenada con una orientacion paralela, una de las caracteristicas clasicas de
las estructuras de colageno es presentar birrefringencia (Junqueira y col.,
1978). De esta manera, el grado de organizacion de estas fibras esta
directamente relacionado con la birrefringencia de estas moléculas cuando son
excitadas con una luz polarizada: una molécula ordenada de colageno es
altamente birrefringente, mientras que la birrefringencia cae cuando la molécula
se desordena. Por lo tanto, cuando esta proteina presenta algun proceso de
remodelacion o degradacion (colagendlisis) dicha birrefringencia disminuye
considerablemente. Por otro lado, dichas moléculas son ricas en aminoacidos
basicos, lo que les confiere gran avidez por los colorantes acidos como el
Picrosirius. Dicho colorante incrementa la birrefringencia de las moléculas
ordenadas y enteras de colageno, ya que adopta una disposicion paralela a la
de la fibra de colageno. Esto ultimo posibilita la evaluacién cuantitativa de los
niveles de colageno organizado mediante la medicion de la intensidad de
birrefringencia, por el método de Picrosirius-polarizacion (Junqueira y col.,
1978; Montes, 1996). Los cortes histolégicos fueron tefiidos con Picrosirius
(solucion saturada de Sirius rojo al 0,1% en &cido picrico) durante 30 min y

finalmente montados en resina sintética.

Para estudiar la organizacion del colageno al MO, la luz polarizada fue obtenida
mediante 2 filtros Polaroid: uno de ellos colocado sobre el condensador y el
otro, sobre las objetivas del microscopio. La evaluacién cuantitativa de los
preparados se efectud con el sistema de analisis digital de imagenes Image
Pro-Plus 4.1.0.1® (Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA), conectada a
una PC con procesador Pentium IV Intel. Las imagenes fueron generadas a
través de una videocamara Sony ExwaveHAD, conectada a un microscopio
Olympus BH2 con lampara de tungsteno-halégeno de 12V/100W y fuente de
energia estabilizada. Se utilizaron objetivas planoacromaticas de 4, 10, 20,40y
100 aumentos. El microscopio fue calibrado para lograr una iluminacion de tipo
Koehler, una imagen de un campo vacio se utilizé para calibrar la iluminacion.
Las imagenes se almacenaron en formato TIFF, con una resolucion de

640x480 pixels de tamafio y 32 bits de profundidad de color.
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Para la evaluacion de los preparados, las imagenes se transformaron a escala
de grises (256 tonos) y, utilizando una escala de calibracién que asignaba un
valor de 0 al background y 100 a la coloracion mas intensa observada, se
asigno un valor de intensidad de coloracién al area evaluada. Para automatizar
el proceso de medicién, se generd un programa para cuantificar en forma
automatica la intensidad de la misma, utilizando el lenguaje de programacion
del sistema de analisis de imagenes. La valoracidn se efectu6é en forma
diferencial, evaluando las areas correspondientes al estroma subepitelial del

cérvix y de los cuernos uterinos.

4.6. Determinacion de REa y RP
4.6.1. Western blot
Para determinar la expresion de REa y RP en cobayos se usaron anticuerpos
primarios generados para su uso en biopsias de otras especies. Por lo tanto,
antes de su uso en inmunohistoquimica, se confirmé la especificidad de los
anticuerpos contra RP y REa de cobayos por medio de la técnica de Western-
blot. Las proteinas del homogenato del utero de cobayos y ratones obtenidas
como se describié anteriormente (ver punto 4.2.4), fueron resueltas en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida-duodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) al
15% sembrando 50 ug de proteina/calle, junto con un patrén de peso molecular
de amplio espectro (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Una vez realizada la
corrida, se transfirieron las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa
(Protran nitrocellulose membrane), BA 83, tamafio del poro 0,22 um (Schleicher
and Schuell, USA). Se bloquearon las uniones inespecificas incubando la
membrana a TA toda la noche en agitacion (Orbital Shaker Thermo Forma,
Ohio, USA) en buffer de bloqueo (PBS-leche al 5%). Al dia siguiente se
hicieron 3 lavados con TBS-Tween (TBS-T) y se incub6 durante 2 horas a TA
con anti-REa 1:50 (NCL-ER-LH2, clon CC4-5, Novocastra Laboratories Ltd.,
Newcastle upon Tyne, UK) o anti-RP 1:100 (MA1-410, clon PR-AT 4.14, Affinity
Bioreagents Inc., Golden, USA). Luego se incub6 a TA durante 1 hora con el
conjugado de anticuerpo secundario-peroxidasa (anti-mouse IgG, horseradish
peroxidase, Amershan Pharmacia Biotech, UK) en una dilucién 1:500, y la

reaccion se reveld con el kit de quimioluminiscencia ECL (Amersham
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Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, UK) y placas radiograficas Biomax

(Eastman Kodak Company, NY, USA). Se hicieron controles negativos con

blots no expuestos al anticuerpo primario.

4.6.2. Inmunohistoquimica

Las inmunomarcaciones se hicieron en cortes de 5 um de espesor con el

meétodo avidina-biotina peroxidasa, siguiendo un protocolo previamente

descripto (Mufioz de Toro y Luque, 1995; Mufoz de Toro y col., 1998), con

algunas modificaciones. Previo a cada paso de la técnica se lavaron las

muestras en PBS y el protocolo seguido fue:

Desparafinizacion e hidratacion de los cortes histolégicos
Pretratamiento en horno microondas, sumergiendo las muestras en
0,01M Buffer Citrato pH 6,0.

Bloqueo de la actividad endoégena de peroxidasa, sumergiendo las
muestras durante 15 min en una solucién al 3% de peroxido de
hidrégeno (H202) 30 volumenes en metanol absoluto.

Bloqueo de los sitios de union no-especificos, incubando 30 min a TA
con la solucion de bloqueo (Novostain Super ABC Kit universal,
Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle upon Tyne, UK).

Incubacion con el anticuerpo primario para REa (dilucion 1:80, NCL-
ER-LH2, clon CC4-5, Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle upon
Tyne, UK) o RP (diluciéon 1:100, MA1-410, clon PR-AT 4.14, Affinity
Bioreagents Inc., Golden, USA MA1-410, clon PR-AT 4.14, Affinity
Bioreagents Inc., Golden, USA) en camara humeda durante toda la
noche a 4°C.

Incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado (Novostain Super
ABC Kit universal, Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle upon
Tyne, UK) durante 30 min a TA.

Incubacién con el complejo ABC (Novostain Super ABC Kit universal,
Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle upon Tyne, UK) por 30 min
aTA.
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e Revelado de la reaccion con Diaminobenzidina (Liquid DAB
Substrate Kit, Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle upon Tyne,
UK) durante 4 min a TA.

e Contracoloracion con Hematoxilina de Mayer y montado en PMyR

(Instrumental Pasteur S.R.L., Buenos Aires, Argentina).

La cuantificacion de REa y RP se realiz6 en el cérvix, cuernos uterinos vy
ligamento interpubico provenientes de animales de D42, D56 y D63, PPi y
1DPP. En el cérvix y los cuernos uterinos se evaluaron por separado las
siguientes regiones: endoceérvix, exocérvix, septum y cuernos uterinos bajos, de
acuerdo a la regionalizacion que se muestra en la Figura 13. Al MO, se delimito
cada region por sus caracteristicas histologicas, descriptas en la introduccion.
La cuantificacion fue realizada en cada una de estas regiones. Para cada una
de ellas, los resultados fueron expresados para las diferentes regiones tisulares
que se detallan en la Tabla 2. Al menos 1000 células/tipo celular fueron
contadas en dos muestras por animal. Todos los nucleos inmunomarcados,
independientemente de la intensidad, fueron considerados positivos. Los
resultados fueron expresados como el porcentaje de células positivas sobre el

numero total del correspondiente tipo celular.

Tabla N° 2: Regiones tisulares evaluadas para la cuantificacion de REa y RP

por inmunohistoquimica.
Regién del érgano Regidn tisular
Endocervix o _ o )
_ epitelio luminal, subepitelio, musculo
Exocérvix
Septum epitelios luminal y glandular, subepitelio,
Cuerno uterino bajo musculo
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Segmento uterino
bajo

Endocérvix
Exocérvix

Vagina

Figura 13: Fotomicrografia a bajo aumento del utero de un cobayo. Se observa el
segmento uterino bajo, el endocérvix, el exocérvix y la vagina. Barra = 5 mm.

Tomado de Rodriguez y col, sin publicar

4.7. Estudio de la expresion del ARNm del REa y RE
La expresion del ARNm de REa y REB fue evaluada por transcripcién reversa
(RT) seguida de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) competitiva (RT-
PCR competitiva). Se usaron competidores del tipo heterdlogo. Las etapas de
trabajo necesarias para la obtencién de los mismos son la generacion in vitro
del fragmento de ADN que va a actuar como competidor, la insercién de esta

secuencia en el vector de clonado y su posterior clonacién.

4.7.1. Generacién de los competidores
Para obtener fragmentos de ADN que actuen como competidores heterdlogos
se utiliz6 una técnica desarrollada en nuestro laboratorio (Ramos y col.,
manuscrito en preparacion). Se realiza una PCR con oligonucleétidos
especificos para REa o REB de cobayo, utilizando como molde el ADN
gendémico del fago lambda (A) que no posee la secuencia de genes que
queremos estudiar. Para lograr productos de amplificacion usamos un

protocolo de ciclado con muy baja temperatura de annealing en los ciclos
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iniciales, forzando de esta manera la obtencién de fragmentos de ADN cuyos
extremos 5’ y 3’ poseen las secuencias de los oligonucleétidos utilizados como
cebadores (primers). Para esta reaccion se utilizé la enzima Pfu (Stratagene),
que sintetiza fragmentos de ADN con extremos romos. La composicion final del
tubo de reaccion fue: dNTP 0,2 mM de cada uno, buffer PF1 de la enzima Pfu
1X, 20 pmol de cada primer, ADN fago lambda 0,80 ug/ul, y 1,5 U de enzima

Pfu (Stratagene). El protocolo de ciclado se detalla en la Tabla 3.

Tabla N° 3: Programa de ciclado de PCR

Programa de ciclado Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion 96°C 1 minuto 1X
inicial

96°C 1 minuto

Amplificacién 42°C 1 minuto 7X
72°C 1 minuto
96°C 1 minuto

Amplificacién 56°C 1 minuto 30X
72°C 1 minuto

Extensioén final 72°C 5 minutos 1X

El producto de la PCR se sembré en un gel de agarosa de bajo punto de fusion
(LMP Agarose, Gibco) al 3%. Las electroforesis horizontales en geles de
agarosa (concentraciones de agarosa entre 1% p/v y 3% p/v) se realizaron
utilizando buffer TAE 1X (Tris-acetato pH 8 40 mM; EDTA 1 mM) como solucion
reguladora de electroforesis. ElI agente revelador utilizado fue bromuro de
etidio, el cual se agregd al gel en una concentracién final de 0,5 pug/ml. Las
corridas se realizaron en una cuba de electroforesis horizontal Bio-Rad Power
Pac® 300 manteniendo el voltaje constante a 60V hasta que todo el frente de
corrida ingresara al gel, para luego subir hasta 85V. Los geles fueron revelados
en un transiluminador Fotodyne® Foto/UV® 15 y para la captura de imagenes

se utilizé el sistema UVP® de Laboratory Products.
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Se selecciond una banda cuyo PM sea cercano al producto de amplificacion
especifico de nuestra secuencia blanco (REa y RER). Luego se recort6 la
porcidn del gel que contiene la banda a purificar con un bisturi estéril y se
purifico usando el kit Wizard SV gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Madison, WI, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Al terminar la
purificacion se obtuvieron 10-20 ul de producto de PCR disueltos en agua libre
de ADNasas. Para evaluar la pureza del producto de purificacion, se sembraron
3 w en un gel de agarosa 1,5%, observandose una unica banda.
Posteriormente, se procedio a la insercion del fragmento de ADN seleccionado

como competidor en un plasmido pBluescript pSK- (Stratagene, USA).

