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RESUMEN: 

Los estrógenos promueven en el útero eventos gen6micos y 

no genómicos que se manifiestan en minutos u horas, como son la 

inducción de cambios en la liberaciÓn de histamina, imbibiciÓn 

de agua, permeabilidad vascular y en el 

metabolitos a través de la membrana celular. 

transporte de 

Se ha observado que la estimulaciÓn con 17 ~-estradiol 

provoca un aumento en la captación de calcio en el 

las células de endometrio. 

citosol de 

La elevación intracelular de calcio se ha relacionado con 

la proliferación de diversas poblaciones celulares y es posible 

que el incremento dependiente de estrógenos, induzca o facilite 

esta respuesta. 

Con base en lo anterior, se investigó el efecto del 

ionóforo de calcio A-23187 sobre la respuesta proliferativa del 

epitelio uterino de rata; ya que ~ste permite la difusiÓn del 

calcio a través de la membrana e induce el aumento de su 

concentración intracelular. 

Ratas Wistar vlrgenes fueron ovariectomizadas, 15 dlas 

después, veinte microlitros de soluciones de ion6foro a 

concentraciones de 0.5, 2 y 4 ~9/ml ( 0.097, 0.387 Y 0.775 ~M 

respectivamente) se introdujeron en la luz uterina , a un grupo 

de ellas se les administró 10 ~g/Kg de 17~-estradiol por via 

subcutánea. 27 h después los animales se sacrificaron por 

dislocación cervical, previamente se les administró colchicina 

( 0.1 mg / 100 9 de peso Se obtuvieron 

pesaron y el tercio medio se fijó en Bouin, 

parafina, se cortaron transversalmente a 3 ~m. 

ti~eron con hematoxilina-eosina y se contaron 

mitosis de 3000 células del epitelio luminal 

lndice mitótico (1M) se expresó como el número 

los 

se 

Los 

los 

del 

de 

úteros 

incluyó 

cortes 

núcleos 

útero. 

células 

se 

en 

se 

en 

El 

en 

meta fase por cada 1000 células. Las otras partes del útero se 

homogenizaron en PBS en una proporción de 1:15 peso/volumen y 

se midió la cantidad de prote1nas, RNA y DNA. 
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La administraci6n subcutánea de estr6genos 

proliferaciÓn del epitelio luminal y un aumento 
concentraciÓn de proteinas y RNA uterinos. 

indujo 

en 

la 

la 

La aplicaci6n de ion6foro a dosis de 0.08 ~g/cuerno 

uterino caus6 en el epitelio lumi na 1 una pral i ferac i6n 

estad1sticamente significativa. La respuesta no se acompa~6 de 

cambios significativos en las concentraciónes uterinas de 

prote1nas, DNA Y RNA. 

Cuando se aplicó el ionóforo en organismos tratados con 

estradiol no se observó un efecto proliferativo adicional. 

La inyecci6n intraluminal del veh1culo causó por si misma 

un aumento en la multiplicación celular, lo que puede deberse a 

la distensi6n uterina y/o a la inducci6n de 

factores mitogénicos al liquido uterino. 

la 1 iberac i6n de 

El efecto proliferativo del ion6foro en el epitelio 

uterino sugiere que el aumento intracelular de calcio, 

participa en el mecanismo de inducci6n úe la proliferaci6n por 

estr6genos. 

2 



REGULACION DE LA PROLIFERACION DEL EPITELIO UTERINO. 

EVALUACION DEL EFECTO DEL IONOFORO DE CALCIO A-23187. 

INTRODUCCION. 

El epitelio uterino que 

e xperimenta 

genital. 

Estos 

cambios c1clicos 

fenómenos son el 

forma parte del 

caracteristicos 

reflejo de una 

endometrio 

del tracto 

variedad de 

acontecimientos que se presentan como resultado de la 

hormonal, en particular de los esteroides producidos 

ovario. 

acci ón 

en el 

Existe una gran cantidad de información en relaci6n al 

hay 

que 

mecanismo de acción de las hormonas esteroides y cada vez 

más evidencias de su acci6n sobre estructuras subcelulares 

no tienen relaci6n directa con la interacció n de la hormona con 

los receptores nucleares (1-4l. 

divididos en Con base en ello sus efectos han 

gen6micos y no gen6micos. En los primeros 

directamente al genoma celular y en los 

sido 

la hormona afecta 

segundos 

acci6n no mediada por receptores nucleares o 

receptores diferentes a estos, por ejemplo, los 

tienen una 

bien por 

de membrana 

celular u otras prote1nas, sin modificar la e xpresión de los 

genes (5-7i. 

Entre los últimos, se han seKalado los cambios de 

permeabilidad membranal y variaciones en el flujo e intercambio 

iónico, en especial de cationes divalentes como ~l calcio (8l. 

Se ha docum~ntado ampliamente qu~ los e~trógenos inducen 

fen6men : s de proliferaci6n celular en tQjidos como el 

endometrio (9-11). También ~e sabe que hay cambios en la 

concentración intracelular de calcio, en célula5 que han sido 

inducidas a reproducirse con factor~~ mitogénico~ (12-14l. 

No obstant~, la correlación que pudi~ra eKistir entre los 

eventos de división celular y los cambi05 en la concentración 

de calcio, ambos inducidos por estrógenos, no ha ~ido 

3 



estudiada. 

En este trabajo se emplea al ion6foro A-23187, que permite 

la incorporaci6 n de calcio a la célula, para estudiar si este 

ión participa en fenómenos de proliferación celular del 

epitelio uterino, evaluando indicadores como son: el 

mitótico, el peso h ú medo, y el contenido de proteinas, 

RNA. 

ENDOMETRIO: 

ind i ce 

DNA Y 

El endometrio, adherido firmemente al miometrio 

subyace n te, está sometido a cambios ciclicos en respuesta a la 

acti v idad endocrina de los ovarios. Estos cambios culminan con 

la proliferaciÓn de las tejidos que lo integran. 

El cuerpo uterino está revestido por un epitelio 

cillndrico simple con grupos diseminado s de 

El epitelio se continúa con glándulas 

simples que se extienden en la mucosa, 

células ciliadas. 

uterinas tubulares 

en ocasiones las 

glándu l as se ramifican en el ext"emo basal. Entre el epitelio y 

el miometrio se encuentra el estroma de tejido conectivo, cuyas 

células más abundantes son los fibroblastos fusiformes o 

estrellados con núcleos ovoides. Los cuales depositan una trama 

de fibras reticulares que se condensan por debajo del epitelio 

y forman una membrana basal. En el estroma también se 

encuentran células linfoides y leucocitos granulosos errantes. 

Los cambios que ocurren en el endometrio durante el 

estrual, preparan al útero para recibir al 

tanto desempe~an una funci6n importante 

reproductivo (15,16). 

blastocisto 

en el 

ciclo 

y por 

proceso 

Las variaciones en grosor y vascularidad del endometrio se 

deben a los cambios en la producci6n de esteroides sexuales 

ovárcos (15,16). 

Las células epiteliales columnares que recubren la luz 

uterina, tienen una participación importante en la interacción 

entre el blastocisto y el endometrio, en las primeras etapas de 
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la gestación. 

Para facilitar la implantación, las células del 

luminal experimentan cambios estructurales 

por la acción de estr6genos y progesterona 

que son 

(16-19). 

epitelio 

regulados 

Este proceso debe evolucionar hasta una etapa critica 

cuando el útero está preparado para aceptar selectivamente al 

blastocisto. Si no ocurre la diferenciación, el proceso de 

implantaciÓn no se lleva al cabo (18,19). 

CICLO ESTRUAL: 

La rata ovula espontáneame n te, presenta ciclos estruales 

cortos de 4 a 6 dias de duraci6n; esto se debe a que los 

cuerpos lúteos que se forman después de la ovulaciÓn, funcionan 

s610 por unas horas, pero si hay copula durante el estro, se 

estimula el desarrollo de cuerpos lúteos funcionales y en 

consecuencia la rata tiene un periodo de prenez o pseudopre"ez, 

dependiendo de que la cÓpula haya sido fértil o no. La 

cronologia del ciclo estrual es determinada por el ritmo 

circadiano; por ejemplo, la ovulaci6n siempre se presenta poco 

después de la media noche (20,21). 

Un dia antes de que la rata entra en estro, en la ma"ana 

del proestro, la secreciÓn de 17 ~-estradiol que proviene de 

los follculos en desarrollo, alcanza sus concentraciones 

máximas, lo que desencadena un 

hormona luteinizante (LH) en 

ovulación se presenta en las 

siguiente. 

aumento 

la tarde 

primeras 

preovulatorio 

del proestro 

horas de la 

de la 

y la 

ma"ana 

Una caracteristica del ciclo estrual es un gran incremento 

preovulatorio de la secreción de progesterona y 20 

a-hidroxiprogesterona, cuya elevación coincide con los niveles 

má x imos de LH y son mayores que los observados durante la corta 

fase lutelnica o diestro. La progesterona preovulatoria tiene 

una 

la 

función primordial, ya que el comportamiento de 

rata requiere de la influencia de un nivel 

- 5 -
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estrógenos, que es seguido por un aumento en 

de progesterona (17,20,21). 

la concentracion 

Los niveles sanguineos de~ 

elevan al final del proestro y 

LH 

es 

y prolactina 

probable que 

también se 

la cópula 

estimule la liberac i Ón de la ganadotropinas para 

cuerpo lúteo que funcione durante la gestación. 

producir un 

En el diestro se secreta poca cantidad de progesterona y 

20 et-hidro :< iprogesterona, pero se desconoce el mecanismo que 

induce tal fenómeno, asi como la causa de su disminuciÓn 

después de dos dias y si acaso tiene alguna f u nci Ón. En la rata 

la fase l ú tea es insignificante y es modificada por las 

condic i ones ambientales, el ritmo circadiano y 

se :,ual. 

la actividad 

Por su parte los estr6genos desempe~an una función 

esencial en la induc c ión de los cambios endometriales y son 

analizados a continuación. 

