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RESUMEN =

Los estrégenos promueven en el utero eventos gendmicos vy
no gendmicos que se manifiestan en minutos u horas, como son la
induccién de cambios en la liberacién de histamina, imbibicién
de agua, permeabilidad vascular y en el transporte de
metabolitos a través de la membrana celular.

Se ha observado que la estimulacién con 17 f-estradiol
provoca un aumento en la captacién de calcio en el citosol de
las células de endometrio.

La elevacién intracelular de calcio se ha relacionado con
la proliferacién de diversas poblaciones celulares y es posible
que el incremento dependiente de estrégenos, induzca o facilite
esta respuesta.

Con base en 1lo anterior, se investigd el efecto del
ionédforo de calcio A-23187 sobre la respuesta proliferativa del
epitelio uterino de rataj; ya que éste permite la difusién del
calcio a través de la membrana e induce el aumento de su
concentracion intracelular.

Ratas Wistar virgenes fueron ovariectomizadas, 15 dias
después, wveinte microlitros de soluciones de iondforo a
concentraciones de 0.5, 2 y 4 ug/ml ( ©.097, 0.387 Y 0.775 uM
respectivamente) se introdujeron en la luz uterinz , a un grupo
de ellas se les administre 10 ug/Kg de 173-estradiol por via
subcutidnea. 27 h después 1los animales se sacrificaron por
dislocacién cervical, previamente se les administréd colchicina
( 0.1 mg / 100 g de peso ). Se obtuvieron 1los uteros se
pesaron y el tercio medio se fijé en Bouin, se incluyé en
parafina, se cortaron transversalmente a 3 um. Los cortes se
tifieron con hematoxilina—-eosina y se contaron los nucleos en
mitosis de 3000 células del epitelio 1luminal del dutero. EI1
indice mitético (IM) se expresd como el nimero de ce¢lulas en
metafase por cada 1000 células. Las otras partes del utero se
homogenizaron en PBS en una proporcién de 1:15 peso/volumen vy

se midié la cantidad de proteinas, RNA y DNA.



La administracién subcutidnea de estrégenos indujo la

proliferacién del epitelio luminal y un aumento en la
concentracién de proteinas y RNA uterinos.

La aplicacién de iondforo a dosis de 0.08 ug/cuerno
uterino causd en el epitelio luminal una proliferacién
estadisticamente significativa. La respuesta no se acompafid de
cambios significativos en 1las concentracidnes uterinas de
proteinas, DNA y RNA.

Cuando se aplicd el iondforo en organismos tratados con
estradiol no se observd un efecto proliferativo adicional.

La inyeccién intraluminal del vehiculo causd por si misma
un aumento en la multiplicacién celular, lo que puede deberse a
la distensién uterina y/o a la induccién de la liberacién de
factores mitogénicos al liquido uterino.

El efecto proliferativo del ionéforo en el epitelio
uterino sugiere que el aumento intracelular de calcio,
participa en el mecanismo de induccién de la proliferacién por

estréogenos.



REGULACION DE LA PROLIFERACION DEL EPITELIO UTERINO.
EVALUACION DEL EFECTO DEL IONOFORO DE CALCIO A-23187.

INTRODUCCION.

El epitelio wuterino que forma parte del endometrio
experimenta cambios ciclicos caracteristicos del tracto
genital.

Estos fendmenos son el reflejo de wuna variedad de
acontecimientos que se presentan como resultado de 1la accién
hormonal, en particular de 1los esteroides producidos en el
ovario.

Existe una gran cantidad de informacién en relacién =zl
mecanismo de accidn de las hormonas esteroides y cada vez hay
mas evidencias de su accidén sobre estructuras subcelulares que
no tiemen relacién directa con la interaccicn de la hormona con
loz receptores nucleares (1-4).

Con btase en ello sus efectos han sido divididos en
genémicos y no genémicos. En los primeros la hormona afecta
directamente al genoma celular y en 1los segundos tienen una
accién no mediada por receptores nucleares o bien por
receptores diferentes a estos, por ejemplo, 1los de membrana
celular u otras proteinas, sin modificar la expresién de los
genes (S-7).

Entre 1los ultimos, se han sefalado los cambios de
permeabilidad membranal y variaciones en el flujo e intercambio
i¢nico, en especial de cationes divalentes como el calcio (8).

Se ha documentado ampliamente que los estrégenos inducen
fendmen:-s de proliferacién celular en tejidos como el
endometrio (9-11). También se sabe que hay cambios en la
concentracién intracelular de calcio, en células que han sido
inducidas a reproducirse con factores mitogénicos (12-14).

No obstante, la correlacién que pudiera existir entre los
eventos de divisiédn celular y los cambios en la concentracién

de calcio, ambos inducidos por estrégenos, no ha sido



estudiada.

En este trabajo se emplea al iondforo A-Z22187, que permite
la incarporacién de calcio a la célula, para estudiar si este
ién participa en fenbmenos de proliferacién celular del
epitelio uterino, evaluando indicadores como son: el f{ndice
mitético, el peso hiumedo, y el contenido de proteinas, DNA vy

RNA.

ENDOMETRIO:

El endometrio, adherido firmemente al miometrio
subyacente, estid sometido a cambios ciclicos en respuesta a la
actividad endocrina de los ovarios. Estos cambios culminan con
la proliferacidén de los tejidos que lo integran.

El cuerpo uterino estia revestido por un epitelio
cilindrico simple con grupos diseminados de ce&lulas ciliadas.
El epitelio se continia con glandulas uterinas tubulares
simples que se extienden en 1la mucosa, en ocasiones las
glandulas se ramifican en el ext 'emo basal. Entre el epitelio y
el miometrio se encuentra el estroma de tejido conectivo, cuyas
células mas abundantes son los fibroblastos fusiformes o
estrellados con nucleos ovoides. Los cuales depositan una trama
de fibras reticulares que se condensan por debajo del epitelio
v forman wuna membrana basal. En el estroma también se
encuentran celulas linfoides y leucocitos granulosos errantes.

Los cambios gque ocurren en el endometrio durante el ciclo
estrual, preparan al dtero para recibir al blastocisto y por
tanto desempefian wuna funcién importante en el proceso
reproductivo (15,16).

Las variaciones en grosor y vascularidad del endometrio se
deben a los cambios en la produccién de esteroides sexuales
ovarcos (15,14).

Las células epiteliales columnares que recubren la luz
uterina, tienen una participaci¢n importante en la interaccidén

entre el blastocisto y el endometrio, en las primeras etapas de



la gestacién.

Para facilitar la implantacién, las células del epitelio
luminal experimentan cambios estructurales que son regulados
por la accidén de estrdgenos y progesterona (16—-19).

Este proceso debe evolucionar hasta una etapa critica
cuando el utero esta preparado para aceptar selectivamente al
blastocisto. Si no ocurre 1la diferenciacién, el proceso de

implantacidén no se lleva al cabo (18,1%9).
CICLO ESTRUAL:

La rata ovula espontianeamente, presenta ciclos estruales
cortos de 4 a & dias de duracién; esto se debe a que los
cuerpos luteos que se forman después de la ovulacién, funcionan
sélo por unas horas, pero si hay copula durante el estro, se
estimula el desarrollo de cuerpos luteos funcionales y en
consecuencia la rata tiene un periodo de prefiez o pseudoprefiez,
dependiendo de que la cdpula haya sido fértil o no. La
cronologia del ciclo estrual es determinada por el ritmo
circadianoj por ejemplo, la ovulacién siempre se presenta poco
después de la media noche (20,21).

Un dia antes de que la rata entra en estro, en 1a mafiana
del proestro, la secrecién de 17 (3—estradiocl que proviene de
los foliculos en desarrollo, alcanza sus concentraciones
maximas, lo que desencadena un aumento preovulatorio de la
hormona luteinizante (LH) en 1la tarde del proestro y la
ovulacién se presenta en las primeras horas de la mafana
siguiente.

Una caracteristica del ciclo estrual es un gran incremento
preovulatorio de la secrecidén de progesterona Y 20
a—hidroxiprogesterona, cuya elevacién coincide con los niveles
maximos de LH y son mayores que los observados durante la corta
fase luteinica o diestro. La progesterona preovulatoria tiene
una funcién primordial, ya gque el comportamiento de apareo de

la rata requiere de 1la influencia de un nivel alto de



estrégenos, que es seguido por un aumento en la concentracion

de progesterona (17,20,21).
Los niveles sanguineos de LH y prolactina también se

elevan al final del proestro y es probable que la cépula
estimule la liberacidn de la gonadotropinas para producir un
cuerpo luteo gque funcione durante la gestacién.