4.7.1.1. Cepa bacteriana y vector utilizados
La cepa bacteriana utilizada fue E.coliDH5a (Invitrogen™) y como vector de

transformacion se usé el plasmido pBluescript SK- (Stratagene®) (Figura 14).

fl {-) on
p—
-::mpir.i”in lacd
Kpn |
* MCS
pBluescript SK-
30kb Sac |
f1 |- origin 24330 '
f-galactesidase n-frogment 463 814 P lac
multiple cloning site 457 740
luc prowater §17-936 \
pUC arigin | 1581875
ampicillin resistance (bla) ORF 1978 2033
pUC ori
pBlusscript SK [+ /-) Multiple Claning Site Region
(sequence shown 601-826)
T7 Prametur i B .| ]
B i oy T, 1 1 1
TTGTAARATGAGAOGLAG TGAAT TG AATAGGACT ATABGOGOAAT TARGTACGOBGCCOCCO0TORAGRTEGACEAT . |
B0 70 primer hirging uie T7 prmark ™™ i 5 primer b sile
Bop] D ey i
<k Hid il Foch ¥ Fakl Put | Smal ot ol .. | (et '-_..r. ol
. . ATCOATAAGCTTGATATCOANT TCCTBEAGEE COGBGRATCCAL TAGT TETAGARCGOC COCCACTACGBTGRABCTEGA. . .
E5 primar hind g s K prmar Binring gl
a— T3 Promater i gl v-irmgment
. BCTTTTATTGCCT TTAGTGAGGETTAATTTCOAGE TTRACATAA TCATAGTCATAGC TATTTCE
L s - o e e TTT Faverwa primar Beang i

Figura 14: Plasmido pBluescript SK-, Stratagene®. En el grafico puede observarse el
sitio de multiple clonado. Modificado de
http://www.stratagene.com/vectors/maps/pdf/pBluescript SK minus.pdf
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4.7.1.2. Minipreparacion de ADN plasmidico
Las preparaciones de ADN plasmidico se realizaron empleando el equipo
comercial Wizard® Plus Minipreps System (Promega) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

4.7.1.3. Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion
Las digestiones de ADN plasmidico se realizaron con enzima EcoR V, que
genera segmentos con extremos romos, en las condiciones de reaccion
recomendadas por el fabricante. En todos los casos fueron utilizadas 1 a 5 U

de enzima por cada microgramo de ADN a digerir.

4.7.1.4. Ligacién de moléculas de ADN
La ligacion de fragmentos de ADN (ADN plasmidico e inserto) se llevo a cabo
utilizando 1U de T4 ADN ligasa (Promega), en un volumen de reaccion de 10ul
y empleando el buffer de reaccion provisto por el fabricante de la enzima. Se
utilizaron cantidades de inserto y vector tales que la relacion molar entre ambos
fuera de 4 a 1. La incubacién se realizé durante 16 hs a 4°C.
4.7.1.5. Transformacién de E. coli por el método del Cl:Ca

Para la transformacién de células de E. coli se siguio el protocolo descrito en
Sambrook y col. (2001). Las células de la cepa DH5a se cultivaron toda la
noche en agitacién a 37°C, en 2ml de medio de cultivo Luria Bertani (LB). Con
este cultivo saturado se inocularon 2ml de medio fresco (diluciéon 1/100) y el
nuevo cultivo se dejo crecer en las mismas condiciones hasta alcanzar una
D.O.600 = 0,4. Las células fueron cosechadas por centrifugacion a 4000rpm
durante 5 minutos a 4°C y posteriormente resuspendidas en 500ul de solucion
de transformacién | (Buffer MOPS pH 7 0,25 ml; Cloruro de potasio 100 mM 2,5
ml; Agua desmineralizada destilada 22,25 ml). Después de una nueva
centrifugacion en las mismas condiciones, el sedimento se resuspendid en
500ul de solucion de transformacioén Il y se incubd a 4°C durante al menos 15
min. Luego de centrifugar y resuspender el sedimento en 100ul de solucion de
transformaciéon 1l las células fueron incubadas en presencia del ADN
correspondiente (en general 5ul de la reaccion de ligacion) durante una hora a
4°C. Posteriormente se las someti6 a choque térmico incubandolas 45

segundos en un bafio de agua a 42°C. A continuacién se les agregé 1ml de
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medio LB y se las incub6 una hora a 37°C. El sedimento celular obtenido por
centrifugacion, se resuspendié en 100ul del mismo medio LB y se empled una
alicuota (25-50ul) para su siembra con espatula de Drigalsky sobre placas de
Petri conteniendo medio LB-Agar (1,5% p/v). A este medio se le adicion6
previamente ampicilina (100ug/ml) y la presencia de colonias recombinantes se
analizé mediante a-complementacion, para tal fin el medio se suplementd con
IPTG 0,3 mM y X-gal 0,006% p/v.

4.7.1.6. Generacion de stocks de bacterias transformadas
Se tomo con ansa aguja o escarbadientes estéril una colonia recombinante de
la placa correspondiente. Se la dispersé en un tubo conteniendo 2ml de medio
LB+ampicilina y se incub6 entre 14-16hs a 37°C en agitacion. Luego, se agrego
en un eppendorf estéril 750ul de medio de cultivo con las bacterias y 750ul de
glicerol calidad biologia molecular (Sigma) de manera de obtener un volumen

final de 1500ul y se conservé a -80°C.

Las minipreparaciones de plasmidos recombinantes conteniendo el fragmento
competidor para REa y REB se realizaron empleando el equipo comercial
Wizard® Plus Minipreps System (Promega) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

4.7.1.7. Calculo del numero de moléculas de competidor
Por lectura en UV (260/280) se determind la concentracion de acidos nucleicos
presentes luego de la purificacion. Se multiplicé la lectura obtenida a 260 nm
por 50 ug/ml (1 DO = 50 pg/ml), obteniendo la concentracion de acidos
nucleicos de la muestra. Para calcular el numero de moléculas se aplicé la

siguiente formula:

Moléculas/ml = Concentraciéon de &cidos nucleicos [pg/ml] x 1.10 g/ug x 6,023 . 1023

moléculas/mol

Peso del (plasmido + inserto) [g/mol]
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4.7.2. Determinacién del ARNm de REa y REB
4.7.2.1. Transcripcion reversa
Se retrotranscribieron 4 ug de ARN total utilizando la enzima Moloney Murine
Leukemia Virus reverse transcriptase (MMLV-RT, Promega), usando como
cebadores hexanucleétidos con secuencias al azar. La composicion final del
medio de reaccion fue: ARN 4 ug, Tris-HCI pH 8,3 50mM, Cloruro de potasio
75mM, cloruro de magnesio 3mM, DTT 10mM, dNTP 0,3mM de cada uno,
hexanucleotidos 1ug, inhibidor de ribonucleasas RNaseOut™ (Invitrogen) 20 U

y 200 U de enzima transcriptasa reversa.

La reaccion de transcripcion reversa se realizé a 22°C por 8 min, luego a 30°
por 15 min y 37° por 60 min y se finalizé calentando a 80° por 5 min y a 94° por
30 segundos y posterior enfriamiento en hielo. Todas las reacciones se llevaron
a cabo en un volumen final de 30ul, diluyendo hasta 60ul con agua estéril libre
de ARNasas una vez concluida la reaccion. El producto de reaccidén se guardo

a -20°C hasta su posterior utilizacion.

4.7.2.2. Seleccion de oligonucleétidos especificos
Como las secuencias de REa y de REB de cobayo no han sido publicadas,
usamos oligonucleétidos generados contra REa y REPB de rata. Estos
oligonucledtidos cebadores, disefiados y seleccionados previamente en nuestro
laboratorio (Ramos y col., 2003), amplifican secuencias de los genes REa y
REB altamente conservadas entre especies. Todos los oligonucledtidos
cebadores fueron sintetizados y desalinizados por Invitrogen™ en una escala

de 10nM. Los primers utilizados estan detallados en la Tabla 4.

Tabla N° 4: Secuencia de los primers utilizados

] ] Tamano del
Primer Secuencia
producto (pb)
RE nti
o sentido 5 _-AAT TCT GAC AAT CGA CGC CAG-3_ 345
REa antisentido 5_-GTG CTT CAA CAT TCT CCC TCC
TC-3_
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REB sentido 5_-TTC CCG GCA GCA CCA GTA ACC-3_

262
REB antisentido 5_-TCC CTC TTT GCG TTT GGA CTA-3_
r1 88 sentido 5 -CAA CTT TCG ATG GTA GTC GC-3_
285
r18S antisentido 5_-CGC TAT TGG AGC TGG AAT TAC-3_

Para verificar la especificidad de la reaccion se analizaron los productos de
amplificacion obtenidos por cortes con enzimas de restriccion, tomando como

referencia el mapa de restriccion de los genes REa y RE de rata.

4.7.2.3. Digestion con endonucleasas de restriccion
Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizaron en las
condiciones de reaccion recomendadas por los fabricantes. En todos los casos
fueron utilizadas 1 a 5 U de enzima por cada microgramo de ADN a digerir. Se
utilizaron las enzimas Hinf | para REa y Hinf | y Hind Ill para REB. Los
productos de corte fueron resueltos en geles de agarosa al 3%, observandose
las bandas del PM esperado en cada tubo de corte.

4.7.2.4. Determinacion del rango de diluciones
Para establecer el rango de diluciones del fragmento de ADN competidor para
cada RE, se realizaron reacciones en cadena de la polimerasa competitivas
con distintas series de diluciones del competidor. Expresandolo como logaritmo
negativo de la dilucién (— log dil), el rango establecido para REa fue: 4,3; 4,6;
49;52;5)5;5,8; 6,1. El rango establecido para REP fue: 5,6, 7, 8,9y 10.

4.7.2.5. Evaluacién de la variabilidad en la carga inicial de ADNc
Para ajustar y corregir la variabilidad en la carga inicial de ADN entre muestras,
se hicieron reacciones en cadena de la polimerasa para ARN ribosomal de la
subunidad 18S (r18S) como normalizador interno, con los oligonucleétidos
especificos detallados en la Tabla 4. La composicion final del tubo de reaccion
fue: dNTP 0,2 mM de cada uno, buffer PF1 de la enzima Pfu 1X, 20 pmol de
cada primer, ADNc de cobayo equivalente a 650 ng de ARN total, y 1,5 U de

97




enzima Pfu (Stratagene). Las variables de la reaccidon se ajustaron de forma

empirica. El protocolo de ciclado utilizado se detalla en la Tabla 5.

Tabla N° 5: Protocolo de ciclado de PCR para r18S.