ESTROGENOS: 

Una de las funciones primordiales del ovario es la 

producci6n de los esteroides sexuales. Estas hormonas tienen 

como estructura básica el ciclopentanoperhidrofenantreno, que 

está formado por tres anillos constituidos cada uno por seis 

átomos de carbono y un anillo de ciclopentano. 

Los anillos de seis átomos de carbono se denominan con las 

letras A,B,C y el ciclopentano con la letra D. 

Ex iste la tendencia a utilizar en la nomenclatura de los 

esteroides al núcleo central básico del cual proc e den. Esto es, 

estrano, pregnano y androstano; para estrógenos, progesterona y 

andrógenos respectivamente. 

Los átomos de hidrógeno pueden ser sustituidos por cadenas 

laterales, particularmente por grupos hidroxilos y cetónicos. 

Para indicar estas sustituciones, se expresa el número del 

Atomo de carbono en el que tienen lugar la sustituciÓn y si 

esta es et o ~. Si es un grupo hidroxilo puede emplearse el 
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sufija -01, situada detrás del número de carbona en que se 

encuentra, a puede también emplearse el prefija hidroxi. Si san 

varios las grupas hidroxilo, se pueden emplear las sufijas 

-diol, -triol, etc., a las prefijas dioxi, trioxi, etc. 

Si es un grupa cetona puede utilizarse el prefijo oxo o 

ceto a el sufijo -ona; por ejemplo, delta 4 

pregnen-3,20-diona -17 ~-ol, indica que hay das grupas cetona en 

las carbonas 3 y 20 , respectiva mente y un grupa hidroxilo en el 

carbona 17 en posición ~. 

La e x istencia de dables enlaces se expresa par el prefijo 

delta, seguido del número que indica el átomo de carbona donde 

se inicia el dable enlace. Si el dable enlace une das átomos na 

consecutivas en la escala numérica, se escriben a continuación 

las números de las átomos. Cuando hay un sala doble enlace se 

usa el sufijo -en; el sufija -dien, si hay dos; el sufi j 

-trien, si hay tres, etc. Por ejemplo, delta 4-pregnen-3,20 

diana (progesterona); delta 1-3-5 (10)-estratrien-~, 17~-diol 

(estradiol) (22). 

Las principales fuentes de producción de estrógenos son 

los ovarios, las glándulas suprarrenales y la placenta, aunque 

se producen en menor cantidad E!n la piel, el tejido adiposo y 

otros tejidos periféricos. 

El ovario sintetiza fundamentalmente estradiol, en menor 

cantidad estrona y muy poco estriol. Estas tres hormonas tienen 

el núcleo de ciclopentanoperhidrofenantreno, cuyo anillo A es 

aromático (fen61,ico): delta 1-3-5 (10); tienen 18 átomos de 

carbono can un grupa metilo unida al 

hidroxilo en el carbona 3 (22,23). 

carbono 13 Y un grupo 

El estradiol tiene dos grupos hidroxilo: una, común a las 

tres hormonas en el carbona 3 y otra en el carbono 17. 

La estrona tiene un grupo cetona en el carbono 17 y el 

hidroxilo común en el carbono 3. 

El estriol tiene tres grupos hidroxilo: 

carbono 3 y dos más en los carbonas 16 y 17. 

el 

De los tres estr6genos sintetizadas en el 
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estradiol es el de mayor s i gnificado fisiológico tanto por su 

cantidad como por su potencia bio16gica en los 
reproductivos. 

MECANISMO DE ACerON DE LOS ESTROGENOS. 

eventos 

Las hormonas esteroides presentan una gran variedad de 

efectos en sus órganos efectores. Algunos están relacionados 

con: l).-la proliferación celular del tracto reproductivo de 

la hembra, 2).-105 cambios de conducta durante el estro, 3) .-

el inicio de la pubertad, 4).-la aparición de los caracteres 

sexuales secundarios y 5).-el desarrollo de los foliculos 

o váricos y de la glándula mamaria. 

Pregnano (C21) Androstano (C19) Estrano (C 18) 

FlaURA 1. -REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL NUCLEO CENTRAL 

BASICO DE LOS ESTEROIDES SEXUALES . 
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En el útero inducen: 1) ,,-la migraci6n de eosin6filos, 

2) .-la liberaci6n de mediadores quimicos como la histamina, 

3).-el aumento en la permeabil i dad vascular, 4).-la retenci6n 

de agua y 5).-la proliferaci6n del epitelio (2, 24, 25). 

A nivel celular sus efectos se manifiestan pocos minutos 

después del 

cambios de 

estimulo hormonal 

permeabilidad de 

y su 

membrana 

respuesta consiste en 

y alteraciones del 

metabolismo . Sin embargo, hay otros efectos que se presentan 

minutos u horas después de su i.nteracci6n con las células y 

corresponden a un aumento en la sintesis de proteinas, RNA, DNA 

Y finalmente en la proliferación celular (9, 23). 

Como fue mencionado con anterioridad, sus efectos se han 

divididos en gen6micos y no gen6micos. Los primeros se 

presentan más tardiamente e implican la interacci6n del 

esteroide con el núcleo y la modificaci6n de la 

génica. Los segundos son más tempranos e involucra 

e>:presión 

su acci6n 

sobre estructuras como la membrana celJlar (2, 23, 26). 

Los estudios iniciales sobre la acción de los esteroides 

sugieren q u e este grupo de hormonas actúan prácticamente de la 

misma manera. Desde la fuente de origen son transportados a sus 

órganos blanco unidos a proteinas especificas como la globulina 

transportadora de esteroides se xuales o a prote1nas 

inespecificas como la albúmina. En la vecindad de la célula 

efectora se separa de su transportador y dada su naturaleza 

lipofllica, difunden a través d e la membrana citoplásmica. En 

el interior de la célula se une a un receptor citosólico de 

naturaleza proteica en su estado no activado, formando un 

complejo hormona-receptor, el que debe experimentar cambios en 

su conformación molecular que dependen de la temperatura, el pH 

y la fuerza iónica, para ser activado y translocado al núcleo 

(23) • 
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En el núcleo de las células se une a sitios aceptores de 

la cromatina, en los cuales 
acci6n 

radica la especificidad de su 

La interacción de los estrógenos con el genoma condiciona 

la apertura de la cadena de DNA con lo cual la i nformac i6n 

codificada queda e xpuesta para ser transcrita y para dirigir la 

sintesis proteica (23) . 

A este proceso se le conoce como el esquema de dos pasos, 

es decir, la unión inicial de la hormona a un recptor 

citosólico y su translocación al núcleo e interacción con la 

e roma tina (1, 23). 

En la actualidad este esquema se ha puesto en duda, ya que 

hay evidencias que cuestionan la existencia del receptor 

citosólico y presupone una localización de los receptores 

principalmente a nivel nuclear (3). 

Los efectos de la acción genómica son tardios y 

respuesta está relacionada con la s1ntesis de protelnas, 

RNA, crecimiento y división celular (9, 23). 

Acc i6.o. no-genómica: 

la 

DNA, 

No todas las acciones de los estr6genos pueden ser 

e xplicadas con base a sus efectos genómicos. En algunas células 

se han demostrado otros tipos de interacci6n hormonal con 

diversos componentes celulares. 

Estos cambios se presentan a corto plazo y no requieren de 

la e xpresi6n génica, ni de la s1ntesis de protelnas. Se ha 

propuesto la existencia de un posible receptor de membrana 

plasmática como mediador de los estrógenos en células del 

endometrio humano, neuronas, espermatozoides, células de 

carcinoma mamario y células aisladas de la glándula prepucial 

de ratas, sin embargo, aún no se ha establecido el 

funcional del mismo. 

Entre estos efectos se encuentran el 

significado 

incremento 

transitorio de AMPc, el aumento de rutas metabólicas como el 
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ciclo de las pentosas y un mayor consumo de oxigeno en células 

uterinas y espermatozoides (5-7). 

También se ha demostrado que los estr6genos inducen en el 

endometrio cambios en la permeabilidad vascular, la liberación 

de histamina, la imbibición de agua y modificaciones en la 

permeabilidad iónica de la membrana celular (2, 26). 

Por otro lado, se ha observado que la estimulación de las 

células endometriales con 17 ~-estradiol induce una mayor 

captación de calcio e incrementa su concentración en el citosol 

(8). Hecho que reviste gran importancia, ya que se ha 

demostrado que este catión participa en funciones de 

proliferación y otros procesos celulares (11-14, 27, 28). 

Dado lo interesante de la participación del calcio en la 

proliferación celular, a continuación se analiza este proceso y 

su posible relación con el 17 ~-est radi ol. 

PROLIFERACION CELULAR: 

' .as células tienen diferentes cambios en el transcurso del 

ciclo celular. En la fase inicial, la G1, aumentan de tama~o. 

