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I.-RESUMEN.

Los estroégenos son hormonas esteroides que ejercen gran cantidad de acciones
en los tejidos “blanco” o de respuesta a estimulacion estrogénica, entre las que se
incluyen; la glandula mamaria, el tracto reproductor femenino, hipéfisis, higado y
hueso. Estas funciones estan directamente relacionadas con proliferacién y
diferenciacion celular, las cuales estdn mediadas por una molécula proteica
transductora de la sefial hormonal, de localizacidn preferentemente nuclear,
conocida como receptor de estrogeno (RE). Este se une con alta especificidad a
ta hormona y permite su interaccién con secuencias especificas de ADN
denominadas “elementos de respuesta a hormona’.

El objetivo de! trabajo fue la localizacién del receptor a estradiol en ovario de rata
en diferentes etapas dei desarrollo folicular por inmunolocalizacion ultraestructural
utilizando como anticuerpo primario el policlonal AT3A y el policlonal 14A y como
anticuerpo secundario GAR G 15.

Se utilizaron ovarios de rata wistar ( Raftus norvegicus ) de 18, 22 y 25 dias de
edad. La fijacion del material bioldgico se hizo con paraformaldehido al 4% en
solucion amortiguadora de fosfatos a 0.16 My a un pH de 7.2, a una temperatura
de 4° C. La inclusién se llevé a cabo en resina acrilica LRW. Se obtuvieron cortes
semifinos con un grosor de 1p aproximadamente en un ultramicrotomo Sorvall MT
2, se tifieron con azul de toluidina y fueron observados en el micrascopio Optico
para determinar la zona de interés. Posteriormente se realizaron cortes ultrafinos
con un grosor de 60 a 90 nm, los cuales se montaron sobre rejillas de niquel: Se
llevé a cabo la inmunolocalizacion de receptores a estradiol siguiendo la
metodologia descrita por Fakan y col; 1984.

Se estudiaran foliculos primordiales, en crecimiento, antrales y atrésicos. En cada
uno de ellos se evaluaron cualitativamente los receptores a estrégenos.

Se obtuvo un mejor marcado con el anticuerpo policlonal AT3A que con policlonal
14A,

Observamos que los receptores a estradiol son mas abundantes en el nucleo de
células foliculares con o sin antro, que en el nucleo de células tecales. También se
apreci6 que es mayor la cantidad de marca en ovocito de un foliculo en
crecimiento, que de un foliculo en atresia. En el control positivo que fue células de
epitelio glandular uterino se observa mas marca a nivel nuclear que a nivel
citoplasmico. En nuestro control de distribucién del receptor en fibroblastos se
observa mayor marca citoplasmica que a nivel nuclear.



Il. INTRODUCCION.
1.- HISTOLOGIA DEL OVARIO.

Los foliculos ovaricos son unidades morfofisidlogicas en cuyo interior se desarroila
el futuro ovulo. Los foliculos se encuentran inmersos en el tejido intersticial y el
tejido estromal de la region cortical del ovario. Estan constituidos por un ovocito y
células foliculares, rodeadas de células tecales alrededor de él. Se distinguen
foliculos primordiales, foliculos primarios, foliculos secundarios y foliculos
preovulatorios o de Graff. En los mamiferos durante cada ciclo estral existen
controles intraovaricos que favorecen la maduracion folicular hasta la etapa pre
antral. Posterior a ella la estimulacion de la hormona foliculo estimulante (HFE) y
la hormona I[uteinizante (HL), conducen a un crecimiento final, seleccién,
dominancia y ovulacién de algunos foliculos. De todos los foliculos que crecen y
se desarrollan, sélo algunos cuantos alcanzan la madurez y seran ovulados y los
demas se quedan detenidos en diferentes etapas del crecimiento folicular y
sufriran atresia ( Richards y Midgley,1976 ).

La mayoria de los foliculos que se encuentran en el ovario son foliculos
primordiales que se localizan principalmente en la periferia de la corteza.
Inmediatamente por debajo de una capa de tejido conjuntivo fibroso, estos
foliculos estan constituidos por un ovocito que se encuentra rodeado por una capa
Unica de celulas foliculares aplanadas. El ovocito de este foliculo es pequefio, con
un nucleo redondo y grande situado excéntricamente con un nucleolo de gran
tamario ( Banks, 1996 ).

Los foliculos primarios son foliculos que empiezan a crecer. El inicio de este
crecimiento, implica cambios citologicos en el ovocito, en las células foliculares y
en las células intersticiales que lo rodean. Entre el ovocito y las células de la
granulosa que lo rodean, se desarrolla una cubierta de material extracelular
amorfo constituido por glucoproteinas, que se denomina zona pelicida. Las
celulas foliculares aplanadas que rodean al ovocito se vuelven cubicas, vy
comienzan a proliferar por divisiones mitéticas, formando asi un foliculo con
muchas capas de células. Debido al aspecto de las células foliculares en esta
etapa se le denominan células de la granulosa, conforme se da este desarrollo las
células foliculares incrementan sus organelos. En algunas especies se acumulan
lipidos. Por fuera de la membrana basal del foliculo se localiza una capa de
celulas aplanadas en desarrollo que constituye la teca folicular ( Fawcett, 1987 ).

En la siguiente etapa de desarrollo, el foliculo presenta una cavidad que surge
como resultado de la fusion de pequefias lagunas extracelulares llenas de liquido
y que se conoce como antro. El foliculo aumenta de tamafio y se desplaza a
zonas mas profundas de la corteza. El liquido folicular contiene proteinas,
hormonas esteroides y carbohidratos que cambian constantemente su
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concentracion a lo largo del crecimiento folicular. El incremento del tamafo del
antro folicular se da por la actividad mitdtica de las células de la granulosa.
Aunado a los cambios anteriores la teca interna se vasculariza y sus célutas
cambian un aspecto similar a fibroblastos, por el de células secretoras que
acumulan pequefias gotas de lipidos y su citoplasma adquiere los rasgos
estructurales de las células secretoras de esteroides. Por fuera de las células
tecales se desarrolla una cubierta de conjuntivo que recibe el nombre de teca
externa.

Al final de la maduracion de los foliculos el ovocito alcanza el diametro méaximo y
se encuentra rodeado por una capa sencilla de células foliculares cuboides cuyas
prolongaciones apicales atraviesan la zona pellcida hasta contactar con la
membrana celular del ovocito. Ademas se forma otra estructura como
consecuencia de un engrosamiento local en uno de los lados del antro folicular
por parte de las celulas foliculares de la capa de la granulosa que se denomina
cumulo ooforo ( Fawcett, 1987 ).

Todos los cambios que se dan en las poblaciones celulares que constituyen los
foliculos, conducen a la formacion de los foliculos preovulatorios, térciarios o de
Graff, los cuales sobresalen de la superficie del ovario. Los foliculos maduros son
los protagonistas del fendmeno de ovulacién, pero no todos los foliculos que
inician su crecimiento concluyen la maduracion ( Weir y Rowlands, 1977 ).

Cuando el foliculo de Graff esta listo para ser ovulado las estructuras que lo
constituyen han alcanzado el grado maximo de diferenciacién. El foliculo de Graff
es esteroidogénicamente mas activo que otro tipo de foliculo y es el que responde
mas a las gonadotropinas ( Richards, 1980 ).

Despues de la ovulacion, las células foliculares y tecales que permanecen en el
ovario, presentan una transformacion morfolégica y en el metabolismo de
esteroides, que constituye el fenémeno conocido como luteinizacion, las células
granulosas ahora conocidas como luteas, desarroilan un abundante reticulo
endoplasmico liso y mitocondrias con un sistema interno complejo constituido de
crestas tubulares. Las células luteas a diferencia de las células foliculares
sintetizan y secretan progesterona ( Bjersing, 1978 ).

2. HORMONAS E OIDES.

a} Importancia.

b) Estructura quimica y vias de sintesis.
¢) Efectos.

a) Importancia. Las hormonas esteroides son una familia importante de
substancias producidas por algunas glandulas del sistema endocrino. La
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importancia de las mismas puede inferirse de su amplia distribucién en los seres
vivos, desde los insectos hasta los vertebrados. Es muy dificil encontrar en los
mamiferos, un tejido sobre el que no tengan efecto y que su funcién no sea
importante (Pedernera, 1993 ).