Programa de ciclado Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion 95°C 1 minuto 1X
inicial
95°C 1 minuto
Amplificacion 57°C 1 minuto 24X
72°C 1 minuto
Extension final 72°C 5 minutos 1X

4.7.2.6. Medicion de la expresion del ARNm del REa y RE
La expresiéon de ARNm de REa y REB de cobayo fue cuantificada por RT-PCR

competitiva en muestras de segmento uterino bajo, cérvix y ligamento

interpubico de cobayos hembras de D42 y D60 y PPi. Las PCR se realizaron

para cada grupo experimental por triplicado siguiendo los protocolos de ciclado

que se detallan en las Tablas 6y 7.

Tabla N° 6: Programa de ciclado de PCR para REa

Programa de ciclado Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desna_tu_r a_Ilzaclon 95°C 1 minuto 1X
inicial
95°C 1 minuto
Amplificacién 57°C 45 segundos 35X
72°C 1 minuto
Extension final 720G 5 minutos 1%

Tabla N° 7: Programa de ciclado de PCR para RE

Programa de ciclado Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion 95°C 1 minuto 1X
inicial
95°C 1 minuto
Amplificacién 60°C 1 minuto 36X
72°C 1 minuto
72°C 5 minutos 1X
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Extension final

Se sembraron los productos de amplificacion en gel de agarosa 1-1,5%, y se
cuantifico la intensidad de densidad O6ptica (IOD) de las bandas
correspondientes al competidor y a la secuencia blanco con el sistema de
analisis digital de imagenes Image Pro-Plus 4.1.0.1® (Media Cybernetics, Silver
Spring, MA, USA), conectado a una PC con procesador Pentium IV Intel. Con
estos valores se calcul6 la relacion (R) 10D competidor/IOD secuencia blanco
para cada dilucion de competidor. Se grafico el log de relacién (log R) en
funcién del log de numero de copias de competidor presente en cada dilucion.
Por analisis de regresion lineal se obtuvieron los parametros de la ecuacion de
esta curva, y se dedujo el numero de atomoles de ARNm de ERa o ERp /ug de
ARN total.

5. Analisis estadistico

Se aplicé el analisis de variancia no paramétrico intergrupos de Kruskal-Wallis.
Para la comparacion de pares de grupos se utilizo el post-test de Dunn.
Cuando fue necesario, se utilizé el analisis de Pearson para test de correlacion
entre determinadas variables medidas (Siegel, 1956). En todos los casos se

considero estadisticamente significativo un p < 0,05.

6. Normas éticas y de bioseguridad.

Se respetaron las normas éticas en el manejo de los animales experimentales
siguiendo protocolos internacionales para el cuidado y uso de los mismos
descriptos en la Guia de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
Academia Nacional de Ciencias (USA). Se prestd especial atencidén en el uso y

manejo de residuos de drogas o reactivos potencialmente contaminantes.
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7. Resultados
7.1.Niveles hormonales
7.1.1. Validacién del método
Los resultados de la medicion de las concentraciones séricas de Pg y E2 en
muestras con distintos tratamientos (ie: muestras puras, con extraccion y/o
desnaturalizacion) de hembras adultas no prefadas en estro (Es) y en
diferentes momentos de la gestacion (D42 y D56), se presentan en las Tablas 8

y 9.

Tabla N° 8: Valores de Pg sérica en muestras puras (P), puras con
extraccion (P + E) y puras con extracciéon y desnaturalizaciéon (P + E + D)

provenientes de hembras adultas no prenadas en estro (Es), D42 y D56 de

la gestacion.
P P+E P+E+D
Es 3.8 3.1 3.4
D42 292.0 46.0 145.7
D56 164.0 16.0 41.1

Tabla N° 9: Valores de E: sérico en muestras puras (P) y puras con

extraccion (P + E) provenientes de hembras adultas no preiadas en estro
(Es), D42 y D56 de la gestacion.

P P+E
Es 18.9 16.7
D42 36.5 39.2
D56 34.8 29.6

Los resultados obtenidos en muestras puras fueron similares a los descriptos
en la literatura (Challis y col., 1971; Joshi y col., 1973; Hossain y col., 1979;
lllingworth y col., 1974; Croix & Franchimont, 1975). Con relacion a los valores
de E2 y Pg de hembras Es, no hubo diferencias significativas entre las

condiciones ensayadas. En cambio, las mediciones que obtuvimos de Pg en
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sueros de animales prenados, solo fueron comparables a los resultados
publicados en muestras puras sin extraccion ni desnaturalizacion. Teniendo en
cuenta estos resultados, las mediciones de ambos esteroides se realizaron
sobre muestras puras, eliminando la necesidad de realizar los procesos previos

de extraccion y/o desnaturalizacion.

Los parametros de desempefio analitico del método que utilizamos fueron los

siguientes:
Exactitud: constatamos una buena correlacion entre los resultados
obtenidos con sueros controles (sueros de macho pre-tratados con
carbon activado mas el agregado de cantidades conocidas de cada
esteroide: 10, 100 y 300 ng/ml de Pg; 25, 35 y 50 pg/ml de E2) y las
concentraciones de los grupos experimentales: r= 0,969 para Pg (Figura
15A) y r = 0,878 para E2 (Figura 15B). Estos sueros controles fueron
corridos en todos los ensayos y a partir de los valores obtenidos se
calculo el porcentaje de recuperacidon para cada ensayo. Este porcentaje
siempre fue superior al 90%, y las mediciones fueron corregidas segun

la recuperacioén calculada.

" w 5
r= 0,969 r=0,878
S 3004 A ’ S B ’
o T 40-
: £
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£ 100- L, -
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o w
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Pg (ng/ml) tedricos E, (pg/ml) teéricos

Figura 15: Correlaciones entre la cantidad conocida de Pg (A) o E> (B) agregada (eje
X) a sueros de machos preabsorbidos con carbdn dextran y los valores obtenidos (eje

Y). r = coeficiente de correlacion.

Variacion _intra-ensayo: corresponde al promedio del coeficiente de

variacion de mediciones por sextuplicado de un suero control
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conteniendo 100 ng/ml de Pg o 35 pg/ml de E2. Estos valores fueron de
5,8 %y 14,0 %, respectivamente.

Variacion inter-ensayo: fue calculada a partir de los resultados obtenidos

de los sueros controles evaluados en todos los ensayos. Este valor fue
de 7,2% para Pgy 12,0 % para Eo.

7.1.2. Niveles séricos de E2 y Pg

Una vez validado el método de medicion, se realizaron las determinaciones de
E2 y Pg en sueros de hembras Es, prefiadas (D42, D56 y D63), PPiy 1DPP. La
Figura 16 es la grafica de los resultados obtenidos. Es importante recordar que
las muestras estudiadas en el PPi son obtenidas dentro de las 1,5 horas
posteriores al parto, por lo que consideramos que este grupo es el equivalente
a una muestra intraparto. En las hembras Es se detectaron los valores mas
bajos, tanto para E2 (17,61 £ 5,41 pg/ml) como para Pg (9,30 £ 2,35 ng/ml). Las
concentraciones mas altas de Pg sérica se registraron en D42 (316,20 £ 19,91
ng/ml), disminuyeron en D56 (177,71 + 16,20 ng/ml), mientras que en D63
(245,45 = 31,51ng/ml) y PPi (225,02 + 24,36 ng/ml) se observaron valores
elevados que no fueron diferentes entre si (Figura 16). Una caida aguda en los

niveles circulantes de Pg recién ocurre 24 horas después del parto (1DPP).

Por otro lado, los niveles de E2 aumentan gradualmente entre D42 y D63
(29,43 + 5,75 pg/ml y 42,85 + 1,52 pg/ml, respectivamente) y se mantienen
elevados durante el parto (PPi: 41,67 = 3,76 pg/ml). Estos valores altos caen a
concentraciones similares a los de los animales no prefiados en el posparto
temprano (1DPP: 23,20 £ 5,97 pg/ml).

Los perfiles séricos obtenidos confirman que, en el cobayo, el parto se lleva a
cabo sin cambios significativos en la circulacién periférica de los niveles de Ez2 y
Pg.
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Figura 16: Niveles séricos de Pg y E,; en hembras adultas no prefiadas en estro (Es),
en hembras prefiadas a lo largo de la gestacion (D42, D56, D63), en el posparto
inmediato (PPi), y 1 dia posparto (1DPP). Las determinaciones se realizaron mediante
un ensayo inmunomeétrico secuencial, segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los
valores graficados representan el promedio £+ SEM de al menos 5 animales por grupo.
La linea vertical indica el momento del parto. Las diferentes letras en minuscula

indican diferencias significativas (p<0,05).

7.2.Infiltracién de neutréfilos y remodelacién del colageno
7.21. Cérvix
La Figura 17A corresponde a los valores de densidad de volumen (Vv) de
neutrofilos en el estroma del cérvix uterino de hembras Es, a lo largo de la
gestacion (D21, D28, D35, D42, D49, D56, D63), posparto inmediato (PPi) y
durante el posparto (D1PP, D3PP, D5PP, D7PP, D10PP, D15PP y D30PP). La
menor densidad de neutréfilos se registrd en las hembras Es. Estos valores
bajos se mantuvieron sin variacion durante la etapa temprana de la gestacion,
comenzando a elevarse de forma gradual a partir del D42. Los niveles mas
altos de densidad de neutrdfilos que infiltran el cérvix uterino se observaron
alrededor del momento del parto, en el PPiy D1PP. A continuacién se observé
un descenso en D5PP, alcanzando niveles similares a los de animales no

prefados recién en D30PP.
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Para estudiar los cambios en la remodelacion de las fibras de colageno durante
la gestacion, el parto y el posparto, se cuantificaron los niveles de
birrefringencia (ie: colageno organizado) por el método de Picrosirius-
polarizacion. Tal como se explico en Materiales y Métodos, un proceso de
remodelacion del colageno produce una caida en la intensidad de la
birrefringencia. En la Figura 17B se observa que los animales preinados de D21
y D28 mantuvieron altos niveles de colageno organizado, similares a los
observados en hembras no prefiadas (Es). La primera disminucién significativa
se observa en D35, mientras que luego del D42 comienza una disminucion
gradual en la organizacion del colageno hasta alcanzar su minima expresion
alrededor del momento del parto (PPi y D1PP). En D3PP los valores vuelven a
aumentar, estabilizandose a partir del DSPP en adelante. Notese que los
valores de intensidad de birrefringencia no vuelven a alcanzar los valores
correspondientes a los de un animal no prefiado, al menos en el periodo

evaluado (hasta 30 dias después del parto).

De la comparacion entre las graficas que muestran la infiltracion de neutréfilos
y los niveles de remodelacion del colageno, se puede observar que los
animales que presentaron altos niveles de infiltracién leucocitaria poseen muy
bajos valores de birrefringencia y viceversa, los grupos con una baja infiltracion
de neutrdfilos tuvieron valores muy altos de birrefringencia. En conclusién, los
momentos de maxima remodelacién de colageno, reflejados en los minimos
valores de intensidad de birrefringencia, coinciden con la mayor infiltracién de

neutréfilos en el estroma subepitelial cervical.

