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RESUMEN

La colfgena es una proteina extracelular del tejido conjuntivo,
que se ceracteriza por tener una tasa de recombio muy lenta en la mayoria
de los tejidos adultos normales. Sin embargo, cxisten condiciones fisiolS-
gicas en las que el recambio cstd incrementado como son: morfogénesis, me-

tamorfosis e invelucién uterina.

Los primeros estudios referentes al metabolismo de colfgena ute-
rina fueron realizados por Harkness y col. (75). los resultados de este
trabajo y otros presentes en la literatura, demostraron que el fitero sufre
cambios en el peso, tamafio y contenido total de colfigena durante el c¢mba-
razo, retornande o valores normales despufs del parte. Sin embargo, no se
observd una relacién directa entre el incremento en el peso:y el conteni-
do de coldgena uterina, lo que sugerfa la participacifn de otros componen-

tes matriciales como responsables del aumento en el peso del Gtevo.

Por otra parte, Koo y col. (89) demostraron que el fiters normal hu-
mano posefd colfigenas tipo I y YII en proporciones de 80% y 203 respecti-
vamente. Sin embargo, ne se han realizado estudios para evaluar la capaci-
dad bicsintética de los tejidos uterinos, 0s{ como determinacicnes cn las
proporciones relativas de las colfgenas I y IIT a lo largo del éubaram b4
durante el posparto. los cambios fisiolSgices en el fitero durante este pe-
tiodo sugieren que existen modificaciones en 1a biosintesis de la coligena
con respecto a otras proteinas, asf como posibles cambios en las proporcio

nes de las colagenas I y III.



En el presente estudio se utiliz6 el embarazo cn la rata como

un modelo experimental para determinar los posibles cambios en la relaci6n

de la colfigena con respecto a otras protefnas matricinles en distintas zo-

fas

del tejido uterino. Se estudiS la relaciSn ADN/colfigena, se realizaron

estudios de biosfntesis de protefnas en explantes de tejido y se determind

1a proporcitn de las colfgenas intersticiales (tipos I y III), asf camo la

concentracifn y contenido de glicoproteinas totales.

Los resultados mostraron que:
El incremento en peso y colfigena durante el embarazo no fue paralelo.
1a conccntr-aciﬁn de colfgena disminmuy6 a un 40%, Zl:.ll y 30% con respec-
to a valores normales en la zona de implante (tejido predominante), ex
plante y vagina respectivamente, durante el embarazo.
Despufs del parto s¢ observé una recuperacifn en la concentracién de
colfigena en las zonas de explante y vagina. ia zona de implante mostrs
un valor que correspondid al 47% comparado con el valor normal, siete
dias despufs del parto.
La relacifn ‘de proteinas no colagénicas/colfigena expresada como rela-
cién Pro/HO-Pro incrementt en el implante de 1.96 * 0.04 a 3.23 * 0.19
durante el embarazo, como respuesta a una disminucifn en la concentra-
cifn de colfigena y un incremento en protefnas no colagénicas, :
La concentracifn de ADN dismimr$ durante el embarazo debido a un au-
mento de matriz extracelular, € increment§ despufs del parto a conse-
cuencia de la participacifn de c8lulas de la respuesta inflamatoria en

1a imvoluciSn uterina,
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3.

La relaci6n ADN/coligena permanecis constante durante el embarazo para

- las tres zonas, pero no asf en el posparto.

7.~

10.-

La biosintesis de colfgena disminuy6 durante el embarazo, de un valor
inicial de 8.45% ¥ 0.37 a 3.28% * 0.38 al dfa 15 en la zona de im-
plante, retuperandosc el valor al dia 21. Después del parte el porcien
to de biosintesis aument$ los dfas 2, 3 y S, obteniendose el dfa 3 el
valor mis alto (13.411 * 0.05). Dicho aumento se present§ como una res
puesta a la remodelacién que sufre el tejido,.

Las preoporciones de los tipos de celfigenas I y III permanccieron cons-
tantes, B0V y 20% respectivamente, durante el embarazo y el posparto.
8¢ observS una dismimucién en los componentes beta ¥ gamna durante el
embarazo, debido a la presencia de coldgen: joven, Dichos componentes
se recuperarcn paulatinamente después del parto.

La concentracifn de glicoprotefnas totales increment§ en la zona de
implante de 7.14 * 0.44 mg/gth a 13,97 * 1,11 al dfa 18 del embarnzo.
En la zonz de explante no sc observaren cambios, Lo anterior apoya la
participacitn de otros componentes matriciales en el aumento del tama-

fio uterino durante el embuarazo,

Finalmente, es posible que un mejor conocimiento de los cambios fi-

siolbgicos que ocurren en el Gtero durante el embarazo y ¢l posparto, per-

. mitir&n el disefio de estrategias adecusdas para identificar y eventualmen-

te caracterizar los eventos que conducen a un estado patolégico de estos

tejidos,



SUMMARY
Collagen is an extracellular protein of the comwctive.tiswa, cha-
racterized by presenting a very leow turnover rate in most of the normal ndult
tissues. However, there are somephysiological conditions in which this turn-

over is increased such as morphogenesis, metamorphosis and uterine involution.

The first study concerning collagen metabolism was performed by Hark-
ness et al (75). The results obtained in this work, as well as othe"r_s TEepor-
ted in the literature, demonstrated that the uterus undergoes remarkable cﬂa_:l -
ges in weight, size and total collagen content during pregnancy, All these
parameters returned to normal values several days after delivery. chertheléss.
a direct correlation between the increase in weight and uterine coliagen con-
tent was not observed. Furthemmore, another study by Kao et al (89) demonstra
ted that luman normal uterus contained two major types of genetically diffe.
rent collagens ( Types I and III), in proportions of 80% and 20V respectively.

" However, studies on collagen biosynthesis, as well as determinations of the
relative proportions of Type I and ITI collapgens during and after pregnancy,.
have not been carried out., The physiological changes observed in uterine tis-
sues during this period, suggested that possible modifications in collagen
synthesis compared with that of total or ncn-collaogenous proteins could be
apparent, as well as possible variations in the proportions of Type I and
III collagens during pregnancy and pospartum.



In this study, the pregnancy and uterine involution in Wistar rats,

was used as an experimental model to study the variations in collagen/total

proteins ratio in different zones of the uterus. Changes.in PNA/collagen ta-

" tio were also evaluated and collagen synthesis was measured in organ culture

conditions. Also, variations in the proportions of Type I and IIT collagens

were determined, as well as content and concentration of total glycoproteins.

For this purpose, the uterus was divided in implant, explant and vaginal

sections.

The results obtained in the present study can be summarized as follows:

1.- The observed increase in weight was not proportional to total collagen
content in the uterus during pregnancy.

2,- Uterine collagen concentration decreased to 40%, 20% and 30% of the normal
values in implant (predaninant tissue), explant and vaginal sections res-
pectively.

3.~ During pospartum, a recovery in collagen concentration for explant and
vaginal sections was observed, whereas in implant sections, collagen con-
centration values were equivalent to 471 of the normal concentration, even
seven days after delivery.

4,- 'I'he values for flon-collagenous proteins/collagen Tatio, expressed as

proline/hydroxyproline ratio increased in explant sections from 1.96 *
0,04 to 3.23 * 0,19 during preghancy. This sugment was due to a decrease
in collagen concentration together with an increase in non-collagenous
proteins.



5.~ The values obtained for DNA concentration decreased during pregnancy due
to an gugmented extracellular matrix. It increased during pospartum due to
the influx of cells of the inflammtory response,-characteristic of the-
uterine imvolution.

6.- The values for DNA/collagen ratio remained constant trough pregnancy for
the three studied sections, The same did not occcurr during pospartum.

7.

Collagen biosynthesis decreased during pregnancy, from an initial value -
of B.45 ¥ 0.371 to 3.28 t 0.38Y at day 15 in implant sections, returning
to normal values at day 21. After delivery, the percentage of collagen
biosynthesis increased at days 2, 3 and 5, reaching its highest value at da..y -
3 (13.41% * 0.05). This increase represented thc nomal response of the
tissue to the remodeling processes occurring during uterine involution.
8.~ The proportions of Type I and III collagens remained constant (801 and 201
respectively), during pregnancy and pospartun.

9,- A decrease in beta and gamma camponents during pregnancy was observed,
mainly due to tho presence of newly synthesized collagen. These components
returned to normal levels during uterine involution,

10.- During pregnancy, the concentration of total glycoproteins increased in

the implant section from 7.14 ¥ 0,44 mg/gww to a value of 13,97 % 1,11

at day 18, No changes were observed in the explant section.

The above mentioned results support the hypothesis of the influences
of other matrix compenents in the increase of uterus sirze during pregnancy.
Finally, it is possible that a better understanding of the physiological chan-



ges that take place in the uterus throughout pregnancy and pospartum
will allow us to approach, identify and even characterize the events

leading to a pathological stage of these tissues.

Other aspects relevant to this project that have not been cove-
ted in this study, are related to the regulation and/or control of the
expression of genes coding for the different proteins composing the ex
tracellular matrix of the connective tissue of the uterus. To get an
insight in these regulatory processes, a better approach could be the
use of Molecular Biology,as well os Recombinant DNA techniques.



I. INTRODUGCCION ud

1. GENERALIDADES DEL ‘TEJIDO COMJUNTIVO

E]‘. tejido conjuntivo proporciona la matriz de soporte a casi todos
los 6rganos del cuerpo. Estd constituido de una poblacisn caracteristica -
de c&lulas, rodeadas por fibras y material mmorfo o substancia basal. Las-
fibras estfin formadas por colfigena y elastina y la substancia basal consis
te primordialmente de proteinglicanos. Las cflulas del fcjido conjuntivo
ﬁueden dividirse en dos grandes poblm_:iopes: las células residentes y las
cflulas immigrantes. Las primeras son células derivadas del mesfnquima, di
ferenciadas parn la sintesis y sccrecifn de protefnas fibrosas y protein--
glicanos y entre las que podemos mencionar: fibroblastos, condroblastos,
osteoblastos, odontoblastos y cflulas reticulares. Tambifn existen células
ndi‘posas, macrbfagos fagociticos y cflulas cebadas. Las c€lulas inmigrantes,
las cuales aparecen de manera transitoria en el tejido conjuntivo son: neu-

tr6filos, cosin6filos, basffilos, linfocitos y monocitos (1),

ELASTINA

La elastina es el componente principal de las fibras clisticas y se
encuentra en todos los &rganos del cuerpo, sicnde particularmente abundante
en los tejidos eldisticos. La elastina es sintetizada como un precursor solu-
ble de 70,000 a 75,000 daltones (tropoelastina), formada de una sola cadena
polipeptidica de aproxidmmente 800 residuos. Se caracteriza por estar cons-

tituida de un alto porcentaje de aminodcidos no polares como glicina, proli



na, alanina, valina, fenilalanina, isoleucina ¥ leucina. La tropoelas-
tina es sintetizada por la traduccitn del ARN mensajero correspondiente
en los riﬁoscmas del retfculo endepléismico rugeso, La cadena naciente -
posee una secuencia "lider", ia cual transfiere a la proteina naciente
a través de la membrana del retfculo endoplismico rugoso al lumen de -
€ste, de donde e¢s conducida a clementos transitorios y posteriormente
& vesiculas periféricas del camplejo de Golgi. La elastina sufre modifi
caciones postraduccionales antes de abandonar la cflula cano son: elimi
naci6n de la sccuencia "lider'' e hidroxilacién de algunes residuss de -
prolina. Posteriormente las vacuolas secretoras descargan su contenido
2l espacio extracelular ﬁdr fusién con la membrana plasmitica. En el es
pocio extracelular la tr?:iioelastinn se estructura cn forma de fibras a
) través de su interaccifn con glicoproteinas microfibrilares y otros compo
nentes de la matriz extracelular. La enzima 1isil oxidasa cataliza la -
formacitn de enlaces covalentes entrecruzados por la desaminaci6n oxida
tiva de ciertos residuos de lisina en la mol€cula de elastina, Entre g3
tas uniones cruzadas destacan la lisina-norleucina derivada de la unién
de dos lisinas, la isodesmosina y la desmosina derivadas de tres y cuatro
lisinas respectivamente, siendo estas dos Gltimas cxclusivas de ia elas-

tina {2,3).
3. PROIEINGLICANOS

Los componentes fibroso y celular del tejido conjuntivo estin ro
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deados de substancia basal, de la que los proteinglicanes son el princi-
pal componente. Los proteinglicanos son polisacfrideos unidos covalente--
mente o und protefna central y presentan caracteristicas de poliu.nioncé

por lo que se tifien con colorantes bas6filos convencionales. las cinco

principales clases de proteinglicanos se presentan en la Tabla I. Con --
respecto a la fraccifn proteica de los proteingliczmos.. se picnsa que --
las cadenas de polisacfirides sc extienden lateralmente a partir de su --
punto de unifn con una protefna central y que mis de una clase de polisa
ciirido puede estar unido a esta proteina. El anfilisis estructural de los
proteinpglicanos ha sido dificii debido a la heterogencidad de estas molg
culas. Rosenberg y colaboradores { 4 ) propusieren un modelo para ilus--
trar la organizacifSn compleja de los proteinglicanos en el cartilago &r-
ticular. la unidad fundamental estructural es denominada subunidad del -
prot'eingliCn.no, el cual consiste de una protefna central de longitud va-
riable, a la cual estfin unidas covalentemente cadenas de condroitin y --
queratan sulfato, la longitud de la proteina central determina el nGmero
de cadenas de polisacirido que se unen. Las subunidades de proteinglica-
nos se unen por interacciones de tipo no covalentes a una cadena de fci-
do hialurénico para dar origen a un agregado de proteinglicano, Las sub-
unidades se asocian con el fcido hialur6nico a través de una regién cons
tante de la p:_'oteina central y con 12 participacitn de una proteina adi-

cional de unién.

Los proteinglicaonos son generalmente sintetizados y secretades -



TABLA 1

COMPOSICION Y LOCALIZACION DE LOS DISTINTCS PROTEINGLICANOS

POLISACARIDO

COMPONENTES: HEXOSAS

LOCALIZACION

Acide Hialurfnico

Condroitin

Condroitin Sulfato

Dermatan Sulfato

Heparan Sulfato

Acido Glucurbnico, N-Acetil-D-Gluco

samina
Acido Glucurbnico, N-Acetil-D-Galac
tosamina

Acido Glucurénico, N-Acetil-D-Galac
tosamina 4 6 6 sulfato

Acido . Idurbnico, N-Acetil-D-Galac-
tosamina-4-Sulfato

Glucosamina 6 Suifato, Acido Gluco-
T8nico-2-Sulfato, Acido Idurfnico

Humor vitreo, fluide sinovial
cartilago, vasos sanguineos,
piel y cord6n umbilical.

CSrnea

Cartflago, hueso, vasos san-
guineos, piel y c6rmea.

Piel, vasos sanguineos, wilvu
las cardiacas, tendbn y pul-
mbn.

Aorta, higado y pulmén.
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por c€lulas derivadas del mesfnquima y tienen una tasa de recambic mis -
elevada que otras protcinas matriciales, tanto durante el crecimiento co
mo en la etapa adulta. Con respecto z su funcifn, se ha descrito que los
proteinglicanos interactuan electrostfticamente con wma gran variedad de
moléculas catifnicas y a través de tal interaccién participan en el trans
porte de electrelitos y agua, asi camo ayudan @& mantener las propiedades
homeostdticas ambientales para 1zs células y los elementos fibrosos de -

los tejidos { 1 ).
FIBRONECTINA

La fibronectina es una protefna presente en la matriz intersti--
cial, en la membrana basal, en el plasma y en otros fluidos del cuerpo. -
La molécula de fibronectina ¢s un heterodimero con subunidades de un peso
molecular de 210,000 y 240,000 daltones unidas cerca del extremo carboxi-
lo teminal por enlaces disulfure. La fibronectina purificada se caracte-
riza por su capacidad de establecer miltinles interacciones, su tendencia
apolimrizarse y su sensibilidad o 1a proteblisis, lLa fibronéctina prb--
mueve la adhesién de muchos tipos de células a diferentes sustratos in vi-
tro; v.gr.: gelatina, por lo que se considerz que in vivo promueve la adhe
si6n de c¢€lulas a colfigena. La fibronectina interviene también en la adhe- 7
sifn de algunas células a fibrina ya que puede unirse covalentemente al

codgulo con la participacidn de la transaminasa glutfimica plasmitica (5 ).
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5. COLAGEMA

a) Coracterfsticas estructurales de la colfigena

La coligena es la proteina mis abundante de los tejidos conjuntivos
y participa en una gran variedad de funciones mecfinicas y estructurales,
Los huesos y la piel deben sus principales cualidades mecfinicas a esta pro-
tefna, De la coligena total en vertebrados posiblemente del 40-60% se en--
cuentra cn piel, del 10-20% en hueso, dentina y cartilago; en vasos y arte
rias se tiene menos del 7-8%. Los tejidos con mayor contenido de colfigena -
son el tendSn, el hueso y la piel mientras que los Organos internos y el --

midsculo poseen menor cantidad de colfigena (6 ).

La coligena es una proteina constitulda por tres cadenas polipeptf
dicas denominadas cadenas a, cada una de Estas cadenas adopta una estructu
ra helicepidal que gira hacia la izquierda con aproximadamente tres amino--
fcidos por vuelta. A su vez, las tres cadenas helicoidales giran hacia la
derecha dando origen a una estructura super-helicoidal mis compleja. La --
unifn de las tres cadenas forma una molécula parecida a un redillo con - -
aproximadamente 1.4 m de difmetro. Cada cadena o contiene aproximadamente
1050 aminofcidos, con un peso molecular aproximado de 100,000 daltones y -
una Jongitud de 300 mm, A ambos lados de la molfcula existen Secuencias --

terminales denominadas telopfptidos en los que no seencuentraglicina cada
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tros residuos y no se presenta la estructura de triple hélice ( 7 ).

Se ha demostrado mmpliamente que la secuencia de aminoicidos de
una cadena polipeptidica estf determinada genSticamente y que &sta es -
responsable de la estructura tridimensional que adopte la proteina, la
cual a su vez es esencial para la actividad biol&gica de 1a misma. La
caracteristica mis sobresaliente de la estructura primaria de 1a coiﬁgg
na es la secuencia repetitiva (Gli-X-‘{Jn 1o que permite que la glicina
constituya aproximadamente el 33% del contenido total de aminoicidos en
la molécula. La presencia de glicina cada tres posiciones permite el --
acercamiento de las tres cadenas polipeptidicas ya que su cadena lateral
consiste de un Atomo de hidrégeno. La conformacién trihelicoidal depende
también de la presencia de prolina e hidroxiprolina, aminoficidos que en
su conjunto constituyen aproximadamente cl 251 del total de los residucs
de aninoficidos y ocupan respectivamente las posiciones X y Y de la secuen
cia antes mencionada. Debido a que ambos iminodcidos son cfclicos, limi-
tan la rotacién de la cadena polipeptfdica y asi centribuyen a la confor-
macién de la triple hélice. Se ha cbservado que molfculas de coligena de-
ficientes en hidroxiprolina, pueden adoptar una conformacifn trihelicoi--
dal a baja temperatura, pere que la triple hélice formada no els estable -
a temperatura corporal. Por otra parte la colfgena posee otro aminedcido

. hidroxilado que es poco frecuente en otras proteinas: la hidroxilisina, -

quien junto con la lisina juega un papel crucial en el establecimiento de
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de coligena involuera un poco menos de un cuarte de 1a longitud del mons-
mero, se origina un espacio entre el final de una triple hélice y el ini-
cio de la siguiente, Este espacio provee un sitio de depSsito adecuado pa

ra los cristales de hidroxiapatita en la formacifn del tejido &seo (12).

Tipos genfticos de colfipena

La heterogeneidad de las moléculas de colfpena ha sido bien esta-
blecida en lig actualidad. En base al andlisis quimico de la proteina se -
han descrito por lo menos cinco tipos genfticamente diferentes de collige-
na en humanos {( 7,8, 13, 14) y otros tejidos de mmmiferos ( 6 ) (ver
Tabla 1I). Los isotipos difieren tanto en su estructura primaria ya que -
son preductos de genes distintos (15), como en su distribucién y propor-

cif6n en los diferentes tejidos.

