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REZUMAT

Oxitocina determina contractie prin fixarea pe receptori
transmembranari specifici, cuplati cu proteine G. Activarea
acestora din urma determind initierea altor sisteme de
semnalizare intracelulara, dintre care cel dependent de
fosfolipaza C este de departe cel mai important. Enzima
hidrolizeaza PIP,, cu formarea de IP, si DAG. Primul se
va fixa pe receptori-canale specifici, cu mobilizarea de
Ca? din depozite si cu declansarea contractiei.
Mecanismul este comun tuturor compusilor cu efect
ocitocic. Noi am studiat importanta formarii IP, prin
blocarea fixarii sale pe receptorii specifici, utilizand
heparina, inclusa in lipozomi si prin stimularea directa a
acestor receptori. Valorile obtinute au fost destul de diferite.

CUVINTE CHEIE: inozitol 1,4,5-trifosfat, oxitocina,
heparina, lipozomi

ABSTRACT
The study of IP, generation in myometrum
contraction oxytocin - induced
Oxytocin induces contraction after stimulating specific
membranal receptors, coupled with G proteins. The
activation of these proteins starts the cell signaling systems,
from which, the most important is PLC complex. It
hydrolyses PIP, to IP, and DAG. IP, mobilizes calcium
from internal stores and contraction begins. This is the
common mechanism of contraction for all ocytocic agents
used. We studied the role of IP, by blocking its fixation on
the specific receptors with heparin and by stimulating the
receptors with exogen IP,. The results were different.
Key words: inositol 1,4,5-triphosphate, oxytocin,
heparin, liposomes

Oxitocina reprezinti nu numai un foarte important
compus endogen cu efect contractil uterin, dar in acelasi
timp constituie principalul agent ocitocic utilizat in practica
medicald (Graves.C.R., 1996).

Peptidul se fixeaza pe receptorii specifici, care fac parte
din familia celor cuplati cu proteine G (Zeeman G.G. si col,,
1997). Activarea acestora din urma declanseazi un complex
de sisteme de semnalizare intracelulard, dintre care de
departe cel mai important il constituie sistemul dependent
de fosfolipaza C (PLC) (Berridge M.J., 1993).

Aceasta hidrolizeaza fosfatidil inozitol (4,5) difosfatul
(PIP,) la inozitol (1,4,5) trifosfat (IP,) si diacil glicerol
(DAG) (Huszar G., 1986).

Ultimul va activa protein kinaza C (PKC), enzima
responsabild de numeroase fosforilari intracelulare (canale
ionice, proteine contractile etc.), implicate in modularea
contractiei uterine (Erneux C. si col,, 1995).

Dar mult mai important este IP,, care, in urma fixarii pe
receptorii-canale specifici, situati pe membrana depozitelor
intracelulare de calciu, va mobiliza acest ion in citosol
(Mikoshiba M., 1993). Ulterior, calciul mobilizat va deschide
si canalele sensibile la Ca”, situate, de asemenea, pe
membrana calciosomilor (Meldolesi J. si col., 1990).

Cand existid suficient calciu in citosol pentru a induce
depolarizarea membranei celulare, are loc deschiderea
canalelor de calciu de tip L, urmatia de contractie.

Ne-am propus studierea importantei IP,, generat in
timpul stimuldrii cu oxitocind, prin blocarea fixarii sale pe
receptorii calciosomici specifici, cu heparina.

Material si metoda

S-a lucrat exclusiv pe miometru uman negravid, recoltat
in impul operatiilor de histerectomie, cu acordul pacientelor.

Am preferat miometrul negravid pentru ca oscilatiile
spontane ale fragmentelor de miometru de sarcina
ingreuneazi mult interpretabilitatea datelor.

Dupd recoltare, mostrele de tesut au fost plasate in
solutie Krebs Henseleit la 4°C, cu urmatoarea compozitie
(mM): 118 NaCl; 4,7 KCI; 2,5 CaCl;; 1,6 MgSO,; 24,9 HCO,;
glucoza 5,55 si un pH 7,3.

Apoi au fost transportate in laborator si utilizate pentru
masuridtori de fortd, intr-un interval maxim de 24 de ore
(tesuturile care nu s-au lucrat imediat, au fost pastrate la
o temperaturd de 4°C).

Din fiecare tesut s-au obtinut stripuri cu dimensiuni de
5/2/2mm, care au fost montate in bii de organ, continind
solutie Krebs-Henseleit la 37 °C, gazatd continuu cu 100 %
0,.

’ Fiecare fragment a fost pretensionat la aproximativ 20
mN, iar forta izometrica a fost inregistratd cu ajutorul unui
traductor de tip IMF 002.

Preparatul muscular a fost spilat la fiecare 30 min. cu
solutie Krebs-Henseleit, timp de 90 de minute,
considerandu-se cd, dupd aceastd perioadd, s-a obtinut
echilibrarea fragmentului muscular.

Circa 12% din fragmentele de miometru au inceput si
oscileze spontan.

Pentru a se simplifica evaluarea datelor, nu s-au folosit
decat stripurile care nu au prezentat automatism.
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Pentru cd nici heparina si nici IP, nu strabat membrana
plasmaticd, a fost nevoie ca aceste substante si fie incluse
in lipozomi, care detin rol de transportori (Crommelin D.J.A.
si col., 1997).