Los compuestos que se conocen de este grupo incluyen andrégenos, estrogenos,
glucocorticoides y mineralocorticoides.

A la fecha se han sintetizado gran cantidad de compuestos que simulan [a accién
biolégica de los esteroides naturales.

En relacién a los estrogenos, las acciones biolégicas que se han descrito incluyen:
induccidon de la proliferacion celular, aparicion de los caracteres sexuales
secundarios, el estro de muchos animales, la diferenciacion sexual del cerebro
fetal humanco ( Clark y Markayerich, 1988 ).

Otros efectos bioldgicos se presentan en el ultimo tercio de la prefiez y durante la
labor de parto en ovejas ( Wen et al. 1995).

En el humano se han descrito efectos favorables producidos por la administracién
a estradiol relacionados a la patologia que se presenta durante la menopausia

( Speroff, 1983 ),en particular aquella relacionada con la osteoporosis { Lindsay,
1993).

Las hormonas esteroides sexuales que incluyen estrégenos, progestinas vy
androgenos son esenciales para el desarrollo programado y la funcion de los
tejidos reproductivos durante el desarrollo fetal hasta la pubertad y la vida adulta.
Participan en la regulacion especifica o precisa de la proliferacion celular y
frecuentemente actilan sobre células y tejidos especificos.( Musgrove vy
Sutherland, 1994 ).

Se sabe que los estrogenos estimulan la expresidn de genes especificos de
ciertos tejidos ;por ejemplo a nivel dei epitelio uterino de rata.

Se ha descrito que los tratamientos con estrégeno favorecen la expresion y la
distribucidén celular de proteinas conocidas como conexinas B1 y p2 las cuales son
componentes importantes en las uniones de tipo nexo. A nivel de (tero se
demostré que tratamientos combinados de estrégeno y progesterona producen un
incremento en la cantidad de ARNm para B-actina ( Risek et al. 1995 ).

b.- Estructura quimica y vias de sintesis. La estructura quimica basica de los
esteroides son cuatro aniilos aromaticos, tres ciclohexanos (A, B, C) y un ciclo
pentano (D), toda la molécula es conocida como ciclo pentano perhidro-
fenantreno ( fig a ) sobre este nicleo se agregan cadenas laterales las que
determinan las clases de esteroides.
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E! compuesto de 27 atomos de carbono (C27) con nucleo colestano y grupos
metilo en posicidn Cio y Ct3 y una cadena de 8 carbonos en C17 corresponde al
colesterol, compuesto basico a partir del cual se forman todas las hormonas
esteroides ( Gore-Langton y Armstrong, 1988 ).

Una vez formada la pregnenoiona ( Ps ) ( fig. b ) que es el primer paso en la
biosintesis de las hormonas esteroides, puede entrar a alguna de las dos vias
esteroidogénicas basicas; la via A5 , o la via A4 . La via A5 ¢ de la
pregnenolona, que forma dehidroepi-androsterona { DHEA ) a partir de Ps, o bién
la misma pregnenolona transformarse a progesterona ( P4+ ) y entrar a la via A4
que forma androstenderona a partir de P4 ( fig. ¢ ). Tanto la pregnenolona como Ia
progesterona son los precursores fundamentales en la biosintesis de esteroides

( O’ Malley y Strott, 1993 ).

Las ceélulas que llevan a cabo la esteroidogénesis obtienen el colesterol a partir de
a) lipoproteinas circundantes en la sangre b) utilizando el colesterol almacenado
bajo la forma de esteres en las inclusiones de lipidos del citoplasma, y c¢)
sintetizandola “ de novo " a partir del acetato { Lipshultz et al. 1991 ).

Las células esteroidogénicas ovaricas obtienen el colesterol a partir de las
proteinas circulantes principalmente.

Pregnano. Consta de 21 carbonos, hay una pérdida de un segmento de la
cadena lateral en el carbono 20 y 22. Bioldgicamente se clasifican como
progestina e incluyen pregnenolona, progesterona, 17-OH progesterona y 20
dihidroprogesterona.

La progesterona se sintetiza en el cuerpo luteo.

Las progestinas pierden el carbono 17 y forman el nicleo androstano, el cual
contiene 19 atomos de carbono y producen andrégenos; androstemidona vy
testosterona.

Los androgenos se producen en el testiculo, se sintetizan también en el foliculo
ovarico y son el sustrato para la produccion de estrégenos.

Con la pérdida del grupo metilo en C,, del androstano, se conforma el nucleo
estrano (C,;), el cual pasa por un proceso de aromatizacién en el anillo A
necesario para producir los estrogencs. A este grupo pertenecen la estrona,
estradiol, estriol y se sintetizan en ovario y placenta ( Gore-Langton y Armstrong,
1988 ).



‘w/

-

Colestano (C27)

Pregnano (C21) Androstano (C189) Estrano (C18)

Fig a. Nucleos bisicos de los diferentes tipos de hormonas
esteroides (Gore y Armstrong 1988)
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Fig b. Esquema de Ila biosintesis del colesterol y su
biotransformacion a pregnenolona, el recuadro encierra los pasos
metabélicos que ocurren en la mitocondria ( Hall, 1985 ).
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para la formacion de estrégenos mediante dos vias diferentes
(Hali, 1988)
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c) Efectos. L.as hormonas esteroides son una gran familia de compuestos de
funciones bioloégicas muy diversas entre las cuales podemos mencionar:
regulacién de funciones reproductivas tanto en machos como en hembras.
Algunas funcionan regulando el metabolismo de algunos minerales
(mineralocorticoides), otras regulan el metabolismo de carbohidratos y algunas
otras como mediadores del proceso inflamatorio. También ejerce efectos sobre el
ciclo mitdtico y la actividad de transcripcion { Musgrove y Sutherland, 1994 ).

3. ESTROGENOS.

a) Funciones biolégicas y mecanismos de accion.

a) Funciones biolégicas. En relacién a los receptores de hormonas esteroides
se sabe que cuando estos se activan se lleva a cabo la transcripcion de genes. El
complejo hormona -receptor traduce la sefial hormonal via interacciones con el
ADN y proteina-proteina con otros factores de transcripcion. La formacion
subsecuente de un complejo de preiniciacién estable cerca del sitio de inicio de la
transcripcién en el gene blanco, permite una iniciacion eficiente de la transcripcion
por la RNA polimerasa |l. Los receptores a hormonas esteroides pueden llevar a
cabo esto en presencia de hormonas al estimular el ensamblaje del complejo de
preiniciacion o al estabilizar el complejo. Estas interacciones pueden ser directas o
indirectas, involucrando coactivadores que median el sinergismo entre diferentes
factores de transcripcion ( Brinkmann, 1994 ).

Después de unirse el esteroide a su receptor, disminuye el nimero de receptores
en el citosol y aumenta el nimero de ellos en el nucleo. Se acepta que la accién
de las hormonas esteroides se debe a un incremento en la produccion de ARNm
especifico. Actualmente se ha avanzado en la investigacion sobre el mecanismo
por el cual el complejo de esteroide nuclear y receptor aumenta la transcripcion
de genes especificos { Williams, 1988 ).

Mecanismos de accién. El transporte de estrégenos desde su sitio de
produccion hasta sus érganos blanco se lleva a cabo por proteinas plasmaticas
especificas como la globulina fijadora de hormonas sexuales y por proteinas
sericas no especificas como la albumina. Los genes que responden a hormonas
esteroides contienen elementos reguladores que participan en la respuesta
hormonal.

Para que se lleve a cabo la transcripcion se necesitan: 1) los promotores
elementos indispensables que determinan la tasa basal y la exactitud de la
iniciacion de fa transcripcion. 2) elementos de respuesta a esteroides (EsRH) que
son sitios fijadores de los complejos hormona-receptor (HR) y aumentan la
respuesta. 3} elementos silenciadores que tienen accion opuesta a los EsRH y
reducen o apagan la transcripcion de! gene en ausencia de la hormona. Cuando

9
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se activa los EsRH se supera la accion del silenciador y se lleva a cabo la
transcripcion ( O( Malley y Strott, 1993 ).