La baja birrefringencia del colageno asociada a una presencia masiva de
leucocitos neutrofilos se puede apreciar visualmente al MO. En la Figura 18 se
observan imagenes que ponen de manifiesto la presencia de neutrofilos en el
estroma cervical de los animales sacrificados de forma inmediata después del
parto (PPi) (Figura 18A) y la alta remodelacién (ie: baja birrefringencia) del
colageno que se manifiesta, aplicando el método de Picrosirius-polarizacion,

por una escasa birrefringencia (Figura 18B). Por el contrario, en el estroma de
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Figura 17: Densidad de volumen (Vv) de neutrdfilos (A) e intensidad de birrefringencia
(B) en el subepitelio de cérvix uterino de hembras adultas no prefiadas en estro (Es),
hembras prefiadas (P) en diferentes dias (D) de la gestacion (D21, D28, D35, D42,
D49, D56, D63), en el posparto inmediato (PPi), y durante el posparto (PP) (D1, D3,
D5, D7, D10, D15 y D30). A) Se observa una gran infiltracion antes (D63) y durante
(PPi) el parto y el primer dia del posparto (D1PP) vs los valores de animales en
gestaciéon temprana (D21, D28 y D35), cuya infiltracién fue semejante a la de animales
adultos no prenados (Es). B) La remodelacion de colageno fue evaluada por el método
de Picrosirius-polarizacién como cambios en la intensidad de birrefringencia. Notese
que la mayor remodelacion de colageno, reflejada en los minimos valores de
intensidad de birrefringencia, coincide con los maximos valores de infiltraciéon de
neutrdfilos. Las barras representan el promedio + SEM, las diferentes letras en

minuscula indican diferencias significativas (p<0,05).

animales en el D21 hay una escasa infiltracion de neutrdfilos (Figura 18C)
asociada con un colageno altamente organizado (ie: alta birrefringencia)
(Figura 18D).
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Figura 18: Fotomicrografias de secciones de cérvices uterinos obtenidos
inmediatamente después del parto (PPi) (A,B) y en D21 de la gestacién (C,D). El
estroma cervical de las hembras sacrificadas en PPi muestra una masiva infiltracion de
neutrdfilos (flechas) (A) asociada con alto nivel de remodelacion del colageno (ie: baja
organizacion del colageno) (B). En animales sacrificados en el D21 de la gestacion
hay una baja infiltracion (C) y baja remodelacion del colageno (ie: elevada

organizacion del colageno) (D). Magnificacion 200X.

7.2.2. Cuernos uterinos

También evaluamos la infiltracién de neutréfilos y la remodelacion de colageno
en el subepitelio de los cuernos uterinos de hembras no prefiadas en estro
(Es), hembras prefiadas (P) a lo largo de la gestacion (D21, D28, D35, D42,
D49, D56, D63), del posparto inmediato (PPi), y durante el posparto (D1PP,
D3PP, D5PP, D7PP, D10PP, D15PP y D30PP) (Figura 19). De forma similar a
lo observado en el cérvix, la densidad de neutréfilos en los cuernos uterinos se
mantiene en valores bajos, similares a los de hembras en estro (Es), hasta el
D42. Entre D42 y D49 comienza un aumento gradual que alcanza los niveles
mas altos de infiltracién alrededor del parto (PPi) y el posparto temprano
(D1PP) (Figura 19A). Luego del parto, hay una primera disminuciéon en los
valores de infiltracion de neutrdfilos en el D3PP, disminuyendo gradualmente
hasta alcanzar niveles similares a los observados en animales no prefiados
(Es) a partir del D15PP.
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Con relacion al estudio del nivel de organizacion de las fibras de colageno en
los cuernos uterinos, los resultados demostraron que la mayor remodelaciéon de
estas fibras, evidenciada por una rapida caida en la intensidad de
birrefringencia, ocurre tempranamente en la gestacion (entre D35 y D42),
permaneciendo sin cambios hasta el D3PP (Figura 19B). Desde D3PP en
adelante, las fibras de colageno alcanzaron un nivel de organizacion similar al

de los animales en estro (Es).

Analizando de forma conjunta las graficas de la Figura 19, se observa una
disociacion entre la invasion por leucocitos del estroma subepitelial de los
cuernos uterinos y la remodelacion de las fibras de colageno: en el momento
en que el tejido es invadido por los neutrofilos, las fibras de colageno ya han

llevado a cabo los mayores cambios en sus niveles de organizacion.
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Figura 19: Densidad de volumen de neutréfilos (A) e intensidad de birrefringencia (B)
en el subepitelio de los cuernos uterinos de hembras no prefiadas en estro (Es), en
hembras prefiadas (P) a lo largo de la gestacién (D21, D28, D35, D42, D49, D56,
D63), en el posparto inmediato (PPi), y durante el posparto (D1, D3, D5, D7, D10, D15

y D30). A) Se observa que la infiltracion aumenta entre D42 y D49, aumentando
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gradualmente hasta alcanzar su maximo valor en el primer dia posparto (D1PP). B) La
remodelacion de colageno fue evaluada por el método de Picrosirius-polarizacion
como cambios en la intensidad de birrefringencia. Nétese que la mayor remodelacion
de colageno, evidenciada por la caida en los valores de intensidad de birrefringencia,
se presenta tempranamente en la gestacion (entre D35 y D42) y permanece sin
cambios hasta los primeros dias del posparto (D3PP). La remodelacion de colageno
en los cuernos uterinos ocurre con anterioridad al incremento en los valores de
infiltracion de neutrdfilos. Las barras representan el promedio = SEM, las diferentes

letras en minuscula indican diferencias significativas (p<0,05).

7.3.Expresion de RE y RP

La expresidon de receptores para hormonas esteroides fue evaluada por
inmunohistoquimica (REa y RP) y por RT-PCR competitiva (REa y RER), en el
segmento uterino bajo, el cérvix y la sinfisis pubica.

El estudio de la expresiéon de RP y REa por inmunohistoquimica se realizd en
las células del epitelio luminal, el subepitelio y la region muscular del
endocérvix, el exocervix, el septum y el segmento uterino bajo de hembras
prefiadas, desde el D42 de la gestacidon hasta 1 dia posparto (D42, D56, D63,
PPi y 1DPP). Como no hubo diferencias significativas entre los resultados del
endocérvix vs exocervix, y entre sepfum vs cuernos uterinos bajos, los
resultados fueron expresados como cérvix (endocérvix + exocérvix) y utero
(septum + cuernos uterinos), respectivamente. En el utero también fue
evaluada la expresion de REa y RP en las células del epitelio glandular. En
todos los ensayos realizados, la intensidad de marcaciéon de las células
positivas fue homogénea, por lo que consideramos que el porcentaje de células
positivas refleja las variaciones en la cantidad de proteina presente en las

células.

7.3.1. Especificidad de los anticuerpos usados para el estudio de

REa y RP.
Por medio de la técnica de inmunomarcacion por Western blot de los
homogeneizados de cuernos uterinos confirmamos que los anticuerpos usados
para la inmunohistoquimica detectan especificamente REa y RP en tejidos de

cobayo. Se detectd una banda de aproximadamente 60 kDa en las calles
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incubadas con el anticuerpo primario (identificadas con el signo +),
correspondiente al REa (Figura 20A). Esta banda aparece tanto en el control
positivo (utero de ratdn) como en el de cobayo, no observandose ninguna
reaccion cuando el anticuerpo primario es omitido (calles identificadas con el
signo -). Otras bandas de menor PM se marcan y corresponden a productos
inespecificos identificados con el anticuerpo secundario, tal como se deduce de
la reaccidn positiva en las calles incubadas sin anticuerpo primario. En la
Figura 20B se demuestra que el anticuerpo primario dirigido contra RP marca
especificamente dos bandas de aproximadamente 110 y 80 kDa en el utero de
ratén, que se corresponden con el PM de las isoformas descriptas en esta
especie. Estas bandas desaparecen cuando la incubacién se realiza sin
anticuerpo primario (-). En el cobayo el anticuerpo reconoce especificamente
cuatro bandas, de aproximadamente 110, 90, 80 y 60 kDa. EI PM de las
variantes observadas de RP en el cobayo se corresponde con el PM de las
siguientes isoformas descriptas: B (~110 kDa), A1 (~90 kDa), A2 (~76-82 kDa)
y C (~60-64 kDa). Estas bandas no aparecen cuando la incubacion se realiza

en ausencia del anticuerpo primario.
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Figura 20: Inmunomarcacién de REa (A) y RP (B) en utero de ratén y cobayo. El
extracto proteico del utero de raton fue usado como control positivo. Las calles
incubadas con o sin el anticuerpo primario estan identificadas con los signos (+) y (-),
respectivamente. La posicién y tamano de los patrones de peso molecular (PM) estan

indicados a la derecha de la figura, en kDa.
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7.3.2. Expresion de REa y RP en los cuernos uterinos
La expresion de RP y REa en las células del epitelio glandular presentd un
patrén similar para ambos receptores (Figura 21A y B) entre D42 y D56. Por el
contrario, antes del parto (D63), los valores de REa aumentaron mientras que
los de RP disminuyeron. La expresion de RP volvié a incrementarse (PPi y
1DPP), mientras que el REa permanecié elevado desde D63 hasta 1DPP.
Cuando la expresiéon de ambos receptores se grafic6 como la relacién entre
ambos valores: REa/RP, se observd claramente un incremento relativo en la

expresion de REa inmediatamente antes del parto (Figura 21C).

La expresion de RP en el epitelio luminal se mantuvo sin variaciones
significativas desde D56 hasta 1DPP, inclusive. Por el contrario, la expresiéon
de REa present6 un incremento gradual hacia el parto, alcanzando su maxima

expresion en 1DPP (Figura 22).

En el subepitelio uterino, los niveles de RP permanecieron elevados y sin
cambios a lo largo de la gestacion (D42, D56 y D63) y el posparto inmediato
(PPi), cayendo bruscamente en 1DPP. Los niveles de REa alcanzaron los
maximos valores de expresion en D63, para luego disminuir hacia el posparto
temprano (PPiy 1DPP) (Figura 22).

Las células musculares del utero presentaron disminuciones antes (D63) y
después del parto (PPi) para RP, y una expresion elevada y sostenida de REa
desde D56 en adelante (Figura 22).

En fotomicrografias representativas de la expresion de RP y REa en el estroma
subepitelial de los cuernos uterinos (Figura 23) se observa que ambos
receptores estan altamente expresados en esta region inmediatamente antes
del parto (D63).
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Figura 21: Expresion de RP (A) y REa (B) en células del epitelio glandular de los
cuernos uterinos durante la gestacion (D42, D56 y D63), en el posparto inmediato
(PPi) y 24 hs posparto (1DPP). La presencia de ambos receptores se estudié por
inmunohistoquimica y los resultados fueron expresados como porcentaje de células
positivas (%). Las barras representan el promedio + SEM de al menos 5 animales por
grupo. Las diferentes letras en minuscula indican diferencias significativas (p<0,05).
Noétese que la relacion entre REa vs RP aumenta notoriamente inmediatamente antes

del parto (D63), como se aprecia claramente al graficar la relacion REa /RP (C).
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Figura 22: Expresion de RP y REa en células del epitelio luminal, estroma subepitelial

y estroma muscular de los cuernos uterinos durante la gestacion (D42, D56 y D63), en
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el posparto inmediato (PPi) y 24 hs posparto (1DPP). Las regiones evaluadas fueron
definidas en Materiales y Métodos. La expresion de ambos receptores se estudié por
inmunohistoquimica y los resultados fueron expresados como porcentaje de células
positivas (%). Las barras representan el promedio + SEM de al menos 5 animales por

grupo. Las diferentes letras en minuscula indican diferencias significativas (p<0,05).

Figura 23: Fotomicrografias de secciones de cuernos uterinos de cobayos en D63 de
la gestacion inmunomarcadas para RP (A) y REa (B). Obsérvese que en el subepitelio
(S) coinciden una alta expresion de RP (A) con alta expresién de REa (B). M: musculo.
Magnificacion 200X.