Los distintos tipos de coldgena podrian ser divididos en dos gru-
pos de acucrdo a su localizacibn y funcifn: el primero estd constituido -
por las colfgenas intersticiales I, IT y III y el segundo por las colige-
nas de membranas basales IV y V. De las coligenas intersticiales 1lm mfis -
estudiada es la tipo I que es una molécula hibrida formada por la asocia-
cifn de dos cadenas al{I} y una cadena a2 con una f6rmula estructural - -
la1(1) 2. Esta estructura difiere con la chservada para la mayorfa de -
los otros tipos en los que sc observa una asociacifn de tres cadenas o -
idénticas. El tipo I constituye aproximsdamente ¢l 70% de 1n colfigena del
cuerpe y es predominante en piel, hueso y tendfn. Se ha asociado su presen

cia cn tejidos que requieren de mayor fuerza tensil.



TABLA 11

WETEROGENETDAD GENETICA BE LA CDLAGENA

COMPOSICION DE
~ Tiro LAS CABENAS

DISTRIBUCTON

CARACTERISTICAS SOBRESALIENTES

Coldgenas Intersticiales

I - |a1(T) |zu-2
Trimero ol(D)  [a} (D)5
i [a1¢ID 15
111 Jargrrny |y

Coligenas de Membrana Basal

v lal (IV) | 5
[a2(IV) ]

v u.\(un)z
{ah)y

(oB)5

Piel, hueso, dentina, ten
dfn, e¢érnea, Grpancs in-
ternos.

Te}idos emhrionarios ¢ in
flamacitn -

Cart{lago, cucrpo vitreo

Piel, dtero, vasos sanguf
neos

Membranas basales

Asociada con estructuras mem
branosas, exoesgueleto de £1
broblastos y otras cBlulas -
mesenquimatosas., .

Bajo contenide de hidroxilisina
pocos sitios de gllcosilocidn

Alto contenido de hidroxilisina
altamente plicosilada

Alto contenido de hidroxiprelina

bajo contenido de hidroxilisina

baja glicosilacifn, enlaces disul-
. furo intercadena.

Alto contenide de hidroxilisinz, ca
si completmmente plicosilada. Rica
en 3-hidroxiprolina, reticne exten-
siones de procoligena.

Alto contenido de hidroxilisina,
altamente glicosilada,
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La colfigena tipo II, lul(ll)ls, se encuentra fundamentalmente en -
cartflago y consiste de tres cadenns polipeptfdicas idénticas ol (II) (16 ).
Tambifn estf presente en discos intervertebrales,en el cuerpo vitreo - -

del ojo, epitelio corneal (1 7), triquea y cartflago bronquial (1 4).

La colfigena tipo III, |a«1(III)],, constituye aproximadamente el 10%
de 1a coligena en piel adulta, 50% en picl fetal y del 10 al 50% de la cold
gena en vasos sanguineos, membrana sinovial, dtero, pulmén, bazo y tejido -

conjuntivo reticular en general.

La colfgena tipo IV, |al [IV)|3, ha sido localizada en membranas ba-
sales, clpsulas de cristalino y membranas de Descemet. Las cadenas al{IV) -
contienen dominios globulares que no son eliminados durante el procesamien-

to extracelular de la protefna.

La colégena tipo V fue inicialmente identificada en extractos de te
jide seolubilizados con pepsina, los cuales eran ricos en membrana basal - -
(18}, en los que se encontraron dos tipos de cadenas: al(V) y a2(V) (desig
nadas previamente aB y aA). Este tipo de colfgena ha sido localizada en - -
otros tejides, tales como membranas sinoviales (19,20) hueso y cartflago.- -
En aigunos tejides la coldgena tipo V parece estar enriquecida especifica--
mente en alguna de las cadenas. En cartflapo se encontrS solo al{V), en ~ -

amion Y corion ambas cadenas presentes al(V) y a2(V), una tercera cadenn -
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denaminada..a3{V) fue aislada de membrana sinovial (19) y placenta (21), Fs-
tudios de irmunofluorescencia han mostrado que Ia colfigena tipo V se en--

cuentra en reogiones pericelulares (22),

Las colégenas tipos IV y V se carn:;tcrizan ambas por tener un ba-
jo contenido de residucs de alanina, alto contenido de hidroxilisina y gli-
cosilacisn, Las observaciones anteriores conjuntamente con los tejidos de
donde se aislé inicialmente condujeron z pensar que la colfigena tipo V era
de membrana basal. Actualmente se asocia al grupo de colfigenas intersticia-

les, ya que comparte muchas de sus propiedades y caracterfsticas (14).

Ademiis, existen reportes acerca de la existencia de un tipo de co
ldgena constitufda por tres cadenas idénticas de ol (I) y que s¢ denomind -
trimere de al(I). Esta colfigena fue inicialmente descrita en cultivos de -
condrocitos tratados con branodeoxiuridina (23) y de fibroblastos gingiva -
les obtenidos de pacinntes con enfermedades parodontales., Esta forma trimé-
rica no es una particularidad de cultivos celulares, puesto que ha sido tam
bién descrita con tendones y huesos frontales de embrion de pollo, en denti-

na de ratas latiriticas, piel humana normal (24) y tumores (25).

¢) Caracteristicas estructurales de la precolfigena

La colfigena se sintetiza inicialmente en forma de un precursor de
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narinado procr:ﬂégenu, que contiene extensiones polipeptidicas.adicicnales
en las regiones amino y carboxile teminales de la molécula. Los polipép-
tidos de 1la procolfgena son denaminados cadenas pro ¢, En el caso de 1la -
procolfigena tipo I, el tamafio de la cadena pro al (1) es del orden de 1550
mninoficidos y consiste de una secuencia de cadenas a de apraximadamente -
1050 aminoficidos, un extremo amino-terminal de 150-200 amineficidos y una
porcibn carboxilo-terminal de 300-350 aminoficidos -(26 ). La extensibn ami
no-terminal de la pro al(I) tiene un peso molecular nproxﬁnado de 20,000
daltones y conticne tres dominios estructurales diferentes: un daninio --
emino-terminal globular, un dominio cehtral con estructura trihelicoidal
y otro dominio globular cercano & la cadena ¢ (27). La cadena pro a2 con-
tiene una secuencia de cadenas a con 1050 residuos, una extensidn amino-
terminal de aproximadmmente S0 amineficidos y una porcifin carboxilo termi-
nal de 300-350 aminofcidos, dando un total de apraximadamente 1400 resi--
duos de aminoficidos. La cadena pro a2 posee una extensiSn amino terminal
con estructura de triple hélice.

El propéptido carboxilo-terminal de ambas cadenas pro o tiene un -
peso molecular aproximado de 30,000 a 35,000 daltones y una conformacifn
globular (28). Ambos propétidos de la procoligena tipo I contienen resi-
duos de cisteina. En la porcifn amino terminal la cisteina forma enlaces
intracadena, mientras que en el extremo carboxilo-terminal existen puentes

disulfuro intra e intercadena. La porcitn carboxilo-terminal del propéptido
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contienc dos residuos de N-acetil glucosamina y aproximedamente 10 resi-
duos de manosa.

Se han postulado algunas posibles funciones biolSgicas para los
propéptidos, f;m:re las que dcsta_can: prevenir la formacifn prematura de
fibras intracelulares e iniciar la ‘ascciacién y subsecuente formacidn de
la triple hélice, Ademis, se ha sugerido que los p€ptidos derivados de la
regién amino terminal de la molécula, intervisnen en 1m mecanismo de re-
troinhibici6n para explicar la regulacifn de la sintesis de colfgena ti-
sular. (47).

Genes estructurales para procolipena

Se ha utilizado la técnica de hibridizacién de cflulas somiticas
para la localizacifn de un gran nimero de genes en los cromosomas humanes,
e involucra la fusitn de c€lulas humanas y cflulas tumerales de roedores
para formar una 1fnea celular hibrida, Esta técnica fuc utilizada para lo
calizar el geme estructural de coldigena tipo I en cromosomas humancs. Evi
dencias de wi grupo de i:wéstigacidp sugieren que el gene se encuentra en
el cromosamaz 17 (29) mientras que estudios realizados por otro grupo su--
gleren que estd localizads en el cromosoma 7 (30.). Reclentemente se demos
trd que el gene de «2(I) se localiza en el cramosoma humano ntmero 7 y el

gene para ¢1(I) cn el cranosoma 17, asi cano el gene paro ol (IV). Estas --
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estudios también revelaron que existe una copia Gnica para al(I)

y para a2(I) por conjunto de cromosomas haploides (31).

La tecnologia de ADMN recambinante ha permitido el aislamiento y
anflisis estructural de varios genes eucariSnticos. Con excepcifn de los
genes que codifican para interferfn, todos los genes en vertebrados estu
diados hasta el momento, presentan secuencias codificadoras (exones) las
cuales se encuentran interrumpidas por secucncias no codificadoras (intro
nes). El ntmevo de intrones es variable y puede ser desde un solo intrén,
como en el caso de la insulina, un gran nfmero de intrones como en el ca-

so del gene para vitelogenina el cual tiene 33 ( 32).

Estudios preliminares realizados por Wozney, acerca de la estruc
tura para los genes de procoldgena por al(l) y pro a2(I) de pollo, demos
traron que ambos genes contenfzn un gran nGmero de intrones {32). Estos
estudios fueron confirmados en oveja y en pollo para el gene de pro o2(1)
utilizando téecnicas de microscopfa clectrénica. Chkubo determiné cuarenta
intrones con un tomafio variable de _‘IOD a 2,000 pares de bases, analizando
clonas que contenfan el gene completo para aZ(I} (33). De manera similar
se identificaron 17 intrones en clonas que contenian aproximadamente el -

60% del gene (34).

Wozney ha reportado el anfilisis de la secuencia de 7 exones en la
regifn helicoidal, el tamafio de estos varfia de 45 a 108 pares de bases,
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todos son miitiplos de 9 pares de bases, codificando para la secuencia re
petitiva de coldgena Gli-X-Y, cada uno inicia con el triplete que codifi-
ca para Gli ¥ termina con el codfn para el residuo Y. Puesto que la es -
tructura del propfptido carboxi - terminal es diferente, se encontraron -
4 exones mucho mis largos con un tamafio aproximado de 189-444 pares de ba
ses { 32 ). Los genes para colfigena de o2(I) y al(I1I) fueron estudiados
por Chkubo y Yamada respectivamente y ambos genes presentarcon una longi -
tud de 36 a 38 kilobases con 50 & 52 exones separados por intrones que va
rian de 200 a 2,000 pares de bases en longitud ( 31 ).

Repulacién de la biosintesis de colfigena

La biosintesis de lo colfigena puede ser regulada a nivel trans-
cripcicnal, traduccional o en alpgln paso subsecuente o la biosintesis de
la molgcula. Durente el desarrollo y diferenciaciSn existen cambios en --
los tipos genéticos de colfigena (35). Ademfis, se sabe que una misma célu-
la puede producir mis de un tipo genético de colfigena dependiendo del es-
tado fisiolbgico de la misma. Esto invelucra probablemente una-seleccion

especifica de genes para su transcripcibn.

Alteraciones a nivel transcripcional dan lugar a manifestaciones
patolégicas como en el casoc de osteogénesis imperfecta tipo I en la que se
detectd una disminuci6n en la produccifn de ARMm para procolfigenz al(J).
Rowe y Shapiro reportaron gque los fibroblastos de pacientes con esta enfer
medad poseen una produccidn deficiente de coligena tipo I pero presentan
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una relacién normal de las cadenas al (1) y a2(i) (31}. Por otra parte -
Barsh y colaboradores sugiriercn que el defecto podria ser el resultado
dt_e una delecién en un alelo para al{I), ya que la relacién intracelular
de 1as cadenas al (I)/a2(1) fue de uno, mientras que la relaci6n extrace-
lular fue de dos {36 ). Se cree que la delecifn de un gene da origen a -
una biosintesis no balanceada de las cadenas alfa con tma degradacién --
del exceso de las cadenas aZ para secretar ‘las cadenas a en proporciones

normales.

En osteogénesis imperfecta tipe II existe una delecifn parcial -
del gene que codifica para la’ cadena al(I),y2 que sc ha observado que la
rjdcnn de procolfigena al({) es mis corta. Ademis, se ha demostrado la --
existencia de dos clases de RNA mensajero para al(I). Uno de ellos es --
mis corto debido a una delecifn de bases que codifican para 80 a 100 ami
noficidos, que corresponden a las posiciones 300 a 400 del dominio heli--
coidal de 1a molécula (31}.

Recicntemente, Nicholls y col. (37 ) reportaron la existencia de
una variante de costeogénesis imperfecta que de acuerdo a las manifestacio
nes clinicas (clasificacién de Sillence) corresponde al tine I. Esta va--

rinnte involucra cadenas al{l) anormales, las cuales poseen cistefna.

Un defecto a nivel transcripcional o traduccional del ARMm para -

procolédgena tipo ITI da origen a una variante del sindrome Ehlers-Danlos,



24,

conocida ccmu- tipo IV. Los pacientes que presentan esta enfermedad mueren
frecuentemente por ruptura del intestino o de grandes vasos. El defecto -
molecular en este sindrome se debe a una disminucién en la biosintesis de
celfigena tipo III como consecuencia de la exoresifn reducida del gene co-

rrespondiente ( 3Z).

Para la regulacién de la biosintesis de colfigena a nivel traduccig

nal podemos mencionar dos mecanismos:

a) La estabilizacién de una secuencia de ARNm para coldgena,
b) Lla retroinhibicidn de la expresifn de secuencias particulares -
de ARNm,

Existen evidencias en la literatura que sugigren 1a estabilizacién
de ARM mensajeros especificos para la regulacifn del patrén de protefnas »
en el hueso frontal de embrifn de pollo. De esta fuente, Breitkreutz y - -
col. {39) aislaron los ARN mensajeros para procoliigena tipo I a diferen--
tes etapas del desarrollo y encontraron que estos mensajeros se acunularon
mis en el dfa 13 y disminuyeron hacia el die 16. De acuerdo al reporte de
Diegelman (40) la biosintesis de colfigena en el hueso frontal de embrién
de pollo fue mixima al Afa 17 y la mayor produccitn de ARN mensajerc ha--
cia el dfa 13 {39 ). Estas observuciones sugirieron la establlizacitn de
los mensajeros de procolfigena para mantener la traduceibn y produccifn de

esta proteinn.
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Las c&lulas sintetizan a la colfigena como un precursor denominado
procolfigena. Este precursor es convertide a colfigena por la eliminacifn -
de los péptidos de procolfgena de las porciones mmino y carboxilo termi--
nal de la moléculs mediante enzimas especificas. Krieg y colaboradores --
(41} observaron que la adicién de péptidos de 1a poreién Mi,-terminal ob
tenidos por digestiSn con colagenasa de cadenas pro al(I) o pro «l(II1},
inhibfan 1a sintesis de colfigena en cultivos de fibroblastos derivados de
piel bovina y humana. la adjci6n d.e estos pfptides al medio de cultive de
fibroblastos derivados de piel de biopsias de pacientes con escleroderma,
noymalizaron la sintesis de coligena sin afectar la sintesis de otras --
proteinas. Estas cbservaciones sugieren que la porcitn N,-terminal de 1a
procolfigena podria regular la biosintesis de colfipena a través de un mecs

nismos de retroinhibicién,

Con base en 1los resultados anteriores se estudid ol efecto del pép
tido Ni,-terminal sobre la sintesis de procolfgena en un sistema libre de
c6lulas derivade de reticulocitos de conejo {42). Se determind el efecto
de los pfptidos scbre la troducciSn de ARN mensajero que coedifica para pro
coléigena tipo I, asi como sobre mensajeros para otras proteinas no colagé-
nicas. Los resultados demostraron que la biosintesis de procolfigena tipo 1
de ARN mensajeros extraidos del hueso frontal de embrifn de pollo fue inhi
bida por estos péptidos. La sintesis de otras proteinas codificadas por --

mensajeros de la misma fuente no se afectd.
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Posteriotmente Paglia y colaboradores (43) aislaron ARNm para -
procolipena tipo II de esterntn de peollo y de cflulas de condrosarcoma -
de rata y los tradujeron en un sistema libre de células. La adicifn de -
la porci6n M -teyminal de procoligena tipe I al sistema de traduccién -
inhibié 1a biosintesis de coldgena tipe II, pero cuando los péptidos fue
ron adicionados al medio de cultivo de condrocitos fetales bovinos, de -
estemntin de pollo y fibroblastos de tend8n de pollo, no se observd inhi-
bicién de la biosIntesis de colfigena. Estos resultados sugieven que exis
ten factores adicionales cn las cflulas, no presentes en el sistema de -

traduccifn, que determinan la actividad de los péptidos.

La biosintesis de procolfgena tipo I debe involucrar uma expresifn
coordinada de dos genés, los que codifican para las cadenas ol (I) y a2(I)
que constituyen la molécula'. Vuust (44 ) mostrd que los ARNs total, cito--
plasmitico vy polisomal extraidos del hueso frontal de embrifn de pollo y -
traducidos en un sistema libre de células sintetizaban a las cadenas pro -
o1(1) y pro o2(I) en proporcitén 2:1 lo que sugeria que los ARMm traduci--
bles presentes en la célula, se encontraban en la misma proporcifn. Este
no distingue si existen diferentes velocidades de farmacién o de degrada--

cifn de los ARN mensajeros correspondientes.

Alteraciones en 1a incorporacisén o6 produccién de las cadenas a2(lI)
pucden dar origen a la aparicifn de 1la forma trimfrica de al{I). Pawlowski

(45) analizb lapt:oparciandg 1a sintesis de las cadenas que constituyen la
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colfipena tipo I en cultivos celulares bajo condiciones que reducen la inid-
ciaci6n de la sintesis de protefnas (bloquec hipertSnico de la iniciacitn).
Los resultados mostraron que la sintesis de la cadena a2{I) fue mis suscep
tible al bloquec de la iniciacifn que 1a cadena a1 (I}. Esta sensibilidad -
parece depender de la cantidad de coligena sintetizada por 1la célula, ya -
que las cflulas del hueso frontal de embritn de pollo no presentaron cam--
bios en la proporcién de las cadenas, mientras que cultivos de fibroblas-
tos sintetizaron menor cantidad de la cadena a2(I} en las mismas condicio
nes. La disminucién en la sintesis da origen & un exceso de cadenas al(I)

que podrian ser secretadas al espacio extracelular come trimero de ol(I).

Una variante de osteopénesis imperfecta, que corresponde al tipo

IV, involucra cambios en 1la produccifn de la cadena aZ(I). Nichols y cola-
boradores estudiaron la biosintesis de coldgena en biopsias de un paciente
que present§ esta variante y observaron una disminucitn en 1a cadena a2(T)
y presencia del trimerc de al(I). S5e aislaron los ARNm que codifican para
la codena a2(I) ¥ se tradujeron normalmente en un sistema libre de cflulas,
lo que sugiere que el defecto reside en la inhabilidad de la cflula para en
samblar la cadena a2(I) (31).

Otra forma posible de controlar la sfintesis de una proteina es a -~
través de alteraciones en el procesamiento normal y/o en la degradaciSn de
la misma durante o despufs de su sintesis. Esta posibilidad se discutiri -
examinando los diferentes pasos involucrados en 1a biosfntesis de 1la molé-
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cula de colfpena, asi como cambios en la actividad de la colagenasa.

Biosintesis de la colégena

la biosintesis de la colfigena se caracteriza por la presencia de
un gran nmero de modificaciones postraducciconales de la cadena polipep-
tidica, El procesamiento postraducciomal se lleva a cabo en dos etapas:
1) las modificaciones intracelulares, junto con la sfntesis de la cadena
polipeptidica, dan origen a la fommacién de la molécula trihelicoidal de
procoligena y 2) el procesamiento extracelular convierte esta molécula -
a coligena y su posterior incorporacidn en 1us‘£_ibras despositadas en la

matriz - extracelular.
Las modificaciones intracelulares consisten en:

a) Eliminacién de 1a secuencia “1fder'involucrada en la secrecidn.

b) Hidroxilacitn de residuos apropiados de prolina y lisina para
‘dnr origen a 4-hidroxiprolina, 3-hidroxiprolina e hidroxilisi-
na.

c) Glicosilacitn de detemminados residuos de hidroxilisina pafa
formar galactosil-hidroxilisina y glucosil-galactosilhidroxi-
lisina. .

d) Glicosilaci6n de ciertos residuos de asparagina en la regién -

carboxilo-terminal de las cadenas pro-c.
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e) Formacién de puentes disulfuro intra e intercadena.

£) Formacidn de la triple hélice.
Las modificaciones extracelulares invelucran:

g) La conversifn de los procoligenas intersticiales a coldgenas.
Los tipos I, II, III y ¥V sufren la eliminacidn de péptides de
las porciones amino y carboxilo-terminal por proteinasas espe
cificas,

h) Deseminaci6n cxidativa de grupos E-amino de residuos especifi
cos de 1isina e hidroxilisina para la formacifn de los enlaces

entrecruzados de la colfgena.