Am utilizat lipozomi oligolamelari, rezultati prin tehnica
hidratarii unui film uscat de fosfatidil colind, dupi o metoda
originald (Briiloiu E. si col,, 1995).

In principiu, pentru fiecare mililitru de emulsie de
liposomi, incdrcati cu substanta doritd, s-au folosit 60 mg de
fosfatidil colind, provenitd din gilbenus de ou (tip X-E,
Sigma).

Fosfatidil colina s-a solubilizat in eter etilic, iar recipientul
in care a avut loc dizolvarea, a fost montat la rotavaporizator,
cuplat la o pompd de vid.

Dupd evaporarea completd a eterului etilic, s-a obtinut
un film de fosfatidil colind pe peretii recipientului.

In continuare, a fost introdusa solutia continand
substanta investigatd, agitandu-se pand la detasarea
completd si emulsionarea stratului de fosfolipid (circa
20-30min.).

Pentru inlaturarea restului de compus, care nu a fost
incorporat in vezicule (astfel incat, in final si existe doar
liposomi in solutie Krebs normald), s-a trecut la dializarea
preparatului, folosindu-se un ,sac” de dializa Sigma. Mediul
de dializd a fost Krebs-Henseleit, in raport volumetric
preparat/Krebs-Henseleit = 1/600.

Solutia Krebs-Henseleit a fost schimbatd la fiecare
jumatate de ora, timp de doua ore.

Se considera cid randamentul de incorporare a substantei
in liposomi (fiind direct proportional cu marimea acestora)
variaza intre 2 si 25%.

Spectrofotometric determinata, in experimentele nostre,
valoarea a fost de 812%.

De asemenea, diametrul mediu,
flow-citometrie, a variat intre 0,1-0,5um.

Am uftilizat oxitocind sintetici (Syntocinon - 10U.I./ml,
aprox. 10*M), heparind (Terapia - 38,5mg/ml = 5.000U.I,
aprox 10°M) si IP, produs de Perstrop Pharma.

Dupi echilibrarea preparatelor, s-a indus o contractie la
oxitocind 10"M, cu valoare de martor.

in continuare, am spilat preparatele cu solutie Krebs,
inregistrandu-se relaxarea lor.

La 30 si la 60 de minute am reluat spalarea cu acelasi
tip de solutie, dupi care am administrat emulsia de lipozomi,
incircati cu heparina (4,5ug/ml, aprox. 10°M), in raport
volumetric in baie de 1/4.

La 20 minute am readministrat oxitocina 107M,
contractia comparand-o cu martorul (Tica A.A., 2002).

Pentru cel de-al doilea tip de experimente, dupa
inregistrarea contractiei martor la oxitocind 107M si spalarile
cu solutie Krebs, la fel ca mai sus, am introdus in baie
lipozomi incédrcati cu IP, 10"M, contractia rezultata fiind
comparati cu cea initiald (Tica A.A., 2002).

masurat prin

Rezultate

Prima administrare de oxitocind induce aparitia unei
unde contractile cu o duratid de 60-90s, avand o amplitudine
de 4,2+2mN (Fig.1).
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Figura 1. Efectul blocdrii receptorilor pentru
IP,, cu heparinad inclusd in lipozomi.

Dupa introducerea lipozomilor incircati cu heparini,
contractia a fost inhibatd in proportie de 50-70% (in medie
cu 64%).

Contractia rezultata prin stimularea directi a receptorilor
specifici cu IP, 10"M, a fost de 20-50% din martor (in medie
38%) (Fig.2).
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Figura 2. Efectul stimuldrii receptorilor
pentru IP, pe miometru negravid.

Se poate constata diferenta semnificativa intre calcularea
rolului IP, in cadrul contractiei prin blocarea receptorilor
sdi specifici si prin stimularea acestora.

Discutii si concluzii

Hidroliza PIP, sub actiunea PLC, indusi de oxitocind,
pune in libertate IP, (alituri de DAG).

Acesta, asa cum am mai aritat, se fixeazi pe receptorii
specifici, care sunt canale de calciu, cu localizare pe
membrana depozitelor intracelulare, determindnd o serie
de evenimente, ce culmineaza cu declansarea contractiei.

Generarea de IP,si fixarea ulterioard pe canalele specifice,
reprezintd principalul mecanism de actiune al compusilor
care determind contractie in general, nu numai asupra
miometrului (Ferris C.D. si col, 1992).

Oxitocina mai initiazd si alte sisteme de semnalizare,
implicate in contractie, implicand: fosfolipaza D, fosfolipaza
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A,, ciclooxigenaza etc. dar cel mai important mecanism
ramane cel legat de activarea PLC.

Interesant este faptul cd am obtinut doud valori foarte
diferite pentru ponderea IP,: 64% fatd de 38%.

Explicatiile ar putea fi:

- heparina nu are o actiune strict selectiva, ea
inhibind si o serie de tirozin kinaze, implicate si
ele in procesul contractil,

- pe de altd parte, este posibil (desi putin probabil)
ca IP, din lipozomi si nu stimuleze complet
receptorii specifici.

Concluzia ar fi cd ponderea IP, are, probabil, o valoare
~intermediara, intre 38 si 64%.
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