Por otro lado, los resultados obtenidos por medio de RT-PCR competitiva
demuestran que la expresion del ARNm del REa alcanzé su pico alrededor del
parto (PPi), duplicandose respecto al D60 (Figura 24A). En cambio, el ARNm
del REB aumenté significativamente en el D60, permaneciendo elevado durante
el parto (PPi) (Figura 24B). Las Figuras 25 y 26 muestran imagenes de geles
de agarosa donde se puede observar el aumento simultaneo en la expresion

del ARNm de REa y RE en los cuernos uterinos del SUB al acercarse el parto.
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Figura 24: Expresion de ARNm de REa (A) y REB (B) en el segmento bajo de los
cuernos uterinos en D42 y D60 de la gestacion, y en el posparto inmediato (PPi). Los
ARNmM de ambos receptores se estudiaron por RT-PCR competitiva y los resultados
fueron expresados como atomoles de ARNm de REa o REB/ug de ARN total. Las
barras representan el promedio + SEM de al menos 5 animales por grupo. Las

diferentes letras en minuscula indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 25: Andlisis por RT-PCR competitiva de la expresion de ARNm de REa en
el segmento bajo de los cuernos uterinos en D42 y D60 de la gestacion, y en el
posparto inmediato (PPi). El rango de diluciones de competidor fue expresado
como logaritmo negativo de la dilucion (—log dil): 4.3, 4.6, 4.9, 5.2, 5.5, 5.8 y 6.1.
Se observa un aumento en la expresion de ARNm de REa al acercarse el

momento del parto.
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Figura 26: Analisis por RT-PCR competitiva de la expresién de ARNm de RE en el
segmento bajo de los cuernos uterinos en D42 y D60 de la gestacion, y en el posparto
inmediato (PPi). El rango de diluciones de competidor fue expresado como logaritmo
negativo de la dilucién (—log dil): 5, 6, 7, 8, 9 y 10. Se observa un aumento en la

expresion de ARNm de REP al acercarse el momento del parto.
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7.3.3. Expresion de receptores en el cérvix
En el epitelio del cérvix hay una alta expresién de RP, la que se mantuvo sin
variaciones significativas en todos los grupos estudiados (Figura 27). Por otro
lado, la expresion epitelial de REa disminuyé en forma gradual desde D56
hasta el momento del parto inclusive (PPi), volviendo a aumentar en el

posparto temprano (1DPP).

En contraste con lo descripto para el epitelio, el porcentaje de células positivas
para RP disminuyé antes del parto (D63) en el subepitelio cervical. Esta baja
expresion se mantuvo durante el parto (PPi) y llegé a su menor expresion en el
primer dia del posparto (1DPP). Paralelamente con lo descripto para el RP, la
expresion del REa aumenté entre el D42 y D56 y permanecié elevada hasta el
posparto (1DPP) (Figura 27).

Por ultimo, las células musculares poseen elevados niveles de expresién de RP
durante el parto, con una caida significativa antes (D63) y después del mismo
(1DPP). También se observaron porcentajes elevados de expresion de REa en
la region muscular, desde el D56 hasta el PPi inclusive, disminuyendo a valores
similares a los de D42 en 1DPP (Figura 27).

De acuerdo a estos resultados, en el subepitelio cervical de los dias previos al
parto coexiste una baja expresion de RP (Figura 28A) con una alta expresion
de la proteina REa (Figura 28B). La Figura 28 muestra fotomicrografias de
cortes histologicos de cérvices uterinos de hembras de D63 de la gestacion,

que ilustran la expresion de RP y REa en el subepitelio cervical previo al parto.

En el cérvix, el ARNm de REa y REB demuestra una situacién diferente a del
utero. El ARNm de REa se expresé sin variaciones significativas en todos los
dias de la gestacion evaluados mientras que no hubo expresion de ARNm del
RERB en el mismo periodo (Figura 29). Las imagenes de los geles de agarosa
donde se sembraron los productos de PCR muestran una expresion similar de
REa en los tres grupos estudiados, mientras que no se detectaron productos de

amplificacion para REB (Figuras 30y 31).

I18



CERVIX

RP REa
= 1007, 100-
§ 75-
E
=] 50+
2
©
£ 25
1]
. 0_
D42 D63 1DPP D42 D63 1DPP
D56 PPi D56 PPi
75+ 75-
3 a
ol :
2 50- 50 b.c b
= b c
o b,c
g 25 c 54
0- 0-
D42 D63 1DPP D42 D63 1DPP
D56 PPi D56 PPi
g 100, g 4 a 100~ b b b
§ 75 b b 75 a
a a
g 50 50
c
:% 251 25-
&
0- o-
D42 D63 1DPP D42 D63 1DPP
D56 PPi D56 PPi

Figura 27: Expresion inmunohistoquimica de RP y REa en el epitelio luminal, estroma
subepitelial y estroma muscular del cérvix durante la gestacion (D42, D56 y D63), el
posparto inmediato (PPi) y 24 hs posparto (1DPP). Las regiones evaluadas fueron
definidas en Materiales y Métodos. Los resultados fueron expresados como porcentaje
de células positivas (%). Las barras representan el promedio + SEM de al menos 5
animales por grupo. Las diferentes letras en minuscula indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Figura 28: Fotomicrografias de secciones de cérvices uterinos de hembras de D63 de
la gestacién, inmunomarcadas para RP (A) y para REa (B). Obsérvese que en el
subepitelio (S) hay una baja expresion de RP (A), simultaneamente con una alta

expresion de REa (B) en la misma zona. Ep: epitelio, M: musculo. Magnificacion 200X.
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Figura 29: Expresion de ARNm de REa en el cérvix durante la gestaciéon (D42 y
D60) y en el posparto inmediato (PPi). La expresion del ARNm se estudié por RT-
PCR competitiva y los resultados fueron expresados como atomoles de ARNm de
REa /ug de ARN total. Las barras representan el promedio + SEM de al menos 5

animales por grupo.
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Figura 30: Andlisis por RT-PCR competitiva de la expresion de ARNm de REa en
el cuello uterino de D42 y D60 de la gestacion, y del posparto inmediato (PPi). El
rango de diluciones de competidor fue expresado como logaritmo negativo de la
dilucion (—log dil): 4.3, 4.6, 4.9, 5.2, 5.5, 5.8 y 6.1. EIl ARNm de REa se expresa en

los tres grupos evaluados, durante el periodo previo al parto.
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Figura 31: Analisis por RT-PCR competitiva de la expresién de ARNm de RE en el
cuello uterino de D42 y D60 de la gestacion, y del posparto inmediato (PPi). El rango
de diluciones de competidor fue expresado como logaritmo negativo de la dilucion (-
log dil): 5, 6, 7, 8, 9y 10. No se detectd expresion de ARNm de RER de forma previa al

parto, en ninguno de los grupos estudiados.

122



7.3.3.1. REa y RP en el ligamento interpubico

La expresion de REa en el ligamento interpubico no varié durante el periodo
estudiado (Figura 32), demostrando que el parto en el cobayo ocurre sin
cambios significativos en la expresion de REa en el ligamento de la sinfisis
pubica. Por el contrario, hay una disminucion en la expresion de RP antes del
parto: los niveles de RP fueron elevados en D56 y disminuyeron hacia el D63 y
PPi, volviendo a aumentar en 1DPP. En imagenes al MO representativas de la
expresion de RP en D56 (Figura 33A) y D63 (Figura 33B) de la gestacion, se
puede observar que es menor el porcentaje de células positivas para RP en
D63.
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REo (%)
(3]
<

D42 D56 D63 PPi 1DPP

D42 D56 D63 PPi 1DPP
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Figura 32: Expresion inmunohistoquimica de REa (A) y RP (B) en el estroma del
ligamento interpubico durante la gestacién (D42, D56 y D63), en el posparto inmediato
(PPi) y 1 dia posparto (1DPP). Los resultados fueron expresados como porcentaje de
células positivas (%). Las barras representan el promedio + SEM de al menos 5
animales

por grupo. Las diferentes letras en minuscula indican diferencias significativas
(p<0,05).
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Figura 33: Fotomicrografias de secciones del ligamento interpubico de cobayos en
D56 (A) y D63 (B) de la gestacion inmunomarcadas para el RP (puntas de flecha).
Obsérvese la menor cantidad de células positivas para RP en D63 con relacién a D56.
Magnificacion 400X.

El ARNm de REa y REB en el ligamento interpubico posee un patrén de
expresion sustancialmente diferente al encontrado en el cérvix y el utero. El
ARNm del REa practicamente sélo se hace presente en el ligamento
interpubico en el momento del parto, cuando el ligamento alcanza su maxima
dilatacién (Figura 34A), mientras que el REB alcanzé sus valores mas bajos de
expresion en el mismo periodo (Figura 34B). El parto transcurre con altos
niveles de ARNm de REa y con una bajisima expresion de RER en el ligamento
de la sinfisis pubica. Los geles sembrados con los productos de PCR
correspondientes ilustran la expresion de estos receptores en la sinfisis pubica
(Figuras 35y 36).

124



Sinfisis

1.5
EE A
Z 2
% = 1.0
(04
8 <
B (o)}
e =
o 3 0.57
] Ll
(04
a a
0.0
D42 D60 PPi
NIA
o B a
= ‘;< 1.04
::
< ©
m wjd
9 Z
O X 0.5-
3
w® =
Q.
] b b
0.0_ [ ] [ ]
D42 D60 PPi

Figura 34: Expresion de REa (A) y REB (B) en el ligamento interpubico durante
la gestacion (D42 y D60) y en el posparto inmediato (PPi). La expresion de
ambos receptores se estudié por RT-PCR competitiva y los resultados fueron
expresados como atomoles de ARNm de REa o REB/ug de ARN total. Las
barras representan el promedio + SEM de al menos 5 animales por grupo. Las

diferentes letras en minuscula indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 35: Analisis por RT-PCR competitiva de la expresion de ARNm de REa en el
ligamento interpubico de D42 y D60 de la gestacion, y del posparto inmediato (PPi). El
rango de diluciones de competidor fue expresado como logaritmo negativo de la
dilucion (—log dil): 4.3, 4.6, 4.9, 5.2, 5.5, 5.8 y 6.1. En las imagenes se puede observar
que el acercamiento del parto coincide con un aumento en la expresion de ARNm de
REa.
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Figura 36: Anadlisis por RT-PCR competitiva de la expresién de ARNm de RE en el
ligamento interpubico de D42 y D60 de la gestacion, y del posparto inmediato (PPi). El
rango de diluciones de competidor fue expresado como logaritmo negativo de la
dilucion (—log dil): 5, 6, 7, 8, 9 y 10. A diferencia de lo observado para REa (Figura 35),

el ARNm de REP disminuye a medida que avanza la gestacion.
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Teniendo en cuenta que, de acuerdo a los resultados presentados hasta ahora,
el estroma subepitelial del cérvix es una region donde ocurren cambios
significativos a medida que nos acercamos al parto (ie: remodelacién de las
fibras de colageno, cambios en los niveles de expresion de REa y RP), se
decidié analizar con mayor profundidad esta regién. Por ello, se investigo si los
cambios que fueron descriptos para esta region tisular tenian algun tipo de
patrén de asociacion temporal. Para esto, se ensayaron una serie de analisis
de correlacion desde D42 de la gestacion hasta PPi inclusive, con los
resultados obtenidos en el subepitelio del cérvix y utero. Se analizaron
parametros que intentan reflejar fendmenos histofisioldgicos relacionados con
cambios en la tension de los tejidos (ie: la intensidad de birrefringencia que
mide los niveles de remodelacion del colageno) y el porcentaje de células
positivas para REa y RP que indicarian la sensibilidad de los érganos de

interés en relacion a los niveles circulantes de Eg y Pg.