En el diestro se secreta poca cantidad de progesterona vy
20 a-hidroxiprogesterona, pero se desconoce el mecanismo que
induce tal fenémenc, asi como la causa de su disminucién
después de dos dias y si acaso tiene alguna funcién. En la rata
la fase 1lutea es insignificante y es modificada por las
condiciones ambientales, el ritmo circadiano vy 1la actividad
sexual.

Por su parte 1los estrégencs desempefian una funcién
esencial en la induccién de los cambios endometriales y son

analizados a continuacién.

ESTROGENOS:

Una de 1las funciones primordiales del ovario es la
produccién de los esteroides sexuales. Estas hormonas tienen
como estructura basica el ciclopentanoperhidrofenantreno, que
esta formado por tres anillos constituidos cada uno por seis
4dtomos de carbono y un anillo de ciclopentano.

Los anillos de seis atomos de carbono se denominan con las
letras A,B,C y el ciclopentano con la letra D.

Existe la tendencia a utilizar en la nomenclatura de los
estercides al nucleo central basico del cual procaden. Esto es,
estrano, pregnano y androstano; para estrdégenos, progesterona y
andrégenos respectivamente.

Los atomos de hidrégeno pueden ser sustituidos por cadenas
laterales, particularmente por grupos hidroxilos y ceténicos.
Para indicar estas sustituciones, se expresa el numero del
4dtomo de carbono en el que tienen lugar 1la sustitucidén y si

esta es a o (3. §i es un grupo hidroxilo puede emplearse el



sufijo -ol, situado detrias del nimero de carbono en que se
encuentra, o puede también emplearse el prefijo hidroxi. Si son
varios los grupos hidroxilo, se pueden emplear 1los sufijos
-diol, -triol, etc., o los prefijos dioxi, trioxi, etc.

Si es un grupo cetona puede utilizarse el prefijo oxo o
ceto o el sufijo -ona; par ejemplo, delta 4
pregnen—-3,20-diona-17 (3-ol, indica que hay dos grupos cetona en
los carbonos 3 y 20, respectivamente y un grupo hidroxilo en el
carbono 17 en posicién 3.

La existencia de dobles enlaces se expresa por el prefijo
delta, seguido del numero que indica el Atomo de carbono daonde
se inicia el doble enlace. Si el doble enlzce une dos Atomos no
consecutivos en la escala numérica, se escriben a continuacion
los numeros de los 4tomos. Cuando hay un solo doble enlace se
usa el sufijo -enj; el sufijo =-dien, si hay dos; el sufi:
-trien, si hay tres, etc. Por ejemplo, delta 4-pregnen-3,20
diona (progesterona)l); delta 1-3-5 (10)-estratrien—-3, 1773-diol
(estradiol) (22).

Las principales fuentes de produccién de estrdgenos son
los ovarios, las glandulas suprarrenales y la placenta, zaungue
se producen en menor cantidad en la piel, el tejido adiposo Yy
atros tejidos periféricos.

El ovario sintetiza fundamentalmente estradiol, en menor
cantidad estrona y muy poco estriol. Estas tres hormonas tienen
el nucleo de ciclopentanoperhidrofenantreno, cuyo anillo A es
aromatico (fendlico): delta 1-3-5 (10); tienen 18 atomos de
carbono con un grupo metilo unido a2l carbono 13 y un grupo
hidroxilo en el carbono I (22,23).

El estradiol tiene dos grupos hidroxilo: uno, comun a las
tres hormonas en el carbono 3 y otro en el carbono 17.

La estrona tiene un grupo cetona en el carbono 17 y el
hidroxilo comun en el carbono 3.

El estriol tiene tres grupos hidroxilo: el comin en el
carbono 3 y dos mas en los carbonos 16 y 17.

De los tres estrégenos sintetizados en el ovario, el



estradiol es el de mayor significado fisioldégico tanto por su

cantidad como por su potencia biolégica en los eventos
reproductivos.

MECANISEMO DE ACCION DE LOS ESTROGENOS.

Las harmonas esteroides presentan una gran variedad de
efectos en sus drganos efectores. Algunos estan relacionados
con: 1).-la proliferacién celular del tracto reproductivo de
la hembra, Z).-los cambios de conducta durante el estro, 3).-
el inicio de la pubertad, 4).-la zparicién de 1los caracteres
sexuales secundarios y 5S).—-el desarrollo de 1los foliculaos

ovaricos y de la gliandula mamaria.

Pregnano (C21) Androstano (C19) Estrano (C18)

FIGURA 1. ~-REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL NUCLEO CENTRAL

BASICO DE LOS ESTEROIDES SEXUALES.



En el utero inducen: 1).-1la migracién de eosindfilos,
2).-1la liberacién de mediadores quimicos como 1la histamina,
Z).—-el aumento en la permeabilidad vascular, 4).-la retencién
de agua y 5).-la proliferacién del epitelio (2, 24, 25).

A nivel celular sus efectos se manifiestan pocos minutos
después del estimulo hormonal y su respuesta consiste en
cambios de permeabilidad de membrana y alteraciones del
metabolismo. Sin embargo, hay otros efectos que se presentan
minutos u horas después de su interaccién con las células vy
corresponden a un aumento en la sintesis de proteinas, RNA, DNA
y finalmente en la proliferacién celular (2, 23).

Como fue mencionado con anterioridad, sus efectos se han
divididos en gendmicos Yy no gendmicos. Los primeros se
presentan mas tardiamente e implican 1la interaccién del
esteroide con el nucleo y 1la modificacién de 1la expresisdn
génica. Los segundos son mas tempranos e involucra su  accidn

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

Accién gendmica d os estrégenos:

Los estudios iniciales sobre la accién de 1los esterocides
sugieren que este grupo de hormonas actdan préacticamente de 1la
misma manera. Desde la fuente de origen son transportados a sus
&rganos blanco unidos a proteinas especi ficas como la globulina
transportadora de esteroides sexuales o a proteinas
inespeci ficas como la albimina. En la vecindad de 1la célula
efectora se separa de su transportador y dada su naturaleza
lipofilica, difunden a través de la membrana citoplasmica. En
el interior de la célula se une a un receptor citosélico de
naturaleza proteica en su estado no activado, formando un
complejo hormona-receptor, el que debe experimentar cambios en
su conformacién molecular gue dependen de la temperatura, el pH
y la fuerza idénica, para ser activado y translocado al nacleo

(23).



En el nucleo de las células se une a sitios aceptores de

la cromatina, en los cuales radica la especificidad de su
accién -

La interaccitén de los estrdgenos con el genoma condiciona
la apertura de la cadena de DNA con 1lo cual 1la informacién
codificada queda expuesta 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 wunidén inicial de 1la hormona a wun recptor
citosélico y su translocacidén al nicleo e interaccién con 1la
cromatina (1, 23).

En la actualidad este esquema se ha puesto en duda, ya que
hay ewvidencias que cuestionan 1la existencia del receptor
citosolico y presupone una localizacién de 1los receptares
principalmente a nivel nuclear (3).

Los efectos de 1la accién gendmica son tardios y 1la
respuesta estia relacionada con la sintesis de proteinas, DNA,

RNA, crecimiento y divisién celular (2, 23).

Accidn no—-gendmica:

No todas las acciones de los estrégenos pueden ser
explicadas con base a sus efectos gendmicos. En algunas células
se han demostrado otros tipos de interaccién hormonal con
diversos componentes celulares.

Estos cambios se presentan a corto plazo y no requieren de
la expresién génica, ni de la sintesis de proteinas. Se ha
propuesto la existencia de un posible receptor de membrana
plasmatica como mediador de los estrogenos en células del
endometrio humano, neuronas, espermatozoides, células de
carcinoma mamario y células aisladas de la glandula prepucial
de ratas, sin embargo, aun no s ha establecido el significado
funcional del mismo.

Entre estos efectos se encuentran el incremento

transitorio de AMPc, el aumento de rutas metabélicas como el
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ciclo de las pentosas y un mayor consumo de oxigeno en c<lulas
uterinas y espermatozoides (5-7).