Se distinguen dos estados del receptor de una hormona esteroide: un estado
inactivo ligado a las proteinas de choque térmico del receptor y un estado activo
cuando se unen a su ligando especifico, este proceso involucra la separacion de
las proteinas de choque térmico del dominio del receptor que une a la hormona
(O’ Malley y Strott, 1993 ).

Después de la union al ADN, el receptor activado puede interaccionar con los
factores de transcripcidon basicos. Esta interaccidn permite estabilizar la
maquinaria de transcripcion en e! gene promotor permitiendo a la RNA
polimerasa |l iniciar la transcripcion { Beekman et al. 1993 ).

4, RECEPTOR A ESTROGENOS,
a) Estructura.
b) Dinamica del receptor.

a) Estructura. La estructura de los receptores de esteroides cuyo peso molecular
varia entre 60 000 y 120 000 daltones incluye un dominio de enlace hormonal
(DBL) de aproximadamente 200 aminoacidos, que permiten el enlace especifico
de cada hormona, los receptores correspondientes. EL DBL se situa en el
extremo C-terminal del receptor y esta precedido por un dominio de unién al ADN
(DBD : ADN unién al dominio) que presenta dos “dedos de guante” cuya
estructura esta constituida por 4 moléculas de cisteina coordinadas por un atomo
de zinc. La secuencia de los aminoacidos de los dos “dedos de guante” esta
implicada en forma decisiva a la vez en el enlace al ADN en general {enlace no
especifico) y la interaccidon particular con un segmento (elementos de respuesta a
hormonas) EsRH de ADN que encontramos en el nivel de la regidn promotora de
los genes hormonoreguladores correspondientes. Entre el extremo C-terminal del
2° dedo de guante y el DBL, la regién C-terminal del DBD incluye una secuencia
de aminoacidos cargados positivamente. La regidon N-terminal del receptor,
particularmente inmunolégica y de longitud variable (aproximadamente de 200 a
600 aminoacidos segun el caso), esta implicado en las interacciones particulares
de cada celula que son decisivas para la actividad transcripcional de los complejos
hormona-receptor. Ademas del enlace hormonal, el DBL tiene un papel importante
en la transactivacion de la transcripcion y en la homodimerizacion del receptor que
esta implicado en el enlace a la estructura casi palindrémica de EsRH ( Baulieu,
1991 ).

10



N Terminal
\ [ (~200-600)

DBD (~70aa)

Bisagra

} DBL (~250aa)

COOH

Fig d. Representacion esquematica de un receptor a estrégeno
unido a las proteinas de choque térmico. DBD: dominio de unién
al ADN, DBL: dominio de union al ligando, hsp90: proteinas de
choque térmico de peso molecular aprox. de 90 000 daltones, C
: Cisteina, Zn : zinc (Baulieu 1991).
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b) Dinadmica del receptor. Algunas hormonas en particular los esteroides
sexuales, son moléculas hidrofébicas que pueden cruzar con facilidad la bicapa
de lipidos de la célula blanco, los estercides se unen a proteinas portadoras
especificas para el transporte a través del torrente circulatorio a sus células
blanco. Una vez en su objetivo, las moléculas de las hormonas esteroides se
liberan de sus portadores, pasan por una difusién simple a través de la membrana
al interior de la célula y se unen a receptores especificos dentro de ella. Ya sean
hormonas u otro tipo de substancias quimicas, las moléculas hidrofilicas o
hidrofobicas por lo general envian las sefiales a través de diferentes series de
receptores: receptores de la superficie celular o receptores intracelulares ( O’
Malley y Strott, 1993 ). '

Los receptores intracelulares y la accién de las hormonas  esteroides. Una vez
dentro de las células objetivo, fa molécula esteroide se une a una proteina
receptora especifica y provoca alteracion de su conformacion, lo que incrementa
la capacidad dei receptor para unirse al ADN. Los complejos hormona-receptor
pueden pasar a traves de poros nucleares y acumularse en el interior del nucleo.
Una vez que los complejos se unen al ADN se induce la activacién de genes
especificos y el ADN es transcrito en ARN que codifica a una proteina especifica
({ O' Malley y Strott, 1993 ).

El receptor a estrogeno es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares
que son capaces de ftransformar sefiales extracelulares en respuestas
transcripcionales. Los receptores a hormonas esteroides son diferentes de otros
receptores nucleares en diferentes aspectos, incluyendo la naturaleza de sus
ligandos, su asociacion con un repertorio de proteinas de choque térmico, y por la
asociacion a elementos de respuesta hormongl como homodimeros ( Mosselman
et al. 1996 ). '

Los receptores no ligados para algunas hormonas esteroides tales como los
glucorticoides estan retenidos como mondmeros en el citoplasma por las
proteinas de choque térmico, las chaperoninas e inmunofilinas. En este estado
ellos no tienen efecto sobre la transcripcion. En asociacién con el igando liberan a
los receptores del agregado citoplasmico y los receptores activados se ligan como
dimeros a los elementos de respuesta a hormona (EsRH) y se activa la
transcripcion ( Katzenellenbogen y Katzenellenbogen, 1996 ).

Recientemente Mosselman y colaboradores han identificado y caracterizado en
humanos un receptor a estrogeno al cual han denominado B que es altamente
homologo al receptor estrogeno o ( Mosselman ef al. 1996 ).

Se sabe que todos los miembros de las hormonas esteroides tienen una
estructura similar en el dominio funcional; esta constituida por una region N-
terminal variable que esta involucrada en la modulacion de la expresion genética;
Contiene ademas un dominio corto bien conservado en el ligamiento al ADN, el
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cual es crucial para el reconocimiento de secuencias especificas de ADN y para la
dimerizacién del receptor y por ultimo un dominio C-terminal parcialmente
conservado del ligamiento al ligando, que es importante para el ligamiento a la
hormona, para la dimerizacion del receptor y para la transactivacion ( Brinkmann,
1994 ).

El dominio de unién al ADN (DBD) le confiere especificidad a los elementos de
respuesta a hormonas EsRH. El dominio de unién al ligando (DBL), libera las
proteinas de choque térmico del receptor, y posteriormente se lleva a cabo la
translocacion del complejo hormona-receptor hacia los nucleos y se activa la
transcripcién. El dominio amino terminal contiene la funcion de activacion
transcripcional y puede ser independiente de la hormona, tambien puede
interactuar con otras proteinas de activacion transcripcional ( Ralff, 1995 ).

El receptor ya activado interacciona con las secuencias especificas del ADN
correspondientes a los elementos de respuesta a la hormona, localizados dentro o
cerca de la region promotora de los genes que responden a estrogeno ( Klock y
Strahle, 1987 ).

Los mecanismos por los cuales el complejo hormona-receptor activa la
transcripcion son conocidos y han sido descrito por algunos autores, sin embargo,
conviene sefialar que los receptores nucleares también estan involucrados en
mecanismos de regulacion negativa y pueden mediar la represion de ciertos
genes en respuesta a la presencia de un ligando. Se sabe que el numero de
genes sujetos a represion mediada por un ligando es casi igual al nimero de
genes que son activados por la presencia de un ligando. Sin embargo, los
mecanismos de accién de estos genes de regulaciéon negativa no son bien
conocidos, aunque se ha propuesto que podian actuar mediante interferencia con
la transcripcion y una represion dependiente del ligando (Saatcioglu et al. 1994).



Sitio de Unién de la Hormona

Protelna inhibidora

Gen-dominante activo

H,N

. Reqi i
ADN-Unidn dominante egion bisagra

Hormona Esteroide &

Fig e. Representacion del complejo hormona-receptor ( Alberts,
1989 )
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5. NUCLEO INTERFASICO.

L.a interfase es el periodo en el ciclo celular en que las células no se dividen, pero
existe una gran actividad metabdlica. El nucleo en interfase es el mas grande de
los organelos intracelulares, mide entre 5y 10 um.

Las funciones gue se llevan a cabo en el nucleo estan relacionadas con el
funcionamiento general de la célula, el crecimiento y la reproduccién celular:

a) A partir del acido desoxirribonucieico { ADN ) se lleva a cabo la transcripcion
en acido ribonucleico ( ARN ).

b) E! procesamiento intranuclear de los ARNs hasta su total maduracion.