Los resultados demuestran que, en el subepitelio cervical, la expresion del RP
se correlaciona positivamente con la caida en la intensidad de birrefringencia
(Figura 37A, r = 0,8168, p< 0,001), mientras que la expresion de REa tiene una
correlacion inversa (Figura 37B, r = -0,7353, p< 0,01). Recordando que la
intensidad de birrefringencia esta inversamente relacionada con la
remodelacion de colageno (ver Materiales y Métodos), estas asociaciones
indican que, durante la gestacion y el parto, la mayor remodelacion del
colageno del cérvix estd asociada temporalmente con una caida en la
expresion de RP y un aumento del REa. También observamos que ambos
receptores, REa y RP, presentan una asociacion inversa a medida que nos

acercamos al parto (Figura 38: r =-0,5999, p < 0,01).

Por el contrario, el analisis de la expresién de RP y REa en el estroma
subepitelial de los cuernos uterinos, demuestra que ambos receptores no estan
asociados temporalmente con la remodelacion del colageno (Figura 39A: r =
0,1796, p > 0,01 y Figura 39B: r = -0,04820, p > 0,01). Tampoco presentan
ningun tipo de asociacion entre ambos receptores (Figura 40, r = -0,4483, p >
0,01).
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Figura 37: Analisis de correlacién entre la intensidad de birrefringencia y expresion de
RP (A) o REa (B) en el subepitelio del cérvix uterino durante la gestacion (D42, D56 y
D63) y el posparto inmediato (PPi). Las graficas demuestran que en el estroma
subepitelial del cérvix, la expresion de RP y de REa estan positiva (r = 0,8168, p <
0,001) y negativamente (r = -0,7353, p < 0,01) correlacionadas con la remodelacién del

colageno, respectivamente. r = coeficiente de correlacion.
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Figura 38: Analisis de correlacién entre la expresion de RP y REa en el subepitelio del

cérvix uterino durante la gestacion (D42, D56 y D63) y el posparto inmediato (PPi). Se
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observa una correlacién inversa entre ambos receptores (r = -0,5999, p < 0,01),

durante el periodo estudiado. r = coeficiente de correlacion.
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Figura 39: Anadlisis de correlacién entre la intensidad de birrefringencia y la
expresion de RP (A) o REa (B) en el subepitelio de los cuernos uterinos
durante la gestacién (D42, D56 y D63) y el posparto inmediato (PPi). Se
muestra que en el estroma subepitelial uterino la expresién de RP (r = 0,1796,
p > 0,01) y REa (r = -0,04820, p > 0,01) no estan asociadas con la intensidad

de birrefringencia. r = coeficiente de correlacion.
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Figura 40: Analisis de correlacion entre la expresién de RP y REa en el subepitelio

de los cuernos uterinos durante la gestacién (D42, D56 y D63) y el posparto

inmediato (PPi). Se observa que las expresiones de RP y REa no estan

correlacionadas durante el periodo estudiado (r = -0,4483, p > 0.01). r = coeficiente

de correlacion.
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8. Discusioén

El parto esta dividido en dos etapas o fases: una primera relativamente larga,
fase preparatoria o condicionante, y una segunda corta y rapida, la fase activa
(Garfield y col., 1998). Para el momento en que comienza la fase activa, los
organos del canal de parto deben estar preparados: es necesario que el utero
se transforme de una estructura que ha permanecido en relativa inactividad
durante toda la gestacion (quiescencia uterina), a una estructura capaz de
producir contracciones intensas y coordinadas; en cambio, el cérvix se debe
ablandar de tal manera que se dilate facilmente ante la presion del feto,
impulsado por las contracciones intensas del utero (Challis y Lye, 1994; Hafez,
2000; Mufoz-de-Toro y col., 2003). Ademas de estas transformaciones del
utero y del cérvix, también es necesaria una extensa separaciéon de los huesos
pélvicos para permitir el pasaje de los fetos durante el parto (Sherwood, 1994;
Ortega y col.,, 2003). Recientemente, hemos demostrado que en la sinfisis
pubica del cobayo a medida que se acerca el parto, ocurren cambios
histomorfolégicos similares a los del cérvix, por lo que sugerimos incluir al
ligamento interpubico dentro de la fase preparatoria (Rodriguez y col., 2003a).
Este ultimo evento es mucho mas evidente en algunas especies animales,
como cobayo, murciélago, raton y en la mujer (aunque en esta ultima es

comparativamente menos notable que en las especies animales citadas).

Por lo tanto, un parto exitoso requiere que la fase activa del mismo recién se
inicie cuando los tejidos del utero, el cérvix y la sinfisis pubica estén
preparados. Esta preparacion tendria lugar durante la ultima etapa de la
gestacion, (Chwalisz, 1994; Challis y Lye, 1994; Garfield, 1998; Mufioz-de-Toro
y col, 2003).

Como detallamos en la introduccion, todas las hipotesis propuestas para
explicar el inicio del parto se basan en el cambio de un medio ambiente
endocrino dominado por la Pg a otro dominado por los Eg (Challis y Lye, 1994;
Garfield y col., 1998, Challis y col., 2000; Mesiano y col., 2002; Mesiano, 2004).
En la mayoria de los mamiferos este cambio se realiza a través de
modificaciones en los niveles circulantes de Pg y Eg maternos (disminucién de

Pg e incremento de Eg), causados por un cambio en la actividad
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estereidogénica placentaria (ovejas) o por la regresiéon del cuerpo luteo (ratas,

ratones, conejos, cabras y cerdos). Sin embargo, en algunas especies

(cobayos, primates no humanos y mujeres) la ultima etapa de la prefiez y el

parto transcurre en ausencia de cambios significativos en los niveles séricos de

ambas hormonas. En consecuencia, el modelo del parto propuesto para las

mencionadas especies tiene caracteristicas particulares:

La accion biologica que la Pg y los Eg ejercen sobre el utero no estaria
determinada por variaciones en sus niveles circulantes sino por cambios
en la susceptibilidad del tejido. Como los mecanismos que modifican la
susceptibilidad de los tejidos a las hormonas circulantes, producen una
variacion en la accion biolégica de la hormona por una via diferente a los
cambios en la concentracion sérica hormonal, se los ha denominado
mecanismos funcionales. Uno de Ilos principales mecanismos
funcionales propuestos es la modificacion en la expresion tisular de los

receptores para Pgy Eg.

Challis y col (2000), basandose en que varias moléculas asociadas
temporalmente con el parto también presentan una regulacion espacial,
postularon que la Pg promoveria una regionalizacién funcional en el
utero. En el SUA habria una caida en la accién biolégica de la Pg
(functional progesterone withdrawal) mientras que en el SUB ocurriria un
aumento de la misma o se mantendria sin variaciones. La caida
funcional de Pg en el SUA permitiria el estimulo de los Eg sobre la
expresion de los genes de proteinas asociadas a la contraccién
(functional estrogen activation), aumentando la actividad contractil en
esta zona, mientras que el SUB seguiria bajo el bloqueo de la Pg y se
mantendria en estado de relajacién. De acuerdo con esta hipdtesis, los
niveles altos de Pg serian necesarios para que la accion biolégica
ejercida sobre el musculo uterino difiera entre las zonas alta y baja del
utero: la zona alta se contraeria con fuerza, mientras que la zona baja se

mantendria en estado de relajacion.
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La hipdtesis que orientd el presente trabajo supone que los 6rganos de todo el
canal de parto se preparan sincronizadamente durante la ultima parte de la
gestacion a través de mecanismos funcionales que modifican la susceptibilidad
de sus tejidos a los niveles circulantes de Pg y Eg. El uso del cobayo, que es
un modelo animal con una endocrinologia de la prefiez y del parto similar a la
de la mujer (Chwalisz, 1994; Trewin y Hutz, 1999), nos permitié investigar si en
los tejidos de los 6rganos que conforman el canal duro (sinfisis pubica) y
blando (utero y cérvix) del parto se producen modificaciones en la expresion
tisular de los receptores durante la ultima etapa de la gestacion presentando un

patron de regionalizacién determinado.

El cérvix uterino debe experimentar una serie de adaptaciones para permitir un
parto exitoso. Estas adaptaciones consisten principalmente en modificaciones
en la matriz extracelular y en los compartimientos celulares (Ludmir y Sehdev,
2000). Trabajos previos de nuestro laboratorio han podido definir las principales
adaptaciones que sufre el cérvix uterino y un resumen de estos resultados
forma parte de una revisién publicada recientemente (Mufioz-de-Toro y col.,
2003). Brevemente, demostramos que el cérvix de la rata experimenta
profundas transformaciones en la composicion fisica del tejido conectivo
durante la prefiez y en el momento del parto (Luque y col., 1996; Luque y col.,
1998). Concretamente, se produce una gran desorganizacion del colageno tipo
I, proceso promovido fundamentalmente por la RIx (Luque y col., 1998). En la
mujer, ademas, se ha demostrado que este proceso de desorganizacidén ocurre
tanto en el cérvix como en el cuerpo del utero (Granstrom y col., 1989). Por otra
parte, asociado con la colagendlisis se ha demostrado la presencia de células
infiltrantes provenientes del torrente sanguineo (Luque y Montes, 1989). En la
rata, la infiltracion es de polimorfonucleares eosindfilos, y es un fenbmeno
promovido por el E2 e inhibido por la Pg, a través de la interaccion hormona-
receptor (Luque y col., 1996; Ramos y col., 2000). En la oveja, el cobayo y la
mujer, los leucocitos que invaden el cuello uterino al momento del parto son
polimorfonucleares neutréfilos (Junqueira y col., 1980; Hegele-Hartung y col.,
1989; Luque y col., 1997). En el presente trabajo de tesis investigamos una
posible asociacion entre la remodelacién de colageno, como principal proceso

fisiolégico de adaptacion del cuello uterino durante la etapa preparatoria del
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parto, y la expresion de RE y RP, como mecanismo funcional responsable de

modificar la susceptibilidad del tejido a los niveles circulantes de Pgy Eg.

A. La remodelacion del colageno ocurre tanto en el cérvix como en el

utero, pero en distintos momentos de la gestacion.

El cuello uterino se prepara para el parto mediante un proceso conocido como
maduracion cervical (cervical ripening). Este es un proceso activo, donde un
conjunto de eventos bioquimicos alteran la elasticidad del o6rgano y lo
transforman en una estructura facilmente distensible ante las contracciones del
musculo uterino, de manera que el diametro interno del cérvix se agrande lo
suficiente para que los fetos atraviesen sin traumatismos el canal de parto. Este
proceso de maduracidn consiste fundamentalmente en una extensa
reorganizacion de las fibras de colageno, junto a profundas variaciones de los
componentes de la matriz extracelular cervical (Mufioz-de-Toro y col., 2003).
Granstrom y col. (1989) investigaron en mujeres si estos cambios en el cérvix
también ocurrian en el tejido conectivo del cuerpo del utero. Sus resultados
demostraron una disminucion en la concentracion de colageno, de
glicosaminoglicanos y de acido hialurénico, junto con una reorganizacién de las
fibras de colageno y un incremento en la actividad colagenolitica en ambos
sitios (cérvix y cuerpo del utero). De esta manera concluyeron que, en la muijer,
el tejido conectivo del cuerpo del utero realiza un proceso de maduracion
similar al demostrado para el cérvix. En la primera parte de esta tesis, mediante
el empleo del método de Picrosirius-polarizacion, evaluamos la remodelacién
de colageno en el cérvix y los cuernos uterinos. Nuestros resultados
demuestran que en cobayos, el utero realiza una remodelacion de las fibras de
colageno similar a la observada en el cérvix (Figuras 17 y 19). En el cobayo,
como en la mujer, habria un proceso de reorganizacion del colageno del tejido

conectivo tanto en el Utero como en el cérvix.