Posteriormente sigue el periodo de replicación del material 

genético o fase S, duran te el cual se sintetiza el DNA. La 

segunda fase de crecimiento (G2), se caracteriza por la 

síntesis de varios tipos de RNA y la célula se prepara para la 

división (29). 

Finalmente, la célula entra en el periodo M, en el cual se 

presenta la división celular o mitosis. En esta etapa la célu la 

entra en las sub fases conocidas como profase, metafase, ana fase 

y telofase (29). 

Las células producto de la división puede entrar 

nuevamente al ciclo y continuar dividiéndose o entrar a la fase 

GO durante la cual adquiere la capacidad de desempe"ar una 

actividad espec ifica, según el tejido de que se trate. En 

algunos tipos celulares como las neuronas y los eritrocitos, la 

diferenciación pone fin a la división; en otros como algunos 
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epitelios, las células pueden entrar nuevamente al ciclo y 

continuar dividiéndose. En el último caso, el regreso al ciclo 

celular está determinado por la acci6n de diversos estimulas, 

como las hormonas o los factores de crecimiento (peptidos Ó 

proteinas sintetizadas por tejidos especificas que estimulan la 

proliferaciÓn de otros tejidos ) . En gran medida se desconoce 

con detalle el mecanismo de acciÓn de estos factores. Sin 

embarga, se acepta que se unen a receptares memb r ana les y a 

partir de esta interacció n generan una se~al interna que es 

propagada par mediadores intracelulares conocidas cama segundos 

mensajeras. 

La se~al despertada en la superficie celular se propaga 

hasta el núcleo, dando cama resultada la replicaci6n del DNA. 

Existen das pasibles rutas a través de las cuales puede 

ocurrir este fen6meno. La primera na bien conocida, es empleada 

par factores de crecimiento del tipo de la insulina a del 

factor de crecimiento epidermal y parece cantar con receptares 

que activan a la enzima tirosina cinasa. Es 

esencia está ruta sea una cascada apoyada en 

de una serie de proteinas (30). 

pasible que en 

la fosforilaci6n 

La otra ruta de transmisión de la se~al, es empleada par 

factores como el derivada de IcLs plaquetas (PDGF) y parece ser 

idéntica a la generada por algunas hormonas y neurotransmisores 

(30). 

El PDGF se une a la superficie celular, 

hidr6lisis del fosfatidilinositol difosfato en 

estimula 

los 

la 

mensajeros inositol trifosfato y diacilglicerol. 

segundas 

Estas 

participan en las procesas que ocurren en la fase de 

crecimiento G1 y preparan a la célula para la slntesis de DNA. 

El inositol trifosfato parece actuar movilizando calcio 

intracelular; el diacilglicerol activa a la proteína cinasa e, 
la que fosforila diversas proteinas y favorece el intercambio 

de iones unidas a la membrana, con esta último se extraen 

protones (hidrogeniones) y aumenta el pH intracelular (31-33). 

La movilizaci6n del calcio y el aumento del pH, en 
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conjunto, contribuyen a la sintesis de RNA y de proteinas que 

preparan a la célula para la sintesis de DNA y su división 

subsecuente. 

Hay otros estimulos que inducen la división de células 

postmitóticas, en fase Go, entre estos, la remoción quirúrgica 

del higado que induce la proliferación de hepatocitos debida a 

la disminución de inhibidores de la división como las chalonas 

producidas por las mismas células (34). 

La división de células Go también puede ser inducida por 

hormonas como l os estrógenos, que actúan ciclicamente sobre el 

endometrio, induciendo la proliferación del epitelio y cuando 

hay u na e xposición previa a progesterona estimulan la división 

de células del estroma. 

En general se acepta que los estrógenos inducen la 

proliferación celular por una acción directa sobre estas, 

mediada par su interacción can las receptares citosólicos y 

nucleares (hipótesis directa positiva), <19, 10, 26, 35). 

5in embarga, algunos investigadores suponen que podria 

haber o tras pasibilidades como I I acción de la hormona sobre 

otro órgano a tejido y la liberación de un inductor de 

proliferación (hipótesis indirecta positivai o la supresión de 

un inhibidor de la misma (hipótesis indirecta 

37) • 

EL CALCIO EN LA PROLIFERACION CELULAR. 

negativa), 

Los iones de calcio actúan como reguladores en un 

número de funciones celulares; coma la conducción nerviosa, 

coagulación sangui nea, la contracción muscular y 

proliferación celular. 

(36, 

gran 

la 

la 

Es de gran interés se~alar su acción cama propagador de 

se~ales externas hacia el interior de la célula (31). 

5u concentración intracelular es del arden 

puede incrementarse como resultada de estimulos 

de y 

e x tracelulares 

al abrirse canales inmersos en la membrana. Estos canales se 
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encuentran acoplados a receptores o son sensibles a cambios de 

voltaje (33). 
La concentraciÓn del iÓn también puede aumentar a 

consecuencia de su liberaciÓn a partir de sitios de depósito en 

organelos intracelulares como las mitocondrias o el reti culo 

endopl~smico liso. Por el contrario, puede disminuir como 

consecuencia de su expulsión hacia el medio extracelular o 

hacia los depósitos intracelulares, fenómenos que consumen 

energla suministrada por el ATP Y regulados por sistemas 

bombeadores de calcio (ATPasa dependiende de calcio y magnesio) 

(31) • 

Para controlar el movimiento intracelular de calcio, la 

célula cuenta con prote1nas unidas a la membrana que l o c 2p tan 

e introducen al citosol o al interior de los organelos donde es 

liberado. También dispone de prote1nas localizadas en el 

citosol que lo unen espec1ficamente, como la calmodulina (38). 

De la uniÓn de calcio con la calmodulina, resultan cambios 

de conformación que activan este complejo y a su vez, actúan en 

sistemas enzimáticos que modifican la actividad celular. 

Se ha visto que el inicio de la ana fase está relacionado 

con un incremento intracelular de calcio, que junto con 

calmodulina puede inducir la despolimerización de 

la 

los 

microtúbulos unidos al cinetocoro y facilitar el movimiento de 

los cromosomas (39). 

que las alteraciones Hay estudios que 

especificas en el perfil 

comprueban 

iÓnico del citoplasma de diversas 

células precede y posiblemente desencadena la divisiÓn y 

proliferación celular. Otras evidencias indican que 

la 

la 

actividad mitótica puede estar funcionalmente acoplada a 

cambios de potencial de membrana y el contenido intracelular de 

cationes inorgánicos (12-14, 27-28). 

Se ha demostrado un aumento de calcio intracelular 

promovido por algunos factores de crecimiento como el PDGF, 

previo a su efecto mitogénico (40). También se ha implicado al 

calcio en la proliferación de diversos tipos celulares como 
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los condrocitos, 

fibroblastos 3T3, 

los linfocitos T, los 

las células epidérmicas, 

timocitos, los 

las células 

epiteliales de los conductos mamarios de humano, (11-13, 27, 28, 

41, 42). Esto hace suponer que el incremento intracelular de 

calcio en el epitelio endometrial pudiera relacionarse con los 

fenómenos proliferativos que ciclicamente presenta este tejido, 

como consecuencia de la acción estrogénica. 

IONOFORO DE CALCIO A-23187. 

E xperimentalmente, la concentración de calcio puede 

elevarse con sustancias quimicas que lo acarrean al interior de 

la célula, como el ionóforo A-23187 (43, 44, 46). 

Este ionóforo es un ácido carbo:<i 1 ico aislado de 

Str"eptomyces char t re1J.Sensis y tiene un peso molecular de 523 

daltones. esta molécula presenta una parte hidrofilica en el 

cent ro , que se une selectivamente a los iones de calcio y 

magnesio (45, 46). 

~ctúa como acarreador móvil para el transporte especifico, 

a pH fisiol óg ico cataliza el intercambio electroneutro de Ca~z 

por 2 H~ a través de la membrana plasmá tica y/o moviliza calcio 

de los depósitos internos (43, 44). 

Esta capacidad de transporte se puede realizar a través de 

la membrana plasmática o de los organelos intracelulares 

movilizando calcio a partir de estos depósitos. 

El ionóforo de calcio A-23187 aument a la concentración 

citosólica de calcio iónico y provoca efectos proliferativos en 

algunas poblaciones celulares, 

(11-13, 27, 28, 41, 42). 

como se mencionÓ previamente 

J USTI FI CACI ON: 

Uno de los principales efectos de 

proliferaciÓn celular en diferentes 

los estrógenos es la 

tejidos y el epitelio 

uterino representa un tejido efecto r por e xcelencia. Sin 
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embargo, hay algunos aspectos en relación a su mecanismo de 

acci6n que no han sido suficientemente estudiados. 

Se ha observado que la concentraci6n intracelular de 

calcio aumenta en las células endometriales en cultivo, 

son estimuladas con 17 ~-estradiol (8). 

cuando 

Lo anterior también se ha observado en otros 

células cuando son inducidas a dividirse con 

mitogénicos (11-13, 27, 28, 41, 42). 

tipos de 

factores 

Dado que la concentraci6n intracelular de calcio aumenta 

cuando las células se estimulan con estrógenos o con factores 

mitogénicos, es posible que este incremento se relacione con 

los fenómenos de proliferación celular en el epitelio uterino. 

HIPOTESIS: 

En algunos tipos celulares se ha visto que la 

concentraciÓn intracelular de calcio, aumenta cuando dichas 

células son inducidas a dividirse y se ha considerado que este 

iÓn participa en los mecanismos que desencadenan la 

proliferación celular. 