Las protefnas son sintetizadas con una informacién estructural es
pecifica que determina su topologfa. Basade en evidencias cxperimentales
y en condiciones teSricas, Blobel propuse que podfan distinguirse cuatro
grupos de secuencias protéicas q{m son determinantes para la topologia -
de una proteina (46 ). Estas son: la secuencia "lider® o "'sefinl", 1la se--
cuencio que detienc la transferencia, la secuencia de insercitén y la se--
cuencia clasificadora. Ln secuencia '"sefial" posee la informacifn para la
transferencia de las proteinas a través de distintas membranas celulares,
dicha secuencia tiene caracterfsticas hidrofSbicas y estd constitufda -

de 15 a 30 residuos. Puede localizarse en 1a porcifn amino terminal o en
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" porciones internas, puede o n6é ser eliminada por una peptidasa asociada
a la membrana durante el transporte. Existen dos mecanismos distintos
por 1os cuales la secuencia sefial afecta la transferencia. En uno de --
los mecanismos denominado como transferencia cotraduccional,la transfe-
rencia de la cadena polipeptfdica estf mcoplada a la traduccibn y es me
diada por una unifn ribosoma-membrana y la cadena polipeptfdica naciente
entra al lumen del retfculo endopldsmico mediante la formacifn de un tu-
nel. En el segundo mecanismo, deneminado como transferencia postraduccio
nal, la transferencia de la cadena polipeptidica es independiente de la
sintesis de protefnas, se lleva a cabo despuds de la traduccitn y no es -

mediada por la unién ribosoma-membrana { 47 ).

Estudios realizados por Palmiter (48),demostraron que la cadena
de pro ol (I) es sintetizada como un precurser con un peso molecular mayor
al cual ‘denominaran pre-pro al(I) y la porcisn adicional de este precursor
corresponde a la secuencia "lider'', la cual present6 un peso molecular - -
aproximado de 5,500 daltones. Tiene residuos hidrofilicos cerca de la por-
cifn amino-terminal, pero contiene un segmento de aminofcidos altamente hi
droftbicos en la porcifin central de su secuencia. El prupo de Prockop {49)
reportS tambifn que las cadenas de procoligena tipo I son sintetizadas co-
mo cadenas pre-pro o y que la pre-pro al{I) es aproximadamente 100 residuos

mis grande que la porcisn amino-terminal de la pro al(I).

La primera modificacitn postraduccional que sufre la colfigena es -
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la hidraxilacién de residuos de prolina y lisina, mediante la participa-
cién de tres enzimas: la prolil-d-hidrexilasa, la prolil-3-hidroxilasa y
la lisil-hidroxilasa. Las tres enzimas se caracterizan por requerir como
cofactores: oxfgeno molecular, a-cetoglutarato, fcido asc6rbico y iones -
ferrosos [Fez+). Estas enzimas catalizan la descarboxilacién del a-cetogiu
tarato, un dtomo del oxIgenc molecular es incorporado al succinato, mien-
tras que el otro es incorporado al grupo hidrexile, La prolil-4-hidroxila-
sa es un tetrfimero con wn peso molecular aproximado de 240,000 daltones,
constitufdo por ayfy donde cada subunidad presenta un peso molecular de --
64,000 y 60,000 daltones respectivamente y ambas son cadenas polipeptidi-
cas glicosiladas. La prolil-hidroxilasa ha sido localizada en 1a cisterna
del retfculo endopldsmico rugoso por métodos immmohistoquimicos y parece
estar unida 1ibilmente a la membrana interna del reticulo endoplfismico, ya
que s¢ solubiliza ficilmente después del tratamiento con detergentes o rup
tura de membranas microsomales. La prolil-hidroxilasa, es altamente especi
ca y 1a secuencia requerida para que actue es el triplete -X-Pro-Gli-. la
hidroxilaci6n se lleva a cabe en cadenas nacientes pero no en cadenas pro-
o que han formado triple hélice (50)}. La lisil hidroxilasa ha sido puri-
ficada por cromatograffa de afinidad en columas de agarosa-concanavalina -
A, lo que sugiere que 1a enzima es una glicoproteina, con un peso molecular
aproximade de 200,000 daltones. Por electroforesis en geles de poliacrilami
da en presencia de lauril sulfato de sodio se observa un monGuero de peso -
molecular aproximado de 85,000 daltones lo que sugiere que la enzima es un

dimero constitufdo de un solo tipe de subunidad (51},
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La siguiente modificacidn postraduccional involucra la glicesilacidn
de almmos residuos de hidroxilisina con galactosa para formar O-f galacto-
sil hidroxilisina, los cuales pueden posteriormente ser glicosilades para --
dar origen a 2-0- aglucosil -0-8-galactosilhidroxilisina. Las enzimas que ca
talizan estes reacciones son 1la glucosil y palactosil-transferasas; ambas en

2
como ¢g

zimas utilizan azGicar en forma -de UDP-glucosilado y requicren de Mn
factor, el cual puede ser parcialmente reemplazado por otros cationes diva--
lentes. La glicosilaci6n de ia coldgena se lleva a cabo en candenas polipepti
dicas necientes y no ocurre en cadenas pro o que han formado triple hélice -
(52 ). La glucosil-transferasa ha sido purificada de misculo esquelético de

embri6n de pollo como una protefna homogénea con un peso molecular aproxima-

do de 72,000 a 78,000 daltones (53).

La porci6n carboxilo-terminal de las cadenas pro-a¢  es también gli-
cosilazda en el reticulo endopléismico rugose. Esta glicosilacién es diferen-
te de 1a que ocurre en la regidn colagénica de las cadenas pro a ya que los
azlcares que intervicnen son N-glucosamina y manosa, los cuales se unen a as
paragina a través de un enlace N-glucosfdico. El mecanismo de adicitn de es-
tos dos aztcares también es diferente, ya que esta glicosilacién es bloquea-
da por tunicamicina y no se nfecta por defectos en 1a hidroxilacién de lisi-
na, Lz funcifn de los carbohidratos en esta regifn parece estar relacicnada

con 1a regulacién de 12 conversidn de procoldgena a colfipena (54 ).



33.

La siguiente modificacin postraduccional es la formacién de -
-enlaces disulfuro intra e intercadena que ocurren en las porciones amino
¥ carboxile-terminales de la molécula. Existen estudios que sugieren que
los puentes disulifuro intercadena son formados después de que la tradoc-

cifn ha terminado y posiblemente despuss de que la cadena ha sido libera-

da de los ribosomas.

La formacifn de 1o triple hélice se lleva a cabo en ¢l lumen del
reticule endoplféismico rugoso y este proceso se inicia cuando se forman -
los enlaces disulfuro entre las porciones carboxilo-terminal de las tres
cadenas pro a. Una vez que se forma la triple hélice la procolfigena es -
transportada del reticulo endoplismico ruposo ol complejo de Golgi. Las
vacuolas secrctoras conteniendo moléculas de procoligena son conducidas -
a la superficie celular donde la procolfigena es secretada por' un proc;:so
de exocitosis., Existen evidencias que involucran a los microtfibulos en la
secreciSn de la precoldgena, ya que este proceso es inhibido mediante 1a
utilizaci6n de drogas tales como colchicina y vinblastina, los cuales im-

piden la polimerizacién de tubulina y formacién de microtGbulos (55).

La conversi6n de procolfigena a coligena requiere de por lo menos -
dos enzimas, una procoligena aminoproteasa que elimina los aminopropépti--
dos y una procoligena carboxiproteasa que elimina los carboxipropéptidos.
Ambas proteasas han sido identifim&u. purificadas y caracterizadas par-

ciglmente de distintas fuentes. Las dos enzimas requieren de metales diva-
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valentes, tales como ca®* para su actividad., No se ha determinado con exac
titud su localizacifn en los tejidos va que los sitios de fibrogénesis, -

distintos para cada tipo de coldgena, implican localizaciones diferentes -
para las procolfigena peptidasas. Por ejemplo, la coldgena Tipo I es depo-
sitada corca de la superficie de los fibroblnstos, mientras que la colfige-
na Tipo II en la matriz del cartilapgo. Por otra parte, la procolfipena Tipe
IV no es convertida a colfigena, la cual sc deposita en la membrana basal y

se une a glicoprotcinas constitutivas a través de puentes disulfure (8,52}.

Una vez que las moléculas de procoliigena son convertidas a molécu-
las do coléigena, se precipitan espontiincamente y se enspgmblan para formar
fibrillas. Las fibras immaduras no poscen fuerza tensil y los enlaces in-
termoleculares covalentes que se establecen entre los mon&meros sc con-
sideran esenciales para proveer a la fibra de fuerzao tensil, la cual es la
principal propiedad funcional de la coldgena estructural en el organismo,
El establecimiento de enlaces entrecruzados se lleva a cabo en varias eta
pas: el primer paso se inicia con la desaminacién oxidativa de residuos -
especificos de lisina e hidroxilisina, localizados en las regiones amina-
terminal extra-helicoidal y en la carboxi-terminal de la mol&cula de cold-
gena. Esta reaccidn da origen a aldehidos reactivos (alisina o hidroxi-ali
sina). Los cuales pueden reaccionar para formar dos principales clases de
enlaces entrecruzades: intramoleculares e intemmoleculares. Los enlaces in
tramcleculares se forman por la uni6n de dos aldehidos reactivos de cade-

nas vecinas de una misma molécula por medio de una condensacitn aldflica -
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que da origen a un g-hidroxialdehido que facilmente se deshidrata para -
fcm:fr el aldol. Los enlaces intermoleculares se¢ forman por medio de la -
reaccitn del aldol con ¢l grupo E£-amino de una lisina o hidroxilisina de
la regifn helicoidal de una molécula adyacente, para formar bases de - -
Schiff que son intermediarios inestables 'y que posterjormente forman enla
ces intermoleculares estables por reduccién (6,7,8). También se pueden -
formar enlaces intermoleculares por reaccifn de dos aldehidos de cadenas

vecinas.

La desaminaciSn oxidativa de lisina e hidroxilisina es catalizada
por la enzima lisil-oxidasa, 1la cual requiere como cofactores c“2+ y oxi-
geno molecular. El proceso de formacitn de enlaces entrecruzados puede
ser inhibido por: 1) Una deficiencia en lisil-oxidasa, 2) deficiencia en
cobre, 3) substancins tales como B-aminoprepionitrilo, el cunl se une irre
versiblemnte a la enzima lisil-oxidasa, 4) hipoxia tisular o 5) drogas -

tales como penicilaming que se une a los aldehidos reactivos (52).

Depradacién de la coldgena

Por mucho tiempo y debido principalmente a la gran estabilidad -
de la coldgena, se desconocieron los mecanismos involucrades en la degra

dacibn fisicl6gica dc esta proteina. En 1962 Gross y Lapiere (56) demos-
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trarcn por primera vez la existencia de una actividad colagenolfitica ani-
mal en la cola de Tenacuajo por medio de la tfonica de explantes de teji-
do y a partir de este trabajo numerosos grupos se han abocado al aisla--
miento, purificaci6n y caracterizacifn de colagenasas de distintas fuen-

tes.,

Las colagenasas son enzimas que se localizan en el espacic extrace
lular, como lo indican los estudios inmmohistoquimicos de Reddik y col,
en piel humana (57), de Montfort y col, en tejido de rata nommal (58) y
en el ftero de la rata durante la involucifn (59). Estas enzimas se han
aislado de homogenados de una gran variedad de tejidos como son: cipsula
sinoviel en artritis reumatoide, tumores, tejido corneal, tejido parodon-
tal, tracto intestinal, granulomas, Gtero, piecl y de medios de cultivo de
alpmmos tipos celulares entre los que se incluyen: leucocitos polimorfonu
cleares, macrbfagos, fibroblastos, cflulas endoteliales y <flulas de mela

noma.

Aparentemente todas las colagenasas de vertebrados presentan pro-
piedades semejantes: actuan a un pH y temperatura fisiolpicas, reyuie-
ren de iones Ca2+ para su actividad catalftica y adicionalmente manifies-

tan preferencia por iones Zn2+

, por lo que pueden ser inhibidas por agen-
tes quelantes tales como EDTA y O-fenantrolina. Ademis, compuestos que reac
cionan con grupos sulfhidrilo como cisteina, ditiotreitol y D-penicilamina
inhiben 1a actividad colagenolitica, Existen factores presentes en el sus

ro como: la aZ-macroglobulina («2-M) y la B,-anticolagenasa ta1-AC) que -
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tombién son inhibidores especificos (60). Aunque se han reportado pesos -
ﬁoleculares para las colagenasas animales que varian de 24,000 daltones pa
ta la colagenasa de fluide sinovial reumatoide humano (61) a 150,000 dalto
nes para la colagenasa de cérmea de conejo, actualmente se cosidera que -
el P.M. promedio de las colagenasas animales varfa entre 25,000 y 60,000 -

daitones (62}.

Las colapenasas de vertebrados rommen 1la porcifn helicoidal de 1a
molécula de colfigena nativa en un solo punto, con una especificidad de se-
cuencia Gli-Ile, para dar oripen a dos fragmentos; ¢l mayor representa el
75% de 1a longitud total de la mol€cula y contiene la porcifn amino-termi-
nal, el otro frapmento el 25% restonte y nosee la porcifn carboxilo-termi-
nal, Se piensa que esta ruptura conduce a la ripida desnaturalizacién de
los frapnentos a temperatura fisiolSgica y a su posterior degradacién por

otras enzimas proteoliticas (62). .

Se ha demostrado que los distintos tipos de colfgenas presentan --
susceptibilidades varinbles a lo degradacién por las colagenasas, dependien
do de 1a fuente de origen de 6stas. Las colagenasas de fibroblastos de piel
humana y de macréfagos tienen aproximadamente la misma velocidad de degrada
ci6n sobre las colfigenas I y III, mientras que la colagenasa extraida de -
leucocitos polimorfonucleares hidroliza a la colfigena tipo I aproximadamente
15 veces mfis que a la coldgena'tipo IXI (63). Las colfgenas tipos IV y V -
son resistentes a la degradacifn por las colagenasas de vertebrados y apa- .

rentemente son susceptibles a colagenasas especificas. Liotta y col. repor-
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taron en 1979 la ecxistencia de una colagenasa presente en un fibrosarcoma
de ratén, especifica para la colipena tipo IV. In 1981 los mismos autores
describiercn una actividad colagenolitica especifica para colfigena tipo V

producida por cflulas tumorales (64 ,65),

La regulacitén de la actividad colagenolitica estfi directamente re
lacionada con el metabolismo del tejide conjuntive. Las colagenasas pue--
den ser locmlizadas en el espacic extracelular en forma activa, cemo zimb
genos, unidas a un inhibidor o umidas a su sustrato. Existen traobajos que
sefinlan la existencia de colagenasas en forma de zimfgenos y una gran mayo
ria de las procolagenasas descritas en la literatura pueden ser activadas
por una hidr8lisis parcial, como es la colagenasa de hueso de ratén (66 ),
la cual se activa con tripsina, quimotripsina, calicreina o plasmina.
Otras colagenasas requieren de factores especificos como sucede conla de
leucocitos humanos, la cual es activada por un factor presente en el 1iqui
do singvial de sujetos con artritis reumatoide { 66); la colagenasa de hue
so de rat6n (62) se activa por un factor endbgeno presente en el medio de
cultivo, Tambifn se ha descrito la activacifn de colapenasa en tejido ute-

rino por unza proteinasa sérica (67).

La forma latente de las colagenasas,es decir, el complejo enzima-
inhibidor pucde ser activada con agentes que reaccicnan con grupos tiol
(acetato de 4-aminofenil-merciirico y 4-cloromercuribenzoato), asi como agen
tes caotr&picos (yoduro de 5odi9 y tiocianato de sodio); se ha propuesto -

que cstos coampuestos disocian al complejo colagenasa-inhibidor, la o2-
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macroglobulina es ¢l principal inhibidor plasmitico de las colagenasas e
interacciona estequim\étricamﬁte con casi todas las proteinasas conoci-
das., Werb y col. ( 68) ecstudiaron el establecimiento del cowplejo al-M y
distintas colagenasas (de medio de cultivo,de tejido sinovial hm:;ano. de
fluido sinpvial humano y de granuleocitos humanos) y obtuvieron un comple-
jo que no fue discciado por filtracifn en gel. Sin cmbargo, sc Tecuperl -
actividad parcial de las colagenasas por el tratamiento de los camplejos
con NaSCN 3.0M. Lo fl1-anticolagenasa es otro inhibidor presente en el --
suero y fue inicialmente descrito por Woaley (60 ) e inactiva a las co-
lagenasas de piel, fluido sinovial reumatoide, mucosa glistrica y granule
citos. La interaccitn de las colagenasas con B1-AC ocurre aparentemente-
por un intercambio tiol-disulfuro entre el inhibider y 1a cnzima,- para -
dar un disulfuro mixto, Este complejo inactivo puede reactivarse con glu
tati6n oxidado y oxidantes derivados de mieloperoxidasa, generando enzima
activa ¢ inhibidor inactive. La B1-AC es5 una protefna monomfrica con un
peso molecular de 30,000-33,000 daltones. Se ha postulado que su bajo pe
so molecular facilitarfa su difusifn a través de los tejidos y la inhibi

cifén de las colagenasas (60 ),

Gross y Lapiere fueron los primeros en sugerir que la colagenasa
se encontraba wunida fuertemente a ln colfigena extracelular de los tejidos
normales, esto fue confirmado por las observaciones de Ryan y Woessner,
quienes incubarm homogenados de dtero de rata a 37° por 24 horas'o mis y
detectaron productos de degradacién de colfgena en el sobrenadante. Se sa
be que soluciones de colfigena purificadas y almacenadas por ticmpos pro--



40.

longados a pi neutro v en frio presentan degradacifn parcial; este fenomeno
fue atribuido a la presencia de colagenasa activa unida a coldgena (69 ). -
iUn trabajo posterior demostrS el aislamiento y 1a purificacifn de colagena

sa a partir de preparaciones de colfgena soluble (70 3.

Los resultados obtenidos en diferentes sistemas tanto nomales como
patolépicos, as{ como inducidos experimentalmente sugiercn los siguientes

posibles modelos de regulacidn de 1la actividad de 1a colagenasa:

1) Repulacitn o nivel de la sintesis de 1a enzima (62 ).

2) Regulaci6n que involucra la activacifn de un zimbgeno (66 ).

3) Regulacifn de la activacién proteolitica de un caﬁplejo enzima«
inhibider, por desactivacifn del inhibidor (68).

4) Regulacifn de 1la sintesis de un inhibidor especifico, siendo la
enzima producida en forma activa (71),

5) Regulacién mediada por la susceptibilidad del sustrato a ser de
grodado, Esta susceptibilidad varfa seg@in las condiciones fisip

15gicas presentes en el medio (£2).



41.

6. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL UTERD

El (terc humano adulto es un 6rgano periforme, situade en la ca-
vidad pélvicd entre la vejiga y el recto. Sus dimensiones pramedio son:
longitud 6.3 cm, ancho 4.5 ¢m y espesor 2.5 c¢m, La porcitn mis ancha se
denamina cuerpo y la parte candal, por la que se une a la vagina, el cér
vix. El canal cervical pasa; de la cavidad uterina a travfs del cfrvix y
abre hacia la vagina la parte superior del cuerpo uterino se¢ denomina fon
do, a partir del cual se extienden los oviductos. La pared del tero estd
constitujda de una capa interna: endometrio (mucosa), una capa intermedia:

miometrio (muscularis) y una capa externa: perimetrio (serosa).

El endometric consiste de un epitelio columnar y un estrama endome
trial, el cual estf unido fuertemente al miometrio y contiene una gran can
tidad de gléndulas tubulares. Existe uma membrana basal por debajo del epi
telio de las glindulas y la superficie epitelial. El c¢ndometrio se divide
en dos grandes zonas: 1) La l4mina basal que estd directamente unida al mig
metrio y cuyo estroma es mis celular y fibroso que el de la capa funcional,
sirve principalmente como una fuente de tejido para la regeneraci6n de la -
capa funcional durante el ciclo menstrual, 2) La capa funcional asciende de
la capa basal hacia el lumen del dtero y es el sitio que presenta los prin-
cipales cambios fisiolSgicos del endometrio. Estos cambios estin dircctamen
te relacionados con la secrecién de hormenas ovdricas, se presentan a par-
tir de la pubertad y continuan hasta la mencpausia, Durante el ciclo mcn..s-
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trual el endometrio pasa a través de varias etapas sucesivas determinadas
por la actividad fumcional del ovario: la fase proliferativa o foliculat-',
1a fase secretoria o luteal y la fase menstrual. El evento terminal de ca
da ciclo es 1a destruccisn parcial de una porcién del endometrio, acompa-

fiada de extravasacifn suanguinea,

El miometrio forma una tinica delgada que estf constituida por -
tres capas musculares, las cuales son ficilmente discernibles en el cuer-
po del ttero. En general, las células de la porcién central de la muscula
tura estfin dispuestas circularmente, mientras que a los lados tienden a -
estar dirigidas oblicua y longitudinalmente, la regifn media posee ima -
gran cantidad de vasos sangufneos y linffiticos. El perimetrio rodea al -
Gtero constituyendo la seresa y forma un ligamento a través del cual los

vasos sanguineos y linffiticos, asf como los nervios aleanzan al Gtero.