¢) La duplicacion del ADN se sitGa entre las funciones nucleares relacionadas
con la reproduccion celular.

d) Las relaciones entre el nucleo y el citoplasma que se llevan a cabo a través de
la envoltura nuclear se producen constantemente en ambos sentidos (en
Echeverria y Vazquez-Nin 1995).

La envoltura nuclear. Se halla reforzada por dos armazones de filamentos
intermedios, uno adosado a su superficie interna -la lamina nuclear- y otro situado
sobre la cara citosdlica de la membrana externa. La envoltura nuclear esta
compuesta por dos membranas concéntricas. Estas se unen a nivel de los poros,
los cuales se hallan distribuidos regularmente por toda la superficie de la
envoltura. La membrana externa de la envoltura nuclear se continla con la
membrana del reticulo endoplasmico. Comunmente su cara citosolica aparece
asociada a ribosomas, y el espacio entre la membrana externa y la membrana
interna -conocido como espacio perinuclear- se continGa con la luz del reticulo
endoplasmico.

La membrana nuclear interna esta sostenida por la lamina nuclear, que es un
delgado enrejado de filamentos intermedios dispuestos en las mas variadas
direcciones. Esta lamina, cuyo espesor es de 10 a 20 nm, se interrumpe por los
poros. Sus filamentos intermedios, compuestos por proteinas llamadas laminas, al
ensamblarse forman una estructura bidimensional. Algunas proteinas
transmembranales (laminas B) presentes en la bicapa lipidica de la porcion
interna nuclear de la envoltura sirven como puntos de anclaje para los filamentos
laminares. La lamina nuclear establece la forma -generalmente esférica- de la
envoltura nuclear, y le otorga rigidez. Como ocurre a la envoltura nuclear, la
lamina nuclear se desensambla al comenzar la mitosis y se vuelve a ensamblar -
en las dos células hijas- cuando aquella concluye, con 1a consiguiente reaparicion
de la envoltura (en De Robertis et al. 1996 ).
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Complejo de poro. En la envoltura nuclear, se presentan estructuras grandes y
complejas conocidas como complejo de poro. El complejo de poro esta formado
por mas de 100 proteinas y presentan tres componentes basicos, un anillo
orientado hacia el citoplasma, un elemento central que esta constituido por ocho
proteinas y otro anillo en contacto con el nucleoplasma. (en Alberts et al. 1994 ).
De Robertis, 1996 describe el complejo de poro de la siguiente manera:

1. La pared del complejo, con forma de cilindro hueco abierto en sus dos
extremos, esta compuesto por ocho columnas proteicas que atraviesan la
envoltura nuclear. En conjunto los extremos citosdlicos de dichas columnas
forman un anillo a nivel de la membrana externa. Un aniilo similar se forma en el
lado del poro que da al interior del nucleo, a nivel de la membrana interna. Los
filamentos intermedios de la lamina nuclear se hallan ligados al complejo de poro
por medio del anillo interno y le confieren rigidez.

2, Las proteinas transmembranosas sostienen las columnas proteicas a la bicapa
lipidica de la envoltura nuclear. Asi, por uno de sus extremos cada una de estas
proteinas se adhiere a la columna, su dominio central atraviesa la bicapa y el
extremo opuesto queda libre en la luz dei espacio perinuclear.

3. El complejo muestra ademas una serie de rayos que nacen en la cara interior
de las columnas y se proyectan hacia el centro del poro, por lo que reducen su
diametro real.

4. Por Oltimo de {os anillos externo e interno nacen fibrillas que se proyectan hacia
el cistosol y al interior del nicleo respectivamente. Las fibrillas que dan hacia el
nucleo se unen por sus extremos lo cual genera una estructura con aspecto de
jaula. El didmetro total del complejo de poro es de unos 100 nm y su longitud
alrededor de 30 nm. Sin embargo, sus distintos componentes convierten al poro
en un canal cilindrico de apenas 9 nm de didmetro, ubicado en el centro del
compiejo. El complejo de poro se comporta como un diafragma que se abre o se
cierra de acuerdo con las dimensiones de las moléculas que deben de atravesarlo
( en De Robertis et al. 1996 ).

El transporte a través de los poros puede ser por medio de difusion pasiva como
lo han demostrado estudios de microinyeccion de particulas de oro coloidal
(Feldherr et al. 1984 ).

Sin embargo, también se ha demostrado la utilizacion de ATP en el transporte
activo ( Yoneda, 1996 ).

Cromatina. El descubrimiento de la cromatina se le puede atribuir a Miescher en
1868 quien fue el primero en aislar el acido desoxirribonucleico, pero fue hasta
1879 cuando Flemming logré observar un material que se hallaba distribuido en el
nucleo en forma de pequefios granulos a los que denomind cromatina. ( en De
Robertis y De Robertis 1983 ).
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En 1928 Heitz distinguié dos componentes bien definidos: la cromatina
condensada ( heterocromatina ) y la eucromatina que es la cromatina laxa ( en
Avers, 1983 ).

Por cromatina es el material cromdsomico de las células de los organismos
superiores. Consta de ADN y proteinas.

Las proteinas se dividen en dos tipos: histonas y no histonas. Se han reconocido
originalmente cinco clases de histonas caracterizadas por sus proporciones
relativas de lisina y arginina. Estas son H1, H2, H3, H4 y H5. Todas las histonas
son proteinas pequefias de aproximadamente 11 000-15 000 daltones, donde H3
y H4 son las mas conservadas en la evolucion.

Las proteinas no histonas agrupan a la ARN polimerasa, las proteinas de alta
movilidad HMG vy las proteinas de expresion geneética.

El nucleosoma es la subunidad de toda la cromatina. Cada nucleosoma
consiste de un ntcleo proteico conformado por un octamero de histonas.

Los nucleosomas individuales pueden obtenerse por tratamiento de la cromatina
por nucleasa micrococal. El nucleosoma contiene aproximadamente 200pb de
ADN asociadas con el octamero de histonas que consiste de dos copias de H2A,
H2B, H3, H4 y se conocen como histonas centrales. El papel de la H1 es diferente
de las histonas centrales. Representa ia mitad de la cantidad de una histona
central y puede extraerse mas rapidamente de la cromatina. La forma del
nucleosoma corresponde a un disco plano o cilindrico de 11 nm de diametro y
altura de 6 nm. A partir del nucieosoma existen varios niveles de compactacién de
la cromatina. El primer nivel de organizacion es la agrupacion de ADN en forma de
rosario o cuentas de collar, formando las fibras de 10 nm, con un radio de
empaquetamiento aproximadamente 6 nm. Estas particulas son un componente
invariable de eucromatina, heterocromatina y cromosomas. El segundo nivel de
organizacion es el enrollamiento de las cuentas en un arreglo helicoidal para
construir las fibras de 30 nm que se encuentra en la cromatina en interfase, y
cromosomas mitoticos. L.a cromatina presenta un radio de empaquetamiento del
ADN de aproximadamente 40 nm. La estructura de esta fibra requiere de
proteinas adicionales. El radio de empaqguetamiento final esta determinado, por el
tercer nivel de organizacion, el empaquetamiento de la fibra sobre si misma. Esto
da un radio de empaquetamiento igual o mayor de 1000 en la eucromatina,
ciclicamente intercambiable con el empaquetamiento en los cromosomas
mitoticos, para alcanzar un radio total menor o igual de 10 000 ( en Lewin, 1994 ).

Ribonucleoproteinas. La informacién genética depositada en las moléculas de
ADN se encuentra en el nlcleo, y la sintesis proteica tiene lugar en el citoplasma.
Por lo tanto es necesario que la informacién de ADN sea transferida desde el
nicleo al citosol. Tal transferencia es un proceso complejo que requiere la
intervencion de una molécula intermedia. Esta molécula, ARN mensajero (ARNm),
copia la informacién contenida en el ADN, sale del nacleo y una vez en el citosol,
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dirige la sintesis de la proteina. En el nucleo el ADN guia la sintesis del ARNm,
determinando la secuencia de sus nucledtidos, y en el citoplasma el ARNm dirige
la sintesis de la proteina, estableciendo el orden de sus aminoacidos. La sintesis
del ARN, se denomina transcripcion, y la sintesis de la proteina se llama
traducciéon. Este flujo de informacién se conoce como el “dogma central” de la
biologia molecular ( en De Robertis ef al. 1996 ).