También se ha demostrado que los estrégenos inducen en el
endometrio cambios en la permeabilidad vascular, la liberacidn
de histamina, la imbibicién de agua y modificaciones en la
permeabilidad iénica de la membrana celular (2, 26).

Por otro lado, se ha observado que la estimulaciédn de las
celulas endometriales con 17 B-estradiol induce una mayor
captacién de calcio e incrementa su concentracién en el citosol
(8). Hecho que reviste gran importancia, ya gque se ha
demostrado que este catidén participa en funcianes de
proliferacidén y otros procesos celulares (11-14, 27, 28).

Dado lo interesante de la participacién del calcio en la
proliferacidn celular, a2 continuacién se znaliza este proceso vy

su posible relacién con el 17 fi-estradiol.

PROLIFERACION CELULAR:

f.las celulas tienen diferentes cambios en el transcursa del
ciclo celular. En la fase inicial , la 61, aumentan de tamafio.
Posteriormente sigue el periodo de replicacién del material
genetico o fase 5, durante el cual se sintetiza el DNA. La
sequnda fase de crecimiento (G2), se caracteriza por 1la
sintesis de varios tipos de RNA y la célula se prepara para la
divisién (29).

Finaimente, la ceélula entra en el periodo M, en el cual se
presenta la divisién celular o mitosis. En esta etapa la celula
entra en las subfases conocidas como profase, metafase, anafase
y telofase (29).

Las células producto de la divisién puede entrar
nuevamente a2l ciclo y continuar dividiéndose o entrar a la fase
G0 durante la cual adquiere 13 capacidad de desempefiar una
actividad especifica, segqun el tejido de que se trate. En
algunos tipos celulares como las neuronas y los eritrocitos, la

diferenciacién pone fin a la divisién; en otros como algunos
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epitelios, las células pueden entrar nuevamente al ciclo vy

continuar dividiéndose. En el ultimo caso, el regreso al ciclo
celular estia determinado por la accién de diversos estimulos,

como las hormonas o los factores de crecimiento (péptidaos &
proteinas sintetizadas por tejidos especificos que estimulan la
proliferacidén de otros tejidos). En gran medida se desconoce
con detalle el mecanismo de accién de estos factores. Sin
embargo, se acepta que se unen a receptores membranales y a
partir de esta interaccidén generan una sefflal interna que es
propagada por mediadores intracelulares conocidos como segundos
mensa jeros.

La sefial despertada en la superficie celular se propaga
hasta el nicleo, dando como resultado la replicacién del DhA.

Existen dos posibles rutas a través de 1las cuales puede
ocurrir este fendémeno. La primera no bien conocida, es empleada
por factores de crecimiento del tipo de 1la insulina o del
factor de crecimiento epidermal y parece contar con receptores
gue activan a la enzima tirosina cinasa. Es posible que en
esencia esta ruta sea una cascada apoyada en 1la fosforilacién
de una serie de proteinas (3I0).

La otra ruta de transmisién de la csefial, es empleada por
factores como el derivado de las plaquetas (PDGF) y parece ser
idéntica a la generada por algunas hormonas y neurotransmisores
(30).

El PDGF se une 2 1la superficie celular, estimula 1la
hidrélisis del fosfatidilinositol difosfato en 1los segundos
mensajeros inositol trifosfato Y diacilglicerol. Estos
participan en los procesos que ocurren en la fase de
crecimiento G1 y preparan a la célula para la sintesis de DNA.

El inositol trifosfato parece actuar movilizando <calcio
intracelular; el diacilglicerol activa a la proteina cinasa C,
la que fosforila diversas proteinas y favorece el intercambio
de iones unidos a la membrana, con esto ultimo se extraen
protones (hidrogeniones) y aumenta el pH intracelular (31-33).

La movilizacidén del calcio y el aumento del pH, en



conjunto, contribuyen a la sintesis de RNA y de proteinas que
preparan a la célula para la sintesis de DNA y su divisiédn
subsecuente.

Hay otros estimulos que inducen 1la divisién de células
postmitéticas, en fase Go, entre estos, la remocién quirdrgica
del higado que induce la proliferacién de hepatocitos debida a
la disminucidén de inhibidores de la divisidén como las chalonas
producidas por las mismas células (34).

La divisién de células Go también puede ser inducida por
hormonas como los estrégenos, que actian ciclicamente sobre el
endometrio, induciendo la proliferacién del epitelio y cuando
hay una exposicién previa a pragesterona estimulan la divisidn
de células del estroma.

En general se acepta que 1los estrégenos inducen la
proliferacién celular por una accién directa sobre estas,
mediada por su interaccién con los receptores citosélicos vy
nucleares (hipétesis directa positival), (19, 10, 26, 35).

Sin embargo, algunos investigadores suponen que podria
haber otras posibilidades como l: accién de 1la hormona saobre
otro érgano o tejido y 1la liberacién de wun inductor de
proliferacién (hipsdtesis indirectz positiva) o la supresidn de
un inhibidor de la misma (hipétesis indirecta negativa), (Zb,

b 7 B
EL CALCIO EN LA PROLIFERACION CELULAR.

Los iones de calcio actuan como reguladores en un gran
numero de funciones celulares; como la conducciédn nerviosa, la
coagulacidén sangui nea, la contraccién muscular 3% la
proliferacién celular.

Es de gran interés sefalar su accién como propagador de
sefiales externas hacia el interior de la célula (31).

Su concentracién intracelular es del orden de 10Fd M vy
puede incrementarse como resultado de estimulos extracelulares

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 concentracién del ién también puede aumentar a

consecuencia de su liberacitn a partir de sitios de depésito en
organelos intracelulares como las mitocondrias o el reticulo
endoplismico liso. Por el contrario, puede disminuir como
consecuencia de su expulsidn hacia el medio extracelular o
hacia los depédsitos intracelulares, fendmenos que consumen
energia 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, 1la
célula cuenta con protefinas unidas a2 la membrana que lo c=ptan
e introducen al citosol o al interior de los organelos donde es
liberado. Tambien dispone de proteinas localizadas en el
citosol que lo unen especificamente, como la calmodulina (38).

De la unién de calcio con la calmodulina, resultan cambios
de conformacién que activan este complejo y a su vez, actuan en
sistemas enzimiaticos que modifican la actividad celular.

Se ha visto que el inicio de la anafase estid relacionado
con un incremento intracelular de calcio, que junto con la
calmodulina puede inducir la despolimerizacidén de los
microtubulos unidos al cinetocoro y facilitar el movimiento de
los cromosomas (39).

Hay estudios que comprueban que las alteraciones
especificas en el perfil iénico del citoplasma de diversas
células precede y posiblemente desencadena 1la divisién y 1la
proliferacien celular. O0Otras evidencias indican que la
actividad mitdtica puede estar funcionalmente acoplada a
cambios de potencial de membrana y el contenido intracelular de
cationes inorganicos (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 proliferacién de diversos tipos celulares como



los condrocitos, leos linfocitos T, los timocitos, los
fibroblastos 373, las células epidérmicas, 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
fenémenos proliferativos que ciclicamente presenta este tejido,

como consecuencia de la accidén estrogénica.
IONOFORO DE CALCIO A-23187.

Experimentalimente, 1a concentracién de calcio puede
elevarse con sustancias quimicas que lo acarrean al interior de
la célula, como el iondforo A-23187 (43, 44, 46).

Este ionéforo es un Aacido carboxi lico aislado de
Streptomyces chartreusensis y tiene un peso molecular de 523
daltones. esta molécula presenta una parte hidrofilica en
centro, que se une selectivamente a los 1iones de calcio vy
magnesio (45, 4&).

fctia como acarreador mévil para el transporte especifico,
a pH fisioldgico cataliza el intercambio electroneutro de Ca‘z
por 2 H" a través de la membrana plasmatica y/o moviliza calcio
de los depésitos internos (43, 44).

Esta capacidad de transporte se puede realizar a traves de
la membrana plasmatica o de los organelos intracelulares
movilizando calcio a partir de estos depédsitos.

El iondforo de calcio A-23187 aumenta la concentracién
citosélica de calcio idnico y provoca efectos proliferativos en
algunas poblaciones celulares, como se menciond previamente
(11-13, 27, 28, 41, 42).