El estradiol es una hormona que estimula 

c elular en el epitelio del endometrio. 

la división 

Entre otros efectos el 

permeabilidad de membrana e 

estradiol provoca cambios de 

intercambio iónico. Se ha 

encontrado que el calcio intracelular aumenta como consecuencia 

de la acción de esta hormona. 

Con base en lo anterior, es posible que el incremento 

intracelular de calcio, sea uno de los eventos que medien la 

acción proliferativa de los estrógenos, si esto es asi, 

entonces el ionóforo de calcio A23187 puede inducir la 

proliferación del epitelio luminal uterino, ya que provoca un 

aumento en la concentración del calcio intracelular. 
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OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar si el aumento intracelular de calcio inducido por 

el ionóforo A-23187 favorece la proliferación celular del 

epitelio uterino. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1.- Evaluar si el ion6foro A-23187 tiene 

mitogénico en el epitelio uterino cuando es aplicado 

del útero. 

un 

en 

efecto 

la luz 

~. Evaluar si la respuesta proliferativa del epitelio 

uterino, estimulada por 17 ~-estradiol, se modifica cuando se 

aplica el ion6foro simultáneamente. 

3.-Evaluar la 

intraluminal del 

respuesta del útero 

ionóforo A-23187, en 

concentraci6n de DNA, RNA Y protelnas. 

a la aplicaci6n 

relaciÓn a la 

4.- Evaluar la respuesta del útero a la aplicación de 

ion6foro en ratas tratadas con 17 ~-estradiol, en relaciÓn al 

contenido de DNA, RNA Y protelnas. 
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HA TERI AL '{ METODOS 

1.- Animales: 

Se emplearon ratas Wistar vlrgenes con un peso de 191 ~ 24 

g. Se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 14-10 h luz-oscuridad, 

alimentadas con purina yagua ad libitum y temperatura ambiente 

de 22 + 1 Oc (Bioterio ENEP Iztacala). 

2.- Ovariectomia: 

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico 

(Anestesal, Smith Kline, Norden de Méo:<ico) a una dosis de 5 

mg/l00 g de peso. Se les practicó la ovariectomia bilateral 

mediante una incisión dorsolateral a cada lado. Después de una 

semana del acto quirúrgico se realizaron lavados vaginales 

diariamente durante una semana para corroborar que no entraran 

en estro. lo que indica la remociÓn completa de las gónadas. 

3. Tratamientos con ionóforo y 17 ~-estradiol 

Posteriormente se dividieron en dos grupos (control y 

e xp erimental) y fueron sometidas a diferentes tratamientos como 

se especifica mAs adelante. hasta completar nueve lotes de 

cinco a nueve ratas cada uno. 

A. - Grupo e xperimental 

a).- Administración de ionóforo A-23187 en la luz uterina: 

El ionóforo A-23187 (Sigma Chemical) fue diluido con 

etanol al 2% en soluci ó n salina amortiguada con fosfatos (PBS) 

estéril y preparada a las concentraciones de 0.5, 2 Y 4 ~g/ml 

(0.097, 0 .387 Y 0.775 ~M respectivamente). Cada una de las 

concentraciones correspondió a un tratamiento diferente. A cada 

cuerno uterino se le aplicaron 20 ~l de la solución 
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correspondiente. 

Para la aplicaci6n de la soluci6n se realiz6 una incisi6n 

ventromedial hasta localizar los cuernos uterinos. Se lig6 a 

cada uno de ellos por el e x tremo proximal al cérvix con catgut 

cr6mico 000 (Catgut-American). Por el extremo opuesto a la 

ligadura se aplicaron a cada cuerno 20 ~l de la solución de 

ionóforo a las concentraciones antes mencionadas, por lo que 

cada tratamiento correspondi6 a 0.01, 0.04 Y 0.08 ~g de 

ionóforo/cuerno 0.0193, 0.0775 Y 0.155 ~ moles 

respectivamente). 

La aplicaci6n de las soluciones se realiz6 con una 

microjeringa Hamilton de 25 ~l Y siempre se inició en el cuerno 

del lado derecho. 

b).- Administraci6n intraluminal de ion6foro A-23187 a 

ratas previamente estrogenizadas: 

Se aplic6 subcutáneamente 17 ~-estradiol a una dosis de 10 

~g/kg de peso. El estradiol se diluy6 en etanol al 1% en PBS. 

Cinco minutos después se inyect6 el ion6foro como se describi6 

previamente . 

B.- Grupo control. 

Las ratas correspondientes a este grupo fueron sometidas a 

diferentes tratamientos: a) administrac i6n de 20 ~l del 

veh1culo del ion6foro en la luz uterina (etanol al 2% en PBS) y 

b) aplicaci6n de 20 ~l del vehiculo en la luz de cada cuerno a 

ratas previamente tratadas con estradiol (10 ~g/kg de 17 

~-estradiol por via subcutánea), como se describi6 en el grupo 

experimental. 

Puesto que ha sido informado que la administraci6n de 

liquidas en la luz uterina induce proliferaci6n del epitelio 

por acci6n de la distensi6n, se consideró conveniente emplear 

dos grupos en los cuales no se aplic6 vehiculo en la luz. Un 

grupo correspondi6 a ratas ovariectomizadas solamente y otro a 
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ratas con ovariectom1a y estradiol subcutáneo, para compararlos 

con los controles a los que se administro el veh1culo. 

De esta forma, los grupos quedaron distribuidos como sigue: 

GRUPO EXPERIMENTAL 

Lote 1.- Ion6foro A-23187 en la luz uterina, a una dosis 

de 0.01 ~g/cuerno. 

Lote 2.- Ion6foro A-23187 en la luz uterina, a una dosis 

de 0.04 ~g/cuerno. 

Lote 3.- Ion6foro A-23187 en la luz uterina, a una dosis 

de 0.08 ~g/cuerno. 

Lote 4.-Aplicaci6n previa de 17 ~-estradiol, 10 ~g/kg 

subcutáneo e ion6foro A-23187 en la luz uterina a 

una dosis de 0.01 ~g/cuerno. 

Lote 5.-Aplicaci6n previa de 17 ~-estradiol, 10 ~g/kg 

subcutáneo e ion6foro A-23187 en la luz uterina a 

una dosis de 0.04 ~g/cuerno. 

Lote 6.-Aplicaci6n previa de 17 ~-estradiol, 10 ~g/kg 

subcutáneo e ion6foro A-23187 en la luz uterina a 

una dosis de 0.08 ~g/cuerno. 

GRUPO CONTROL 

Lote 1.- AdministraciÓn en la luz uterina de 20 ~l del 

veh1culo del ion6foro en cada cuerno. 

Lote 2.- Aplicación previa de 17 ~-estradiol, 10 ~g/kg 

subcutáneo y 20 ~l/cuerno de veh1culo del ion6foro. 
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Lote 3.- AdministraciÓn subcut~nea de 17 0-estradiol, a 

una dosis de 10 ~g/kg. 

Lote 4.- Sin ningún tratamiento. 

4.- Aplicación de colchicina para evaluar el 1ndice 

mitótico. 

Tanto al grupo e xperimental como al control se les aplicó 

colchicina (Sigma Chemical ), a una dosis de 0.1 mg/l00 g de 

peso por v1a subcutánea 21 h después de cada tratamiento. 

Los animales f u eron sacrificados por dislocació n cervical, 

seis horas después de la aplicación de la colchicina para 

estimar el 1ndice mit6tico y determinar las concentraciones de 

prote1 nas, DNA y RNA en el útero. 

5.- Ex tirpació n y procesami e nto del ú tero 

A las ratas sacrificadas se les e x trajó el ú tero, el cual 

fue d i secado para eliminar la grasa, el mesometrio y la 

ligadura de catgut. Los úteros completos fueron lavados en PBS. 

Se colectaron sobre papel filtro (Whatman No. 11 y se 

depositaron en una caja de Petri sobre hielo. Posteriormente 

fueron pesados en una balanza analltica Sartorius, el tercio 

medio del cuerno derecho se fijo en una solución de Bouin y se 

procesaron mediante técnicas histológicas rutinarias para 

obtener cortes transversales de 3 ~m de espesor, que se ti~eron 

con hematoxilina y eosina. 

El resto del Órgano fue triturado en un homogenizador 

Potter-Elvehjem en PBS en una proporción 1:15 p/v y se 

realizaron las mediciones bioqu1micas de protelnas, DNA y RNA. 

6.- Estimación del 1ndice mitótico. 

En los cortes del útero se contaron el número de metafases 
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presentes en 3 000 células del epitelio luminal. El indice 

mitótico (1M) se expresó como el número de células en metafase 

por cada mil células epiteliales. 

7.- Estimación de prote1nas, ONA y RNA 

El tejido homogenizado fue procesado para 

prote1nas por el método de Lowry (47), ONA por el 

Myres (48) y RNA empleando el reactivo de orcinol 

apéndice. 

8.- Análisis estad1stico. 

determinar 

de Giles y 

(49). Ver 

Los resultados obtenidos de los grupos e xperimentales y 

sus respectivos controles, se sometieron a un an~lisis de 

varianza (ANDVA) y posteriormente a una prueba de Tukey para 

determinar a que grupo se deben las diferencias significativas. 