La transcripcion es mediada por una enzima que es una polimerasa de ARN que
depende del ADN, la que sintetiza una hebra complementaria de ARN a partir de}
ADN con sentido 3'- 5', a partir de la cual se producira una hebra de ARN con
direccion 5'- 3'. ( en Herskowits, 1987 ).

El primer transcrito a partir del ADN se denomina ARN heterogéneo nuclear
(ARN hn) incluyendo al Pre- ARNm ( Dreyfuss, 1986 ).

Se sabe que existen ademas del ARNm, ARNt y ARNr, otros dos tipos de ARN,
ambos pequefios y localizados uno en el ntcleo y otro en el citosol, los cuales
posteriormente pasan al citosol. Los ARN pequefios confinados en el ndcleo
integran unas ribonucleoproteinas llamadas RNPsn  (Small nuclear
ribonucleoproteins )} (en De Robertis et af 1996). Las cuales se pueden separar en
dos grupos, las nucleolares y las exiranucleolares. El nucleolo es el sitio de
sintesis y procesamiento de la ARN prerribosémico ( pre-ARNr ) y del ensamblado
del ribosoma. Las RNPs extranucleolares parecen estar relacionadas con el
metabolismo del ARN premensajero { Pre-ARNm ) ( en Jiménez, y Segura 1993 ).

La ARN polimerasa Il es la enzima que transcribe 10s genes precusores de ARNm
de todas las proteinas, como la mayoria de ARNpn ( ARN'’s pequefios nucleares )
y su localizacion es nucleoplasmica ( De Pomerai, 1990 ).

Regulacion transcripcional de la expresion genética. Se conocen tres tipos de
regulaciones transcripcionales que le ocurren al ARN premensajero { Pre-ARNm )
y que involucran enlaces covalentes. La primera es la adicién de un grupo 7-
metilguanosina en el extremo 5 ( llamado en inglés “capping” ) . Otra es la adicién
de una secuencia de unos 100 a 200 residuos nucleotidicos de adenosina en el
extremo 3' poliadenilacién ( poly A ). La tercera modificacion es la eliminacion de
secuencias no codificantes o intrones ( llamado “Splicing” ). Las dos primeras
ocurren con la participacion de enzimas especificas y algunas otras moléculas que
intervienen en el proceso. EI mecanismo de “Splicing” es mas complejo.

El transcrito primario se conoce como Pre-ARNm y es procesado mediante el
“Splicing,” proceso en el que se eliminan los intrones ( secuencia de nucleotidos
que no codifican } y se unen los exones { secuencia de nucleotidos que codifican
) por la formacién de Spliceosomas, que son estructuras nucleares grandes ( de
40 a 60S ) compuestas de Pre-ARNm, ribonucleoproteinas nucleares pequefias
(snRNPs: U1, U2, U4, U5 y USB) y proteinas denominadas factores de Splicing
que no forman snRNPs.
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En el “Splicing” participan elementos de accidn cis ( que son secuencia de
nucleotidos evolutivamente conservados en el Pre-ARNm ) y elementos de
accion trans ( factores que se unen al Pre-ARNm ). El “Splicing” ocurre mediante
un mecanismo de transesterificacion en dos pasos, uno de ruptura y otro de
union.

En el primer paso catalitico, el Pre-ARNm se corta en el enlace fosfodiéster, en el
sitio de corte del extremo 5 del primer intrdn, creandose asi una estructura
molecular en forma de lazo de vaquero entre el intrén y el segundo exon, con la
produccion de un extremo 3’ libre en el primer exén. En la segunda reaccién, se
rompe el sitio de corte en el extremo 3’ del intrén donde se une con el segundo
exon, se libera el intrén en forma de “lazo” y se ligan los dos exones ( Jiménez y

Segura 1993 ).
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empalme (A) son iguales en los eucariontes. Paso 1, ruptura en el
sitio GU y formacién del lazo. Paso 2, ligado de los exones y
liberacion del lazo (en Jiménez y Segura, 1993)
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Granulos pericromatinianos (GPCs). Fueron observados por Watson en 1962,
son cuerpos esféricos con un diametro de 300-500 A, localizados en la periferia
de la cromatina compacta, rodeados por un halo claro de 250 A de diametro. Un
estudio comparativo entre los GPCs de células de mamifero y los granulos de
Balbiani en nucleos de las glandulas salivales de Chironomus thummi concluye
que ambos son similares, es decir, que ambos son estructuras ribonucleoproteicas
del mismo tipo. Los granulos de Balbiani se encuentran en regiones de alta
sintesis de ARN y se considera que son aimacenes de ARNm ( Vazquez-Nin y
Bernhard 1971 ).

Estos granulos se observan bajo la técnica de acido etilendiaminotetraacético
EDTA ( Monneron y Bernhard, 1969 ).

Los granulos pericromatinianos son considerados como estructuras universales de
eucariontes ( Jiménez et al 1989 ), involucrados en el almacenamiento vy
transporte del ARN maduro. ( Vazquez-Nin et al. 1983 ).

Fibras pericromatinianas. Descritas por primera vez en 1969 por Monneron vy
Bernhard, son fibras que se encuentran en contacto directo con la cromatina
(Monnerony Bernhard, 1969 ).

En estudios realizados con uridina tritiada en los cuales las células fueron
expuestas a pulsos cortos, se observd un marcaje preferencial en las zonas
donde se localizan las fibras pericromatinianas en el borde de la cromatina
condensada ( Fakan y Bernhard, 1973 ).

Estas fibras facilmente digeridas por la ribonucleasa, se presume son precusoras
de los granulos pericromatinicos, los cuales son mucho mas resistentes a la
ribonucleasa, probablemente por su contenido proteico mayor { De Robertis y De
Robertis 1983 ).

Granulos intercromatinianos. Aparecen en todas las células animales como
estructuras esféricas con un didmetro que va de 200 a 250 A, se encuentran
formando racimos en la zona intercromatiniana conectandose con fibrillas
delgadas ( Monneron y Bernhard, 1969 ).

Los granulos intercromatinianos presentan una gran resistencia a la RNAsa y a la
Pronasa, se considera que éstos granulos se encuentran bien protegidos por un
componente proteico { Monneron y Bernhard, 1969 ).

En los granulos intercromatinianos se han localizado proteinas con actividad
enzimatica, entre ellas la ATPasa, GTPasa y NAD-Pirofosfatasa ( Fakan vy
Puvion, 1980 ).
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Jiménez Garcia y colaboradores han llevado a cabo estudios de estas particulas
ribonucleoproteicas en diferentes grupos de organismos. La diferencia en rasgos
nucleares entre protistas y los similares entre plantas y animales sugieren que la
principal variacion en la estructura nuclear son antiguos a la adquisicion de
cloroplastos por el ancestro de plantas verdes y que una vez adquirida, el patrén
nuclear es altamente conservado ( Jiménez et al 1989 ).

Matriz Nuclear. La matriz nuclear fue descrita por primera vez por Berezny y
Coffey en 1974. Se ha demostrado que la matriz nuclear estd asociada con
procesos biologicos tales como la sintesis de ADN, sintesis de ARN. La matriz
nuclear residual esta formada por una capa proteica y ribonucleoproteica que
mantiene la integridad y forma del nuacleo. Conserva la lamina densa, el complejo
de poro y el nucleolo residual. ( Berezny y Coffey, 1977 ).

La matriz nuclear juega un papel central en la accidn de ciertas hormonas
particularmente en las hormonas esteroides ( Nardozza et al. 1996 ).

La extraccion de la matriz nuclear se obtiene por procedimientos diversos en los
que predomina el tratamiento con soluciones hipertonicas y nucleasas.