En nuestro modelo animal pudimos investigar el proceso de remodelacion
fibrilar del colageno durante un periodo prolongado, abarcando la gestacién, el
parto y el posparto. De esta manera observamos que, a medida que nos

acercamos al momento del parto, el aumento en la remodelacion y

136



reordenamiento del colageno ocurre antes en el utero que en el cérvix (Figuras
17 y 19). Esta diferencia podria explicarse si se tiene en cuenta que durante la
prefiez el utero debe relajarse para ir acomodando su estructura al feto que va
creciendo en tamafo, mientras que el cérvix debe mantener una estructura
firme y permanecer cerrado hasta el momento del parto (Huszar y Naftolin,
1984; Huszar y Walsh, 1991). Otra posible explicacién, sugerida para las
mujeres, es que el aumento en la reorganizacion de las fibras de colageno en
el miometrio uterino puede facilitar la formacién de gap junctions entre las
células musculares y favorecer el desarrollo posterior de contracciones
coordinadas y sincronizadas durante la etapa activa del trabajo de parto

(Granstrom y col., 1989).

B. La infiltracion de polimorfonucleares y la remodelacion del colageno en

el utero son procesos disociados temporalmente.

Analizando los resultados de la cinética de la infiltracion de neutrofilos en
asociacion con la remodelacion del colageno (Figuras 17 y 19), observamos
que ambos procesos bioldgicos estan relacionados temporalmente en el cérvix
pero no en el utero. Los resultados de esta tesis demuestran que los momentos
de maxima remodelacion del colageno en el cuello uterino coinciden con la
mayor infiltracién de polimorfonucleares neutréfilos al tejido, mientras que en el
utero ambos procesos estan temporalmente disociados: en el momento en que
los neutrdfilos invaden el utero las fibras de colageno ya han completado los

mayores cambios en sus niveles de organizacion.

El mecanismo que permite el ablandamiento cervical es considerado un
proceso bioquimicamente activo que se asemeja a un proceso inflamatorio. A
partir de esta observacién, numerosos trabajos han postulado que los
polimorfonucleares infiltrantes, a través de la sintesis y/o secrecién de
colagenasas o activacion de colagenasas preexistentes en el tejido, serian los
encargados de promover la remodelacion de las fibras de colageno, evento
necesario para permitir la caida de la resistencia cervical al momento del parto
(Luque y col., 1996; Luque y col., 1998; Munoz-de-Toro y col., 2003). El hecho

de que el proceso de remodelacion del colageno en el utero se efectue antes
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de que el 6rgano sea invadido por los leucocitos, podria significar que estos
dos eventos no tienen una relacién causal entre si. Esta explicacion esta de
acuerdo con los resultados obtenidos por nuestro grupo en un trabajo previo
realizado en ratas donde investigamos el papel de la RIx y el E2 en el control
hormonal de la dilatacion cervical. En este trabajo demostramos que la RIx
promueve la remodelacién de las fibras de colageno en ausencia de la
infiltracion de polimorfonucleares eosindfilos (Luque y col., 1998). De acuerdo
con los resultados de esta tesis, la infiltracion de neutrofilos y la remodelacion
del colageno descriptos para el utero del cobayo en el momento del parto

también serian fendmenos independientes.

C. La actividad contractil del uatero, regulada por Pg y Eg, presenta

cambios funcionales regionales.

Nuestros resultados demuestran una disminucion transitoria en el porcentaje de
células musculares del SUB que expresan RP en el periodo previo al parto
(Figura 22). Esta disminucion es transitoria ya que la expresion de RP vuelve a
elevarse en el PPi, indicando que el parto transcurre con altos niveles de
expresion de RP en la zona baja del utero. Este resultado sugiere que no
habria una caida en la accién biolégica de la Pg en el SUB mediada por un
menor numero de RP. Esto apoyaria el concepto de regionalizacion del utero
propuesto por Challis y col. (2000), segun el cual el SUB se mantendria en
estado de relajacién por una persistente accion de la Pg que inhibiria el
estimulo de los Eg sobre la expresion de los genes de las proteinas activadoras

de la contraccién en esta zona del utero.

Otra posible explicacion para la alta expresion de RP en el SUB durante el
parto, es que si ocurra una caida en la accion biolégica de la Pg sobre el
miometrio uterino de esta zona, pero que la misma no sea consecuencia de la
disminucién en la expresion de RP sino que esté mediada por otro mecanismo.
Recientemente, Pieber y col (2001) demostraron un incremento del ARNm de
RP-A en las células musculares del utero de mujeres en trabajo de parto. Otro
trabajo, también en mujeres, estudié la expresidn de moléculas en biopsias de

utero antes y después del trabajo de parto (Mesiano y col., 2002) observando
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un aumento en la expresion del ARNm de RP-A y en la relacién RP-A/RP-B
asociado al comienzo del trabajo de parto. Estos estudios demostraron que el
inicio de la fase activa del trabajo de parto en mujeres estaria relacionado con
un incremento en la cantidad relativa de RP-A respecto de RP-B. Basados en
que en la mayoria de las células y sistemas promotores estudiados el RP-A
inhibe la actividad transcripcional estimulada por RP-B, estos autores postulan
que la caida funcional de la accién de la Pg en el utero humano ocurre por un
incremento relativo de RP-A en relacion a RP-B en las células musculares
(Pieber y col. 2001; Mesiano y col., 2002; Mesiano, 2004). Los resultados
obtenidos en esta tesis, en los Western blot para RP, demuestran que en utero
de cobayo hay cuatro isoformas de RP, similares a las descriptas en mujeres:
RP-A, RP-B y RP-C (Figura 20). Este hallazgo nos permite sugerir que en el
cobayo, al igual que en la mujer, el mecanismo funcional que provocaria una
disminucién en la accion de la Pg sobre las células musculares uterinas podria
consistir en un cambio en la relacion RP-A/RP-B. Teniendo en cuenta esta
ultima posibilidad, no podemos concluir si existe 0 no una disminucién funcional

de la accion de la Pg en esta region del utero.

Como describiéramos en la introduccion, el REB presenta una potente accién
inhibidora sobre el estimulo de la actividad transcripcional promovida a través
del REa en células que coexpresan ambos receptores (Maruyama y col., 1998;
Kass y col., 2004). Esta propiedad fundamenta el hecho de que los cambios en
la expresion de REa y de REB puedan ser tomados como un mecanismo
funcional que modifique la accién biolégica de los Eg circulantes sobre las
células del SUB (activacion funcional a Eg) (Mesiano y col. 2002; Mesiano,
2004). El uso de la metodologia de RT-PCR competitiva, puesta a punto en
nuestro laboratorio (Ramos y col.,, manuscrito en preparacién), nos permitid
cuantificar con precision la expresion de los ARNm del REa y REB.
Observamos que, a medida que progresa la gestacion y se acerca el parto, los
ARNm de REa y REP aumentan de forma paralela en el SUB. Este incremento
simultaneo y paralelo podria indicar que el estimulo promovido por los Eg a
través de REa podria estar bloqueado por un aumento en la expresion de RE
en esta zona baja del utero (SUB). La confirmacion de esta hipétesis requiere,

entre otros, estudios que evaluen la co-localizacion celular de ambos RE.
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La alta expresion de RP y del ARNm de RER en la porcién baja del utero (SUB)
durante el parto sugeriria que esta region no se transformaria en un tejido con
capacidad de generar contracciones intensas y coordinadas ante los altos
niveles circulantes de agentes estimulantes como la OT y las PGs. Teniendo
presente la regionalizacion propuesta por Challis y col. (2000) para el utero,
decidimos investigar mecanismos que modifiquen la susceptibilidad del tejido
uterino en el SUA. Para ello, extendimos nuestro estudio de los ARNm de
ambos RE a la zona alta del utero (SUA). Resultados preliminares, muestran
que en el SUA los cambios son diferentes de los descriptos en el SUB: hay un
aumento del ARNm del REa asociado con una disminuciéon del RER Estos
resultados, de confirmarse en un mayor numero de animales, sugeririan un
aumento en la accidn bioldgica ejercida por los Eg sobre el tejido de la zona
alta del utero. Esto promoveria la mayor expresion de las proteinas activadoras
de la contraccion (proteinas que forman los canales idnicos, receptores para
PGs y OTR y gap junctions) en la zona alta del utero con respecto a la zona
baja. De esta manera, el uUtero responderia con contracciones fuertes y
sincronizadas so6lo en la porcidn alta, mientras que la zona baja permaneceria
en un relativo estado de relajacién. Esto ultimo explicaria el mecanismo de

transito del feto desde su ubicacion en el utero hacia el canal cérvico-vaginal.

D. La remodelacion del colageno en el cérvix uterino esta asociada con

mecanismos funcionales que modifican la susceptibilidad del tejido a la

Pg y Eg.

Con el objeto de evaluar si la expresion de RE y RP varia en el cérvix uterino al
acercarse el parto, investigamos por inmunohistoquimica la expresion de RP y
REa en el tejido cervical. Como la maduracién cervical ocurre
fundamentalmente por cambios histomorfolégicos de la region subepitelial
(Huszar y Walsh, 1991), dividimos el estudio del cérvix en regiones tisulares,
cuantificando por separado la expresion de receptores en epitelio, subepitelio y
musculo cervical. Observamos que, hacia el final de la gestacion, las células
del estroma subepitelial disminuyen progresivamente su expresion de RP

mientras que mantienen una alta expresion de REa (Figura 27). Aplicando
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analisis estadisticos de correlacion, confirmamos que la variacién de estos
receptores esta asociada temporalmente de forma inversa: a medida que nos
acercamos al momento del parto la expresiéon de RP cae, manteniéndose
elevada la expresion de REa (Figura 38). A los resultados obtenidos por
inmunohistoquimica, se suman los de la expresién del ARNm de REa y REB
cuantificado por RT-PCR competitiva. En el periodo evaluado, desde D42 de la
gestaciéon hasta el PPi, el ARNm del REB no se expresé en el tejido cervical

mientras que si lo hizo el ARNm del REa (Figura 29).

La disminucidon de RP en las células del estroma subepitelial, junto con la alta
expresion del REa (tanto de la proteina como del ARNm), y la ausencia del
ARNm del RER, indican que en el cérvix uterino ocurren de manera simultanea
una caida en la accién biologica de la Pg y un aumento en la de los Eg. Esto
significa que, durante la etapa preparatoria del parto, y de manera localizada en
el estroma subepitelial del cuello uterino, se produce un cambio del estimulo
endocrino con predominio de accién de la Pg a otro donde prevalecen las
distintas acciones bioldgicas promovidas por los Eg. Este cambio en el
microambiente endocrino que ocurre por mecanismos en el tejido blanco,
liberaria de manera localizada a esta region tisular del bloqueo ejercido por la

Pg para pasar a depender de la accién de los Eg.