El cérvix uterino que incluye el canal cervical, ¢sti constituido
por el endocrvix y el miometrio. El endecdrvix difiere del endometrio -
del cuerpo uterino tanto en su epitelioc como en su estroma, es altamente
camplejo y posee surcos ¥ grietas promumnciadas llamadas plicae palmitae,
que corren en direccisn longitudinal, transversal y oblicua. El epitelio
consiste de una sola capa de cflulas aslargadas secretoras de moco y algu-
nas cflulas cpitelinles son ciliadas, El tejido subepitelial del clrvix -
Inmano estd constituido predominantemente de tejido conjuntivo dense. El
miometrio estd perfectamente definido, existe una capa interna (longitu-
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dinzl) y las fibras elfisticas son abundantes en la capa externa (7i).

La vagina estd constituida de una mucosa y una eapa muscular. La
mucosa presenta un gran nimero de involuciones transversales, posee un -
epitelio escamoso estratificado que descansa sobre una membrana basal,
las c&lulas de las capas externas estfin aplanadas y contienen tms gran
cantidad de grfinulos queratohialines. La vngina es lubricada con el moco
que se produce en el cfrvix, yn que no existen glfindulas en la mudosa de la
vagina humana, En la 1imina propia subyacente al epitelio vaginal existe
una gran cantidad de tejido conjuntivo denso ellcuul continua periférica
mente con tne capa de tejido conjuntivo laxo, el cual es rico en vasos -
sangufneos. La capa muscular de la vagina estd constituida de una capa ~
interna y una capa externa, en la capa externa existen haces longitudina-
les de cflulas de miisculo liso. La vagina tiene wma cubierta externa cons-
tituida de una fivme capa interna bien estructurada con fibras de tejido -
elfistico y una cana extermna de tejido conjuntivo, el cual se une a2 los Or-
ganos ciramdantes (73).

También se ha observado que el tejide conjuntivo del cérvix es mis
denso que el del cuerpo uterino, HistolSgicamente existe poca colfigena -
entre las cflulas musculares, pero si una gran cantidad de septos de co-
ldgena entre las capas ‘de mGsculo. La colfigena endometrial, en contraste
con 1:3 ﬁimtml, sufre alteraciones considerables durante el ciclo mens-

trudl, En l'é'-fEiSc- proliferativa la capa basal presenta una malla de fibras

.
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delprdas, especialmente rodeando a los vasos y glindulas. En la copa -
funcional esta malla es mis fina, pero se incrementa gradualmente du-
rante la fase proliferativa. En la fase secretoria la capa basal pre-
senta pequefios cambios, pero la funcional muestra un marcado incyemen-
to en las fibras argentofflicas., Rimmer ( 74 ) estudid los cambios en
el contenido y concentracién de coldgena en el cérvix uterino de la ra
ta durante el ciclo estral y encontrd que durante el estro (etapa de
recepcitn del macho) se tenfa la menor concentracitn de coldgena, pero

mayor contenido total de ésta.
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IT.ANTECEDENTES QUE APOYAN LA HIPOTESIS
DE TRABAJOD

A pesar de que la coligena es una protefna relativamente esta-
ble en la mayorfa de los tejidos, ésta sufre recambio acelerado en algu-
nos casos Como: morfogénesis, metamorfosis, involucién uterina y cicatri-
zacifn; situaciones que han sido utilizadas como modelos para estudiar
la biosintesis y/fo degradacién de la coligena. El Gitero es un Srgano,
que debido principalmente a variaciones hormomales, presenta cambios me-
tabllicos que se reflejan en modificaciones en los patrones de sintesis
de proteinas. Estos cambios pueden ser ciclicos, como en el caso del ci-
clo menstrual; otros pueden ser mis profundos e importantes desde el mm-
to de vista de la regulacifn en la biosintesis de ciertas proteinas, co-

mo ¢5 el caso del embarazo y la invelucifn uterina.

En 1954 Harkness y Harkness(75) observarcn un aumento progre-
sivo en el contenido total de colfigena en el fitero ‘de la rata durante el
embarazo, de 4751 por encima del valor normal. Dicho aumento disminuyé
répidmmente despuéis del parto, de tal manera que durante este tiempo la
colfigena tenfa una vida media de 24 horas, El contenido de colfigenn, al
séptimo dia despus del parto, llegs a valores por debajo del normal.

Posteriormente, en 1961 Monfort y Pérez-Tamayo (76) realiza-
ron estudios durante el embarazo y después del parto, tanto en dtero de

rata como de humano. En el Gtero de tata se observé un mummento en el pe-
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so total de B.66 veces con respecto al valor normal al final del embara-
zo, el cual disminuia después del parte, llepando a valores normales al
dia siete, El contenido total de coldgenn se incrementd propresivamente,
obteniendose un valor de 446% con tespecto al valor normal siendo de 75%
al dfa siete. En el Gtero humano el incremento en peso y colfigena fue de
16,46 y 8.1 veces respectivamente, a los 9 meses de gestacién. Después

del parto el valor descendif a 2.47 y 1,38 veces con respecto al valor

nomal a los 22 dfas.

En 1961 Morrione y Seifter ( 77 ) trabajando con Gteros humanos
reportarcn un incremento en el contenide de colfigena durante el embarazo
de 8 veces con respecto a los niveles normales, micnr;ras que el aumento
en el peso del fitero fue de 10 veces. Despufs del parto el contenido de
colfigena disminuyS a un 28% con respecto a la coliigena determinada al
término del embarazo. Woessner [ 78 ) realizd estudios scmejantes tam-
bién en dtero humanc y encontr$ un incremento de 11 veces en peso htmedo

¥ de 7 veces en colfigena durante el embarazo.

Recientcmente Susan Wray ( 79 ) estudi6 los cambios en el peso
y contenido de coligena del miometrio cn el Gterc de la rata antes y
despu€s del parto y encontr6 un aumento progresivo en el peso llegando
al dia 21 aproximadamente a 6.5 veces de incremento, ¢l cual disminuy$
despufs del parto. El contenido total de colSgena tambifn sumenté 3.5
veces con respecto al normal, regresando a valores basales despufis del

parto,
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Todos los trabajos mencionados anteriormente reportan un incre-
.mento en peso y colfigena durante el embarazo. Sin embargo, estos dos parf-
metros no varian de una manera paralela o proporcional, lo que sugiere la -
participacitn de otros componentes matriciales en el aumento del tamafio
. uterino. A partir de estas observaciones surgieron las siguientes pregun-
tas:
iChal es la relacifn que guarda la colfigena Con respecto a
otras proteinas de la matriz uterina?
tAumenta 1a concentracifn de colfigena disminuye o se mantiene
constante a lo largo del embarazo y el posparto?
iChal es la concentracifn de proteinas no colagénicas durante
el embarazo y el posparto?
¢Es uniforme, la relacifn de coldgena y proteinas totales, en

distintas zonas del tejido uterino?

Por otra parte se ha mencionado ( 76 ) que el Gtero durante el
embaraza, asi como en otras circunstancias de hipertrofia, existe un in-
cremento en el tamafio de las células musculares, sin un sumento sipnifica
tivo en su nimero. El incremento en la colfigena uterina es acompafiado por
un aunento ligeramente mayor en protefnas no colagfnicas, las cuales son
denominadas proteinas musculares, de tal forma que la relacibn entre el -
misculo liso/coligena en el dtero griivido permanece casi constante. Esta
relacién, que ha sido denominsda relacifn parénquima/estrama, no presenta

cambios en 1a reabsorcifn uterina. A partir de los conceptos arriba men-
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ciunédos, se plantearon las siguientes interrogantes:

. iEs vilido relacionar a las células presentes en el tejido ute-
rino con una determinacign de proteinas totales?
iCal es 1la celularidad de los tejidos uterinos durante el em-
barazo y el posparto?
!Se mantiene constante la relacién ADN/coligena en el embarazo
¥ el posparto. Es un parimetro confiable para determinar varia

ciones en la relacifn parénquima/estroma?

Los estudios *'in vivo' sobre el metabolismo de la colfigena, son
diffciles dec realizar, debida a que la mayorfa de los tejidos conjuntivos
presentan bajas velocidades de recambio. El incremento de colfigena duran-
te el embarazo y su ripida degradacién en ¢l posparto constituyen una si-
tuncitn fisiolSgica en 1o que se modifica notablemente el recambic de es-
ta protefna. Por lo que el Gtero es un tejide apropiado para realizar es-

tudios "in vivo'™ o '"in vitro" sobre l1a biosintesis de la coléigena.

La degradacién controlada de coligena juega un papel muy impor-
tante en remodelaciones fisiol6gicas de tejidos animales durante el creci
miento y el desarrollo, asf como tombién en estadios patol6gicos y de repa
racifin, Jeffrey y col. ( 80 ) aislaron y caracterizaron una celagenasa de
(terc de rata, la cual se inerementa en la involuciSn uterina que se carac
teriza por una degrandacifn acelerada de la coligena, siende la vidz media

de la protefna bajo estas condiciones de 30 horas. Utilizando distintas- -
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técnicas se ha cbservado que los fibroblastos, histiocitos y macrGfagos
son las cflulas Tesponsables de la degradacién de la colfigena durante la
invelucisén uterina { 81, 82 J.

La produccisn de colagenasa es regulada hormonalmente came lo
demostraron los estudios realizados por Jeffrey y col. (83}, cn donde se
observ6 disminucién en la produccién de colagenasa en explantes de Gtero
posparto en presencia de progesterona. Estos datos se correlacionaron con
los reportados previamente por Goodal (84) quien demostrd que la progeste
rona administrada “in vivo" inhibe Ia involucifn uterina en conejo. Por
otra parte los estudios realizados por Tansey y col, (85) indicaron que la
progesterona puede inhibir 1a conversifn de menocitos a macrSfagos durante
la imvelucisn uterina en la rata y que cultives de macr&fagos en presencia
de progesterona (5 x 1079 M) disminuyen considerablementc la produccidn de
colagenasa (86). Estos estudios sugieren que los macr6fagos uterinos pue -

den ser un elemento clave en la produccisn de colagenasa en el Gtero.

Se ha reportado que el estradiol tiene efectos sobre la colfigena
uterina, ya que la hormona estimula el aumento de esta proteina en Gitéros
adultos normales. La ovarectomia en ratas produce pérdida de colfigena ute-
rina; si las ratas son ovarectomizadas en el momento del parto, existe una
hiperinvelucifn uterina que se acompafin de una excesiva pfrdida de coldge-
na (87). Woessner encontrb que el estradiol inhibe 1la degradacién de colb-
gena durante la involuciSn uterina en la rata (87). Posteriormente Ryan y

col, ( 88 } esudiaron el efecto de .17 -g-estrodiol sobre la actividad de
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colagenasa durante la involucifn uterina y demostraron que existe muy po-
ca actividad colagenolftica en el fiterc normal y cn el Gtero tn dia antes
del parto. La colagenasa se incrementa despufs del parto, siendo su con -
centracién mfixima entre los dfas 2 y 3 yla imvolucién es casi completa ha
ciz el 40. dia. En el momento del parto existe un nivel apreciable de ac-
tividad colagenolitica, pero casi no se observa degradaci6n de colfigena -
durante las primeras 24 horas. Tansey y Padylula (85} estudiaron los ti -
pos ceclulares durante la involucitn uterina y observaron que immediatamen
te despufs del parto existe una infiltracién transitoria al estrama uteri
no de heter6filos, eosin6filos, monocitos, macréfagos, linfocitos y célu-
las plasmiticas, cflulas generalmente asociadas con la respuesta inflama-
toria. También observaron que el estradiol, a concentraciones que inhiben
la dcgradacién'de colfigena, inhibe 1a afluencia de macréfagos, heterdfi -
los y eosin6filos. Debido a que los macréfagos y los eosindfilos producen
colagenasa, podris sugerirse que la inhibicién de 1a degradacién de la co’
lagtfina uterina se debe a la inhibicifn de 1la rfu'.graciﬁn de estos tipos co-

lulares al dtero.

Existen numerosos trebajos en la literatura que han estudiado la
degradacisn de la colfigena durante la involucitn uterina. Sin embargo no -
se han realizado estudios acerca de la biosfntesis de esta protefna duran-
te el embarazo y el posparto. Por lo que se plantearen los siguientes pre-
guntas:
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iCGal es la capacidad biosintética de los tejidos uterinos pa-
ra colfigena y protefnas no colagénicas durante cl embarazo y
el posparto?

¢Es dicha capacidad directamente proporcional a 1a concentra-

cifn de colfgena y uniforme para todo el Srgano?

*

. Por otra parte se sabe que la distribucién de los distintos ti-
pos de colfigena en un tejido son determinantes para su funcionalidad. En
este sentido una caracteristica de los tejidos uterinos es su alto conte
nido de colégena que comprende aproximodamente al 30% de las proteinas -
totales. Este porcentaje estfi constituide fundamentalmente por las colfi-
genas intersticiales I y III en proporcitn 80 y 201 Tespectivamente. En

base a lo anterior se plantearon las siguientes preguntas:

{Esta proporcitn de colfgenss I y III se mantiene constante

o se modifica de algfin modo en los tejidos uterinos durante
el embarazo y el posparto?

iGuarda alguna relacifn la proporcifn de coligenas intersticia
les con la cantidad y/o calidad de la colfgena total uterina?
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III. HIPOTESIS DE TRABAJO

Los antecedentes sefialados en la seccién previa y las interro -

gantes surgidas, pemitieron establecer las siguientes hipStesis.

1

2)

3)

4)

Si el Gtero es un 6rgano que cumenta de tamafio durante el embarazo e
incrementa también su contenido de coligena, pero no lo hace de ma-
nera paralela podriamos asumir que la concentracifn de colfigena dis-
minuye o permancce constante en el tejido uterine, ya que un aumento
en la concentracifn (caracterfstica de los procesos fibrosantes) in-
terferirfa con las propiedades eldsticas del tejido y le restarfa la
distensibilidad necesaria para permitir un desarrollo adecuado del -°

embarazo.

$i la concentraci6n de colfgena dismimsye, esto implica la participd
cién de otros componentes matriciales como responsables en el aumen-

to del tamafio uterino.

Es posible considerar que debido a la complejidad estructural del -
Qtero, los combios no se presenten uniformemente en distintas regio-
nes del tejido uterino.

Como respuesta a los combios hormonales que se presentan durante la
evolucién del embarazo y la involucifn que ocurre cii el posparto, po
drian existir mndificaciones en el patrén de sintesis de protefnas
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que en cierta forma se podrfan reflejar en la calidad y cantidad de
las protefinas extracelulares. La capacidad biesintética de los teji
dos uterinos para colfgena y otras proteinas durante el embarazo de
biera correlacionar con las proporciones de coldgena y proteinas no
coldgénicas, ya que se sabe que durante este perfodo la actividad -
de 1a colagenasa es inhibida por progesterona. Despufs del parto, -
existe un aumento en la actividad colagenolftica, asi como wuma hi -
perimolucién 1o que implicarfa un aumento en la biosintesis de 1a

colfigena, come respuesta a los procesos de remodelacién del tejido.

Por otra parte pudieran presentarse cambios en las proporcicnes re-
lativas de los distintos tipos de colfdgenas intersticiales (I y III)
presentes en el Gtero (B9), sin gque necesarimmente se modifique la
concentracién de colfigena. Puesto que la colfigena tipo IIT se ha -
asociado con tejidos que requieren distensibilidad, pedrin plantear
se que la proporcifn de colfigena tipo ITT con respecto a la tipo I

aumenta durante el embarazo.
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IV. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Con el objeto de evaluar las consideraciones planteadas ante -

riormente y determinar los cambios que ccurren en diferentes regiones -

del dtero durante el embarazo y el posparto, se utilizé el embarazo en

la rata como modelo experimentzl en el que se valoraren los siguientes

parimetros:

1} Cambios en el contenido total de colfiigena en el ttero, vagina y ra -
mas uterinas.

2) Variacicnes en la concentracifn de colfigena en las distintas zonas
estudiadas: de implantacitn, de explante y vagina.

3) DetemminaciSn de la relacifn entre protefnas totales y colfigena,

4) Posibles cambios en la celularidad tisular por determinaciSn de la
concent_‘.raciﬁn de AIN en las distintas zonas.

5) Evaluaci6n de la capacidad biosintética de los tejidos para protef -
nas totales y colagénicas, utilizando cultivos de explantes de teji-
dos,

6) Cuantificacifn de las ‘proporcicnes relativas de colfgemas I y IIT -
por anilisis densitomftrico.

7) Determinacifn de la concentracifn y contenido total de glicoprotef -

nas.
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V. MATERIALES

Todos los reactivos empleados se obtuvieron de diferentes fuentes

canerciales y del mejor grado de pureza cxistente. La P‘mm

C (uniformemen
te marcada) con una actividad especifica de 286.0 mCi/mM de New England
Muclear Corp.; el R-aminopropionitrilo (BAPN), el ficido ascSrbico, la -
L-prolina, L-hidroxiprolina y la pepsina de Sigma Chem. Corp.; la clora-
mina T, el p-dimetil amino benzaldehido, la ninhidrina y el ADN de Merck;
la difenilamina de Eastman Orpanic Chemicals; el 2,5-difenil oxazol ([PPG)
de Packard Instruments Campany; la acrilamida, el dodecil sulfatoe de sodio,
el persulfato de amonio, el azul brillante de Coomasie, ¢l Temed, el 2-mer
capteetanol, y la N-N'-metilen-bis acrilomida se obtuvieron de Bio-Rad La-
boratories. Los animales utilizados para el protocolo de embarazo fueron -

ratas hembras de la cepa Wistar,



Vi. METODOS
I Protocolo de Bmbarnzo ep Ratas

Grupos de cinco ratas hembras, de la cepa Wistar, fueron aparea-
das con dos machos; diariamente se realizé un lavado vaginal a las ratas
con el chjcto de detectar la presencia de espermatozoides, los cuales fue
Ton cbservados a microscopioc de luz. Las ratas positivas fueron separadas
y 8 partir de ese momento se les contS dfa cero para el dessrrollo del em
baraze. Las ratas negativas fueron colocadas nucvamente con los machos y

se repitieron los lavados hasta que fueron positivas.

Se formaron grupos de cinco ratas las cuales fueron sacrificadas
a distintos tiempos del desarrolle del embarazo siendo estes a: 3, 6, 9,
12, 15, 18 y 21 dfas; otros grupos de ratas fucron sacrificadas despufs -
del parto at 1, 2, 3, 5 y 7 dfas. Se utilizaron también grupos controles
de ratas nc embarazadas.

II Obtencitn de Tejidos Uterinos

Los animales se sacrificaron y se disecaron los tejidos uterinos
a los que se les eliminG el mesenterio, los fetos y las placentas, Se la-

varon con solucifn salina y se dividieron en tres secciones denominadas:
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Zona de implante
Zona de explante

Zona vaginal

La zona de implante comprendid la zona de implantacifn placentaria,
asi como el tejido uterino en contacto con ¢l embrifn. Se considerS como
zena de explante al tejide que no estaba en contacto con el feto y la zona
vaginal contenfa el cfrvix y la vagina. Las muestras de tejido obtenidas -
de 3-5 ratas fueron colecados en cajas de petri que contenian medio de cul
tivo Dulbeco (DMEM) y se fragmentaron finamente para tener una muestra re-
presentativa de las distintas secciones. Posteriormente se tomaron diferen
tes fragmentos tisulares para la realizaci6n de los estudios bioquimicos,

que comprendieron:

a) Cuantificacifn de coldgena por deteminacién de hidroxiprolina
{OH-Pra) .

b) Cuantificacién de prolina (Pro)

c) Biosintesis de protefinas totales y colagénicas

d) D.eteminacién de ADN {indice de celularidad)

e) Determinacién de las proporciones relativas de las coligenas I

y III en los tejidos (anfdlisis densitomé&tricao)
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III Cuantificacifn de Coligena

Fragmentos de tejido htinedo, entre 50 y 100 mg., fucron deshidra
tados en un hormo a 100°C y llevados a peso constante. Posteriowmente
fueron transferidos a ampolletas de vidrio para su hidrflisis la cual se
realiz6 en HC1 6N a 100°C por 48 horas. los hidrolizados dcidos se filtra
ron para eliminar todo el material particulado y se evaporaron con el ob-
jete de eliminar el exceso de HCl. El residuo cbtenido se resuspendis en
agua destiladn y se neutralizf con NaOH 10N. Se tomaron distinas alicuo-
tas para la determinaci6n de hidroxiprolina por los métodos de Woessner y
Rojkind (90,91). La concentracisn de coligena se obtuvo multiplicando el
valor obtenido para hidroxiprolina por 7.42. Este factor se calculé asu-
miendo que la coligena posec 13.471 de &ste iminofdcido. Los resultados se
expresaron como mg de colfigena por g de tejido seco.