Cuerpos espiralados. Los cuerpos espiralados se han identificado en nucleos
de células nerviosas, pancreaticas, de la glandula adrenal y en células Heia. Son
agregados mas o menos esféricos de 0.3 a 0.5 um de diametro que presentan
filamentos enrollados cuyo grosor varia de 400 a 600 A. Estos filamentos
conservan el contraste con la técnica de acetato de uranilo-EDTA-citrato de plomo
(Bernhard,1969), como los granulos intercromatinianos y pericromatinianos, por lo
que se piensa que la naturaleza quimica de estos elementos es
ribonucleoproteica ( Monneron y Bernhard, 1969 ).

Los cuerpos espiralados se han también descrito en plantas ( Moreno Diaz de la
Espina, y col.1992 ).

Nucleolo. Morfologicamente el nucleolo es una area sub-nuclear notable de
extensa transcripcién y procesamiento de ARN. Es el sitio de transcripcidn de la
ARN polimerasa 1 a partir del ADN ribosomal. Sus genes codifican para 3 de las 4
especies de ARN de los ribosomas ( 18S, 5.8S, 285 ). Participa en ia mayor parte
de los pasos de biogénesis de la subunidad grande y pequefia del ribosoma
(Shaw y Jordan, 1995).

Presenta tres distintos componentes, los cuales se han distinguido a través de
estudios ultraestructurales que son los centros fibrilares, el componente fibrilar

denso vy la region granular ( en Jiménez, 1988 ).

22



-

Los centros Fibrilares (CF) han sido considerados como los sitios de aimacén de
genes ribosomales inactivos en la transcripcion. El componente fibrilar denso
(CFD), se ha propuesto como el sitio de transcripcién de estos genes.

EL componente granular (CG) es el sitio de maduracion y almacén de las
subunidades ribosomales ( en Segura, 1996 ).
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Fig g. Esquema del niicleo interfisico donde se observa envoltura nuclear
(EN), poro nuclear ( P N ) Y las particulas ribonucleoproteicas, Ias
cuales se observan mediante la técnica de contraste de EDTA. Las fibras
pericromatinianas (FPCs), grinulos pericromatinianos rodeados por su
halo caracteristico (GPCs) que se localizan cerca de la cromatina
compacta (CC), cimulo de grinulos intercromatinianos (GICs),fibras
intercromatinianas ( FICs ),Nucleolo (Nu),cromatina perinucleolar (CP),

y cuerpos espiralados ( CE ) ( Monneron y Bernhard, (1969).
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6. INMUNOLOCALIZACION.

La inmunocitoquimica ha contribuido al conocimiento de ta localizacién de una
variedad de substancias. Este tipo de metodologia fue realizado por primera vez
en 1959 por Singer que utilizé un anticuerpo marcado con proteina ferritina para
tener una localizacion ultraestructual ( Martinez, 1879 ).

Por medio de esta técnica ha sido posible identificar y localizar una gran variedad
de moléculas como ADN, ARN, RNPtp (ribonucleoproteinas de tamafio pequefio)
y las ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (RNPshn). De esta forma se ha
localizado a nivel estructural, algunos de los sitios en donde se llevan a cabo
ciertas funciones celulares, tales como el procesamiento de ADN, ARN vy
proteinas ( Sass 1984, Lesser 1989; Vazquez-Nin 1986 ).

La inmunolocalizacién se basa en la deteccion de antigenos utilizando anticuerpos
que reaccionan especificamente con ellos. Los antigenos son moléculas diversas
como proteinas, polisacaridos, lipidos y acidos nucleicos. La gran afinidad de los
anticuerpos por su antigeno, le otorga una gran especificidad a la reaccién de
reconocimiento, disminuyendo las reacciones inespecificas y cruzadas con otros
componentes (en Bozzola y Russell, 1992).

En la reaccién inmunocitoquimica, el anticuerpo permite localizar in situ el
antigeno contra el cual fue preparado. El anticuerpo se aplica al tejido en estudio,
y al interactuar con el antigeno tisular forma un complejo antigeno-anticuerpo facil
de localizar (Hayatt, 1989).

Existen dos métodos de inmunolocalizacion: el método directo en el cual solo se
usa un anticuerpo y en el indirecto que se usan dos anticuerpos (fig. e). En la
inmunolocalizacién indirecta, el corte de tejido se hace reaccionar con el primer
anticuerpo, contra la molécula que se desea localizar, posteriormente el tejido se
hace reaccionar con un segundo anticuerpo que reconoce al primero. El segundo
anticuerpo esta acoplado a una molécula visible con el microscopio electronico
tales como el oro y la ferritina, que producen una marca electrodensa que permite
la visualizacion directa del antigeno al observar los cortes ultrafinos al microscopio
electronico (en Bozzola y Rusell, 1992).
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Especie 1 Especie 2 ~ Especie 3 ‘
{Antigeno) {Anticuerpo Primario). {Anticuerpo Secundario)
+ Marcador

Fig. h. Método de Marcado Indirecto. Se expone el anticuerpo
primario (generalmente elaborado de una segunda especie) ante el
antigeno (de la 1a. especie) y después de haberse formado el
complejo antigeno anticuerpo, se expone a un anticuerpo
secundario marcado (hecho de una tercera especie) que ha sido
producido para reaccionar en contra de la segunda especie. El
resultado es una secuencia de dos capas de anticuerpos y un
marcador (Bozzola y Russell, 1992).
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7. ANTECEDENTES.

Traish y colaboradores trabajaron con el anticuerpo policlonal AT3A desarrollado
contra una secuencia de aminoacidos 247-261 de dominio de unién a ADN dei
receptor a estradiol humano (Traish y Wotiz 1989).

Se han llevado a cabo investigaciones de receptor a estrégeno en tracto genital
femenino de ratén recién nacido desde 1-22 dias, usando un anticuerpo
monoclonal anti-receptor a estrégeno.

Durante el desarrollo del tracto genital femenino, los receptores a estrégeno estan
presentes en celulas estromales, células epiteliales. La presencia de receptor a
estrogeno sugiere que algunas de las acciones de los estrogenos, como
proliferacién y diferenciacion celular, asi como la anormalidad tisular que resulta
de la administracién de estrédgeno prenatal y postnatal, puede estar mediada por
interacciones con el receptor (Yamashita ef a/ 1989 ).

Mediante la localizacién se han analizado las modificaciones cuantitativas del
receptor a estradiol (RE). Se logré determinar los cambios del receptor por
inmunolocalizacidén ultraestructural, usando un anticuerpo policlonal que actua
contra una secuencia de aminoacidos, del dominio de unidon al ADN, un
anticuerpo monoclonal contra una proteina RNPhi vy un anticuerpo anti-ADN (
Vazquez-Nin et al. 1991)

Estos trabajos se llevaron a cabo en células epiteliales endometriales, células
musculares y fibroblastos de Otero. En los que se reconoce:

a) que el receptor es principalmente nuclear, pero también esta presente en el
citopfasma.

b) que el receptor se une a las particulas que contienen ARNhn.

c) que el ligamiento de las ribonucleoproteinas (RNPs) no bloquean el dominio
de ligamiento al ADN deli receptor a estradiol ( Vazquez-Nin et al. 1991 ).

Existe otro trabajo donde se localizé inmunocitoquimicamente el receptor a
estradiol en tejidos no considerados blancos de la hormona. Se estudié higado,
duodeno, rifion, linfocitos de bazo, tomando como control el Gtero. Se usé como
anticuerpo primario AT3A y como secundario el GAR G15 (Echeverria et al.
1994).

Se determiné la densidad de marca, es decir, se contd el nimero de granos por
unidad de area, los espacios celulares estudiados fueron nicleo, citoplasma,
espacios cromatinianos, intercromatinianos y extracelular.

El compartimiento cromatina se refiere a cromatina compacta, el intercromatiniano
incluyendo regiones pericromatinianas e intercromatinianas y el ruido de fondo fue
estimado en el espacio extracelular. Observaron que nucleos de hepatocitos, de
célula epitelial del duodeno y de los tdbulos proximales del rifion, estos tipos
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celulares presentan mayor densidad de marca en el nacleo, particularmente en el
espacio intercromatiniano. La prueba de "t de Student demuestra que la densidad
de marca en el nicleo y citoplasma, asi como cromatina e intercromatina no
presentan diferencias significativas entre hepatocitos, células epiteliales del
duodeno y los tubulos contorneados proximales del rifién. Las células epiteliales
de utero y linfocitos presentan una mayor densidad de marca en comparacién con
los otros tipos celulares estudiados, el patrén de distribucidon de RE en todos los
espacios observados es semejante tanto en células de Utero como ias
pertenecientes a organos no considerados efectores para estradiol { Echeverria
et al. 1994 ).