La prueba de t-Student se aplicó para compa~ar grupos por 

pares. Se hizo una correlación lineal para determinar la 

relación entre la dosis del io~~foro y la respuesta 

proliferativa del epitelio luminal. 
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RESULTAOOS 

A continuaciÓn 

sobre los parámetros 

administraciÓn del 

se describe la acciÓn del 17 ~-estradiol 

uterinos estudiados, el efecto de la 

ionóforo sobre úteros bajo acción 

estrogénica y sin ella. 

EFECTO DEL lZ ~-ESTRADIOL SOBRE EL UTERO 

El 17 ~-estradiol modifica en forma marcada el aspecto 

histo16gico del e ndometrio, induciendo ab u ndantes mitosis en el 

epitel i o luminal, en el que se observaron regiones con más de 

una capa de células. No se apreció un aumento significativo 

de figuras mit6ticas en otras capas celulares (figura 2). 

El epitelio luminal se adoptó un aspecto cuboide en e l 

organismo ovariectomizado y cilindrico en el tratado con la 

hormona (figura 2). 

En las ratas ovariectomizadas tratadas con 17 ~-estradiol 

(10 ~g/kg) fue notable e l aumento estadlsticamente 

significati vo (p5 0.05) del 1M del epitelio luminal uterino 

(tabla 1 ). No se evalu6 el 1M para otras poblaciones celulares, 

sin embargo, en los cortes histológicos de los úteros sometidos 

a la acci ó n estrogénicas se observaron figuras mitóticas en el 

epi t elio glandular, pero no en otros tejidos como el estroma y 

el miometrio) (figura 2). 

El peso de los úteros y la relaciÓn del peso uterino al 

peso corporal (pu/pc) fue similar con y sin tratamiento 

estrog':'nico (tabla 1). 

El estradiol tambié-n indujo un aumento en las 

concentraciones uterinas de RNA y proteinas y una disminuci ó n 

en la concentración de DNA. Estos c ambios fueron evidentes 

cuando se emplean como 

proteinas. Si se toma 

parámetros de refere ncia al DNA 

como tal al peso h ú medo, 

y las 

las 

concentraciones de proteinas fueron similares e n los organismos 
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tratados con estr6genos y en los ovariectomizados (tablas 2 y 

3) • 

EFECTO DEL 10NOFORO A-23187 SOBRE EL UTERO 

Cuando se administr6 el in6foro en la luz uterina de ratas 

ovariectomizadas, se observaron en los cortes histo16gicos 

algunas células del epitelio luminal en divisi6n a la dosis de 

ion6foro de 0.8 ~g / cuerno, sin embargo, l a proporci6n no fue 

tan marcada como la detectada en los úteros tratados con 

estr6genos (figura 2). 

La aplicaci6n intraluminal del ionóforo a las dosis de 

0.04 y 0.08 ~g/cuerno induce un aumento en el indice mit6tico 

del epitelio luminal de 22 ~ 9 Y 81 ~ 21 respectivamente. 

Cuando estos valores se comparan con los del grupo control 

dosis O) en el que se encontr6 un valor de 13 + 16, se 

observó una diferencia estadisticamente significativa sólo a la 

dosis más alta (ANOVA, prueba de Tukey) con una p :$ 0 . 05 . En el 

a nálisis de correlaci6n entre el 1M y la dosis de 

encontr6 un coeficiente de 0.62, lo cual indica 

aumenta conforme aumenta la dosis del ion6foro 

figura 3). 

ion6foro se 

que el 1M 

(tabla 4 y 

Las concentraciones de DNA y RNA a las dosis de 0.01 y 

0 . 04 fueron menores con respecto a las del grupo control, pero 

no se alteraron cuando se emple6 la dosis de 0.08 ~g (tablas 5 

y 6). 

No se observaron diferencias significativas entre las 

concentraciones de proteinas en el útero a las distintas dosis 

empleadas ( p > 0.05) ; sin embargo, cuando se relacionaron con 

las del DNA, se apreci6 un incremento a las dosis intermedias, 

lo cual refleja la disminuci6n de la concentraci6n de DNA 

(tabla 6 ). 

No hubo diferencias significativas entre el peso uterino, 

ni en la relaciÓn peso uterino / peso corporal 

4) • 
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EFECTO DEL IONOFORO A-23187 SOBRE EL UTERO BAJO ACCION 

ESTROGENICA 

La imagen histo16gica de los cortes uterinos de los 

animales tratados solamente con estr6genos y con estr6genos más 

la administración intraluminal del ionóforo, fueron similares 

(figura 2). En ambos casos el 1M no mostr6 diferencias 

significativas (p ~ 0 . 0 5, ANOVA). Tampoco se apreciaron cambios 

con respecto al control que recibi6 estradiol subcutáneo y 

vehiculo en la luz uterina (tabla 7). 

El ANOVA de las determinaciones bioquimicas de las 

proteinas, el DNA y el RNA) y la relaci6n pu/pc na evidenció 

diferencias significativas (p > 0.05) (tablas 8 y 9). 

En las tablas 7, 8 Y 9 s e presentan las medias y el error 

estándar ( EE ) obtenidos en la relaci6n pu/pc, determinaciones 

bioqulmicas e 1M. 

EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRALUMINAL DE VEHICULO SOBRE 

EL UTERJ CON ~ S IN ESTIMULACION ~STROGENICA. 

La aplicaciÓn en la luz uterina de 20 ~l/cuerno del vehl culo 

a ratas ovariectomizadas indujo un incremento significativo (p 5 

0.05, t-Studentl en el 1M, la concentraci6n de RNA, el peso 

uterino y el Y. de peso uterino respecto al peso corporal fue casi 

1.4 veces mdS alta en cada caso (t abla 1, 2 Y 3). 

En las ratas que recibieron previamente 17 ~-estradiol y cuyos 

cuernos uteri nos fueron tratados con vehlculo intraluminal, no se 

observa ro n diferencias significativas (p > 0.05, t-Student) ni 

entre la proliferación del epitelio y tampoco en 

parámetros bioquimicos (tabla 1, 2 Y 3). 
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FiRUra 2.- Cambios histolc ~icos en el epitelio luminal 

uterino inducidos por el ion:J foro A 23187 y 171~-estradiol. - Se 

presentan microfotografías de cortes transversales de 'lteros de 

ratas despues de 15 d í as de ooforectomí a y de 24 h de la 

administrac i '::'n subcutanea de 17;,<-estradiol (b, d, f) o sin -? 1 ( a, 

c. e); Sin ning.Jn tratamiento en la luz uterina (a, b) .::> despue s 

aplicar intraluminalmente el vehl culo ( PBS-etanol) (c, d) o la 

dosis mayor del ion) foro empleada 0.08 ,U f!. / cuerno uterino (e, f) . 

Los eOIteB fueron tef\ idoB con hell'atoxilina y eOBina. En todos los 

caSOB Be tienen 1 500 aumentoB . 





TABLA 1 
EFECTO DEL ESTRADIOL ~ DEL VEHICULO SOBRE 

EL PESO UTERINO ~ EL INDICE MITOTICO 
DEL EPITELIO LUMINAL. 

EZ VEH!ClJLO 
PESO UTER IHQ PESO UTER IHQ INDICE 

uq/l(g 
I!Ig '/. ImOTi'::ú 

NO ~1.b ~ 16 8 . 837 ~ ~ . eesa 8. 43 ~ 8.11 a 

8 

SI 127 ~ S • h 8.853 _ 8.1382 12.7 ~ 5.83 b 

foil) 115 .3 ~ 18 8.853 ~ 8 . ~i J h 281 ~ 43 .2 e 

lB 

SI 117 .7 ~ 9.6 8.853 ~ 8.Be4aJb 338~ lBl 
e 

Después de 15 días de ouariectOlllfa se adlllinistral'On en la luz uterina 28)11 -
del vehículo en que se disolvió el ionÓforo (etanol al 8.21. en PBS i a ratas con 
y sin tratallliento con estr6geTlCS J déspués de 24 h los úteros se pesaron y se de
teNlillÓ ei íMice lIIitótico del epitelio IUlllinal J coao se inc:lica en lllaterial y lié--. todos ,. se presenta la l!Iedia y el error estaMar ( X _ E.E.) J con una n de 6 pa-
calia condición. El índice lIIitótico indie., el nú'-Cl'O de ct!u!as en -etafase por -
cada 1Be8 r::elulas. las letras iguales inc:lican grupos de datos hoaogéneos. 



TABLA 2 
EFECTO DE LA ADMINISTRAC ION DE ESTRADIOL ~ DEL 

UEHICULO SOBRE LA S CONCENTRACIONES DE 
PROTEINAS, RNA ~ DNA UTERINOS. 

! -""I !JEHIC1J1O 
PRO TE lNAS RNA ~tNA 

i.. 
~glg L!E r'.JIW ~glg DE T"EJirn) DE 

ug/J(g 
~glg n:..Jlrttj 

~j 99 ,? + S.S 
é, D 

3.S3 + ~ . 48 
a 

11 .12 + 8.97 a 
- - -

~ 

SI 1~6.S + H 
a 4.87 + ~.¿b 

b 
'H 3 + 8.47,d - - -

~ 164 .5 ~ 5.a a 6.87 ~ B.28 h 8 83 + ~ ")R b • _ , ':" 1,; 

B 

::"IT 98.4 ~ ") 1 b 5.14 ~ 8.3'<3 b 7.87 ~ ~.43 b vI ".¿ 

Las condiciones exper i:lentales fueron iguales a las indicadas en la tabla 1, las 

proteínas, el DNA y el RNA se dete~inaron co.o se describe en .aterial y ~todos 

Se presenta X ~ E. E. , con una n de b para cada cond ¡ción, las ietras ¡gua les -

grupos de dates ~génees. 