IV Cuantificocitn de Prolina

L2 determinaciSn colorimftrica de prolina se realizf por cl mfta-
do de Troll ¥ Lindsley (92) y se expresS como mg de prolina/g de tejido

sSeCOo.
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V Blosintesis de Proteinas en Explantes de Tejido

Las condiciones para la sintesis de proteinas fueron semejantes
a las descritas por Beitkreutz y col. (39). Se procedi6 inicialmente a
establecer las condiciones Sptimas de incubacién de los tejidos, para -
lo cual se realizb una cinftica de incorporacitn de prolina radiactiva
c¢n tejidos uterinos normales. Estos se dividieron en dos secciones: las
trompas, 2 las cuales denominamos fiterc y la zona vaginal. Fragmentos de
cada una de las seccionps, de aproximadamente 100 mg de tejido himedo, -
s¢ colocaron en 4 ml de medio Dulbecco que contenfa 50 wg/ml de 4cido as
cbrbico, 50 ug/ml de B-aminopropionitrilo (BAPN) y 20 uCi de Pro”'C - -
(uniformemente marcada) con una actividad especifica de 286.0 mCi/mM. -
Las muestras se incubaron a 37°C por diferentes periodos {2, 4 y 6 ho--
ras), cn wn incubador Napco bajo una atmSsfera de nsire-biSxido de carbo-
no (95-5%) con una 'agitacifn constante de 100 rpm., Las incubaciones se -
terminaron enfriando las muestras a 4°C y se adicionaron 2 ml de &cido -
acftico para obtener una concentraci6n final de 0.5 M. Los explantes de
tejido en un volumen f£inal de 6 ml fueron homogeneizados con un politrén
Brinkman (3 x 15 sec) y los homogenados obtenidos se dividieron en varias

alfouotas para las siguicntes determinaciones:

a) Detemminacitn de radiactividad total incorporada (proteinas
totales)
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b) Determinacidn de  radiactividad incorporada a proteinas cola-
gbnicas
¢) Determinacifn de ADN.

VI Determinacién de Radiactividad Total Incorporada

Se tomaron alicuotas de 200 yl de los homogenados y se ajustaren
a un volumen de 1.0 ml con agua destilada. Se adicionf ficido tricloroacé-
tico hasta una concentracidn de 10% y las muestras se incubaron a 4°C por
20 minutos con el objeto de precipitar las proteinas totales. Las mues--
tros se filtraron con vacio sobre membranas de fibra de vidrieo y se lava-
ron con fdcido triclorcacético al 8%, Las membranas fueron transferidas a
viales que contenfan 10 ml de 1fquido de centelleo (Bray) y 0.5 ml de - -
agua destilada. la radiactividad en cada wia de las muestras se determind
en un cspcctmfotémetru de centellec liquido Packard Tri-Carb. Con cada -
lote de muestras se contaron estdndares internos de mnino&cidos-cn, con
el objeto de corregir las cuentas obtenidas por el apagamiento producido
‘Por €l agua, asi comw para determinar la eficiencia del aparate. Los tesul

tados se expresaron como desintegracicnes por minuto (dpm) por mg de ADN.

VI1I Determinacién de Radisctividad Incorporada a Proteinas Colagénicas

Del hanogenado original se tomaron alicuotas de 1 ml las cuales --
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fueron incubadas con pepsina (100 ywg/ml) a 4°C por 72 horas. Despufs de la
incubacitn se tomaron alfciatds de 200 Bl de las muestras pepsinizadas y -
se precipitaron con fcido tricleroacético, como ya se describi6 anterior-

mente con el objeto de determinar la radioactividad resistente a pepsina,

la cual se-considerf como incorporacifén a proteinas colagénicas. Los resul
tados al igual que para proteinas totales, se expresaron como desintegra--
ciones por minuto (dpm) por mg de AIN. También se calcularon los porcenta-
jes de biosintesis de colfigena con respecto a proteinas totales de acuer-

do con lo f6rmula de Diegelmann y Peterkofsky (40).

Colfigena sintetizada § = dpm_en coldgena X 100

5 (dpm totales-dpm en coligens) +dpm en colfgena

VIII Determinacifn de ADN

Lla detemminacitn de ADN Se realiz6 por el mStodo de 1a difenilamina
(93 ). Se tomaron alficuotas de 400 pl del hemogenado y se llevaron a 0,5 ml
de volumen con fcido perclérico para obtener una concentracién final de 0.5
M. Posteriormente las muestras se hidrolizaron a 70°C por 20 minutos, se
les adiciond 1 ml de reactivo de difenilamina y se incubaron a 30°C por 17
horas. Se determin6 la sbsorbancia a 600 nm y los valores de ADN para las -
muestTas se calcularon de una solucién tipo de ADN {0-100 uwg/ml) que se de-

sarrolls para cada lote de muestras.
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IX Determinacién_de las Proporciones Relativas de Colfgenas I y ITI por
Anfilisis Densitométrico

a) Anfilisis densitonétrico.- Para este estudio se utilizf coligena
de piel de rata tipo I purificada por el método de Gross (94). Se prepart
una solucidn a partir de coligena liofilizada en &cido acético 0.5 M a unma
concentracién aproximadn de 4 mg/ml, se dializé contra Acido acEticc 0.5 M
{3 cambios) y finalmente se centrifugd a 39,000 rpm. El sobrenadante se -
guards a 4°C y se tomaron alfcuotas para determinar la concentraci6n final
de coligena por el mftodo de Woessner.. Una fraccién del sobrenadante se --
diaiizé contra Acido acético 0.005 M y se utiliz6 para correr clectrofore-

sis en geles de poliacrilamida.

Sc tomaron alfcugtas de colfigena en dcido acético 0,005M de 5, 10,
15, 20 y 25 ul las cuales fueron ajustadas a un volumen final de 50 ul con
agua destilada y amortiguador de Tris-HCl 0.1 M,pH 6.8 que contenfaiurea -
1 M, SDS al 2%, glicerol al 20% y azul de bromofencl al 0,05%. Las muestras
fueron desnaturalizadas a ebullicién per 15 minutos y sometidas a electro-
foresis, lLos geles fueron tefiidos con azul brillante de Coomasie R al 0.06%
toda 1a noche, y destefiidos en una solucifn de fcido acético-metanol(7.5% -
5%). lLa relacitn de las cadenas ol(I}/ae2(I) fue determinada por aniilisis -
densitomftrico a 500 y/m en un ospectrofotémetro Gylfort,
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b) Determinacibn de ia relacién de colfigenas T y III.- Aproxima-
damente 50 mg de tejido himedo fueron homogencizados en 5 ml de fcido océ-
tico 0.5 M. Alfcuotas de 1 ml del homogenado sc digiriercn con pepsina a
una concentracién final de 200 ug/ml, las muestras se incubaron a 4°C por
72 horas, posteriormente fuercn dializadss contra ficido pcético 0.5 M o
4°C por tres horas (3 cambios) y finalmente liofilizadas. El material lio-
filizado, correspondiente aproximadamente a 10 mg de tejido himmedo fue di-
suelto en 1 ml de amortiguador de Tris-HC1 0.1 M, pH 6.8 que contenfa; -
urea 1 M y SDS ol 2% y se desnaturalizé a ebullicibn por 15 mimutoes a -
15,000 rpn y del scbrenadante se tomaron alfcuotas de 100 pl, las que se
sometieron s electroforesis en geles de poliscrilamida en presencia y ou-
sencia de ditiotreitol (DIT). Las proporciones de los tipos de colfgenas
I y III fucron calculadas por anflisis densitomftrico, a partir de los va
lores obtenidos de las 4reas de las bandas o1 (I} y ¢l (II1) en geles tefii-
dos con azul brillante de Coomasie R y comparando las muestras reducidas

¥ sin reducir,

X Determinacifn de AzGeares Simples.

Se empled la técnica de Dubois ( 95) para determinar los carbo-
hidratos presentes en glicoi:roteinas en las ramas del fitero de la tata du
rante el embarazo y el posparto. Se utilizaron alfcuotas de 200 a 400 ul
de homogenados de tejido a una concentracifn de 10 mg/ml, en dcide 0,5 M,



Las muicstras se aforaron a 2 ml con agua destilada, se les adicionaron
S0 ul de fenol al 80% e inmediatamente despufs 5 ml de fcido sulfGrico
concentrado, las muestras se incubaron a temperatura ambicnte por 30 mi- -
nutos y se determing la absorbancia a 490 nm. Se desarrcll§ una curva es
tindar de glucosa {10 - 70 ug) con cada lote de muestras y se compararon

los valores obtenidos dc estas contra la curva.



65.

VII. RESULTADOS
1. CAMBIOS EN EL PESO DEL UTERO

Como se menciond con anterioridad, inicialmente Harkness y poste-
riermente Montfort y Pérez-Tamayo demostraron un incremento en el peso y
contenido total de colfgena en el Gteroc durante el embarazo y disminu-
ciér.l de estos dos parimetros despufs del parto. Estas observaciones fue-
ron corroboradas por nosotros (datos no mostrados); sin embargo, sl de-
terminar la relacifn peso totsl/colfigena se observs que en la segunda mi
tad del embaraze el incremente en peso fue superior al aumento del conte
nido total de colfigena. En base a estos resultados se decidi8 hacer un -
anfilisis de las variaciones en la relacisn peso total del f}tero (no in-
cluyendo la vagina)/colfipena, asi como peso total de la vagina/coléigena.
5S¢ cbservé un incremento en la relacifn para el fitero a partir del seqmm
do tercio del cmbaraze. El valor de la relacifn disminuy6 bruscamente ha
cia el dfa 21, permanecid en valores normales las primeras 48 horas y -
ascendis aproximadamente’siete veces entre los 3 y 7 dias después del par
to, Lo anterior sugeria que la contribucién del componente colagnico no
era uniforme a 1o largo del embarazo y durante el posparto nor lo que se
decidif determinar 1o concentracifn de colfigena en diferentes zonas del

Gitero.
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2. CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE COLAGENA (ver Tablas I y 11 y Figura 1).

Como ya sc mencion6, el tejido uterino fue dividido en tres sece
ciones para su estudio que comprendieron la zona de implante, explante y
vagina, Los valores normales para concentracifn de colipena en la zona de
implante y explante fuercen de 245.35 mg/g de tejido seco (+ 9.10) y para
la zoma que denominamos seccién vaginal y que incluyé el cérvix uterino,
fué de 378.44 mg/g de tejido seco (+ 18.88). La cuantificacifn de la con
centracifn de coldgena cn cada una de las zonas a diferentes intervalos
tanto durante el embarazo como después del parto mostr§ lo siguiente: En
la zona de implante se observs una disminucién gradual de la concentra-
cifn de colfgenn a lo largo del embarazo obtenifndose el valor minime ha
cia el dia 21 que fue de 143.88 + (44.73), Este valor mostré un ligero -
aumento los dfas uno y dos después del parto, pero a partir del dfa tres
volvié a disminuir, siendo el valor hacia el dfa 7 de 114,36 + (6.47). La
zona de explante mostrd un incremento en la concentracifn de colfigena ha-
cia el dia 9 del embarazo que fuc de 362.87 + (18.31), la cual disminuyé
ligeramente por debajo de los valores normales hacia el dfa 18 (206.73 +
16.23). Despufs del parto la concentracidn de colfiigenn en esta zona per-
manecis constante y dentro de los valores normales, Por otra parte, la
concentracifn de colfipena en lu seccidn vaginal, mostrd un ligero incre-
mento hacia el dia nueve del embarazo cue fue de 19% con vespecto al va-

lor normal, disminuy$ gradualmente a valeres por debajo del normal hacia
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TABLA 1

VARIACIONES DE LA CONCENTRACION DE COLACGENA TOTAL EN LOS
TETIDOS UTERINGS DE LA RATA DURMNTE EL EMBARAZC™)

Grupa

Coligena Total (mg/p de tejido seco)

Implante Explante Vagina
Control 245.35 + { 9.10) 245.35 + ( 9.10)  378.44 + (18.88)
Embaraze
(dins)
3 b) 294,52 » {15,66) 378.44 + (18.8B)
6 214,94 + (11.02) 275.36 + (17.08)  449.75 + (21.69)
9 223.00 + (13.56) 362.87 + (18.31)  463.75 + (13.55)
12 _' 193,37 + ( 9.67) 292.85 + (94.56) 413.07 » (27.54)
15 147.58 + ( 9.8%) 267.30 + (49.07)  313.90 + (21.51)
18 123,26 + (38.18) 206,73 + (16.23)  275.38 + (21.49)
2 143,88 & (43.73) il

348.28 + (43.70)

8 los valores representan los resultados obtenides de 3 experimentos, utilizando 4-6
rawas por cxperimento, los nknoros en paréntesis rvepresentan la desviacifn estfindor.

b} Mo sc determing por ser muy poco cl tejlido de implante.

<} No se detorming por ne existir tejido de explante en ¢l dfia 21.
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VARIACION DE LA CONCENTRACION DE COLAGEMA TOTAL EN 1L0S TETIDOS
UTERINGS DE LA RATA DESPUES DEL PAR'IOB)

Colsgena Total {mg/g de tejido seco)

Grupo Implante Explante Vagina
control 245,35 4 ( 9.10) 291,35 + ( 9,10) 376.44 + (18.88)
21 DE? 143.88 + (44.73) —xl 348,28 + (43.70)
Posparto
(atas)
1 192.99 + ( 4.79)  236.97 + (27.83) 338,23 + (55.46)
2 208,61 » (24.13) 268,20 + (S8.65) 379,83 + (62.28)
3 183.71 + (17.84)  278.41 + (59,93) 342.90 + (57.93)
5 143.62 + (32.63) 268,37 + (59,37) 354.98 + (63.36)
7 114,36 + ( 6.47) 291,84 + (30.91) 366,57 + (68.79)

) Las valores representan los resultados obtenidas de 3 cxperimentos, utilizando de
4-6 Tatas por oxperimento. los nGmeros en parfniesis representan la desviacifn -

estfindar,

b) Datos correspondientes a 21 dfas de embaraze (21 DE),

<) No sc determind por no existir tejido de explante cn el dia 23,



CONCENTRACION DE COLAGENA (mg/g.b.1.)

CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE COLAGENA EN EL UTERO DE LA
RATA DURANTE EL EMBARAZO Y EL POSPARTO

O MPLATE
& EXPLANTE
O YAGINA
Il 1 3 'y _:. 'l I's 3 1 I
L1 1] 15 0 1‘ 2 4 § 8 K
P

———— PERIOLO DEL EMBARAZO {di9s} ———1 t— POSTPARTO(dios) —

Figura 1.- Cambios en la concentracifn de colfigena
en el Gtero de 1a rata durante el embarazo y el
posparto. La concentracién de coldgena se expre
s6 como: mg/g de tejido seco. (o) Zona de implan
te, {8) zona de explante y (A) seccifn vaepinal,
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el dfa 18 ¥ se mantuvo dentro del valor normal durante el posparto.

. CAMBIOS EN LA RELACION DE PROTEINAS TOTALES Y COLAGENICAS (ver Tablas III

.

y IV y Figura 2).

La evaluacifén de los cambies en la relaci&n de protefnas totales -
y colagfnicas, sc realizé mediante la determinacifn colorimétrica de proli
na e hidroxiprolina en hidrolizados dcidos de tejido. El valor control pa-
ra las zonas de implante y explante fue de 1,96 + (0.04) y para la zona de
vagina de 1.59 + (0.16). La zona de implante mostrS un incremento gradual
durante el embaraze en la relacién Pro/OH-Pro, correspondiendo el valor -
miximo al dfa 21: 3.23 + (0.19). Este valor disminuy6 ripidamente en el -
manento del parto y permanecis constante y dentro de valores normales du-
rante la involuci6n uterina, El valer de la relacién para la zona de explan
te permaneci$ relativamente constante a lo largo del embaraze,con un peque-
fio incremento al dfa 18 que fue de 2.19 + (0.18), Despufs del parto, se ob-
servé una pequefia disminucion a los dias dos y tres, misma que alcanz§ valg
res normales al dfa cuatro. La seccibn vaginal no present$ variaciones en

la relacifn tanto a lo largo del embarazo,as{ como durante ¢l nosparto.

VARTACIONES EN LA CONCENTRACION DE ADN EN LOS TEJIDOS UTERINOS (ver Tablas

Vv y VI v Figura 3.

La concentracidn de ADN para el tejido uterino normal fue de 18,56
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CAMBIOS EN LA RELACION PRO/OI-PRO EN PROTEINAS TOTALES [N 10S
TEIIOS UTERINGS DE LA RATA DURANTE Ef IMBARAZOY

Grupo - lmplante Explante vapina
Control 1.9¢ + (0.04) 1.56 + (D.04) 1.59 ¢+ (0.16)
BEmbarazo

(dfas)

3 b 2.08 + (0.11) 1.59 + (0.16)
6 2.24 + (0.21) 1.73 + (0.18) 1.57 + (0. 14)
g 2.52 + (0.28} 1.85 + (0.17) 1.83 + (0.12)
127 2.85 » {0.18) 1.80 + (0.01) 1,68 + (D.19)
15 2,94 + (0.11) 1.80 « (0.08) 1.39 & (0.26)
18 3.10 + (0.25) 2.19 + (0.18) 1.73 + (0.39)
21 3,23 « (0.19) —* .61 & (D.10)
a

Los valeres representan el pramedio de tres experimentos utilizamlo de 4-b ratas

por experimento. Los nfmeros en paréntesis representan la desvincidn estindar.

b No se determind por no scr suficicnte ¢l tejide de implante o los 3 dfas.

€ No se detemind por no existir tejido de explante al dfn 21,
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TABLA IV

CAMBIOS EN LA RELACION I'RO/CHIPRO EN PROTEINAS TOTALES EN LOS
TEJIDOS UTERINOS DE LA RATA DURANTE EL POSPARTQR

Grupo Implante Explante Vagina
Control 1.96 + (0,04) 1,96 + (0.04) 1.59 + (0,16)
21 o 3.23 + (0.19) —F 1.64 5 (0.10)

Pasparto
(dfus)
1 2.22 + (0.03) 1.95 + (0.10) 1.77 + (0.12)
2 2.7 + (0.14) 1,70 + (0.09) 1.67 + (0.03)
3 2.28 + (0.12) 1,71 + {0.18) 1.64 + {0.06)
s 2,23 + (0.16) 1.90 + (0.28) 1.69 + (0.07)
7 2.20 + (0.11) 1.97 + (0.16) 1.60 + (0,16)

2 1os valores representan el promedio de tres experimentos, utilizando de 4-6
rn:g!s;dpor experimento. Los nGmoros en paréntesis representan la desviacisn
estindar,

b Datas correspomllentes a 21 dfas de embarazo (21 DE)

€ No se determing por no existir tejido de explante cn el dfa 21,



RELACION PROLINA / HIDROXIPROLINA

CAMEIOS EN LA RELACION PROLINA 7 RIDROXIPROLINA EN EL UTERO
DE LA RATA DURANTE £L ENMBARAZO YEL POSPARTD

© IMPLANTE
® EXPLANTE
o VAGINA

2 L VIR ) S WA W W W FR—
©0 &1 EDTzitslI)
P

—_
[

b~ PEROODO DEL EMBARAZD {Kia1) ~————1 b= POSTPARTD [#2s) —i

Figura 2.- Cambios en la relacitn prolina/hidroxi-
prolina en el fitero de la rata durante el embara-

20 y el posparto. (o) Zona de implante, (e) zona -

de explante y (A) seccién vaginal.
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mg/g de tejido seco (+ 1.47) para las zonas de explante e implantc y de
18.76 + (1.12) para la Zona de vagina. En la zona de implante la concen
tracifn de ADN mostrS una tendencia descendente llegando al dia 18 a tn
valor de 12.78 + (1.71). El valor para el dia 21 fue de 12.94; sin embar
g0, en este dltimo punto la desviaci6n estdndar fue alta (+ 4.33). Despuls
del parto la concentracién de ADN siguif disminuyendo, cbteniéndose valo-
res de 8.38 + (1,15) y de 8.14 * (1.0) para los dias unc y dos respectiva
mente, En los siguicntes dias el valor ascendi$ gradualmente y rebasd los
valores normales, siendo hacia el dfa siete de 24.13 * {4.46).