JUSTIFICACION:
Uno de los principales efectos de los estrégenos es la
proliferacién celular en diferentes tejidos y el epitelio

uterino representa un tejido efector por excelencia. Sin



embargo, hay algunos aspectos en relacién a su mecanismo de

accidén que no han sido suficientemente estudiados.
Se ha observado que 1la concentracién intracelular de

calcio aumenta en las células endometriales en cultivo, cuando
son estimuladas con 17 [(-estradiol (B).

Lo anterior también se ha observado en otros tipos de
células cuando son inducidas a dividirse con factores
mitogénicos (11-13, 27, 28, 41, 42).

Dado que la concentracién intracelular de calcio aumenta
cuando las células se estimulan con estrédgenos o con factores
mitogénicos, es posible que este incremento se relacione con

los fendmenos de proliferacién celular en el epitelio uterino.

HIPOTESIS:

En algunos tipos celulares se ha visto que la
concentracién intracelular de calcio, aumenta cuando dichas
células son inducidas a dividirse y se ha considerado que este
1én participa en los mecanismos que desencadenan la
proliferacidén celular.

El estradiol es wuna hormona que estimula 1la divisién
celular en el epitelio del endometrio.

Entre otros efectos el estradiol provoca cambios de
permeabilidad de membranma e intercambio idnico. Se ha
encontrado que el calcio intracelular aumenta como consecuencia
de la accidén de esta hormona.

Con base en lo anterior, es posible que el incremento
intracelular de calcio, sea uno de los eventos que medien la
accién preoliferativa de los estrdgenos, si esto es asi,
entonces el iondforo de calcio A23187 puede inducir la
proliferacién del epitelio luminal uterino, ya que provoca un

aumento en la concentracién del calcio intracelular.



OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar si el aumento intracelular de calcio inducido por
el iondforo A-23187 favaorece 1la proliferacién celular del

epitelio uterino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.— Evaluar si el iondforo A/A-23187 tiene un efecto
mitogénico en el epitelio uterino cuando es aplicado en 1la lu=z

del utero.

2.- Evaluar si la respuesta proliferativa del epitelio
uterino, estimulada por 17 [(#-estradiol, se modifica cuando se

aplica el iondforo simultianeamente.

Z.~Evaluar 1la respuesta del dtero a la aplicacién
intraluminal del iondforo A-23187, en relacidén a la

concentracién de DNA, RNA y proteinas.

4.- Evaluar la respuesta del utero a 1la aplicacién de
iondforo en ratas tratadas con 17 f3-estradiol, en relacién al

contenido de DNA, RNA y proteinas.



MATERIAL Y METODOS
1.- Animales:

Se emplearon ratas Wistar virgenes con un peso de 191 + 24
g. Se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 14-10 h luz-oscuridad,
alimentadas con purina y agua ad lidbitunm y temperatura ambiente

de 22 + 1 °C (Rioterio ENEP Iztacala).
2.— Ovariectomia:

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico
(Anestesal, Smith Kline, Norden de México) a wuna dosis de &
mg/100 g de peso. Se les practicé 1la ovariectomia bilateral
mediante una incisidén dorsclateral a cada lado. Después de una
semana del acto quirdrgico se realizaron lavados vaginales
diariamente durante una semana para corroborar que na entraran

en estro, lo que indica la remocién completa de las gdnadas.
Z.— Tratamientos con iondforo y 17 ff-estradiol

Posteriormente se dividieron en dos grupos (control vy
experimental) y fueron sometidas a diferentes tratamientos como
se especifica mas adelante, hasta completar nueve lotes de

cinco a nueve ratas cada uno.
A.— Grupo experimental

al).— Administracién de iondforo A-23187 en la luz uterina:
El ionéforo A-23187 (Sigma Chemical) fue diluido con
etanol al 2% en sclucién salina amortiguada con fosfatos (PES)
estéril y preparada a las concentraciones de 0.5, 2 y 4 pg/ml
(0,097, 0.387 y 0.775 uM respectivamente). Cada una de las
concentraciones correspondid a un tratamiento diferente. A cada

cuerno uterino se le aplicaron 20 pl de 1la solucidn
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correspondiente.

Para la aplicacién de la solucién se realizé una incisién
ventromedial hasta localizar los cuernos uterinos. Se 1ligd a
cada uno de ellos por el extremo proximal al cérvix con catgut
crémico 000 (Catgut—-American). Por el extremo opuesto a la
ligadura se aplicaron a cada cuerno 20 gl de la soluciédn de
ionéforo a las concentraciones antes mencionadas, por lo que
cada tratamiento correspondié a 0.01, ©0.04 y 0.08 ug de
iondforo/cuerno ( 0.0193, 0.0775 Yy 0.155 “ moles
respectivamente).

La aplicacién de 1las soluciones se realizéd con una
microjeringa Hamilton de 25 pl y siempre se inici® en el cuerno

del lado derecho.

b).- Administracién intraluminal de i1ondforo A-23187 a
ratas previamente estrogenizadas:

Se aplicéd subcutaneamente 17 fi—estradiol a una dosis de 10
rg/kg de peso . El estradiol se diluyd en etanol al 1% en PES.
Cinco minutos después se inyecté el iondforo como se describié

previamente.

B.— Grupo control.

Las ratas correspondientes a este grupo fueron sometidas a
diferentes tratamientos: a) administracién de 20 ul del
vehiculo del iondforo en la luz uterina (etanol al 2% en PES) y
b) aplicacién de 20 ul del vehiculo en la luz de cada cuerno a
ratas previamente tratadas con estradiol (10 pg/kg de 17
{3—estradiol por via subcutanea), como se describié en el grupo
experimental.

Puesto que ha sido informado que la administracién de
liquidos en la luz uterina induce proliferacién del epitelio
por accién de la distensidén, se considerd conveniente emplear
dos grupos en los cuales no se aplicé vehiculo en la 1luz. Un

grupo correspondié a ratas ovariectomizadas solamente y otro a
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ratas con ovariectomia y estradiol subcutineo, para compararlos
con los controles a los que se administro el vehiculo.

De esta forma, los grupos quedaron distribuidos como sigue:

GRUPO EXPERIMENTAL

Lote 1.- Ionéforo A-23187 en la luz uterina, a wuna dosis

de 0.01 pg/cuerno.

Lote 2.- Iondforo A-23187 en la luz uterina, a wuna dosis

de 0.04 pg/cuerno.

Lote 3.—- Iondéforo A-23187 en la luz uterina, a wuna dosis

de 0.08 pg/cuerno.

Lote 4.-Aplicacidén previa de 17 f-estradiol, 10 ug/kg
subcutaneo e iondforo A-23187 en la luz uterina a

una dosis de 0.01 pg/cuerno.

Lote S.-Aplicacién previa de 17 pfF-estradiol, 10 pg/kg
subcutaneo e iondforo A-23187 en la luz uterina a

una dosis de 0.04 ug/cuerno.
Lote &.-Aplicacién previa de 17 fAG-estradiol, 10 pg/kg
subcutaneo e iondforo A-23187 en la luz uterina a

una dosis de 0.08 pg/cuerno.

GRUPO CONTROL

Lote 1.- Administracién en la luz uterina de 20 ul del

vehiculo del iondforo en cada cuerno.

Lote 2.- Aplicaci®én previa de 17 f(-estradiol, 10 ug/kg

subcutaneo y 20 pl/cuerno de vehiculo del iongforo.



Lote 3.- Administraci®n subcutinea de 17 [?-estradiol, a

una dosis de 10 ug/kg.

Lote 4.- Sin ningun tratamiento.

4.- Aplicacién de colchicina para evaluar el {ndice

mitético.

Tanto al grupo experimental como al control se les aplicé
colchicina (Sigma Chemical), a3 una dosis de ©0.1 mg/100 g de
peso por via subcutinea 21 h después de cada tratamiento.

Los animales fueron sacrificados por dislocacidén cervical,
seis horas después de 1la aplicacién de 1la colchicina para
estimar el indice mitédtico y determinar las concentraciones de

proteinas, DNA y RNA en el utero.

5.— Extirpacién y procesamiento del utero

£ las ratas sacrificadas se les extrajo el utero, el cual
fue disecado para eliminar 1la grasa, el mesometrio y la
ligadura de catgut. Los uteros completos fueron lavados en PES.
Se colectaron sobre papel filtro (Whatman No. 1) vy se
depositaron en una caja de Petri sobre hielo. Posteriormente
fueron pesados en una balanza analitica Sartorius, el tercio
medio del cuerno derecho se fijo en una solucidén de Bouin y se
procesaron mediante técnicas histolégicas rutinarias para
obtener cortes transversales de 3 um de espesor, que se tifieron
con hematoxilina y eosina.