I 

E? 

ugl}!:g 

B 

18 

TABLA 3 
EFECTO DEL ESTRADIOL ~ DEL UEHICULO SOBRE 

LAS RELACIONES ENTRE LOS DISTINTOS 
PARAMETROS BIOQUIMICOS . 

IJEHIC1..íLO 
PRO Ei NilS ~ ?,'l~ ~A 

1fIg!!II!I DE DI'ÍA II!glw.g DE I'M IiIg/!ll!l DE PRO!. I\g/!ll!l DE 

NO 9.~3 + ~.~6 
.;, 

~.33 + ~ . ~18 
a 

e . ~ + e.ee.4 d 8.11 + 
- - - -

SI 11.99 + 6.38 
h 6.52 + 8.63 

h 
6,64 + 6.882 

a 
8.88 -+-- - - -

,¡o 13 .23 + 8,64 
~ 8.75 + B.B25 

b 8.e5 + ~ . e82 
h 

13.87 + 
- - - -

SI 11 .23 + 11.41 
h 

8.66 + e.8S b 
8&6 + ~.~3 

b 
8 !i~ + - - - -

Las condiciones experi~ntales fueron sl~ilares a las de la tabla 1 y 2. Se presenta ia 

x ~ E.E. con una " de b para cada condición . Las letras iguales indican grupos de datos ÍlOtIKl-

/ 

genecs . 

PRO!. 

e.!le6 
d 

6.8S2b,c 

~ . B64 
c 

U83a
, b 



TABLA 4 
EFECTO DEL IONOFORO SOBRE EL PESO UTERINO ~ 

EL INDICE MITOTICO DEL EPITELIO LUMINAL. 

PESO UTERiNO 
IONOFORú PESO UTERINO IND iCE m O! ¡CD 
~t.9/cuerno '/, 

8.Be 1? " + 5.~ ~ .il53 ~ ~ . ~2 13 + 6 
a 

.. wr _ -

8.81 133~ 7.8 8.856 ~ UEl2 4.5 ~ 2.b .; 

8.84 P" + b.3 8.M5 ~ ~ . 884 22 + 9 /..1... _ -

B.88 122 ~ 5.; B .~ + e.Be1 tl1 + "1 - - ~. 

!~spués de 15 aras de ocfo!"eCto~{aJ se aa"in lstraron en ia !l!Z uterina 

2~ ui de la soluci6n de ionáfora a las dosis indicadas. 24 h después se -

dete~ino el peso uterino y el (ndice tlito'tico . Se presenta la X ~ E,E . de 

8 ~rye!'i!'tel't.,s , El i'l'dice !IIitó'tico expresa el nUl~ero de celulas e~ iIIetafase 

por caria 1 ~ céluias. Las letras iguales indican grupos oe datos Í\oIIIogé

neos (p ~ 8.85). 

a 

b 



Figura 3.- Correlación entre la dosis del ion6foro y el 

lndice mitótico. El análisis de correlación se realizó empleando 

el programa Statgraphics y se obtuvo un coeficiente de correlación 

de 0.624 entre ambas variables. 
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TABLA 5 
EFECTO DEL IONOFORO SOBRE LAS CONCENTRACIONES 

UTERINAS DE PROTEINAS, RNA y DNA 

!~FORO PROTW¡.'~S !!NA DNfI 
...g/cuerno -9/9 tejido IIIglg tejido "g/g tejido 

la6 ,b ~ ],4 s,a ~ c,3 a 9, 4:~ 
_ _ a 

8 
!l ,:> 

~ ,81 HUi ~ 5,8 3,4 ~ U
b 

7 ,7 ~ 
_ _ ah 
ll ,:' 

8,84 187,9 ~ 6,6 3,6 ~ 8,8 b 7,2 ~ 8.4 b 

1~,9 ~ 7,3 4,4 ~ 8,4 a 
9 , ~ + __ a 

8,ea - d,b 

Las condiciones experi~enta¡es fue~n si~i!a~s a ¡as de la tahla 4, las ¿ete~i-

nacienes de prote(nas, DNA y RMA se realizaron COIIO se indica en ... terial y llétoc:!os, Se 

presenta la X ~ E,E, de 6 experi.entos separados, Las letras iguales indican grupos ha-

1IIOSé.'"leCS de dates ( P ::. ~ ,1iS ), 



TABLA 6 

EFECTO DEL IONOFORO SOBRE LAS RELACIONES ENTRE 
LOS DISTINTOS PARAMETROS BIOQUIMICOS I 

IONOF~RO RNA PRO!WIAS RMA DNA 
~1.glcuernQ lII9 / r.tg de DMA lII9 / ng de DNA IIIg/~g 1e PRO! . IIIgl:l\g ~e fRiJI . 

~ ~ . 52 -+ 8.83 11.~? -+ 8.38 
o 6.843 -+ 6.6e2 e.es -+ 6.682 - - - -

e .el 6.44 -+ 8.62 14,66 -+ U2 
a 

~ . B38 + ~ . ilB3 8.~ -+ B .~ - - - -

6 . ~ 6.49 -+ ~.~2 13 .79 -+ ~.~4 
D 8 i!:¡4 -+ ~ , ~1 e.~ -+ ~.ilB2 - - - -

8.es 8.~9 -+ 9.82 tUS -+ 8.~ 
b 

8.e-42 -+ 8.~2 8.88 -+ 8.883 - - - -

Las condiciones expel'illlentales fueron si",ilares a las de la tabla 4. Se presenta ia 

~ ~ t .E. de & experilllentos Sfparados. Las letras iguales indican grupos de datos hoao

géneas ( P ~ 8.85 ). 

b 

c. 

a 

b 



TABLA 7 
EFECTO DEL IONOFORO SOBRE EL PESO UTERINO ~ 

EL INDICE MITOTICO DEL EPITELIO LUMINAL 
EN RATAS TRATADAS CON ESTROGENOS. 

1000FORO 
?ESO UTER INO 

PESO UTER INO iNDICE MíTO! ICD 
~g/cuerno 1. 

8.88 118 ~ 9.5 ~ . ~3 ~ 8 .~5 339 ~ iBa 

8.61 114 ~ 18 6.853 ~ 8.8865 323 ~ bd 

~ . B4 118 ~ 13 .6 B . 856 ~ B. 6845 291 ~ 51 

B . ~ 189 ~ 5 8.M9 ~ B.8B3 351 ~ 68 

Despues ae i5 dias de oof erect~ía se aa~ i nistraron en la ! ~Z riel utero 28pi 

del ionóforo a las dosis señaladas, a ratas tratadas 5 ~in antes con 17)B-estradiol 

por u ia subcutánea a una dos is de 16 JJglJ(g ae peso, después de 2~ h les úteros se 

pesaron y se dete~inó el índice ~itótico del epitelio l u~ina¡ c~ se describe ~n 

.atericl y lllétodcs. Se presenta la X ~ E.E. de 6 experimtos . El índice nitótico 

expresa el oo~ro de núcleos en lIe~rase por cada 1888 ct·lulas . He se encontraron 

signif icativas entre los dist intos trata~ientcs ( P ) 8.85 ). 



TABLA 8 
EFECTO DEL IONOFORO SOBRE LAS CONCENTRACIONES 

UTERIN AS DE PROTEINAS ¡ RNA y DNA EN RATAS 

TR ATADAS CON ESTROGENOS 

!C'N('F0?O ?kOE¡~GS P.NA ~A 

,g/cuerno /l\g/g teJ iao 1I:9 /9 tejIdo IIg/g tejido 

88,4 + 2.2 5,1 + a.3 7,~ + ~,1 
~ - - -

n.al 87,a + 2,S 5,8 + B.3 6,7 + 8.2 - - -

~2,~ + 2,7 
~,B4 

- S,2 + ~,4 7,~ + e,5 - -

84,2 + 3,2 51 + U 6,2 + ~ ,7 
8,~8 - ,~ - -

L~s conciicil)~1eS ex;)Cri~entales fueren s:/I\i1ares a !.3S indicadas en ia t abla 7, i,¿s 

prote ínas I el DNA Y e I R~ se deteNl i naren C3/11O se indica en Mter ia 1 y I\étodos , Se pre

'Sent3 13 X ~ ~ , E. ¿e b =xreri~ntos, No se ~ncontnren difereTlCia~ significativas entre 

!os distintos trata~ientos ( P ) 8,85), 



TABLA 9 
EFECTO DEL IONOFORO SOBRE LAS RELACIONES ENTRE 
LOS DISTINTOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EN RATAS 

TRATADAS CON ESTROGENOS 

! 
• 

fONOFORO RNA PRaTErNAS RNA 01(4 ! 
.,g/cuerno I119/I11g de D'íA ~/1Ilg de ])HA ,.g/lllg de PROT . II\g/lll9 de PROT. ~ 

¡ , 
! 
j 

a ~ . 66 ~ ~.~5 11 .23 ~ 8.11 8.857 ~ 8.683 e.e9 ~ a.8B3 i 
I 

8.81 B.72 ~ B.!!5 12 .31 ~ e.gz B . ~8 ~ B.8M B.~ ~ 8.881 I 
1 
I 
I , 

B .~ a.66 ~ 8.ez 11.98 ~ 8.~ 8.1Q ~ B.Be3 8.89 ~ 8.B85 ! 
J 

8.88 8.sa ~ 8.11 14 .72 ~ 1.ee ~.;:,e ~ 8.882 B.87 ~ ~ . 889 

!,as c:md iciones exper ili\entales fueren sillli!ares a !as indicadas en la tah!a 7. Se presenta 

la X ~ E.E. de 5 experilllentos . No se encontraren diferencias estads!sticali\ente significativas 

ent~ los distintos trata~ientos ( P ) 8.85 ). 