Durante el embarazo, la zona de explante no mostrf cambios en la
concentracitn de ADN los primeros 15 dfas; sin embargo, el dfa 18 se obser
v6 una ligera disminucitn siendo el valor de 16.45 + (3.47). Después del
parto durante los dias 1, 2 ¥ 3 los valores disminuyeron adn mfds llegando
hasta 12.16 #+ (1.52) y pars el dfa 5 y 7 los valores aunentaron por arriba
del valor nommal (20.35 + 0.77). La concentracifén de ADN en la zona de va-
gina permanecié constante durante los dias 3, 6 y 9 del embarazo y disminu
y5 gradualmente en las siguientes fechas siendo el valor al dia 2% de - -
14.98 * (3.15). Despufs del parto la concentracifn de ADN 1legé a valores
minimos, 8.03 + {0.49) al dia dos,para despufs ascender y sobrepasar vale-
res normales al dfa sietws despufs del parto.
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TABLA YV

VATTTACIONES EN LA OONCENTRACION DE ADN EN LOS TEJTDOS UTERINOS DE
LA RATA DURANTE EL BMBARAZO®

AN [mgfg de tejido seco)

Grupo Implante Explante Vagina
Control 18,56 + (1.47) 18.56 + (1.47) 18.76 + (1.12)
Imbarazo

[dfas)

3 -+ © 2.4+ (1.47) 18,63 + (1.66)
) 19.17 *+ (2.98) 20.24 * (1.03) 18.50 + {2.21)
9 19.21 + (2.04) 22,73 + (3.4B) 19,00 + {2,57)
12 14,23 + (2.42) 20.33 4 (2.53) 14.83 + (1.08)
15 12.58 + (2.44) 22,88 + {2.45) 14,29 + (1.82)
18 12,78 * (1.71) 16.45 + (3.47) 12.66 + (1.31)
21 12,94 + (4.33) —F 19,98 + (3.15)

3 105 valeres representah €1 promedio de tres experimentos utilizande de 4-6 ratas
por experimento. Los nfmeros en paréntesls rcpresentan la desviacidn estindar.

b Ko se determing por no ser suficiente el tejido de implante al dfa 3.

€ No se doterming por no existir tejido de explante al dfa 21,
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TABLA VI

VARIACION EN LA OONCENTRACION DIE ADN EN LOS TEJIDOS UTERINGS DE
’ LA RATA DURANTE EL POSPARTOY!

AN (mg/gde Tejido seeo0)
Grupa

Implante Explante Vagina
Control 18,56 + {1.47) 18,56 + {1.47) 15,76 + (1.12)
21 o 12,94 + (4.39) I 14,98 + (3.15)
Posmarto
{dfas)
1 ; 8.38 * (1.15) 10,98 + (0.71) 9.07 + (1.80)
2 T 8.4 & (1.00) 10.16 + (i.52) B.03 + (0.49)
3 16.66 ;' (0.86) 14,16 + (1.53) 10,79 + {1.25)
5 22.37 + (1.42) 20,17 * (1.66) 14,67 + (1,87)
7 24,13 + (4.46) 20.35 + (0.77) 24,23 + (1.35)

T 1os valores representan el promedie de tres experimentos, utilizando de 4-0 ratos
por cxperimento, Los plmeros en parfntesis representan la desvincin estindar.

b.bnlos correspondientos a 21 dias de embarazo (21 DE).

€ No se determing por no existir tejido de cxplanwe at dfa 21,



CONCENTRACION DE ADN (mg /g1.8}

CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE ADN EN EL. UTERO DE LA RATA
DURANTE EL EMBARAZO Y EL POSPARTO

O IMPLANTE
® EXPLANTE
- & VAGINA
L L L L 1t il H 1 ] H
5 © 15 204 2 4 6 8 W0

o=

o PERIODO  DEL EMBARAZO { i8] om—ee!' = POSTPARTO [deias) —

Figura 3.- Cambios en la concentracitn de ADN en
el ttere de la rata durante cl embarazo y el pos
parto. La concentracidn de ADN se expresd como:
mg/g de tejido seco. (o) Zona de implonte, (e)
zona de explante y (&) secciSn vaginal.
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5. VARIACIONES EN LA RELACION COLAGENA/ADN EN LOS TEJIDOS UTERINOS DURANTE

EL EMBARAZO Y DESPUES DEL PARTO (ver Tablas VII y VIII y Figura 4).

Con el objeto de determinar ¢l valor de la relacifn estroma/parénqui
ma, se expresaron los datos obtenidos en la cuantificacifn de colfigena y ADN,
como Ttelacién coldgena/ADN. Los valores normales fueron de 135,21, 13,21 y -
20,17 para las zonas de implante, explante y wvagina respectivamente. Se obser
v6 que el valor de las relaciones permanecif constante para las tres zonns -
estudiadas a lo largo del embarazo. Despuds del parto en la zona de implante
la relacifn aument6 casi al doble los dfas 1y 2 (23.02 y 25.62 respectivamen
te), pero disminuyS gradualmente llegando a un valor de 4,37 al dfa sicte. El
comportariento de la relacidn para la zona de explante mostrd también un au-
mento los dias 1 y 2 disminuyendo posteriormente a valores normales (14.34)
al dfa siete. La zona de vagina present§ el mayor incremento en la relacibn
despufs del parto, siendo de 47.30para el dfa dos, sin embargo al dia siete -
el valor ya era de 15.14,

6. VARIACION EN LA BIOSINTESIS DE PROTEINAS TOTALES Y COLAGENICAS, DURANIE EL

EMBARAZO Y DESPUES DEL PARTO (ver Tablas IX y Xy Figuras 5y 6).

Con el objeto de medir la capacidad biosintética de los tejidos, se -
incubaron explantes de tejida de las zonas correspondientes a fitero y vagina
en presencia de prolina radiactiva. Inicialmente se establecieron las cnngi-i-':
ciones 6ptimas de Incubacién de los explantes, para lo cual se rcalizﬁ_{':l'nm_-; ’
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TABLA VI
VARIACIONES EN LA RELACION COLAGENA/ADN BN 10§ TEJIDOS UTERINGS
DE LA RATA DURANTE EL BEARAZG")

Grupo Implante Exptante . Vagina
Control 13.21 3.2 . 20.17
Bubaraze

(dfns)

3 bl 11.80 21.31
[ 1.2t 13.58 24,31
5 ) 12,08 15,96 24.40
12 13,58 . 14,40 27.85
15 11.73 11.68 21.96
18 9,62 12,56 21.75
21 .11 = 23,24

) Loz valores fueron obtenides tomando los datos de las Tablas 1 y V.,

b) No se determing por no ser suficiente el tejido de implante al dia 3.
c) No se determind par no cxistir tejido de explante al dfn 21.



TABLA VL1I

ARTACIONES BN LA RELACION COLACENAJAUN EN 108 TEFITOS UTEREXOS DR
LA RATA DESTUES DEL PARTO]

.

RO.

Grupo Imﬁlﬁnfe Explante Togina
Contral 13,21 3.0 20.17
2 et Chn = 23,24
Tosparta
(dfas) .

i 25,02 21,58 37.29

! 25,62 26,49 47,50

3 11,02 19.66 3.

5 .42 13.29 2,19

7 173 14.34 15.14

? Lod vatores fucron ohrcnidos tomando los datos de los Tablas I1 y V1.

h

Matos correspondientes al dia ) de owbaraco (21 pE).

€ No sc deteming por ne euistiv tejido de explante sl dfa 2.



RELACION COLAGENA /AN

CAMBIOS EN LA RELACION COLAGENA/ADN EN EL UTERO DE LA
RATA DURANTE EL EMBARAZO Y EL POSPARTO

O WPLANTE
& EXPLANTE
O WGINA

e

) 0 ) Zo:f\ZQEIIJ

p
———— PERIOD0 DEL EMBARAN) {diom) ———i (= POSTRAATD { dias)}—1

Figura 4.- Cambios en la relacifn coligena/ADN en

el Gtero de la tata durante el embarazo y el pos-
parto. {o) Zona de implante, {e) zona de explante

y .(8). s'eccibn vaginal.
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cinética de incorporacitn de "4c-Prolina durante 2, 4 ¥ 6 horas de incubaci6n
{ver Fig, 5). La incorporaci6n de 1a radioctividad precipitable con TCA al -
10} se incrementd conforme al tiempo de incubacifn. Sin embargo, la diferen
cia entre las incorporaciones correspondientes ady6 horas fue muy poca, por
1o que se eligisf el tiempo de 4 horas de incubacién para determinar la sinte
sis de proteinas en cada uno de los tejidos durante ¢l embarazo y después -

del parto. Debido a quc se observarcn variaciones individuales en 1la incorpo
racisn del isétopo a diferentes tiempos, se decidié expresar los datos en -

términos de proporcién de colfigena con respecto a protefnas totales. El por-
ciento de la biosintesis de colipena sc determind utilizando la ccuacién. -
de Diepleman y Peterkofsky (40), asuniento que la radiactividad total determi
nada mediante la precipitacién con Acido tricloroacético al 10%, correspon-

dfa a la prelina total presente en protefnas colagfnicas y no colagénicas, -
ademAs de la prolina transformada a hidroxiprelina presente en colfigena. La

radiactividad presente en colfpena fue determinada mediante la incubacisn de
homogenados de tejido en presencia de pepsina y precipitable con ficide tri-

cloroacttico al 10ty se considerS correspondiente a la colfgena que compren-

de la prolina e hidroxiprolina radiactivas presentes en la proteinn.

El porciento de colfigena sintetizada durante el embarazo, de un va-
lor normal 8.4 y 8,26 para las ramas uterinas y vagina, disminuy6 progresi-
vamente para las tres zonas llegando aproximadamente al 50% con respecto al
valor noymal en el sepundo tercio del embarazo (ver Fig. 6). A partir del -

dfa 15,en donde sechtuvieron los valores mis bajos, el porciento de biesinte



HMe.PROLINA INCORPORADA (dpm X 10°8/9.41)

EVALUACION DE LA SINTESIS TOTAL DE PROTENAS POR INCOR
PORACION DE MC-PROLINA EN TEADOS UTERINOS DE RATA

& UTERD
O VAGINA

2 ram 5
TIENPO DE INCUBACION {horas}

Figura 5.- Sintesis de protefnas totales en tejidos
uterinos, determinada por la incorporacifn de *epro-
lina precipitable con fcido tricléroacEtico al 10%,
(s) Razmas uterinas y (o) seccién vaginal,
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VARIACIOWES DE LA BIOSINTESIS DG PROTEINAS TOTALES Y COLAGENICAS
BN LOS TEJIDOS UTERINGS DE LA RATA DURANTE EL EMBARALD

TABLA IX

a4,

z 1y Rodiactividsd Sintcsls de
e TR GRS a0 oBERL:
Implante o 3.7 = (0.14) 117 & (0.07) 8,45 & (0.57)
6 1.61 « (0.26) 0.42 + (0.08) 6.71 + [0.25)
9 3.94 » (0.23) 0.85 + (0.70), 5.23 + (0.18)
12 2.63 + (0.43) 0.55 » (0.02) 5,26 + {0.85)
15 2.71 & {0.19) 0,38 = {0.05) 3.28 + {0.24)
18 2.42 + (0.02) 0.50 + (0.03) 5.03 + (0.38)
2 4.36 & (0.74) 1,44 + {0.12) 8.56 + (0.0T)
Explante 0 3.7 & {0.14) 1.7 + (0.07) 8.45 » (0,37)
[] 1.77 + (0.05) 0.30 + {0.0%) 4.17 + (D.68)
9 0.58 + (0.04) 0.16 & (0.02) 4,13 + (0,42)
1 1.77 & (0.10) 0.43 + (0.02) 6.09 + (0.44)
15 1.89 + (0.14) 0.29 + (0.02) 3.53 + (0.02)
18 B.25 & (0.42) 1.63 + (0.19) 4.7 s {0.37)
Vagina o .91 2 (0.72) 0.88 + (0.13) B.20 * (1.09)
L] 2.74 ¢ (0.13) .57 + (0.03} 4.01 + (0.3
9 1,14 + (0,05) 0.23 & (0.01) 4.88 + [0.07)
1z 2.28 + (0.05) 0.46 & (0.01) 4.95 &+ (0.27)
15 5.77 & {0.35) 1.01 + {0.01) 4,06 + (0.32)
1B 4.63 + {0.10) 1.12 + (0.01) 5.99 + (0.04)
21 7.76 = {0.54) 2.52 = (0.19) 8.77 + (0.51)
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TABLA X

CAMBICS EN LA BIOSINTESIS DE PROTEINAS TUTALES Y
COLAGENICAS BN LOS TEJIDOS UTERINOS [E LA RATA
TESMUES DEL PARTG

. Radinctividad ‘Sintesis ds

Tojido VRS G el gencllgn o colieens
Control - 3.71 + (0,14) 1,17 + (0.07) g.45 + (0.37)
21 E - 4.36.0_ [0,74) V.44 ¢ {0,20) 8.96 + (0.3
Implanto ! .38 + (0.16) 6.75 + (0.05) 8.59 + (0.30)
2 12,71 + (0.38) 4.78 » {0.,21) 11.04 > (D.2%0)
3 3.67 4 (0.10) 1.58 + (0.01) 13.41 * (0,09)
5 3,90 & {0.18) 1.67 + (0.1 13.14 = {1.50)
7 413 & (0.2D) 1,28 + (0.03) 8.41 & (0.57)
fantyol - 3.7« (0.14) 1.17 ¢ (0.07) 8,45 + (0.37)
2 e 4.36 + (0.78) 1.44 ¢ (0.20) .95 + (0.01)
Explante 1 9.37 £ (0.37) 4.15 + (0.24) 13N el £0.30)
2 16.47 + (3.42) 4,94 » (0.13) B.43 + (2.00)
3 .30 + (0.24) 2.45 + (0.25) 7.72 + (1.06)
5 4.92 + (0.75) 1.38 »+ (0.0%) 7.47 + (1.07)
7 6,36 * (0.1‘1] 2.08 & {D.43) 9.0 + (2.29)
Control 291 » (0.72) 0.88 + (0.13) 8.26 » {1.09)
Pl - 7.76 + (0,94} 2,52 = (0,19) B.77 * (0.51)
Vagina 1 28,44 + (5.02) 7.89 + (0,03} 7,55 = {(1,71)
2 16,47 » {1.81) 12,73 & (0.638) 7.01 & (¢.13)
3 12,23 + (0.76) 3.43 £ (0.10) 7.27 » (0.32)
s 5,96 + (0.26) 1.64 + (0.15) 7.10 » (0.39)
T 6,97 & {0.56) 1.462 = (0.27) 5.70 - (0.27)




PORCENTAJE DE SINTESIS DE COLAGENA / PROT, TOTALES
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CAMBIOS EN LA BIOSINTESIS DE COLAGENA EN EL UTERO DE LA
RATA DURANTE EL EMBARAZO Y EL POSPARTD

v—)!‘f

f————- PLRYOO DEL EMBARAZO (in) ———— +— POUSTPARTO Léloa) —

Figura 6.- Cambios en Ia biosintesis de colégena en
el Gtero de 1o rata durante el embarazo y el pospar
to. Los datos se expresaron come porciente de sin-: -
tesis de colfigena con respecto a protefnas totales.’

{0} Zona de implante, {e) zonn de explante y (&) sec
citn vaginal.
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sis de colfigena auments y 1legb a valores normales hacia el dfz 21. Después
del parto el porciento de coligena sintetizada aument$ para la zona de im-
plante los dias dos, tres y cinco, obtenifndose valores de 11.04, 13,41 y
13.14 rcspc;::tivancnte. Sin ermbargo, para el dia siete el porclento de sin
tesis correspondif al valor normal. la zona de explante wmicamente mostrd
un incremente en el porciento de sintesis de colfpena en el primer dia des
pé€s del parte (13.711), pere posteriomente disminuyS y se mantuwvo en valo

res normales. La zona de vagina present6 valores normales despufis del parto.

CUANTIFICACION DE LAS PROPORCIONES RELATIVAS DE LAS COLAGENAS I Y III PCR
ANALISIS DENSITOMEIRICO (ver Tablas XI y XII y Figuras 7 y 8).

Lo estimacisn de las proporciones relativas de las colfigenas intersti
ciales uterinas durante el embarazo y el posparto se realizé por anflisis den
sitomftrico de las diferentes muestras sometidas a electroforesis en Eeles de
poliacrilamida y tefildas con azul dc coomasie. Inicialmente se establecieron
las condiciones Gptimas para esta metodologia y con este objeto se purificé
colfigena tipo I de piel de rata por el métode de Gross (89). Se sometieron
diferentes concentraciones a electroforesis y se determinaron: el porciento
de colfigena en los cadenas a asi como el valor de las fireas en las cadenas o 1
(I} ¥ a2, Los resultados de estas determinaciones se muestran en la Tabla XI,
obtenifndose un valor para la relacidn alfa2 = 2,06 + 0.02, gue estd de acuer

do con las proporciones de los caderms o que constituyen este tipo de colfige-



TABLA XI

DPETERMINACION DE LA RELACION at({I}/w2 MEDIANTE ANALISIS DENSITOMETRICO DE DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE COLAGEMA TIPO I SOMETIDAS A ELECTROFORESIS CON SDSu).

Colfgena en i
Coldgena Tipo 1 Cadenas o Area er11 Cadenas Area :Izl Cadenas Rg}:;:;dn
(ug) m *
6.68 47,87 0.0812 + (0.0127) 0,0433 + (0.0150) 2.10
13.37 51.54 0.1428 * {0.0053) 0.0695 * (0.0077) 2.05
20.05 82,45 6.2054 + (0.0050) 0,0996 + (0.0105) 2.00
26.76 46.80 0.2536 + (0.0108) 0.1213 + {0.0032) 2,09
33.41 45.40 0.3071 * {0.0118) 0.1508 + {0.0064) 2.03
X = 48.81+2,72 £ = 2,06 +0.02

2} Los valores expresados representan el promedio de los resultados cbtenidos en seis diferentes
detemminaciones.




89,

nz. Ademis, esta relacifn permaneci$ constante y el incremento en las dreas
fue proporcional en un intervale de concentracidn de 5 a 30 ug de coligena
(Fig. 7). Adicionalmente, sc cuantificé la hidroxiprolina presente en las
bandas correspondientes a las cadenas al{l) y o2 después de hidr6lisis dci
da y determinaci6n colerimétrica del iminoficido (90). Los resultados obte-
nidos demostraron en todos 1os casos el doble de concentraciSn de hidroxi-
prolina en al(I) con respecto a a2. El porcentaje cstimade de las cadenas

o con respecto a los componentes B y vy fuoe de 48.8%,

Sc sabe que la colfigena tipo III estd unida por puentes disulfuro
intercadena lo que le permite permanecer en forma de triple hélice en las
condiciones de elcct'ruforesis, estos puentes disul furo son reducibles por
agentes del tipo de B-mercaptoetanol y ditiotreitol. Esta propiedad se apro
vechS para estimar las proporciones relativas de colédgenas I y ITIT en mues-
tras reducidas y sin reducir. Pn la Fig. 8 se muestra un cjomplo ilustrade
de 1a splicacién de esta metodologia. Es necesario hacer notar que previo
a la electroforesis las muestras se somcticron a digestién con pepsina para
eliminar las protefnas ne colagénicas. Se observé una migracisn mis lentz
de las cadenas al{III) (ligeramente por arriba de las cadenas ai(I) en las -
muestras reducidas) y debido a esto los picos no fueron homogfneos. Por lo
que los porcentajes relativos de coldgena tino 111 se calcularon por las di-

ferencias entre las Sreas de las cadenas al con y sin reduccifn.

Cuando muestras de tejidos uterinos normales se sometieron a este -



VALOR DE LAS AREAS DE LAS CADENAS o

04

44.0

'

Relac. A /a2

ek, 2 i i

5 4 1B 2025

€.68 4337 2005 2676 3344

COLAGENA TPO I ( ug/ensayo)

Figura 7.- Curva estindar de diferentes concentra-
ciones de coldgena, sometidas a anfilisis densitoms
trico. Valor de las freas de oi { ) y aZ (o0 ).
Recuadro: repfesentaciﬁn de 1a relacibn ol/ o2 a
las diferentes concentraciones utilizadas.
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Figura 8,- Trazo densitomftrico de lu zona de las
cadenas ade una muestra de tejido uterine sin re-
duccisn y con reduccion.
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mismo procedimiento y dentro de intervalos de concentraciSn de 5 a 30 pg/
en;_p?n para obtener los parcentajes rclativos de coligenas intersticiales
‘_err'afel Gtero normal, de manera consistente se obtuvieron r'clucium_:s al/ a2
»2. El valor pranedio de varias deteminaciones fue de 2.28 (+ 0.03) y

los porcentajes calculados fueron: 62.85 (+ 3.43) para coldgena tipo I y
25.59 (+ 4.05) para colfigena tipo ITI, Existib un 11.25% (& 2.75) que corres
pondi6 a un exceso de material cologfnico que comigra con la cadena al(I)

en condiciones no reductoras.