El resto del ¢rgano fue triturado en un homogenizador
Potter-Elvehjem en PBS en una proporcién 1:15 p/v y se

realizaron las mediciones bioquimicas de proteinas, DNA y RNA.

b6.— Estimaciédn del i{ndice mitédtico.

En los cortes del utero se contaron el numero de metafases



presentes en 3 000 células del epitelio 1luminal. El1 f{ndice
mitotico (IM) se expresd como el nimero de células en metafase

por cada mil celulas epiteliales.
7.— Estimacién de proteinas, DNA y RNA

El tejido homogenizado fue procesado para determinar
proteinas por el método de Lowry (47), DNA por el de Giles vy
Myres (48) y RNA empleando el reactivo de orcinol (4%9). Ver

apéndice.
8.— AnAlisis estadistico.

Los resultados obtenidos de los grupos experimentales Yy
sus respectivos controles, se <sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA) y posteriormente a una prueba de Tukey para
determinar a que grupo se deben las diferencias significativas.
La prueba de t-Student se aplicd para comparar grupos por
pares. Se hizo wuna correlacién lineal para determinar la
relacién entre 1la dosis del iondforo Y la respuesta

proliferativa del epitelio luminal.



RESULTADOS

A continuacién se describe la accién del 17 (-estradiol
sobre los parametros wuterinos estudiados, el efecto de 1la
administracién del iondforo sobre gteros bajo accidn

estrogénica y sin ella.

EFECTO DEL 17 (-ESTRADIOL SOBRE EL UTERO

El 17 [(3-estradiol modifica en forma marcada el aspescto
histolégico del endometrio, induciendo abundantes mitcsis en el
epitelio luminal, en el que se observaron regiones con mas de
una capa de c#£lulas. No se apreci¢ un aumento significativo
de figuras mitéticas en otras capas celulares (figura 2).

El epitelio luminal se adoptd un aspecto cuboide en el
organismo ovariectomizado y cilindrico en el ¢tratado con 1la
hormona (figura 2).

En las ratas ovariectomizadas tratadas con 17 [f-estradiol
(10 ng/kg) fue notable el aumento estadisticamente
significativo (p= 0.05) del IM del epitelio luminal wuterino
(tabla 1 ). No se evalud® el IM para otras poblaciones celulares
sin embargo, en los cortes histolégicos de los uteros sometidos
a la accién estrogenicas se observaron figuras mitéticas en el
epitelio glandular, pero no en atros tejidos como el estroma vy
el miometrio) {(figura 2).

El peso de los uteros y la relacién del peso uterino al
peso corporal (pu/pc) fue similar con y sin tratamiento
estrogenico (tabla 1).

El estradiol también indujo un aumento en las
concentraciones uterinas de RNA y proteinas y una disminucidn
en la concentracién de DNA. Estos cambios fueron evidentes
cuando se emplean como parametros de referencia al DNA y las
protelinas. Si se toma como tal al peso humedo, las

concentraciones de proteinas fueron similares en los organismos



tratados con estrdgenos y en los ovariectomizados (tablas 2 vy
) B

EFECTO DEL IONOFORO A-23187 SOBRE EL UTERO

Cuando se administrd el indforo en la luz uterina de ratas
ovariectomizadas, se observaron en los cortes histoldégicos
algunas células del epitelio luminal en divisién a la dosis de
iondforo de 0.8 pg / cuerno, sin embargo, la proporcién no fue
tan marcada como 1la detectada en 1los uteros tratados con
estrégenos (figura 2).

La aplicacién intraluminal del iondforo a las dosis de
0.04 y 0.08 pg/cuerno induce un aumento en el indice mitdtico
del epitelio luminal de 22 + 2 y 81 + 21 respectivamente.

Cuando estos valores se comparan con los del grupo control
( dosis ©) en el que se encontré un valor de 13 + 16, se
observd una diferencia estadisticamente significativa sélo a la
dosis mas alta (ANOVA, prueba de Tukey) con una p < 0.05. En el
analisis de correlacién entre el IM y la dosis de ionéforo se
encontrd un coeficiente de 0.62, 1lo cual 1indica que el IM
aumenta conforme aumenta la dosis del iondforo (tabla 4 vy
figura 2).

Las concentraciones de DNA y RNA a las dosis de 0.01 vy
0.04 fueron menores con respecto a las del grupo control, pero
no se alteraron cuando se empled la dosis de 0.08 ug (tablas S
y 6).

No se observaron diferencias significativas entre las
concentraciones de proteinas en el utero a las distintas dosis
empleadas ( p » 0.05)5 sin embargo, cuando se relacionaron con
las del DNA, se apreci® un incremento a las dosis intermedias,
lo cual refleja la disminucién de 1la concentracién de DNA
(tabla &).

No hubo diferencias significativas entre el peso uterino,
ni en la relaci®n peso uterino / peso corporal (pu/pc) (tabla
4).



EFECTO DEL IONOFORO A-23187 SOBRE L UTERO BAJO ACCION
ESTROGENICA

La imagen histolégica de 1los cortes uterinos de los
animales tratados solamente con estrégenos y con estrdgenos mas
la administracién intraluminal del ion4foro, fueron similares
(figura 2). En ambos casos el IM no mostrd diferencias
significativas (p = 0.05, ANOVA). Tampoco se apreciaron cambios
con respecto al control que recibi¢ estradiol subcutineo vy
vehiculo en la luz uterina (tabla 7).

El ANOVA de 1las determinaciones bioquimicas de las
proteinas, el DNA y el RNA) y la relacién pu/pc no evidencid
diferencias significativas (p > 0.095) (tablas 8 y 9.

En las tablas 7, 8 y 9 se presentan las medias y el error
estandar ( EE ) obtenidos en la relacidn pu/pc, determinaciaones

bioguimicas e IM.

EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRALUMINAL DE VEHICULO SOEBRE

La aplicacidn en la luz uterina de 20 pgl/cuerno del wvehiculo
a ratas ovariectomizadas indujo un incremento significativo (p =
0.05, t-Student) en el IM, 1la concentracien de RNA, el peso
uterino y el % de peso uterino respecto al peso corporal fue casi
1.4 veces mas alta en cada caso (tabla 1, 2 y 3).

En las ratas que recibieron previamente 17 [f-estradiol y cuyos
cuernos uterinos fueron tratados con vehiculo intraluminal, no se
ocbservarcon diferencias significativas (p » 0.05, t-Student) ni
entre la proliferaci¢n del epitelio y tampoco en 1los distintos

parametros bioquimicos (tabla 1, 2 y 3).



Figura 2.- Cambios histolcogicos en el epitelio luminal
uterino inducidos por el ionzforo A 23187 y 17/-estradiol.- Se
presentan microfotografias de cortes transversales de r"iteros de
ratas despuss de 15 dias de ooforectomta y de 24 h de 1la
administraci>n subcutanea de 17/’-estradiol (b, d. f) o 8in =1 (a.
c. €): Sin ning:n tratamiento en la luz uterina (a. b) > despu=s
aplicar intraluminalmente el veh:culo ( PBS-etanol) (¢, d) < 1la
dosis mavor del ion>foro empleada 0.08 ug / cuerno uterino (e.f).
Los cortes fueron tefiidos con heratoxilina y eosina. En todos los

casos se tienen 1 500 aumentos.






TABLA 1

EFECTO DEL ESTRADIOL Y DEL VEHICULO SOBRE
EL PESO UTERINO ¥ EL INDICE MITOTICO
DEL EPITELIO LUMINAL,

I3 o) 1 o™ 1 7 . n
E VEHICULO PESO UTERINO PESO UTERING .H].JIFn
Mg P BITTICO
ug/Xg <
) ate* 16 |eew taes’ | g4a3F 8’
)
Q i ¥ + b -+ b
St 27 8 A.853 ¥ 8.847 127X 5.8
+ + a,b + c
N0 11537 18 RA53 Y §.apd 281 T 432
18
St 172 ¥ ag N 9.9@4” m*t e "

Después de 1S dias de ovariectonfa se administraron en la luz uterina 28 pl -—
del vehiculo en que se disolvio el iomoforo (etanol al 8.2 7 en PBS ) a ratas con
y sin tratariento con estrdgencs, despues de 24 h los dteros se pesaron y se de—
terming ei indice mitdtico del epitelio luminal, como se indica en material y mé-
todos, se presenta la media y el error estandar ( X * E.E.) , conunande b pa-
cada condicign. i indice mitdtico indica i minero de células en wetafase por —
cada 1888 celulas. las letras iguales indican grupos de datos homogeneos.