Como demostramos previamente, en esta regién del cérvix (estroma
subepitelial) ocurre un activo proceso de remodelacién del colageno durante la
ultima etapa de la gestacion, permitiendo que el cuello uterino se prepare para
dilatarse en el momento en que comienza el trabajo de parto. Numerosos
trabajos demuestran la dependencia del proceso de ablandamiento del cuello
uterino con un mayor estimulo de los Eg sobre las células del estroma cervical.
Previamente, se ha demostrado que la degradacion de colageno del cérvix
depende de la actividad de colagenasa cervical (Rajabi y col, 1988, 1991a) y
que la sintesis y secrecidon de esta enzima estd a cargo de las células
estromales cervicales (Rajabi y Singh, 1995). La actividad de esta enzima seria
estimulada por E2 y RIX, e inhibida por concentraciones farmacoldgicas y
fisiolégicas de Pg (Rajabi y col, 1991a, 1991b; Marbaix y col.,, 1992;

Mushayandebvu y Rajabi, 1995). Basados en estos antecedentes, analizamos
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si la remodelacion del colageno descripta tenia una asociacién temporal con las
variaciones halladas para la expresion de REa y RP en esta region tisular. El
resultado de los analisis de correlacion demostré que la remodelacion del
colageno del cérvix durante la ultima etapa de la gestacion esta asociada
temporalmente tanto con la caida en la expresion de RP como con la alta

expresion del REa (Figura 37).

En conjunto, los resultados descriptos para el cérvix sugieren que el proceso de
ablandamiento que este 6rgano realiza como preparacion para el momento del
trabajo de parto, es desencadenado por cambios regionales en la expresion de
RE y RP que sensibilizan al estroma cervical para responder a los altos niveles
de Eg en circulacion. Trabajos en realizacién en nuestro laboratorio aportaran

mas evidencias para confirmar esta hipétesis.

E. EI ablandamiento del ligamento interpubico se asocia con una

sensibilizacion funcional a los Eg.

En una tesis previa de nuestro laboratorio, se establecid6 que la relajacion
progresiva del ligamento de la sinfisis pubica del cobayo y del ratén estan
asociadas con la remodelacién del colageno llevada a cabo en la matriz
extracelular del ligamento (Ortega, 2002). Recientemente demostramos
(Rodriguez y col., 2003a) que en el ligamento de la sinfisis pubica del cobayo
ocurre una invasién masiva de células infiltrantes asociada con la remodelacién
del colageno, por lo que sugerimos que este organo también deberia ser
incluido entre los que llevan a cabo una preparacion para el momento del parto
(es decir, la fase preparatoria del parto incluiria no sélo al utero y al cérvix, sino

también a la sinfisis pubica).

En la introduccién habiamos analizado varios trabajos que evaluaban el efecto
de la Pg y sus antagonistas sobre el inicio del parto en diferentes especies
animales (Elger y col., 1987; Hegele-Hartung, 1989; Chwalisz y col., 1991;
Chwalisz, 1994; Garfield y col, 1998). Como conclusion general estos trabajos
demuestran que el tratamiento con antagonistas de la Pg tiene resultados que

difieren de acuerdo con la especie tratada. Las especies que no presentan una
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caida en los niveles de Pg circulante al final de la gestacién (cobayos, primates
no humanos y humanos), responden al tratamiento con estos antagonistas con
un aumento en la susceptibilidad del miometrio uterino a agentes estimulantes
uterinos, tales como PGs y OT, y estimulan la maduracion del tejido conectivo
cervical. Un cambio descripto marginalmente en estos trabajos es que, en el
cobayo, el tratamiento con antagonistas de Pg al promediar la prefiez produce
una notable separacion de los huesos pubicos y un ablandamiento del
ligamento interpubico. Esto ultimo sugiere que la separacién de los huesos
pubicos podria estar asociada a mecanismos funcionales que modifiquen la
accion de la Pg y los Eg en el estroma del ligamento interpubico. En esta tesis
profundizamos este concepto evaluando la existencia de cambios en la
expresion de RE y RP, durante la etapa preparatoria del parto en la sinfisis
pubica del cobayo. Observamos que la progresiva relajacion de la sinfisis
pubica que ocurre durante el periodo evaluado (D42 de la gestacion hasta el
PPi) esta relacionada con una disminucion en la expresion de RP (Figura 32).
Junto con esta caida de RP en el estroma del ligamento interpubico, hay un
aumento del ARNm de REa y una disminucién en el de REB (Figura 34). De
forma similar a lo que demostramos para el cérvix, la relajacién del ligamento
interpubico durante la etapa preparatoria del parto también estaria asociada a
un cambio funcional del microambiente endocrino que inhibiria el efecto

bioldgico de la Pg favoreciendo una mayor accion biolégica de los Eg.

F. En el epitelio glandular del utero hay un incremento en la relacion
REa/RP antes del parto.

En varios trabajos usando metodologias diferentes, han demostrado que la
sintesis y secrecion de RIx en el cobayo es realizada por las células del epitelio
glandular del utero (Pardo y col., 1980; Pardo y Larkin, 1982; Pardo y col.,
1984). Si bien en las células glandulares del utero de cobayos no prefados o
en lactancia no se detectan granulos conteniendo RIx, éstos aumentan a
medida que avanza la prefiez (Larkin y Renegar, 1986). También se ha
demostrado que la inyeccion conjunta de Pg y E2 induce un aumento y
acumulacién de granulos secretores de RIx en las células del epitelio glandular

uterino (Larkin y col., 1987). Teniendo en cuenta estos antecedentes,
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evaluamos por inmunohistoquimica si la expresion de RP y REa del epitelio
glandular uterino presentaba modificaciones durante la ultima parte de la
prefiez. Los resultados demuestran un notable aumento antes del parto (D63)
en los niveles de REa y en la relacion REa/RP de las células productoras de
RIx del cobayo (Figura 21). Esto sugiere que un aumento en la accion de los Eg
a través de su receptor sobre las células del epitelio glandular uterino del
cobayo, podria ser el mecanismo fisiolégico por el cual se incrementan los
niveles locales de RIx en coincidencia con el momento en que la remodelacion

del colageno cervical alcanza su maxima actividad.

G. El cobayo como modelo animal para estudiar el control hormonal del

parto.

El cobayo ha sido definido como un modelo animal similar al humano en cuanto
a la endocrinologia de la gestacion y el parto, conclusion basada -en parte- por
la similitud en los perfiles séricos de Eg y Pg (Trewin y Hutz, 1999). Nuestros
resultados confirman este concepto y amplian estas similitudes con la mujer a

otros aspectos de la fisiologia de la gestacion y el parto.

Por medio de un ensayo enzimoinmunométrico quimioluminiscente secuencial
en fase sélida determinamos los perfiles séricos de E2 y Pg en cobayos no
prefados en estro (Es), durante la gestacion (D42, D56 y D63), el posparto
inmediato (PPi) y el posparto temprano (1DPP). Para este proceso se utilizé un
analizador IMMULITE 2000. Como esta metodologia no habia sido usada
previamente en cobayos, la primera etapa consistio en la validacion del
meétodo, determinando los parametros de desempeio analitico de esta
metodologia y comparando los resultados obtenidos en sueros con cantidades
conocidas de Pg y E2. También hicimos pruebas para determinar si, antes de la
medicidn, era necesario realizar extraccion y/o desnaturalizacion de los sueros.
Los resultados permitieron realizar las mediciones de Pg y E2 en muestras de
suero puras; ie, sin necesidad de hacer extraccién o desnaturalizacion de las
mismas. Los perfiles séricos para E2 y Pg fueron similares a los publicados en
la literatura, confirmando que la ultima etapa de la gestacion de cobayos

transcurre en ausencia de cambios significativos en los niveles de ambos
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esteroides ovaricos. Un aspecto llamativo, es que los valores mas bajos de Pg
(obtenidos en Es y 1DPP) son los que presentan un menor desvio estadistico
en comparacion con los observados en los grupos de animales prefados
(Figura 16). Esta observacion concuerda con trabajos publicados previamente,
donde se destaca la alta variabilidad entre animales del mismo momento de la
gestacion (Challis y col, 1971). Una posible explicacion seria que durante la

gestacion habria niveles pulsatiles de Pg.

Otros resultados presentados en esta tesis extienden la similitud entre el
cobayo y la mujer. Mediante analisis por Western blot, demostramos que el
utero del cobayo tiene isoformas de RP similares a las descriptas para la mujer
(Wei y col., 1990) y la rata (Ogle y col., 1997). En muestras de cérvix de
mujeres obtenidas previo al trabajo de parto, se demostré una menor expresion
de RP en comparacion con el cérvix de mujeres no embarazadas (Stjernholm y
col., 1996). Esto ultimo coincide con nuestros resultados en cobayos, que
demuestran que hay una caida en la expresion de RP localizada en el estroma
subepitelial durante la ultima etapa de la gestacion y el posparto inmediato
(Rodriguez y col, 2003b).

No sélo los niveles circulantes de Eg y Pg son semejantes durante la gestacion
y el parto entre mujeres y cobayos sino que también lo son otros aspectos
relacionados con la expresion del RP y con cambios en su localizacion en los
tejidos blanco. Todo esto amplia y confirma la utilidad del cobayo como modelo
animal adecuado para el estudio de los mecanismos que controlan la gestacién

y el parto en humanos.

H. Conclusion general

A modo de resumen, los resultados presentados en esta tesis aportan
evidencias originales que apoyan aspectos importantes del modelo de parto
propuesto para mujeres y cobayos. Fundamentalmente, nuestros resultados
demuestran que la accion bioldgica ejercida por la Pg y los Eg varia entre los
tejidos de los distintos érganos involucrados en el parto (utero, cérvix y sinfisis),

mediante una expresion diferencial de sus receptores. Esta expresion
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diferencial de RE y RP ocurre en la ultima etapa de la gestacién, en funcion de
las adaptaciones que cada 6rgano del canal de parto realiza durante la etapa

preparatoria del mismo.

De esta manera, una variacion regionalizada de la susceptibilidad de los tejidos
formaria parte del mecanismo fisioldgico del parto en especies que transcurren
la ultima etapa de la prefiez sin cambios significativos en los niveles circulantes
de Pg y Eg. Esto ultimo dificultaria el disefio de terapias basadas en la
administracién de antagonistas de la Pg (Hoffmann y Schuler, 2000), pensadas
para evitar el parto pre-término, ya que este tratamiento no reproduciria la
expresion diferencial de RE y RP en los tejidos blanco. La demostracién de una
accioén biologica regionalizada por parte de la Pg y los Eg sobre los érganos de
los canales blando y duro del parto, explicaria algunos resultados observados
en cobayos tratados con antagonistas de la Pg. La administracion de ONA en
un periodo inmediatamente antes del parto (D60) induce aborto y adelanta el
parto. Sin embargo, en un alto porcentaje de estos partos las crias no son
expulsadas a pesar de tener el canal cervical completamente abierto, esto se
deberia a que el utero de estos animales tratados no es capaz de generar
contracciones efectivas. Esta incapacidad del utero para expulsar los fetos, se
deberia a que la administracion de un antagonista de la Pg produce una
inhibicion general de la accion de esta hormona en todos los tejidos blanco por

igual, perturbando la accién diferencial por regiones de su accion.

Por ultimo, pensamos que los resultados aportados en el desarrollo de esta
tesis realzan la validez del cobayo como modelo animal para el desarrollo de
estudios de endocrinologia de la gestacion y regulacidon del inicio del parto, y
como modelo para la experimentacion de drogas disefadas para evitar un

parto prematuro.
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