! 

i 
l 



DI SCUSION 

En relación a los objetivos propuestos y para analizar la 

posibilidad de que el aumento temprano en la concentración de 

calcio intracelular inducido por estrógenos en las células d e l 

útero, participe estimulando o potenciando otras respuestas más 

tardias a la hormona como la proliferació n celular, se estudió 

la acción de la administración del ionoforo A-23187 sobre los 

di versos parámetros bioqu1micos y morfofuncionales uterinos con 

y sin la estimulaciÓn estrogénica previa. Lo anterior en vista 

de que el ion6foro permite la libre difusión de calcio a través 

de la membrana celular (43, 44, 46) Y por tanto conduce a un 

aumento en la concentr~ciOn intracelular de este catión . 

En primer lugar se discute la acci Ón del 17 ,r,-estradiol 

sobre los parámetros bioquimicos estudi ados , poster iormente se 

analiza la acc iÓn del ion6foro solo y asociado con estrógenos y 

si su acció n imita o potencia a la de ~os estrógenos. 

S "'" ECTO DEL 1Z B-ESTRAD10L s.':!. EL UTERO 

La administración de estradiol subcutáneo a ratas adultas 

ovariectomizadas indujo la proliferaciÓn del epitelio luminal 

uterino como se nata en el increme nta del 1M de este tejida. Na 

se evaluÓ cuantitativamente la proliferación en otros tejidos, 

sin embargo, en los cortes histológicos de los animales 

tratados con estró genos se observaron imágenes mitóticas en el 

epitelio glandular, no as1 en los organismos ovariectomizados. 

Ello concuerda con la acción proliferativa de los estrÓgenos en 

el epitelio luminal y glandular, en ratas adultas 

ovariectomizadas, se"alado por otros autores ( 10, 

Lo anterior no se reflej6 en el pesa uterino 

11, 36 ). 

(pu) tal vez 

debido a que los cambios fueron localizados en una peque"a porción 

del útero, el epitelio, por lo que el crecimiento de este tejido 

no se tradujo en un aumento notable del peso del útero completo. 

El estradiol indujo un incremento en la concentraciÓn de 
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proteinas y RNA Y una disminución de la concentración del DNA 

uterino. El aumenta en prote1nas y RNA pueden relacionarse con 

la inducciÓn de crecimiento y proliferación celular, ya que las 

estr6genos inducen la s1ntesis de RNA y prote1nas en el útero, 

incluso de prote1nas especificas dependientes de su acción, la 

que ocurre previa a la división celular ( 53-55 ). Es factible 

que también esté implicada una disminución de la velocidad en 

la degradación de prote1nas y RNA. 

Es posible que la acción de los estrógenos sobre las 

proteinas y el RNA, no se haya limitado sólo al epitelio, ya 

que los cambias encontrados, fueran evaluados en el útero 

completo. A pesar de que en las ratas adultas ovariectomizadas 

las receptares a estr6genos se 

luminal y glandular, lo anterior 

estas hormonas, también inducen la 

localizan en 

es factible, 

sintesis de 

las epitelios 

debida a que 

factores del 

crecimiento, coma el de crecimiento epidérmica (EGF Y el 

insulinoide 1 (IGF-I Y estas a su vez podr1an tener efectos 

paracrinos sobre otras tejidos ( 50-52 ). 

A pesar del incremento en e ~ 1M del epitelio y por tanta 

del aumento previo en la sintesis del DNA, caracter1stico de 

la respuesta a estr6genos , se detectó una disminuci6n en la 

concentración del DNA bajo la acci6n de la hormona, esto puede 

ser debido a un mayor crecimiento citoplásmico respecto al 

nuclear y por lo tanto al incremento en la proporci6n prote1nas 

y RNA con respecto al DNA. Otra posibilidad es que los 

estr6genos hayan provocado la sintesis del DNA y la 

proliferaci6n del epitelio, mientras que sus efectos sobre la 

concentraci6n de prote1nas y RNA tambi~n fuese sobre otras 

tejidos. 

Los cambias en la concentración de prote1nas, DNA y RNA 

fueran más notables cuando se correlacionan entre si y se 

elimina el probable efecto de la diluciÓn por el contenido de 

agua del tejido. 
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EFECTO DEL IONOFORO A-23187 SOBRE EL UTERO 

Las ion6foros san antibióticas que permiten selectivamente 

la libre difusiÓn de los iones a través de las membranas. San 

herramientas útiles que se han empleada con frecuencia en el 

terreno experimental. Uno de éstos es el ionóforo A-23187 , un 

acarreador de Ca
T2 

y Mg
T2 

que ocasiona un aumento en la 

concentración intracelular de calcio, que a su vez provoca una 

amplia variedad de respuestas (43 , 57-59). 

El calcio se ha relacionado con la proliferación celular y 

en cultivos de células, la estimulación con agentes mitogénicos 

o factores de crecimiento provoca un aumento importante en la 

concentraciÓn de calcio 1 ibre en el citosol previo a la 

división celular (9-11, 35-37, 601. 

Los resultados demostraran que el empleo del ion6foro 

A-23187 a la concentración de 0.08 ~g/cuerno induce una 

respuesta proliferativa del epitelio , la cual es 

estad1sticamente significativa. 

Las dosis de ionóforo fueron seleccionadas con base a las 

que otros investigadores han usado en modelas e xperimentales in 

vitro (61); sin embargo, no hay antecedentes de modelos en el 

organismo completo similares al empleado en el presente 

trabaja . De este modo en este estudio se detec t a por primera 

vez u na acci ó n mitogénica del ion6foro cuando este es 

a dministrado in utero. El sistema es complejo y requiere ce 

controles muy estrictos para poder establecer una conclusión. 

En primer lugar la manipulaciÓn del útero y la administración 

de l 1 quidos en la luz uterina puede tener efectos en este 

Órgano , las que s e discutirAn posteriormente. As1 también, si 

el procedimiento causa da~o al epitelio este puede proliferar 

para regenerarse del dal"ío, de ahl que al control se le 

administrÓ el mismo volú men del veh1culo y el útero fue tratado 

de la misma manera que cuando se aplicÓ el ion6foro. Lo 

anterior fue esencial para discriminar entre el efecto del 

ion6foro y el efecto de la manipulación e xperimental y poder 
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concluir que la administración intraluminalmente del mismo, es 

capaz de inducir la proliferaci6n del epitelio uterino. 

EFECTO DEL IONOFORO A-232187 SOBRE EL UTERO BAJO ACCrON 

ESTROGENICA 

No se aprecia un efecto proliferativo del ionóforo en ~l 

útero bajo acci6n estrogénica • Lo anterior puede atribuirse a 

la gran variabilidad de la respuesta a estr6genos que también 

ha sido observada por (ltros autores empleando dosis única de 

17~-estradiol (36), por ello los resultados obtenidos tienen 

una desviaci ó n estandar relativamente alta. 

La administraci6n simultánea de estradiol con el ionóforo 

no potenci6 el efecto proliferativo como se esperaba. Esto hace 

suponer que la acci6n mitogénica del estradiol puede deberse 

s6lo en parte, a cambios intracelulares de calcio y operen 

otros mecanismos independientes de las concentraciones de 

calcio en la proliferaci6n inducida por estr6genos. Esta idea 

concuerda con el hecho de que el ion6foro indujo una menor 

proporción de proliferaci6n del epitelio respecto a la 

por el estr6geno. 

causada 

El calcio es requerido en poblaciones de células en 

crecimiento, pero se desconoce cual seria su concentraci6n 

6ptima para que se lleve al cabo tal fenómeno, debido a que se 

ha observado que la movilización intracelular del cati6 n no 

siempre promueve la proliferación cuando se emplean en otro 

tipo de c~lulas ( 63-67). 

En la rata adulta ovariectomizada, el estradiol induce la 

división celula r en el epitelio luminal (9-11,62), sin embargo, 

también puede ocasionar cambios en el peso uterino, no 

apreciados en el presente estudio, lo que obedece a dos 

eventos, el primero, más temprano y transitorio, que se observa 

6 h después de su aplicaci6n, está asociado con cambios en la 

irrigaci6n y en la permeabilidad vascular que dan lugar a la 

i mbibici6n de agua en el útero y el segundo se presenta después 
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de 24 h a la aplicación y corresponde básicamente al incremento 

de la proliferación celular (68). 

De acuerdo con algunos autores 

epiteliales representan del 5-10% del 

celular uterina. Esto, aunado a la 

(17,60), las células 

total de la población 

gran variación de la 

respuesta mitogénica inducida por el estradiol, pudo enmascarar 

algunos cambios inducidos en el epitelio luminal, en el peso 

uterina y en las parámetros bioquímicas, aunque 

histológicamente se a preció un aumenta del 1M que na fue 

estad1sticamente distinto al producida sólo par el estradiol. 

En s1ntesis es pasible que en la inducci6n de la 

proliferaci6n celul ar par estr6genos partici p en diversas 

mecanismos, una de e~los puede ser el cambio en el calcio libre 

intracelular, pera e s te quizá contribuya solo en parte al 

efecto global de la hormona. 

EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRALUMINAL DE VEHICULO ~ 

EL UTERO EN RATAS CO~ ~ SIN ESTIMULACION ESTROGENICA. 

La distensi6n del epitelio uterino ocasionada por la 

administraciÓn intraluminal de liquidas, promueve una respuesta 

proliferativa ( 70 l. Esta se puso de manifiesta al aplicar en 

la luz uterina 20 ~l de vehlculo en cada cuerno y al compararla 

con el control (ratas con ooforectom1al. 

Los mecanismos moleculares precisos par los que la 

distensiÓn del epitelio induce la respuesta mitogénica y el 

incremento en la concentraciÓn de RNA se desconocen . El aumento 

en el RNA puede indicar una mayor formación de prote1nas en las 

células en fase de crecimiento (71). 

En las ratas que recibieran estimulaci6n estrogénica, la 

aplicaciÓn intraluminal del veh1culo causÓ un aumenta no 

significativo en el 1M del epitelio luminal, lo que condujo a 

una mayor concentraci6n del DNA por mg de proteínas 
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estad1sticamente significativo, lo que indica 

condiciones se favorece la 

citoplásmico. La gran 

divisi6n respecto 

variabilidad de 

encontradas pudo haber ocultado otros cambios. 
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CONCLUSIONES 

1.- La administraciÓn de estr6genos en ratas adultas 

ovariectomi z adas induce en el útero la proliferación 

del epitelio luminal, un aumento en la concentraciÓn 

de proteinas y RNA Y una disminuci ó n en la del DNA. 

2.- La aplicació n intraluminal de ion6foro A-23187 induce 

una respues ta proliferativa estad1sticamente 

significati va a la dosis de 0.08 ~g/cuerno. 

La respuesta proliferativa del epitelio no se 

acompa~a de cambios significativos en las 

concentraciones de proteinas, DNA y RNA en el útero 

completo. 

3. - La administración intrauterina del ion6foro A-23187 a 

ratas tratadas simultáneamente con estrógenos, no 

produjo cambios estad1~ticamente significativos con 

respecto a la proliferaciÓn del epitelio luminal, la 

concentración de prote1nas, RNA, DNA Y la relación 

peso uterino /peso corporal, cuando se compara con las 

ratas tratadas con estrógenos y el veh1culo inyectado 

en la luz uterina. 

4.- La aplicación intraluminal de 20 ~l/cuerno del 

veh1culo indujo el incremento en el 1ndice mitótico, 

la concentraciÓn de RNA, el peso uterino y la relación 

peso uterino/peso corporal con respecto a los 

controles ovariectomizados. 

La administraciÓn intraluminal del vehiculo en ratas 

tratadas con estrógenos provocó un aumento no 

significativo del IM del epitelio luminal y uno 

significativo en la cantidad de DNA por mg de 

proteínas. 
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5.- Es posible que la proliferación del epitelio lumina l 

inducida por los estr6genos sea mediada por diferente~ 

mecanismos, entre los que se encuentra el aumento en l e 

concentración del calcio libre intracelular. 
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APENDICE I.-CUANTIFICACION DE PROTEINAS, DNA y RNA EN EL 

UTERO. 

PROCESAMIENTO DEL TEJIDO. 

Los úteros se cortaron en peque~os fragmentos y se 

homogeneizaron al 5 % p/v, en un homogeneizador Potter-Elvehjem 

de teflon-vidrio, manteniéndolo sobre un ba~o de hielo. 

Posteriormente se agregó ácido tricloroacético, quedando a 

una concentraciÓn del 5 %, se mezclÓ e incubÓ por 15 min y se 

centrifugÓ a 5 000 rpm en una centrifuga clinica Sol-Bat por 5 

min, a la pastilla ob tenida se le agreg6 ácido perc16rico 2 M, 

se mezcl ó e incubÓ a 70 
o e durante 30 min, después se 

centrifugÓ a 5000 rpm por 10 min , se recuperó el sobrenadante, 

en él se cuantificÓ el DNA por el métod o de Giles y Myres (48) 

y el RNA por el reactivo de orcinol (49). A la pastilla se le 

resuspendi6 e n NaOH 1 N Y se tomaron al i cuotas para la 

det ermi naci6n de proteinas por el método de Lowry (47). 

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METO DO DE LOWRY. 

REACTIVOS: 

Soluci6n A. Tartrato de sodio y potasio al 0.02 % 

Carbonato de Sodio al 2 % ( 0.2 M ) en hidr6 :üdo de sodio 0.1 

N. 

Soluci6n B. Sulfato de cobre al 0.5%. 

SoluciÓn C. SoluciÓn cupro-alcalina: Mezclar 50 

volúmenes de la soluciÓn A mas un volumen de la B. 

Reactivo de Folin-C iocalteau. Di lui do 1 a 2 al 

momento de usar. 

Est~ndar de albúmina. Albúmina del suero de 

bovino 0.2 mg por mI. 
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PROCEDIMIENTO. 

Colocar una allcuota de la solución problema en un tubo de 
ensayo, realiz~ndolo por duplicado. 

Procesarlos junto con el estándar de albúmina según el 

siguiente cuadro. 

TUBO 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

ALBUMINA 

(mi) 

0.0 

0.1 

0.2 

0.3 

0.4 

0.5 

PROBLEMA AGUA 

(mi) 

0.1 a 0.5 O 

DESTILADA SOLUCION C 

(ml) (ml) 

0 .5 2 

0. 4 2 

0.3 2 

0.2 2 

0.1 2 

0.0 2 

a 0.4 2 

Mezclar cada tubo y reposar 10 min a temperatura ambiente . 

Agregar a cada uno, 0 .2 mI del reactivo de Folin, agitando y 

dejando reposar 20 mino 

Leer la absorbencia a 550 nm en un espectrofotómetro 

Spectronic 21. 

DETERMINACION DEL DNA POR EL METODO DE GILES Y MYRES. 

P.EACT 1 VOS. 

SoluciÓn A. Acido perclórico 2 M. 

Solución B. Estándar de DNA. 

a.-Soluci Ón concentrada ( 1 mg/ml ).- Colocar 10 mg 

de DNA de timo de ternera y disolverlos en un matraz aforado de 

10 mI con 8 mI de NaOH 5 mM. Agitar hasta su disoluci6n (30 

min) y aforar a 10 mI con la misma soluci6n. Mantener en el 

congelador. 

b.-SoluciÓn de trabajo (100 mg/mll. En un matraz 

aforado de 10 mI a"adir 1 mI de la solución concentrada de DNA. 

Agregar 4 mI de ácido perc16rico 2 M. Calentar a 70 por 15 

mino enfriar y aforar a 10 mI con HClCk 2M. Mantener en el 
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congelador. 

Soluci6n C. Soluci6n de acetaldehido. 

enfriado a 4 o C. 
emplear material 

a.-Solución concentrada. En un tubo mantenido en 

hielo se prepara una solución de acetaldehido a 16 mg/ml. Para 

ello se agregan 0 .2 ml de acetaldehido a 9.8 ml de agua 

destilada. 

Solución de trabajo . Se diluye 1:10 la soluci6n 

concentrada, al momento de usarse. 

Soluci6n D. Difenilamina al 4 Y. en ácido acético glacial. 

PROCEDIMIENTO. 

Se realiza la siguiente curva estándar, 

problemas al mismo tiempo. 

procesando los 

TUBO ESTANDAR DE DNA SOLUCION A SOLUCION D SOLUCION C 

(ml ) (ml) (ml) (ml) 

0.0 0 . 5 0.5 0.05 

2 0.1 0 .4 0.5 0.05 

3 0.2 0 .3 0.5 0 . 05 

4 0.3 0.2 0.5 0.05 

5 0.4 0.1 0.5 0.05 

6 0 .5 0.0 0 . 5 0.05 

7 PROBLEMA 

0.1 a 0.5 0 . 0 a 0.4 0.5 0.05 

Incubar a 30 o e durante 17 a 24 h. 

Leer la absorbencia a 595 y 700 nm ( la medici6n a 700 nm 

se realiza para corregir la turbidez debida a impurezas). 

Se consideran las diferencias de absorbencia entre 595 y 

700 nm. 
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DETERMINACION DEL RNA. 

REACTIVOS. 

Solución A. HCI04 0.5 M. 

Estándar de RNA. Hidrolizar 1 mg de RNA en un matraz 

aforado con 10 mI de solución A. Emplear RNA de levadura. 

Solución B. 0.05 g de acetato cúprico disuelto en 10 mI de 

ácido acético glacial. Preparar al momento de usar. 

Reactivo de orcinol. Orcinol al 1 'l. en HCI concentrado. 

PROCEDIMIENTO. 

Se realiza la siguiente curva estándar, procesando al 

mismo tiempo los problemas. 

TUBO ESTANDAR DE RNA SOLUCION A SOLUCION B ORCINOL 

(mI) (ml) (mI> (mI) 

1 0 .0 1.0 0.2 1.5 

2 0.2 0.8 0.2 1.5 

3 0.4 0.6 0.2 1.5 

4 0 .6 0 .4 0.2 1.5 

5 0.8 0.2 0.2 1.5 

6 1.0 0.0 0.2 1.5 

7 PROBLEMA 

0.2 a 1 O a 0. 8 0.2 1.5 

Agitar los tubos e incubarlos en a gua hirviendo durante 20 

mino 

Enfriarlos y leer la absorbencia a 660 nm . 
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