TABLA 2
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ESTRADIOL Y DEL
VEHICULO SOBRE LAS CONCENTRACIGONES DE
PROTEINAS, RNA Y DNA UTERINOS,

£ i PROTEINGS ™ Wa
b T so/g DE TESID0 | mgdg DE TEJENO | mgrg DE TEJIIO
ug/® ; ? o
N wr*cet® 1atae?| yuprtint
3
5 = 2 2 ol = B
31 1#6.6 ¥ 3.4 478 | s34
a b -
% 1645 F 5.8 6.87 * 9.28 8.83 *4.28
18
3 _ N - b
81 Baer 52 G.i4¥ 3.3 T Y .4

Las condicicnes experinentales fueron iguales a las indicadas en la tabla 1, las
proteinas, el DNA y el RNA se determinaron como se describe en material y metodos
Se presenta X ¥ E.E. | con una n de 6 para cada condicidn, ias ietras iguaies —

grupos de datos homogenses.



LAS RELACIONES ENTRE LOS DISTINTOS
PARAMETROS BIOQUIMICGS.

TABLA 3
EFECTO DEL ESTRADIOL Y DEL VEHICULO SOBRE

£ _ PROTE INAS e Mo Wa
2 GEHICULO o 1 e iy SR Wl Tco
- mg/my DE DNA m/my D5 DA ng/mg DE PROT. | mg/mg DE FROT.
NG da3r e | auraen’| se3rame’lot g’
7
i nw*tem | ssz*ens O| seet o’ aee T 9>
% 3.3 86 | e toan| sestam | aemet
18
+ b P b _— +-.._.i: il A,ab
SI 11.23 © 9.4t d.66 = 9.85 o T T ST - I K

Las condiciones experimentales fueron similares a ias de la tabla 1y 2. Se presenta ia

X * EE. conuma nde 6 para cada condicidn. Las letras iguales indican grupos de datos homo-

#
geneos.




TABLA 4
eFECTO DEL IONOFORO SOBRE EL PESO UTERINO Y
EL INDICE MITOTICO DEL EPITELIO LUMINAL.

SR gy | INDICE Kiteico
.g/cuerno %
8.98 7% 5.4 .81 * a e BEE >
8.81 B+ 8.5 * 9682 4.5% 2"
3.04 s ol < B85 * 5.884 pty °
§.88 122 ¥ 5.4 .65 * 9681 gt

Despuss de 1S dfas de ccforectomfa, se administrarom en ia ivz uterina
28 ui de la solucidn de iondforo a las dosis indicadas. 24 h despues se -
deternino el peso utering y el fndice mitdtico. Se presenta la XK X E.E. de
8 evperimentos. T1 {ndice mitdtico expresa el numero de celulas en metafase
por cada | 899 ceiuias. Las letras iguaies indican grupes de dates homoge—-

neos (P < 865,



Figura Z.- Correlacién entre 1la dosis del ionéforo y el
indice mitodtico. El anmalisis de correlacién se realizé empleando
el programa Statgraphics y se obtuvo un coeficiente de correlacién

de 0.4624 entre ambas variables.
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TABLA 5
EFECTO DEL IONOFORO SOBRE LAS CONCENTRACIONES
UTERINAS DE PROTEINAS, RNA Y DNA

TONOFORO OHOTE INAS W M
Lg/cuerno Rg/g tejido ng/g tejido RO/q 18 J1do
; .6F 34 s8% a3l 3.4% 35"
8.81 1.6 % 5.8 34 33 % e ®
8.84 187.9% 6.6 36%a8’ Kol F
- 1#85.9% 7.3 44t 54" ag * a5

Las condiciones experimentaies fueron similares a las de la tabla 4, las determi-
mciones de proteinas, DNA y PNA se realizaron como se indica en material y métodos. Se
oresenta la X ¥ E.E. de 6 experimentos separades. Las letras iguales indican grupos ho-

nogeheos de dates ( P £ 8,85 ),



TABLA 6
EFECTO DEL IONOFORO SOBRE LAS RELACIONES ENTRE

LOS DISTINTOS PARAMETROS BIOQUIMICOS .

IONGFORO b 4 PROTEINAS A DNA
.g/cuerno ng/ng de DNA ng/ng d2 DNA ng/ng de PROT. | mg/mg de 2301,
8 82t 8 LA E N 8843 % poe2 |98.88 % aoe t
8,81 B4 a3 6B 182" |eemt aee o opak”
9.4 et aw et ae’lasut saerfam* '’
I b
4,48 848 L 882 HEr8m° [spnt sem a3t ame

Las condiciones experinentales fueron simiiares a las de ia tabla 4. Se preserta ia

dneos (P S 8,85 ).

E.E. de 5 experimentos separados. Las letras iguales indican grupos de datos homo—




TABLA 7
EFECTO DEL IONOFORO SOBRE EL PESO UTERINO Y
EL INDICE MITOTICO DEL EPITELIO LUMINAL
EN RATAS TRATADAS CON ESTROGENOS.

i PESO UTERINO o INDICE MITOTICO
_g/cuerno %
4,99 e ¥ a6 5,853 T 8 8845 3 Y 188
8.81 114 * 18 8.853 ¥ 8.8365 23T 68
B.84 118 * 13.6 8856 ¥ 8.8845 281 ¥ 51
3.9 wrs 8.849 * #.883 %1 Y 68

Despues de 15 dias de ooferectonia se adrinistrarcn en la luz del utero 28 pi
del iondforo a las dosis sefialades, a ratas tratadas 5 min antes con 175-estradiol
por via subcutdnea a una dosis de 18 ug/Kg de peso, después de 24 h los dteros se
pesaron y se determing el indice mitdtico del epitelio luminal como se describe en
materic| y métodos. Se presenta la & X E.L. de 6 experimentos. £l indice mitstico
expresa el ninero de nicleos en metafase por cada 1 838 células. No se encontraron

signif icativas entre los distintos tratarientos ( P ) 8.65 ).



TABLA 8
EFECTO DEL IONOFORO SOBRE LAS CONCENTRACIONES
UTERINAS DE PROTEINAS, RNA Y DNA EN RATAS
TRATADAS CON ESTROGENGS

I(NOPOR) DROTE INAS PNA N4
_g/cuerng mg/g 1elido =y/y tej1do ng/g tejido
el oz 51% 93 795 34
9,51 7t s st 83 8.7 % 8.2
8.84 “8 227 2t a4 70%ag
5,89 84.2 ¥ 3.2 2 a2 b.2 X 8.7

Las condiciones exverimentales fueron similares a las indicadas en [a tabla 7. Las
proteinas, el INA y el RNA se deterninaron como se indica en material y métodos. Se pre-
senta fa X X E.E. de 6 experinentos. Mo se sncontraron difsrencias significativas emtre

los distintos tratamientos ( P ) §.65).



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

[ONOTOR) A PROTEINAS o DNA _
.g/cuerno ng/ng de DNA ng/mg de DNA ng/ng de PROT. | mg/ng de PROT. |
!

4 .66 X 8,85 11232 341 (88572 9083 289 9.883
§.81 8722 9% 124% a9 aegYaese 1363 % a.854 |
|

8.84 8.66 L a.82 1189 ee4 oo 9983|0688 8.9
9.88 8.98 T 9.1 4% 108 |exsr oo |aert 9889 ¢

Las condiciones experimentales fueren similares a las indicadas en la tabla 7. Se presenta
la ¥ X EE. de 6 experinentos. No se encontraron diferencias estads{sticamente significativas

entre lns distintos tratamientos ( P ) 8.85 ).



DISCUSION

En relacién a los objetivos propuestos y para analizar 1la
posibilidad de que el aumento temprano en la concentracién de
calcio intracelular inducido por estrégenos en las células del
utero, participe estimulando o potenciando otras respuestas mas
tardias a la hormona como la proliferacién celular, se estudid
la accién de la administracién del ioneoforo A-23187 sobre los
diversos parametros bioquimicos y morfofuncionales uterinos con
y sin la estimulacion estrogénica previa. Lo anterior en wvista
de que el iondforo permite la libre difusién de calcio a traves
de la membrana celular (42, 44, 4&6) y por tanto conduce a un
aumento en la concentracidéen intracelular de este catidén.