Mendez Herrera en 1996 realizo inmunulocalizacion de receptores a estrogenos
en ovario durante el desarrollo embrionario de polla y los encontrd en los nucleos
de los ovocitos meidticos ( Méndez -Herrera 1996 ).

A nivel ultraestructural no se han realizado trabajos donde se localicen los
receptores a estrogeno en células foliculares, tecales y ovocitos de rata de ahi
nuestro interés para realizar este trabajo.
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1i1l. OBJETIVO:

DETERMINAR LA LOCALIZACION DEL RECEPTOR A ESTRADIOL EN OVARIO
DE RATA EN DIFERENTES ETAPAS DEL DESARROLLO FOLICULAR POR
INMUNOLOCALIZACION  ULTRAESTRUCTURAL,  UTILIZANDO  COMO
ANTICUERPOS PRIMARIOS EL POLICLONAL AT3A Y EL POLICLONAL 14A'Y

COMO ANTICUERPO SECUNDARIO EL GAR G15,
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IV. MATERIALES Y METODOS.

En el presente trabajo se utilizaron ovarios de rata wistar (Ratfus norvegicus)
de18, 22 y 25 dias de edad, los cuales fueron procesados de la siguiente manera.
La fijacion del material biologico se hizo con paraformaldehido al 4% en solucion
amortiguadora de fosfatos a 0.16 M a pH 7.2 a una temperatura de 4 °C. La
inclusion se llevé a cabo en resina LRW de acuerdo al diagrama de fiujo.

DIAGRAMA DE FLUJO
FIJACION (Paraformaldehido al 4%)

'

LAVADOS

(tres lavados cada 5 minutos con buffer de fosfatos a 0.16 M a pH 7.2)

'

DESHIDRATACION
Etanolal 70% 1 horaa 4 °C
Etanol al 90% 1 hora 4 °C

Etanol ai 100% 3 cambios de 1 hora c/u

v

PREINCLUSION
Etano! absoluto-Resina LRW 2:1 a4 °C 3 hrs
Etanol absoluto-Resina LRW 1:1 a4 °C 3 Hr
Etanol absoluto-Resina LRW 1:2a4 °C 3 hrs

'

INCLUSION (12 hrs en resina pura )

al otro dia 3 cambios de 1 hora a 4 °C en resina pura LRW

'

POLIMERIZADO
En estufa a 600C 20 hrs
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Se obtuvieron cortes semifinos con un grosor de 1 aproximadamente en un
ultramicrotomo Sorvall MT 2, los cortes se depositaron en portaobjetos, se tifieron
con azul de toludina y fueron observados en un microscopio oéptico, para
determinar la zona de interés, es decir foliculos en crecimiento y foliculos en
atresia. Posteriormente se realizaron cortes ultrafinos con un grosor de 60 a 80
nm en un ultramicrotomo Sorvall MT 2, los cuales se montaron sobre rejillas de
niquel. Se llevd a cabo la inmunolocalizacion de receptores a estradiol utilizando
los anticuerpos primarios AT3A y 14A, asi como los anticuerpos secundarios GAR
G 15 siguiendo la metodologia descrita por (S. Fakan, et al 1984).

Se llevo a cabo la inmunoclocalizacién en una camara humeda, las soluciones
utilizadas se colocaron en una superficie plana cubierta con parafilm. Las rejillas
no se dejan secar durante el procedimiento. El exceso de los reactivos se quita
con papel filtro y se flotan inmediatamente en el siguiente.

En este estudio se utilizaron como anticuerpos primarios el policlonal AT3A vy
policlonal 14A y como marcadores ( anticuerpos secundarios ) el Goat Anti-Rabbit
unido a particulas de oro de 15 nm ( GAR G15).

Para asegurarnos de la especificidad de dichos anticuerpos, se trabajé con los
anticuerpos policlonal AT3A y el policlonal 14A, para observar |la especificidad de
dichos anticuerpos, se substituyo el anticuerpo AT3A y 14A, por PBS-BSA-Tween
y después se procedié a incubar el anticuerpo secundario GAR G15. Este
experimento control no presenta marca.

En el control positiva que fue epitelio de célula glandular uterina se observa mas
marca a nivel nuclear que a nivel citoplasmico. Nuestro control de distribucion del
receptor se observa marca a nivel citoplasmico solamente. Los estudios se
realizaron cualitativamente, debido a que el numero de muestras no fue muy
grande y por lo tanto no fue posible hacerlo cuantitativamente.

La técnica es la siguiente:

» 3 minutos en PBS-Leche-Tween.

» flotar 3 minutos en suero normal de cabra ( Normal Goat Serum NGS ) diluido
en PBS 10:50. Este paso constituye un  bloqueo de sitios inespecificos.

» El anticuerpo primario es diluido 1/15 en BSA-PBS-Tween- e incubado 17 a 24
hrs 4o0C.

» Al siguiente dia se lava con PBS-Tween por goteo con piseta.
> Se lava con PBS por goteo.
» Flotar 15 minutos en PBS.

» Flotar 3 minutos en Leche-PBS-Tween.
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Se incubd el segundo anticuerpo diluido con PBS 1/15 a temperatura ambiente
(de 30 a 45 minutos }.

Lavar con PBS, posteriormente se deja flotar 15 minutos en PBS, gotear
nuevamente PBS.

L.avar con agua bidestilada y flotar 15 minutos en agua bidestilada y gotear con
la misma.

Se deja secar y se colorea suavemente con uranilo y plomo los tiempos
empleados fueron de 2 y 1 minuto respectivamente. El contraste debe ser bajo
para poder visualizar mejor los granos de oro.

Las micrografias fueron tomadas a distintos aumentos en un microscopio Carl
Zeis EM 10.
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V. RESULTADOS.

Se estudiaron foliculos primordiales, en crecimiento, antrales y atrésicos. La
micrografia 1 corresponde a un corte de ovario de rata de 18 dias de edad. Se
observan foliculos primordiales, primarios, secundarios y antrales. En las células
foliculares, tecales y ovocitos de cada tipo de foliculo se evaluaron
cualitativamente los receptores a estrégenos.

Ultraestructura. Las células foliculares se identificaron por el arreglio
caracteristico alrededor del ovocito. Son células que presentan un nlcleo esférico
y un citoplasma con organelos celulares tipicos. [as células tecales estan
separadas de las primeras por una membrana basal y se identificaron por
presentar forma alargada a nivel celular y nuclear.

Los ovocitos se identificaron por su tipica forma esférica y por la presencia de
microvellosidades y zona pelucida. En estado de atresia se observa que existe
cumulo de lipidos en células tecales, la desaparicién de las células de la corona
radiata, asi como el deterioro de la zona pelicida y la deformacién del ovocito.

Se puede apreciar que los receptores a estradiol son mas abundantes en el
nucleo de células foliculares que en el nucleo de células tecales, aiun cuando
estos estudios fueron cualitativos y no cuantitativos (por no ser abundante el
namero de muestras).Como se observa en las figuras 2 ala 7.

Se estudiaron nucleos interfasicos de células foliculares con antro y sin antro. En
la figura 2 se aprecia que en el nacleo de una celula folicular, la mayor densidad
de marca se encuentra en el espacio intercromatiniano. Esta inmunolocalizacion
se realizé con el anticuerpo policlonal AT3A. En la figura 3 se presenta una célula
folicular en crecimiento sin antro, en la que se localizo el receptor a estradiol con
el anticuerpo policlonal 14A. En ella también se observa que la marca se
encuentra en el espacio intercromatiniano. En ia figura 4 se observan ntcleos de
células tecales fratadas con anticuerpo policlonal AT3A unido a GAR G15 donde
se ve menor cantidad de marca que en célula folicular. La figura 5 muestra
nicleos de celulas tecales tratadas con el anticuerpo policlonal 14A unido a GAR
G15. En el ovocito en crecimiento de {a figura 6, la marca se encuentra asociada a
fibras intercromatinianas. En la figura 7 se ve un ovocito atrésico de un foliculo
con antro que presenta menor cantidad de marca que el ovocito de un foliculo en
crecimiento de la figura anterior.