Para el cdlculo de los porcentajes arriba mencionados se considers
exclusivamente el material colagénico cn el firea de las alfas, También s¢
calcul6 el porcentaje relativo de cadenas a compenentes 8 y vy, coligena tipo
V y material colagfnico de alto peso molecular no identificado. Los resul-
tados obtenidos al analizar muestras de tejido uterino con y sin reduccisn
se presentan en la Tabla XII. Por consiguiente estos ciilculos incluyeron

aproximadamente al 701 de l1a coliigena uterina.

los resultados del anilisis densitomftrico de los tejidos de Ia zo
na de implante durante el cmbarazo se muestran en la figura 9. Sc observé
un decremento en los componentes By y a partir del dia @ ¥y wuna disminucién
gradual de las cadenas o. Lo determinaci6n de las Areas bajo las curvas para
las cadenas ol ¥ o2 de las muestras de tejide con y sin reduccidn mestraron
tna propoycién constante para coligena tipo I que fue de 79.89 (+ 4.289)

durante todo el embarazo y para coldgena tipo IIT de 271,17 (+ 3.43), la re-



TABLA XII

PORCENTAJES RELATIVOS NE LOS COMPONENTES COLACGENICDS EN TEITDOS

UTERINGS MOBALES DE LA RATAY,

CON REDUCCION
"l

COMPONENTE SIN REDUCCION
a 18.42 + (6.00)°
8 9.43 + (1.98)
Y 57,40+ (0.1
v 1.78 + [0,60)

roaTrFIcAnc?) 2.88 » (1.80)

65.73 + (7.1}
9.16 + (0.32)
19.78 = (6.36)
0.94 + (0.75)
4,33+ {1.20)

a}

b

—

c)

los percentajes se calcularon por smdlisis densitométrico de muestras Je tejido
pepsinlzadas y sometidas a clectroforesis en geles de polizeribumida,

E! materinl no identificado corresponditd 1 compuestos culagfnicos iwe migriron

entre los componentes 8 v vy

Los valores representan el promcdio e dos deteminaciones

distintas concentraciones Jde - ol

arylizamlo tres



Figﬁrn 9.- Electroforesis en geles de poliacrilamida
de tejido uterino (zona de implante),

A. Durante ¢l embarazo, del carril 2 2l 7 puestras
sin reducir, del carril 9 al 14 mestras reducidas.
Carriles: (1 y B) colfigena tipo I, (2 y 9) Gtero nor-
mal, (3 y 10) nueve dias de embarazo, (4 y 11) 12
dias de embarazo, (S5 y 12) 15 dias de embarazo, (6 y
13) 18 dfas de embaraze, (7 ¥y 14) 21 dias de embarazo.

B.- Durante el posparto, del carril 2 al 7 mestras
sin reducir, del carril 9 al 14 muestras reducidas,
Carriles: (1 y B) colégena tipo I, (2 y 9) (tero nor-
mal, (3 y 10} un dia posparto, (4 y 11) daos dias pos-
parto, (5 y i2) tres dias posparto, (6 y 13) cince
dias posparto, (7 y 14) siete dias posparto.

9. .
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lacion de las cadenas al/aZ en ausencia de agente reductor fue cercana a

2.0, Durante el posparto el tejido de implante present un aumento gra-

dual de los componentes By Y ¥ ‘153 proporciones relativas de las colige -
nas I y ITf permanecicron constantes: Tipo I 79.25% (+ 4.37) y Tipa ITI
20,741 (+ 4.37).

En lla figura 10 se muestran los resultndos obtenidos al snali-
zar el tejido de la zona de explante. Se cobservd una disminucién de los
componentes B y ¥ a partir del dfa 15 del embarazo y tambign un decremen
to en la concentracidn de las cadenas o, que sin embatgo fue menor al ob
servado para la zona de irplante. los porcentajes relativos para las cold
genas tipos I y III, fuercn de 84,.26% (+ 2.58) y 15.73V -(+ 2.57) respecti

vamente,

Durante el posparto se observé una recuperacidn inmediata de los .
camponentes B y y asf como poca variccidn en la concentracifn de las cade-
nas a. La detenninacién cuantitativa de las proporciones de coldgenas I y
ITI .no mostrS cambios en las diferentes fechas estudiadas obteniendose un
valor para tipo I de 83.31% (+ 4.17) y para tipo III de 16.64% {+ 4.19).

DETERMINACION DE AZUCARES SIMPLES, (Ver Figuras 11 y 12)

La concentracisSn de carbohidratos presentes en glicoprotefnas se

determing en el tejido de implante y explante (ver f£ig. 11). El explunte



Figura 10.- Electroforesis en geles de poliacrilamida

de 1la zona de explante.

A. Durante el embarazo, carriles 2 al 7 muestras sin
reducir, 9 al 14 muestras reducidas. Carriles: (1 y &)
coligena tipo 1, {2 y 9) utero normal, (3 y 10}

seis dias de embarazo, {4 y 11) nueve dias de embarazo,
(5 ¥y 12) doce dfas de embarazo, (6 y 13) 15 dfas de'em
baraze, (7 y 14) 18 dias de embarazo.

B. Durante el posparto, del carril 2 al 7 muestras sin
reducir, del carril 9 al 14 muestras reducidas.

Carriles: (1 y 8} colfigena tipo I, { 2 v 9) fitero normal,
(3 y 10) un dia posparto, ( 4 y 11) dos dias posparto,

(5 y 12) tres dias posparto, (6 y 13) cinco dias posparto,
(7 y 14) siete dins posparto.
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CAMBIOS EN LA OONCENTRACION DE AZUCARES SMPLES EN LAS
RAMAS UTERINAS DURANTE. EL. EMBARAZD YEL POSPARTD

% o |MPLANTE

* EXPLANTE
m . .
2
=
[75)
B
-
e
S
8=
zE
Q 5
1 | ] 1 ] L_. 1 1
o] 3 9 15 21 3 [
q EMRARAZG 7w b 2
DIAS

Figurn 11.- Cambios on ia conventriacisn Jde
aztvicares unidos a gliconroteinas on las ra
mas -uterinas durante ol embaraze v el pos-
parto: imnlante { o ), cxplante { e )

[
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mantuvo la concentracisn de azﬁca_res constante durante el embaraze y el
posparto. EL implante mostrd un comportamiento semejante al explante -
hasta el dfa 12; sin embargo, la concentracitn al dfa 18 fue de 13.97 mg/
gth (+ 1.11), 1,95 veces mayor que el valor normal 7.14 mg/gth (+ 0.44).
Despufs del parto la concentraci6n de carbohidratos en el implonte dismi-

nuyS a valores normales.

Cuande los datos fueron expresados como contenido total de carbo-
hidratos'cn las ramas uterinas, se observé un incremento cuyo valor miximo
se obtuve al dia 18 de embarazo, dicho aumente disminmuy$ a niveles norma-
les después del parto {ver fig. 12}.



PESO DE LAS RAMAS UTERINAS

CAMEIOS EN EL PESQ Y CONTEMIDO DE AZUCARES SIMPLES
EHLASHAHAQUTE%Q%%J?E;NTEELENBNWED Y EL

T
CONTENDO DE ATUCARES SIMPLES () mg / RAMAS UTERINAS

1%
—1
1 [] 1 | i 1 1 1
0 3 9 £ 8B M 2 3 &
\_ ENMBARAZO 7 \_POSPANTD J
DIAS

Figura 12.- Cambios en el peso y contenido
total de azdcares unidos a glicoproteinas
en las ramas uterinas durante el embarazo
y el posparto: peso ( o ), contenido de -
azdcares (o ).

.,
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VIII.DISCUSTION

El incrcmenn:.: en ¢l tamafio del Gtero, as{ como en el contenido to
tal de colfigena durante el embarazo ha sido descrito por Harkness y por -
otyros investigadores (75, 76, 77). Es importante hacer notar que todos los
Teportes ceinciden en que el aumento en el peso es mayor que el incremento
ocn el contenido de coligena, por lo que con el cbjeto de estudiar la reia-
cién peso/coligena, se determinaron las variaciones en el peso a lo largo
_ del embarazo, asf como durante el posparte para las rmmas uterinas y la sec
cifn vaginal. Para la seccifn vaginal la relacifn peso/coligena pemmanecié
constante durante el embarazo y el posparto. Los cambios en el peso del -
c8rvix uterino de la rata durante el embarazo y el contenido total de colfi
gena fueron tombifn estudiados por Rimmer (96). Ambos parfimetros presenta-
Ton comportamicntos semejantes; sin ombarge, 1a rtelacifn peso/colégena pre

sent6 una amplia variacidn cn estos estudios.

Las ramas uterinas mostraron una relacién constante las primeras
tres fechas del embarazo, debido a que los incrementos en peso y colédgena
fueron paralelos para estas fechas. Sin cmbargo a partir del novenoc dfia el
incremento en peso rebasé considerablemente al aumento de colfigena, lo que
hizo que la relacién se incrementara y permanecicra elevada del dfa doce
al dia 21 del embarazo. Despufs del parto lz relacifn disminuy6 a valores
normales y permanecid asf durante las primeras 48 horas. Esto se debié -
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. a que el peso del Gtero disminuyS al 40% a las 24 horas despufs del parto,
con respecto al valer obtenido en el dfa 21 del embarazo. Posteriormente, -
la relacibn peso/coligena volvid a aumentar debido princinalmente a aue la
disminucién en ¢l contenido de coliigena fue propresiva y al dia siete el -
contenido de coldpena total en las ramas uterinas corresnondif al 50% de

los niveles normales.

En virtud de que las ramas uterinas y la seccién vaginal mostraron
comportamientos diferentes en cuanto a la relacién peso/coléigena y deteymi
nandose dos regiones distintas en las ramas uterinas: Las zonas de implante
y explante, se decidif dividir al tejido en estas tres zonas para realizar
los estudios mencionados en los objetivos. La determinacifn de la concentra
cién de coldgena mostré tendencias diferentes para las tres zonas. Como se
menciond anteriormente cn los resultados, la seccifn vaginal presenté un in
cremento en la concentracién, llepande a su valor mis alto el dia nueve y
disminuyendo gradualmentc, obteniendose el valor mis bajo al dfa 18 para --
posteriormente ascender. A pesar de aue los estudios se realizaron conside-
rande a la vagina y el ¢&rvix come unz unidad (scccibén vaginall), los resul-
tados cbtenidos coinciden con los reportades por Pimmer (96), ouien cuanti-
fic6 1a concentracidn de colfgena en cérvix durante el embarazo y encontrd
que la mayor concentraciln sc presentd al dfa nucve y el valor minimo ol dia
20. Esta dualidad de condicienes nos recuerda el comvortamiento aue nresenta
el cfrvix durante el cicle estral con respecto a la coldpena (74), donde - -

en la etapa del diestro se obtiene la mayor concentrazcifn de colfipena
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y en el estro (etapa de recepcifn al mache) la menor concentracidn.

La disminucifn en la concentracidn de colfigena en la seccibn vagi-
nal observada en los (iltimos dins del embarazo, pudiera deberse al incre-
mento en los niveles de la relaxina y otras hormonas oviricas que se sabe
aumenton poco antes del parto. Esta situacifn coincide con ol reblandeci-
miento cervical el cual se presenta 4 a 5 dias antes del parto. En efecto,
estudios realizados por Danforth (97)demostraron que las fibras de colige
na se observan separadas y dispersas durante la dilatacitn completa. La de
terminacifn de la concentracitén de colfgena en cérvix ha sido realizada -
por varios investigadores, yvaqeladilatacitn del canal cervical durante -
la labor de parto es un fen@meno que sugiere cambios en las propiedades del
mismo y de hecho el cérvix uterino de todas las especies. sufre remodelaci6n

;

tisular durante el embarazo. !

La concentracisn de colfigen: en la zona de explante permanecif rela
tivamente constante a lo large del embarazo, mientras que 1a zona de implante
disminuy8 a un 401 del valor normal al dia 21 de embarazo. Es importonte ha-
cer notar que el tejido de implantacisn es nredominante al final del embarazo.
Esto nos sugiere que el incremento cn el peso del Gtero se dshe al aumento de
otras protefnas no colapénicas cque diluyen a la colfigena nresente, cuandc es
ta se expresa en miligramos por gramo de tejido seco. Sin embargo, cl incremen
to en el contenido totanl de colfigena es real puesto que el fterc esti aumen-

tando de tamafio.
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Despufs del parto la concentracién de colfgena en la seccidn vaginal
permanecif constante y en niveles nomales, la zona de explante que prictica
mente habfa desaparccido al final del embarazo, aument§ su concentracifn pa-
ra permanecer en niveles normales. La zona de implante que desaparece a los
siete dfas del posparto, mostr6 un ligero aumento los dos primeros dias pero

despufts disminuyd.

En virtud de que la concentracién de coldgena disminuye durante el
embaraze y aumentz en el posparto, es necesario enfatizar en dos conceptos -
‘ que han sido motivo de frecuente controversia: umo que se refiere al conteni
do total de colfgena, que oumenta durante ¢l embarazo y disminuye en el pos-
parto y cl otro que expresa la concentracién de esta proteina por gramo de -
tejido. A pesar de que se ha mencionade (73) que la expresifn de la coligena
de un tejido en téyminos de concentracidén da una impresidn totalmente falsa
del proceso metabblico de éste, nosotros consideramos que la concentracifn -
nos da una iden de la proporci6n que guarda la colfigena con otros componéntes
matriciazles y que posiblemente sean fundamentales en la funcionalidad del te-
jido. Con respecto a este punto podemos mencionar que el fitero con la edad -
sufre atrofia y bajo estas condiciones la concentraciSn de colfigena se dupli-

ca y por consiguiente el Gterc pierde distensibilidad.

Con el gbjeto de determinar las proporciones de la coligena con res-
pecto a otras proteinas durante el embarazo y el posparto se cuantificd la -

concentracién de prolina total y se expresaron los datos en términos de rela
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cién prolina/hidroxiprolina. Como ya se mencion§ en los resultados, esta
relacifn permanecis constante para el explante ¥ la vagina, pero aumentd
para la zona de implante, Este incremento, que es un Indice de la relacitn
protefnas totales/colfigena, puede aumentar debido a un incremento en la -
cancentracidn de prn'teinas totales, una disminucifn de colfgena o una com-

binacifn de ambos eventos.

La disminucifn en la concentracidn de coldgena. en la zona de inm-
plante, hace menor su contribuci6n a la concentraciSn de prolins tisular,
1a cual permaneci§ constante a lo largo del embarazo. Afn cuando no se rea
lizaron determinacianes especificas para dilucidar 1a naturalezs de otras
protefnas matriciales: proteinpolisacfiridns, fibronectina etc.,los resulta
dos indican que existe un incremento en proteinas no colagénicas. Sin acep
tar la interrelacifn que cxiste entre estas dos variables, serfa dificil -
explicar el incremento en cl tamafio del Gtero sin pensar en la participa-
citn de otras proteinas matriciales, Estudios renlizados por Danforth {973
en cérvix uterino humano al final del embarazo demostraron uma disminucisn
en la relacién colfigena/proteinns totales en base a la concentracisn de hi-
droxiprolina. Esta dismirucién se debif a un gran auments en 1o sintesis y

depfisito de glicosaminoglicanos en el estroma uterino.

Existen reportes en 1a literatura que apoyan las observaciones de -

Danforth y algunos otros que estdn en contradiccifn; Kleissl observs - - -
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_también wtna marcada disminueifn en la relacién colfigena/proteinas totales
en el cérvix, poco antes y durante ¢l parto, Por otra parte Maillot y Zi-
mmerman (98 ) no encontraron cambios en la relacifn colfigena/protefnas to
tales, pero si observaron que aumenta notablemente la sclubilidad de la -
colfigena durante la dilatacién completa del cfrvix y que este fenfmeno es
taba atmado a un incremento en la actividad de colagenasa {99 ), Cabrol y
col, (100) demostraron que existe una disminucién de los glicosaminoglica
nos totales presentes en el cérvix uterino humanc al témmino del embarazo:
disminuyen el condroitfn y dermatfin sulfato sin cambios en el fcido hialuré
nico. Por otra parte, Kitamura y col. (101) no reportaron cambios en los -
glicosaminoglicanos totales presentes en el cfrvix durante el embarazo, de-
bido a que obscrvaron una disminucién en el condroitfn y dermatfin sulfato -
que se correlacionf con un incremento on el fcido hialurSnico. En cuanto a
los posibles cambios cualitativos y/o cuantitativos delas protefnas no cola
pénicas presentes en el cuerpo del Gtero, no se han realizado estudios has-

ta el momento.

La cuantificacién de ADN, asi como de los otros pardmetros bioguimz
cos se realizfé tomando explantes de tejide uterino, sin hacer diferencias -
entre las distintas capas que lo constituyen. La disminucifn en la concentra
cifn de ADN en 1a zona d2 implante y secciln vaginal a partir del dfa nueve
hasta el dfa 18 del embarazo pedria explicarse en base al posible incrementa
de proteinglicancs ya descritos para <frvix. Como ya se mencions en los re~

sultados, la concentracisn de AN al dfa 21 nara las zonas de implante y sec
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cifn vaginal mostraron una desviacién estfindar amplia que podria explicarse
por la afluencia celular que sufre el estroma endometrial a partir del dia
16. Se sabe que la presencia de diferentes tinos celulares en el endometrio

durante el embarazo est§ determinada por diferentes factores hormonales.

Estudios realizados por Padykula y Tansey (B5) en fiterc de rata du-
rante ¢l embarazo, mostraron que del dia 16 de la gestacién al témine de la
misma se observan en el estroma endometrial, asf como en el epitelio luminal
monocitos y heter6filos. Los monocitos miometrales sc observan en conglomera
dos paravasculares cntre los tabiques musculares. Ademfs, se¢ observa una pe-
quefin poblacién de linfocitos, asf como de eosinSfilos los cuales se presen-
tan como una respuesta el ascenso de los niveles de estrfgenos en sangre peri

férica.

Una caracterfstica importante del estroma uterino preparto es la pre
sencia de macrffagos de manera dispersa y la cbservaci6n de numercsos monoci-
tos. Los monocitos preparto son observados en sitios que posteriomente se-
rin ocupados por los macrbSfagos, esto sugiere una preparaciSn celular para la
involucifn uterina antes del nacimiento. De hecho, los niveles sanguineos de -
progesterona en la rata, alcanzan un mfiximo al dia 14 del embarazo, Posterior
mente estos niveles disminuyen ligeramente y se observa una caida brusca a -
partir del dfa 19 al témine (102).

Al nacimiento,el infiltrado del estroma endemetrial es semejante al -
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de 1ps filtimos dfas de embarazo. A las 24 horas posparto los heterSfilos
son ghumndantes, asf como los macr6fagos, los monocitos persisten y los ha
ces de coldgena se observan intactos,. A las 48 horas existen signos que
reflejan claramente la regresi6én estromal: 1) desorganizacidn histol6gica

de los haces de colfigena, 2) abundantes macréfagos estromales, 3) los lin
focitos se han vuelto numerosos y los monocites persisten, asi como los -
heteréfilos que despufs de cste dia empiezan a disminuir. Al tercer dia la
caracterfstica mis sobresalicnte cs la disolucitn de los haces de coligena
a oxcepcisn de la que rodea las glindulas. Al cuarto dia persisten los mact§
fagos, linfocitos, heterdfilos y eosinGfilos, pero la TegresiSn atin no es -
completa. De acuerdo a Lobel y Deane (85) el aspecto celular de la regresitn
persiste por dos semanas, lo que explicarfa el incremento observado en la -

concentracién de ADN durante el wosparto (Tabla VI).