En primer lugar se discute la accién del 17 fG-estradiol
sobre los parametros bioquimicos estudiados, posteriormente se
analiza la accién del iondforo solo y asociado con estrdgenos y

si su accién imita o potencia a la de .os estrégenos.

E-ECTO DEL 17 B-ESTRADIOL EM EL UTERO

La administracién de estradiol subcutianeo a ratas adultas
ovariectomizadas indujo la proliferacicn del epitelio luminal
uterino como se nota en el incremento del IM de este tejido. No
se evalud cuantitativamente la proliferacién en otros tejidos,
sin embargo, en 1los cortes histolégicos de 1los animales
tratados con estrégenos se observaron imagenes mitéodticas en el
epitelio glandular, no asi en los organismos ovariectomizados.
Ello concuerda con la accié¢n proliferativa de los estrédgencs en
el epitelio luminal Y glandular, en ratas adultas
ovariectomizadas, ceffalado por otros autores ( 10, 11, 36 ).

Lo anterior no se reflejs4 en el peso uterino (pu) tal ve=z
debido a que los cambios fueron localizados en una pequefia parcidn
del dtero, el epitelio, por lo que el crecimiento de este tejido
no se tradujo en un aumento notable del peso del udtero completo.

El estradiol indujo un incremento en la concentracién de



proteinas y RNA y una disminuci¢n de la concentracién del DNA
uterina. E1 aumento en proteinas y RNA pueden relacionarse con
la induccién de crecimiento y proliferacién celular, ya que los
estrégenos inducen la sintesis de RNA y proteinas en el dtero,
incluso de proteilnas especificas dependientes de su accidén, lo
que ocurre previo a la divisidén celular ( 53-55 ). Es factible
que también este implicada una disminucién de la velocidad en
la degradacién de proteinas y RNA.

Es posible que la accién de los estrdgenos sobre las
proteinas y el RNA, no se haya limitado sélo al epitelio, ya
que los cambios encontrados, fueron evaluados en el utero
completo. A pesar de que en las ratas adultas ovariectomizadas
los receptores a estrégenos se localizan en los epitelios
luminal y glandular, lo anterior es factible, debido a que
estas hormonas, también inducen la sintesis de factores del
crecimiento, como el de crecimiento epidérmico ( EGF ) y el
insulinoide I ( IGF-I ) y estos a su ve:z podrian tener efectos
paracrinos sobre otros tejidos ( 50-52 ).

A pesar del incremento 2n e. IM del epitelio y por tanto
del aumento previo en la sintesis del DNA, caracteristico de
la respuesta a estrdgenos , se detectd una disminuciédn en la
concentracién del DNA bajo la accién de la hormona, esto puede
ser debido a un mayor crecimiento citoplasmico respecto al
nuclear y por lo tanto al incremento en la proporcién proteinas
y ENA con respecto al DNA. Otra posibilidad es que los
estrégenos hayan provocado la sintesis del DNA Y la
proliferacién del epitelio, mientras que sus efectos sobre la
concentracien de proteinas y RNA tambien fuese sobre otros
tejidos.

Los cambios en la concentracién de proteinas, DNA y RNA
fueron mas notables cuando se correlacionan entre si y se
elimina el probable efecto de la dilucidén por el contenidao de

agua del tejido.



EFECTO DEL IONOFORO A-23187 SOBRE EL UTERO

Los iondforos son antibidticos que permiten selectivamente
la libre difusién de los iones a través de las membranas. Son
herramientas utiles que se han empleado con frecuencia en el
terreno experimental. Uno de éstos es el iondforo A-23187, un
acarreador de Ca'z y Nq‘z qué ocasiona un aumento en la
concentracion intracelular de calcio , que a su vez provoca una
amplia variedad de respuestas (43, 57-59).

El calcio se ha relacionado con la proliferacidén celular y
en cultivos de células, la estimulacién con agentes mitogenicos
o factores de crecimiento provoca un aumento importante en la
concentracidén de calcio libre en el citosol previo a 1z
divisién celular (9-11, 35-37, &0).

Los resultados demostraron que el empleo del iondforo
A-23187 a 1la concentracién de 0.08 upg/cuerno induce una
respuesta proliferativa del epitelio, la cual es
estadisticamente significativa.

Las dosis de iondforo fueron seleccionadas con base a las
que otros investigadores han usado en modelos experimentales 1n
vitre (b61); sin embargo, no hay antecedentes de modelos en el
organisma completo similares al empleado en el presente
trabajo. De este modo en este estudio se detecta por primera
vez una accién mitogenica del iomdforo cuando este es
administrado in utero. El sistema es complejo y requiere ce
controles muy estrictos para poder establecer una conclusién.
En primer lugar la manipulacién del utero y 1la administracion
de ligquidos en la luz wuterina puede tener efectos en este
érgano, los que se discutiran posteriormente. Asi también, si
el procedimiento causa dafio al epitelio este puede proliferar
para regenerarse del dafo, de aht que al control se le
administré el mismo volumen del vehiculo y el utero fue tratado
de la misma manera Qque cuando se aplicd el iondforo. Lo
anterior fue esencial para discriminar entre el efecto del

ionSbforo y el efecto de la manipulacidén experimental y poder



concluir que la administraci¢n intraluminalmente del mismo, es

capaz de inducir la proliferacién del epitelio uterinao.

EFECTO DEL IONOFORO A-232187 SOBRE EL UTERO EAJO ACCION
ESTROGENICA

No se aprecia un efecto prbliferativu del ionsforo en el
utero bajo accidén estrogénica . Lo anterior puede atribuirse a
la gran variabilidad de la respuesta a estrégenos que tambien
ha sido observada por otros autores empleando dosis unica de
17f3-estradiol (34&), por ello los resultados obtenidos tienen
una desviacién estandar relativamente alta.

La administracién simultanea de estradiol con el iondforo
no potencié el efecto proliferativo como se esperaba. Esto hace
suponer que la accidén mitogénica del estradiol puede deberse
sélo en parte, a cambios intracelulares de calcio y operen
otros mecanismos independientes de las concentraciones de
calcio en la proliferacién inducida por estrogenos. Esta idea
concuerda con el hecho de que el iondforo indujo una menor
proporcién de proliferacién del epitelio respecto a la causada
por el estrégeno.

El calcio es requerido en poblaciones de ce#lulas en
crecimiento, pero se desconoce cual seria su concentracidn
Sptima para que se lleve al cabo tal fendmeno, debido a que se
ha observado que la movilizacién intracelular del catién no
siempre promueve la proliferaciédn cuando se emplean en atro
tipo de celulas ( &3-67).

En la rata adulta ovariectomizada, el estradiol induce la
divisi¢én celular 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, mas temprano y transitorio, que se observa
& h despufs de su aplicacidén, estid asociado con cambios en la
irrigacién y en la permeabilidad vascular que dan lugar a 1la

imbibicién de agua en el Utero y el segundo se presenta después
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de 24 h a la aplicacién y corresponde basicamente al incremento
de la proliferacién celular (68).

De acuerdo con algunos autores (17,60), las ceélulas
epiteliales representan del 5-10% del total de 1la poblacién
celular uterina. Esto, aunado 2 1la gran variacién de 1la
respuesta mitogénica inducida por el estradiol, pudo enmascarar
algunos cambios inducidos en el epitelio luminal, en el peso
uterino Y en los parametros bioquimicos, aungue
histoldgicamente se aprecid un aumento del IM que no fue
estadisticamente distinto a2l producido s&lo por el estradiol.

En sintesis es posible que en 1la inducciédn de la
proliferacién celular por estrégencs participen diversos
mecanismos, uno de ellos puede ser el cambio en el calcio libre
intracelular, pero este quiza contribuya sclo en parte al

efecto global de la hormona.

EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRALUMINAL DE VEHICULO SOERE
EL UTERD EN RATAS CON Y SIN ESTIMULACION ESTROGENICA.

La distensién del epitelio wuterino ocasionada por 1la
administracidédn intraluminal de liquidos, promueve una respussta
proliferativa ( 70 ). Esta se puso de manifiesto al aplicar en
la luz uterina 20 pl de wvehiculo en cada cuerno y al compararla
con el control (ratas con ooforectomia)l.