Como control positivo se muestra un nucleo de célula epitelial glandular uterina en
la figura 8. La marca se encuentra preferencialimente en espacio
intercromatiniano. La figura 9 muestra cortes de fibroblastos de ovario en la que
se observa que la marca se distribuye en el citoplasma y es casi nula en el nlcleo.
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La marca se encuentra preferencialmente en el nicleo en todas las céluias

estudiadas, a exepcion de los fibroblastos. Se encontré poca marca en el nucleolo
en general.
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Fig 1.- Fotografia optica de un ovario de rata de 18 dias de edad
donde se observan foliculos primordiales (fp), primarios (p),
secundarios (s) y antrales (a). Tincion azul de toluidina 800x.
(Cortesia del Profesor J del C. Benitez Flores).
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Fig 2.- Niuicleo (N) de célula folicular marcada con anticuerpo
policional AT3A unido a GAR G15. La marca (—) se aprecia en
el espacio intercromatiniano. Citoplasma (C) Nucléolo (Nu)
Contraste Ur-Pb. 36.800 x.
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Fig 3.- Nicleo (N) de célula folicular (foliculo en crecimiento
sin antro), marcado con el anticuerpo policlonal 14A unido a
GAR G15. La marca (—) se encuentra preferencialmente en el
espacio intercromatiniano. Citoplasma (C) Nucleolo (Nu).
Contraste Ur-Pb. 28.750 x.



Fig 4.- Niicleos (N) de células tecales marcado con anticuerpo

policlonal AT3A unido a GAR G15. La marca (—) se encuentra
en los espacios intercromatinianos. Citoplasma (C). Contraste

Ur-Pb. 28.750 x.
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Fig 5.- Nicleo (N) de células tecales marcadas con el anticuerpo
policlonal 14A unido a GAR G15. La marca (—) se observa
preferencialmente en la periferia de la cromatina compacta.
Citoplasma (C) Nucleolo (Nu). Contraste Ur-Pb. 28.750 x.



Fig 6.- Ovocito marcado con anticuerpo policlonal AT3A unido a
GAR G15. Donde Ia marca (—) se encuentra asociada a las fibras
intercromatinianas o cromatina laxa. Contraste Ur-Pb. 22.500 x.



Fig 7.- Ovocito atrésico de un foliculo con antro marcado (—)
con anticuerpo policlonal AT3A unido a GAR G15. Contraste

Ur-Pb.45.000 x.
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Fig 8.- Niicleo de una célula glandular uterina (N) marcada con
anticuerpo policlonal AT3A y GAR G15. La marca (—) se
encuentra preferencialmente en Ila cromatina laxa y en menor
cantidad en cromatina compacta. El Citoplasma (C) presenta
pocos granos de oro. Cumulos de cromatina compacta se localizan
en la periferia del micleo principalmente.Constraste Ur-Pb.
28.750 x.



Fig 9.- Fibroblasto de ovario marcado con anticuerpo policional
14A. La marca (—) se aprecia principalmente en el Citoplasma
(C) Niicleo (N) y Nucleolo (Nu). Contraste Ur-Pb. 28.750 x.




V1. DISCUSION.

Los resultados demuestran que los ovocitos, las células foliculares y tecales de
foliculos primordiales y en crecimiento, sin o con antro, poseen receptores a
estradiol.

A pesar de que no se obtuvieron suficientes fotografias de cada tipo celular en las
diferentes etapas del ciclo vital de los foliculos como para analizarlas
estadisticamente, es evidente que la marca se acumuldé mas densamente en los
nucleos que en los citoplasmas de todas las células observadas, salvo los
fibroblastos.

Estos datos estan de acuerdo a los hallazgos anteriores de la distribucién del
receptor a estradiol en células uterinas (Vazquez-Nin et a/ 1991) y en otros
organos del aparato reproductor femenino y masculino, asi como también en
organos no reproductores (Echeverria et al 1994).

En los foliculos atrésicos que se estudiaron, la cantidad de receptor en los
nucleos, de los ovocitos de las células foliculares localizado fue menor, que en
foliculos en crecimiento y antrales, esto no resulta sorprendente ya que los
foliculos atrésicos entran a un proceso de muerte celular (apotosis)
(Hakuno,1996).

La falta de receptor a estrégenos se asocia a la incapacidad de las células
foliculares atresicas para responder a estrégenos formando nuevos receptores, en
una accion reconocida como autédcerina (Chalbos et al 1994).

La presencia de receptores a estrogenos que se demuestra en este trabajo, en
células tecales no ha sido sefialado en trabajos anteriores. El presente es el
primero que identifica a la célula tecal como un blanco de estrégenos. Los efectos
de los estrogenos sobre las células tecales se desconocen.

La densidad de marca puede variar debido a que la fijacion con paraformaldehido
no produce una buena estabilizacion de las proteinas, lo que a su vez causa una
conservacion sub-optima de las estructuras y abre la posibilidad a una pérdida
parcial de moléculas de receptor. Sin embargo, considerando la escasa
concentracion del receptor a estradiol se estima que el marcado obtenido en este
trabajo fue adecuado. Los anticuerpos utilizados estdn desarrollados para
reaccionar con un dominio de la proteina receptora altamente conservada, por lo
que esta presente en todas las variantes del receptor.

El anticuerpo policlonal AT3A produjo siempre mayores intensidades de marcado
que el policlonal 14A. Los policlonales son familia de anticuerpos que reconocen
diferentes zonas de la molécula del receptor, el conjunto de ellos reconoce con
mucho mas facilidad las partes de la molécula del receptor expuesta en la
superficie del corte. Como f[os métodos de preparacién producen una
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desnaturalizacion parcial de la proteina antigenica, si 1a region del epitope esta
alterada, el anticuerpo monoclonal ya no la reconoce, en cambio un policlonal
puede unirse a varias 2zonas de la proteina y por lo tanto tiene mayores
posibilidades de localizarla.

En el presente trabajo se detectaron por inmunolocalizacion los receptores a
estrégenos, sin embargo, cabria la posibilidad que el método a pesar de su alta
sensibilidad no evidencie la totalidad de receptores presentes en diversos tipos y
compartimientos celulares. Este planteamiento surge de datos aportados por
Traish y Pavao (1996) en los que mencionan que a nivel del receptor puede haber
cambios conformacionales, que afectan su afinidad por el anticuerpo cuando
alguno de sus dominios estd ocupado. En nuestro caso sabemos que el
anticuerpo AT3A esta dirigido a una region del receptor denominada péptido 3 la
cual podria modificarse si el sitio de unidn esta vacio u ocupado. Por lo tanto si
en una célula hay receptores ocupados y desocupados, la region 3 podria ser
detectada por el AT3A o bien pasar desapercibida. Esto se desconoce ya que
esta region del receptor no se ha estudiado en relacidn a los posibles cambios
conformacionales. Si nos basamos en el dato que la traslocacion del receptor del
citoplasma al nicleo implica cambios conformacionales, esto quiere decir, que los
anticuerpos que utilizamos son capaces de detectar al receptor con cambios ¢ sin
elios, y esto explica que simuitaneamente se halla podido detectar marca en
citoplasma y nucleo.
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VIi. CONCLUSIONES.

+ Se observd a nivel nuclear y citoplasmatico los receptores a estrégenos en
diferentes etapas de desarrollo folicular (células: foliculares, tecales y ovocitos).

¢ Se obtuvo mayor numero de grano en el nlcleo que en el citoplasma en células
foliculares con antro y sin antro.

* En células tecales encontramos receptores a estrogenos en nucleo y la marca
es menor que en células foliculares.

o En ovocito en crecimiento existe una mayor marca, que en ovocito en atresia.

+ De los anticuerpos que usamos el anticuerpo policlonal AT3A nos dié mayor
densidad de marca que el policlonal 14A.
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