Por estudios morfométricos realizados en miometrio (72}, se ha ob-
servado que en el Gtero humine normal las células musculares son de aproxi-
mdamente 0.25 mm de longitud ¥ que durante el embarazo incrementan en nfimero
Y en tamafia logrands alcanzar una longitud de 5 mm al final de la gestacitn.
Se ha mencionado que esta hipertrofia es acompaifiada de un lipero incremento
en las proteinas no colagénicas, de tal forma que se manticne la relacifn pa
rénquima/estroma presente cn el fdtero normal (76). De hecho,cuando nuestros
. datas fueron expresados como tma relacién coligena/ADN (estroma/parfnquima}
se cbservS un valor constante a 1o large del embarazo (Tabla VII). Sin embar

go, haciende un anflisis de la zona de implante, sc observa una ma- -
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yor disminucién en la concentracifin de coldgena y ADN a partir del dia
iZ del emberazo. Lo anterior permite que la relaci6n de estos dos parfi-
matros permanezca constante. Cuando la relacién cstruma/pgrénquima se -
expresS en témminos de prolina total/ADN, el valor de la relacitn aumen-
ta al final del embarazo (datos no mostrados), lo que sugiere un incre-
mento real on las troteinas no colapfnicas, Despuds del parto la relzcién
coligenn/ADN para las tres zonas, de un valor inicial elevado (con respec
to al normal) disminuye debido principalmente a la degradacién de colige-

fia y a la afluencia celular caracteristica del posparto.

El conocimiénto actual acerca de los mecanismos de biosintesis y
procesamiento de los diferentes tipos de colfigena ho sido derivado en su
mayeria de estudios realizades "“in vitro".- Gran parte de estos estudios
han utilizado sistemas de cultivos celulares o explantes de tejido, para
examinar aspectos especificos del metabolismo de 1a c¢olfigena. La cunntifi
cacién de la biosintesis de esta proteinn también ha sido estudiada utili-
zando estos sistemas para diferentes tejidos y tipos celulares y en su ma-
yoria han involucrado la utilizacién de aminofcidos radiactivos principal-
mente prolina. La manera de cuantificar la colfigena sintetizada ha sido me
diante la utilizacisn de colagenasa bacteriana, digestifn con pepsina o de
terminacifn de la relaci6n prolina/hidroxiprolina radiactivas. En este tra
bajo la determinacisn del porciento de sintesis de colfigena se realiz§ por

in digestifn con pepsina, despus de 1a incubaci6n de los tejidos con proli



na radiactiva y se fundamentf cn:

a) La coldgena nativa es resistente a la digestifn con pepsina,
hecho que nos permite descartar cadenas alfa o no ensambla-
das en formaz de triple hflice, cadenas incampletas productos
de biosintesis no terminada o productos de degradacién.

b) Se ha mencionado que 1la coldgena tipo IV es sensible a 1a ac
cién de la pepsina, dato que no pedrfa ser ignorado si se tra
bajara con un tejido rico en membranas basales, camo seria el
rifién. Por 1o que en nuestro estudio, la utilizacidn de pepsi

na nos conserva las colidgenas intersticiales,

La disminucién en el porcentaje de la biosintesis de colfigena ob
servada durante la primera mitad del embarazo para la zona de implante -~
(ver Tabla X y figura 6}, estf de acuerds con lod datos obtenidos de dismi
nucién en ia concentracién de coldgena por grame de tejido seco. El incre-
mento en la relacifn proteinas totales/colfigena pudiera explicarse por: una
disminucién en 1a velocidad de sintesis para coligena, un incramento en la
biosintesis de proteinas no c¢oldgénicas o alternativamente a una degrada -
cién intracelular de la colfégena recién sintetizada. Esta tercera conside-
Tacidn podria aplicarse tinicamente para la segunda mitad del embarazo, ya
que en Bsta sc observé tma recuperacién en el porcentaje de biosintesis de
coldgena que alcanzé niveles normales al dfa 21, Sin embargo Ia concentra-
cifn de colfgena en la zona de implante dizminuy$é de manera constante du -

rante todo el embarazo. Se ha cbservado que en explantes de parfnquima pul
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monar de conejo, del 20 al 40% de las cadenas o de la colfipena recién sin-
tetizada, son destruidss intracelularmente pocos minutos despufs de su sfn
tesis. Posiblemente la degradacisn de colfigena recifn sintetizada es un -
proceso normal, independientemente de la actividad de colagenasa o fagoci-
tosis, por medic del cial el tejido modula la cantidad y/o calidad de la
coligena que es secretada por una célula (103),

El camportamiento observado en los porcentajes de biosintesis de
colfigena para las tres zonas estudiadas podria explicarse por cambios en
las actividndes hormonales uterinas, ya que durante el embarazo existe una
disminucitn gradual de estrfgenos que va acoplada a um incremento en los
niveles de progesterona., Al £inal del embarazo los estrfgenos aumentan en
la circulacidn despufis de un perfodo de baja actividad y los niveles de pro

gestercna dismimuyen a niveles normales.

Se ha cbservade que el estradiol estimila la acumulacién de 14 co
lfigena en fteros de ratas immaduras y que los dteros de ratas ovarectomiza
das presentan pérdida de colfigensz. Si las ratas son ovarectomizadas en el
mamento del parto, se chserva una hiperinvolucién y una excesiva pfrdida -
de colfigena. Estos resultados sugieren que el estradiol estimula la sinte-
sis de colAgena y disminuye 1la degradacidn {73), De hecho, se ha demostra-
do que explantes de dteros de ratas ovarectamizadas presentan dismimucifn
en 1a biosintesis da coligena, as5f como menor actividad de prolil hidroxi-
lasa; estos parimetros retornan a niveles normales si se trata a las ratas

con estradiol {73). Ademis del posible afecto del estradiol sobre la bio -
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sintesis de coldgena durante el embarazo, (disminuci6n en la primera mitad
e incremento en la segunda) , cabe mencionar que esta sccifn del estradiol

va aunada a wna inhibicitn de 1a actividad colagenoiftica por los niveles

de progesterona, Se ha reportado que los macrdfagos peritoncales de coba -
yos no embarazados producen colagenasa despufs de ser estimulados con una

endotoxing y que aquallos cbtenidos de animales embarazados no responden al
estimulo. Por otra parte, la inyeccidn de estrSgenos y progesterona a ani-
males no embarazados en dosis iguales a las que Se presentan durante el em
barazo, previa a la cbtencidén de los macrfages, inhibe la estimulacién de
la produccicdn de celagenasn 'in vitro", Adicionzlmente la progesterona tam
bién inhibe directamente la produccidn de colagenasa de macrdfagos "in vi-

tro" (86).

El porcentaje de biosintesis durante el posparto auments en la -
zona de implante los dfas 2, 3 y 5, Relocionando estos datos con el hecho
de que esta zona es la que mayores cambios presentd durante cl embararo con
lo que respecta 4 las proporcienes de coligena/protefnas totales, posible-
mente es la que despufs del parto sufre mayor remodelacifn. Esto implica -
rfa una actividnd colagenolftica mayor para esta zona. Por otra parte, la
reauperacién de los niveles de estrdgenos despufs del parto podria influir

en el incremento de 1a biosintesis de coldgena observado.

El descubrimiento de la coldgena tipo IT en coartfilago inicié el
establecimiento de toda una fomilia de protefnas. En la actualidad se sabe

que wun mismo tejido puede presentar distintos tipos de coldgena y que cada
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uno de estos tipos se ha asociado a una propiedad determinada para la fun-*
cionalidad tisular. Asf ya mencionamos, que la colfigens tipo I est asocia
da con tejidos que requieren alts fuerza tensil, 1z tipo IIT con aquellos
que requieren distensibilidad y1a colépena tipo I con tejidos con propie-
dades resilientes y sometidas a fricciones. Existen cambios en los distin-
tos tipos de colfigena durante ¢l desarrollo y bajo varias condiciones pato
l6gicas, por lo que recientemente ha sido de interés determinar les propor,
ciones mlatiﬁs de las coligenas presentes en un tejido. Con este objeto
se han desarrolladn distintos mStodos tales como: precipitacin diferenciol
con sales (NaCl, NH,S50,), cromatografia de intercambio ifnico y anflisis -
de los péptidos generados de 1as diferentes cadenas alfa por reaccifn con
bromuro de cianfgeno. Todos estos mEtodos requieren uma considerable canti
dad de tejido, mientras que en la priictica se trabaja con cantidades limi-
tadas del mismo, por lo que se hace necesario el desarrollo de t&cnicas que
Tequicran cantidades de tejidos equivalentes a las obtenidas por biopsias
{100 o 200 mg).

Por otra parte las té€cnicas orriba mencionadas han utilizado en
combinacifn, la extracciSn de la colfigena del tejido con pepsina a bajas -
temperaturas, Sin embargo la pepsina solo solubiliza una pequefia fraccidn
del total de la colfgena presente en un tejido. Esta metodologfa podria ser
aceptable en tecjidos como piel donde se ha reportado que se solubiliza con
pepsina mis del 70% de 1a coligena totnl {104], pero en tejidos como pulmin
se sabe que se solubiliza menos del 35V de la colfigena (105). Cor el obje-
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to de eliminar este problema se han desarrollado métodos en los que se -
ha digerido al tejido total o extracto crudo con bromro de cianfgeno --
{BrCN) en #cido f6mico, el cual sclubiliza una mayor cantidad de coliige
na (105) Sin embargo, con cste procedimiento se obtiene una elevada pro-
porcifn de contaminantes, lo aue hace necesario el utilizar métedos cro-

matogrificos cen el fin de eliminarlos.

El método utilizado en este trabajo incluyS la homopeneizacifn -
del tejido en condiciones fcidas (extracto crude) el cual fue pepsiniza-
do y dializado, con el objeto de eliminer los productos de degradacifn y
postEriomenté liofilizado. El material liocfilizado fue resuspendido en-
buffer de corrida previo a su aplicacién en peles de peliacrilamida y en
estas condiciones se solubilizd aproximadamente el 90% de la muestra. --
Posteriormente los geles fucron tefiidos con Azul Brillante de Coomasie -

R-250 y analizados por densitometria,

La cuantificacibn e identificacidn de los distintos tipos de co-
lipena por andlisis densitémétrico utilizando Azul Brillante de Coomasie
ha sido reportada por -varios investigadores (104, ‘105, 106, 107). Este -
colorante posee ima mayor sensibilidad comparado con otros como: negro -
de amido, verde rfipido o azul brillante de procion RS (108). La princi--
pal ventaja del azul de Coomasie R-250 fue la relocitn lineal que se ob-
serv6 entre la concentrauitn de protefnas (5 a 30 ug de coligena) y el -
valor del Srea determinada bajo la curva.

Hayashi y col. (109) reportaron diferencias tintoriales con Azul
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de Coomasie entre las cadenas al (I) y e2 de colfigpena tipo I en un siste-
ma amortiguador de Tris-lUrea 3.6 M, estas diferencias no se observaron --
cuando se utilizé un sistema omortiguador de fosfatos. En el presente --
trabajo la relacion al/a2 fue de 2.0 %(6.02) en un intervalo de concen--
tracién de 5 a 30 yg de colfigena, Un problema que ha sido comfin en varios
grupos que utilizap azul de coomasie para tefiir geles con una misma prote
fna es el obtener variaciones en la intensidad del tefiido. Este problema-
se disminuy6 considerablemente utilizando exactamente el mismoc método de-
tefildo y destefiido para todos los geles. Ademfis, en cada gel se incluye--
" von estdndares de coligena tipo I y. s0 asegurS que la relacifn al/a2 fue-

ra cercana a 2.0,

La presencia de coldgena tipo I y Tipe III en fitero lumano fu€ --
descrito por Kao y col. (89), estos investigadores encontraron que la co-
ligena tipo IIT constitufa un 201 y la tipo T un 30% de la colfigena total
extraida con pepsina. Sin embargo, la colidpena solubilizada representaba-
el S0 de 1a coldgena total presente en el tejido. En este estudio se in-
cluy$ aproximadamente el 90% de la colfgena tisular para la determinacifn
de las proporciones relativas de estas protefnas en el Qtero normal. El1 -
material que migrﬁ_ a nivel de las alfas constituyﬁ el 70% siendo la pro--
porcién para colfgena tipo I de 62,.85% (¥ 3.43) y para tipo I1I de 25.59%
G‘q.;ﬂS}. El 11.25% G' 2.75) restante correspondi6 a la presencia de un -
material colagénico que comipgrz con @l (I) 'y que podria ser la forma tri~
mérica de ol (I}, la cual fue inicialmente descrita en cultivos de condro
citos tratados con 5-bromo-2° deoxiuridina (23] y algunos otros cultivos-

celulares. Aunque inicialmente se sugiri6 que la forma trimfrica de ol (I)
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pudiera ser el resultado de errores en el ensamble de las cadenas polipep
tidicas de colfgena debido a las condjciones del cultive, actualmente se

ha demostrado que esta forma existe en tejidos adultes normales (24).

- Por otra parte, la disminucidn observada en los componentes y y
f asf como la presencia casi exclusiva de cadenas ¢ sin cambio en las vro
porciones relativas de las colfigenas I y ITI, sugiere que la colfigena ute
Tina durante el cmbarnzo es predominantemente colfgena joven, Una disminu
cifin en la formacifn de enlaces covalentes intra e intermoleculares podia
deberse a una disminucién en la setividad de la enzima 1isil oxidasa o -
bien a una interaccifn u organizacitn diferente de la colfigena con otros
componentes matriciales. Es probable que los cambios observados en el con
tenido y proporciones relativas de las protefnas matriciales pudieran ex-
plicar el cambio en las propicdades de distensibilidad de los tejidos ute

rinos que se observan durante el embarazo.

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, res-
pecto a una dismimucifn en la concentracifn de colfigena e incremento de -
la relaci6n Pro/HO-Pro en la zona de implante durante el embarazo, se plan
tes 1a posibilidad de que el aumento en el peso‘y tamafio del Gtero se de-
biera a un incremento en proteinas no colagénicas, camo glicoproteinas o
proteinglicanos. Lo anterior ha sido ya confirmade por Danforth (97) me -
diante estudios realizados en cérvix uterino humano. Con el cbjeto de apo
yar esta proposicifn se determin$ la concentracifn y contenido de nzlca -

Tes en glicoproteinas para las ramas uterinas durante el embarazo y el pos
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parto. Como se mencions en 1a seccidn de resultados, existe un incremento
en 1a concentracién de azdcares en glicoprotefnas al dfa 18 del cmbaraza.

Recientemente , Starcher y-col,” (110) estudiaron el recambio de elastina -
en el dtero de la ratu, esta protefna presenta un comportamiento en conte
nido, semejante al observado para coldgenz durante el embarazo y el pospar
to. Existe un incremento de elastina total (300%) durante el embarazo con
respecto a valores normales ¥ un dato interesante es5 que la concentracion
de elastina expresado en pg/mg de tejido seco ne muestra cambios durante

el embarazo,

Se ha demostrado que distintas clases de proteinglicanos interac
tdan especIficamente con diferentes moléculas extracelulsres, sugiriendo
que juegan un papel determinante en la camposicidn de la arquitectura del
espacio extracelular (111), Se ha mencionado tambifn, que estas protefnas
limitan el didmetro de las fibras de coldgenn (107), Debido a su compleji-
dad molecular, amplia dist‘ribu.cidn y carga neta negativa, lo que les permi
te interaccionar con varias macromoldculas, pensamos que el incremento ob-
servado de azdcares en el tejide de implante podrfa corresponder a protein
glicanos, ya que la técnica utilizada determina dcidos urénicos, componen-
ite estructural del disacarido repetitivo presente en los glicesaminoglica-
nos. 8in embarpo, es necesario realizar estudics mis especfficos para iden
tificar a las glicoproteinas o proteinglicanos presentes en el tejido ute-

rino, asf camo su variacidn ¥y recambio durante el embarazo y el posparto. A
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IX. CONCLUSIONES

-Los resultados obtenidos en las dcteﬁnj.naciones de peso y conte-
nido de colfigena durante el embarazo y el posparto fucron semejantes a -
los previamente reportados. La concentracitSn de coldgena en la zona de-
implante mostr5 un descenso que progres§ a lo largo del embarazo (de un-
valor normal de 245.35 + 9.10 mg de coldpena/pts a 143.88 + 44.73 al -
dfa 21). La zona de explante permaneci6 constante hasta el dfa 15, para-
posteriormente disminuir al dia 18 (206.73 + 16.23). La vagina mostr§ -
un comportamiento bimodal, de su valor normal (378 + 18.88) ascendié al-
valor mis alto el dfa nueve (463.75 » 13.55). Despufs de esta fecha dis-
minuyd y presentS un valor minimo al dfa 18 (275.38 + 21.49). Después --
del parto la concentraci6én de coldpena uterina ascendié y alcanzé valo--

res normales.

La relacién de protefnas totales/colfigena aumentS en la zona de
implante de 1.96 + (0.04) a 3.23 + (0.19), El incremento de esta rela---
cién y la disminucifn en la concentracidn de colfigena en esta zona, aue
es predominante durante cl embarazo, apoya 1a idea inicial de que el pe
s0 uterino se incrementaba debido a variaciones en otras proteinas ma--
triciales. Los estudios realizndos por Danforth en cfrvix uterino huma-
no, demostraron que poco antes del parto existe un incremento en la con

centracidn de los proteinglicanos aue le permiten a esta estructura ser
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sumamente laxa y facilitar la salida del producte. En un intento prelimj
nar por identificar otras posibles protefnas responsables del incremento
en el pesoc del tejido uterino, se determiné ol contenido y concentracisn
de glicoprotefnas que alcanz§ un valor miximo al diz 18 del cmbarazo de-
un valor nermal de 7.14 (+ 0.44) a 13,97 {+ 1.11) y pestcriormente dismi
nuyS a valores normales despufis del parto. Aln cuando la técnica utiliza
dz no es especifica para glicosaminoglicancs, si determina &cidos urdni-
cos, lo que sugiere la participacitn de les glicosaminoglicanos en el au

mento del tamaiio uterino.

La concentracidn de ADN disminuyS en la zona de implante a par--
tir del dfa nueve del embarazo, como consecuencia del incremento observa
do en la matriz extracelular. Despufs del parto la concentracitn de ADN-
aument$ y rebas§ valores normales, debido principalmente a la afluencia-
de c€lulas caracterfsticas de la respuesta inflematoria, dicho evento ha

sido reportado por otros autores (85).

La capacidad biosintftica para coligena aue fue determinada en -
explantes de tejido, mostrS wuna disminucitn en el porciento de sintesis-
durante el embarazo con un valor minimo al dia 15. Dicha disminucién co-
rrespondif al descensc observado en la concentraciSn de colfigena duran-
te esta etapa. Sin embargo, despufs del dfa 15 el porciento de biosinte-
sis de colfigena se inCrement6 y alcanzé niveles nomales. Si la concene=
tracidn de coligena en el tejido uterino disminuye durante todo el emba-

razo y el porciento de sintesis ticende a recuperarse después del dfa 15,
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esta disparidad solo podrfa explicarse con la intervencién de un proceso
degradativo especifico para colfigena al final del embarazo. Este proceso
podria corresponder a la degradacién intracelular de coligena recifn sin

tetizada que ha sido descrita por Bienkowski (103).

La utilizecibn del andlisis densitomftrico de pgeles de poliacri-
lamida tefiidos con Azul de Coomasie, mostré ser confiable y reproducible
para preparaciones de coldgena tipo I. Esta técnica se utilizé para de--
terminar las proporciones relativas de las colfgenas tipo I y tipo IIT -
durante el embarazo y €l posparto en las ramas uterinas. La zona de im--
plante mostrd que la proporcién de las colfigenas I y III permanece cons-
tante durante cl embarazo: tipo I (79.89 + 4.29%) y tipo III (21.17 + --
3.43) y que durante el posparto las proporciones relativas de estas cold
genas permanecieron sin cambio. Ln zona de exmlante tampoco mostrd cam--
bios en las proporciones de colfgenas I y III durante el embarazo vy el -

posparto.

Los componentes B y vy disminuyeron durante el cmbarazo en las -
dos zonas estudiadas, en la zona de implante la disminuci6n se cbservé a
partir del dfa nueve y en la de explante desde el dfa 15. Lo anterier su
giere la presencia de coldgena joven en estos tejidos, debido posiblemen
te a una disminucién de 1a lisil oxidasa o @l aumento de otras protefnas
matriciales que al interaccionar con la colfigena limitarfan el difimetro-

de las fibras, como ha sido superido peor otros autores (107).
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Otros aspectas que son relevantes para este proyecto ¥y que no se
abordoron durante el presente estudio, estfn relacionades con 1n Tegula-
cién y/o el control de la expresién de los genes que codifican para las
distintas protefnas que componen la matriz extracelular del tejido con-
juntivo del Gtero. Para obtener un mejor conocimiento de estos procesas
regulaterios, consideramos que 1a utilizaciSn de téonicas de Biologia

Molecular, asf como de ADN recombinante copstituirfin um enfoque mis ade-

cuado.
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