Los mecanismos moleculares precisos por  los que la
distension del epitelic induce la respuesta mitogenica y el
incremento en la concentracién de RNA se desconocen. E1 aumento
en el RNA puede indicar una mayor formacidén de proteinas en las
celulas en fase de crecimiento (71).

En las ratas gque recibieron estimulacién estrogéenica, 1la
aplicacién intraluminal del wvehiculo causd un aumento no
significativo en el IM del epitelio luminal, lo que condujo a

una mayor concentracion del DNA por mg de praotelnas
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estadisticamente significativo, lo que indica que en estas
condiciones se favorece la divisiédn respecto al crecimiento
citoplasmico. La gran variabilidad de las respuestas

encontradas pudo haber ocultado otros cambios.



CONCLUSIONES

1-_

La administracién de estrdgenos en ratas adultas
ovariectomizadas induce en el utero la proliferacién
del epitelio luminal, un aumento en la concentracidén

de proteinas y RNA y una disminucién en la del DNA.

La aplicaci¢n intraluminal de iondforo A-23187 induce
una respuesta proliferativa estadisticamente
significativa a la dosis de 0.08 pg/cuerno.
La respuesta proliferativa del epitelio no se
acampafia de cambios significativaos en las
concentraciones de proteinas, DNA y RNA en el utero

completo.

La administracidén intrauterina del iondforo A-23187 a
ratas tratadas simultaneamente con estrégenos, no
produjo cambios estadisticamente significativos con
respecto a la proliferacién del epitelio luminal, la
concentracién de proteinas, RNA, DNA y 1la relacién
peso uterino/peso corporal, cuando se compara con las
ratas tratadas con estréogenos y el vehiculo inyectado

en la luz uterina.

La aplicacién intraluminal de 20 pl/cuerno del
vehiculo indujo el incremento en el indice mitdético,
la concentracién de RNA, el peso uterino y la relacién
peso uterino/peso corporal con respecto a los
controles ovariectomizados.

La administracién intraluminal del vehiculo en ratas
tratadas con estrégenos provocd un aumento no
significativo del IM del epitelio luminal y uno
significativo en 1la cantidad de DNA por mg de

protel nas.
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5.— Es posible gque 1la proliferacidén del epitelio luminal
inducida por los estrdgenos sea mediada por diferentes
mecanismos, entre los que se encuentra el aumento en 1=

concentracion del calcio 1libre intracelular.
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APENDICE I.-CUANTIFICACION DE PROTEINAS, DNA Y RNA EN EL
UTERO.

PROCESAMIENTO DEL TEJIDO.

Los 1uteros se cortaron en pequefios fragmentos y se
homaogeneizaron al 5 %4 p/v, en un homogeneizador Potter—-Elvehjem
de teflon-vidrio, manteniéndolo sobre un bafio de hielo.

Posteriormente se agregd 4cido tricloroacético, quedando a
una concentracidn del 5 %4, se mezcld e incubd por 15 min y se
centrifugd a 5 000 rpm en una centrifuga clinica Sol-Bat por S
min, a2 la pastilla obtenida se le agreg® 4cido perclérico 2 M,

se mezcld e incubs a 70 °

C durante 30 min, despugs <ce
centrifugd a S000 rpm por 10 min , se recuperd el sobrenadante,
en ¢1 se cuantificd el DNA por el metodo de Giles y Myres (48)
y el RNA por el reactivo de orcinol (4%9). A la pastilla se le
resuspendi® en NaOH 1 N y se tomaron alicuotas para 1la

determinacién de proteinas por el método de Lowry (47).

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY.

REACTIVOS:

Solucién A. Tartrato de sodio y potasio al 0.02 %
Carbonato de Sodio al 2 4 ( 0.2 M ) en hidrédxido de sodio 0.1
N.

Solucién B. Sulfato de cobre al 0.5%.

Solucién C. Solucién cupro-alcalina: Mezclar S0
volumenes de la solucién A mas un volumen de la B.

Reactivo de Folin—-Ciocalteau. Diluido 1 a 2 al
momento de usar.

Estindar de albumina. Albdmina del suero de

bovino 0.2 mg por ml.
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PROCEDIMIENTO.

Colocar una alficuota de la solucién problema en un tubo de
ensayo, realizandolo por duplicado.

Procesarlos junto con el estandar de albimina segun el

siguiente cuadrao.

TUBO ALBUMINA PROBLEMA AGUA DESTILADA SOLUCION C

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

1 0.0 = 0.5 2

2 0.1 = 0.4

3 0.2 e 0.3 2

4 0.3 - 0.2 2

5 0.4 = 0.1 2

6 0.5 = 0.0 2

7 = 0.1 a 0.5 0O a 0.4 2

Mezclar cada tubo y reposar 10 min a temperatura ambiente.

Agregar a cada uno, 0.2 ml del reactivo de Folin, agitando vy
dejando reposar 20 min.

Leer 1la absorbencia a S50 nm en un espectrofotémetro

Spectronic 21.

DETERMINACION DEL DNA POR EL METODO DE GILES Y MYRES.

REACTIVOS.
Solucién A. Acido perclérico 2 M.
Solucién B. Estandar de DNA.
a.-Solucién concentrada ( 1 mg/ml ).— Colocar 10 mg
de DNA de timo de ternera y disolverlos en un matraz aforado de
10 ml con 8 ml de NaOH 5 mM. Agitar hasta su disolucién (30
min) y aforar a 10 ml con la misma solucién. Mantener en el
congelador.
b.-Solucién de trabajo (100 mg/ml). En un matraz
aforado de 10 ml affadir 1 ml de la solucién concentrada de DNA.
Agregar 4 ml de &4cido perclérico 2 M. Calentar a 70 & por 15

min. enfriar y aforar a 10 ml con HCl0« 2ZM. Mantener en el
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congelador.

Solucién C. Solucién de acetaldehido. emplear material
cC.
a.-Solucidén concentrada. En wun tubo mantenido en

enfriado a 4 °

hielo se prepara una solucién de acetaldehido a 16 mg/ml. Para
ello se agregan 0.2 ml de acetaldehido a 9.8 ml de agua
destilada.

Solucidn de trabajo. Se diluye 1:10 1la solucidn
concentrada, al momento de usarse.

Solucién D. Difenilamina 2l 4 % en 4cido acetico glacial.

PROCEDIMIENTO.
Se realiza la siguiente curva estandar, procesanda los

problemas a2l mismo tiempo.

TUBD ESTANDAR DE DNA SOLUCION A SOLUCION D SOLUCION C

{ml) (ml) (ml) (ml)
1 0.0 0.5 0.5 0.05
2 0.1 .4 0.5 0.05
F 0.2 0.3 [ 188 0.05
- 0.3 0.2 0.5 .05
5 0.4 0.l 0.5 0.05
[} 0.5 0.0 0.5 0.05
7 PROELEMA
0.1 a 0.5 0.0 a 0.4 05 0.05

Incubar a 30 ©° C durante 17 a 24 h.

Leer la absorbencia a 595 y 700 nm ( la medicién a 700 nm
se realiza para corregir la turbidez debida a impurezas).

Se consideran las diferencias de absorbencia entre 595 vy

700 nm.
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DETERMINACION DEL RNA.

REACTIVOS.
Solucién A. HCl0« 0.5 M.

Estindar de RNA. Hidrolizar 1 mg de RNA en un matra:z

aforado con 10 ml de solucién A. Emplear RNA de levadura.

Solucién B. 0.05 g de acetato cUprico disuelto en 10 ml de

4cido acético glacial. Preparar al momento de usar.

Reactivo de orcinol. Orcinol al 1 % en HC1l concentrado.

PROCEDIMIENTO.

Se realiza la siguiente curva estindar, procesando al

mismo tiempo los problemas.

TUED ESTANDAR DE RNA SOLUCION A SOLUCION B DRCINOL

min.

(ml) (ml) (ml) (ml)
1 0.0 1.0 0.2 b B
7 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
S 0.8 0.2 0.2 1.5
& 1.0 0.0 0.2 1.5
7 PROELEMA
0.2 a1 0 a 0.8 0.2 1.5

Agitar los tubos e incubarlos en agua hirviendo durante 20

Enfriarlos y leer la absorbencia a 4460 nm.
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