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RESUMEN

Los granulos intercromatinianos son estructuras ribonucleoproteicas que contienen factores de
splicing, los cuales juegan un papel muy importante en la maduracion de los RNA mensajeros. Estos
factores se han ciasificado como U, U2, U4, U5, U6. por tener una gran cantidad de unidina. En
microscopia electronica los granulos intercromatinianos se contrastan con la técnica preferencial de
Bernhard, (1969). Se encuentran en los nucleos interfasicos en cumulos de granulos y de manera
dispersa.

La maduracién y almacenamiento de los RNA mensajeros han sido estudiados en tejidos normales,
de ratas ovariectomizadas, y ovariectomizadas con tratamiento de 17 f} estradiol y en células en
cultivo. En estos trabajos se han encontrado cambios en los procesos antes mencionados. Los
granulos intercromatinianos no han sido cuantificados en estas condiciones a pesar de que es bien
sabide que contienen 2 los factores que intervienen en la maduracion de los RNA mensajeros. Este
es €l principal motivo que Hevé a la realizacion de este trabajo.

Se trabajé con un grupo de 12 ratas de tres meses de edad aproximadamente. A tres de las ellas, no
se les aplicd ningiin tratamiento. Las 9 ratas restantes se ovariectomizaron y asi permanecieron
durante 21 dias. Al término de este tiempo, a tres de las ratas ovariectomizadas se les inyecté | ml
de 17 [ estradiol en vna concentracion de 20 pg/m! por rata, durante 30 minutos y a otras tres
ratas ovariectomizadas por un periodo de 2 horas. Una vez hecho esto, se procedid a sacrificar a
las doce ratas. Se tomo la parte media de los cuernos uterinos de cada una de las ratas y se
procesaron para microscopia electronica. Se fijaron con glutaraldehido 2 5 % en amortiguador de
fosfatos 0.16 M a pH 7.2, después se lavaron con amortiguador, el mismo que se utilizé para la
fijacion, se deshidrataron con alcoholes graduales, se utilizd como agente intermediano el éxido de
propileno y se hizo una preinclusion, éxido de propileno-resina con una concentracion 2:1,1:1 y 1:2,
seguida de una inclusion en resina epoxica.

Se procedio a obtener cortes semifinos y posteriormente ultrafinos. Estos ultimos se contrastaron
con la técnica regresiva para RNP (EDTA Bernhard, 1969)). Una vez obtenidas las preparaciones,
se observaron en un micraoscopio Zeiss EM10 y se grabaron 30 imagenes de nucleos de células
epiteliales por cada rata, las cuales se ilevaron a un sistema de cémputo, que tiene el programa
Imagenia 5000 de Biocom, por medio del cual se puede determinar la densidad de granulos
intercromatinianas por micra cuadrada.

Se compararon fos datos de los diferentes grupos aplicando la prueba estadistica de T, la cual nos
permitid determinar que se trataba de poblaciones diferentes,

Se encontrd que existe una disminucion en la densidad de los granulos intercromatinianos en las
ratas ovariectomizadas con respecto de las normales. Con la aplicacion de 17 b estradiol en ratas
ovariectomizadas durante media hora y dos horas se observd un aumento en la densidad numérica
de los granulos intercromatinianos con respecto de las ratas dnicamente ovariectomizadas, pero no
alcanzo el valor de la densidad numérica de las ratas normales.

Por lo tanto la densidad de granulos intercromatinianos es modificada por la adicién o supresion de
la hormona 17 B estradiol. La supresion de la hormona provoca una disminucion de la densidad
numérica de granulos intercromatinianos y la administracion de la misma un aumento de su
numero.



INTRODUCCION

HORMONAS REPRODUCTORAS

Las hormonas son substancias quimicas secretadas por las glandulas endocrinas que inducen el
crecimiento, ta diferenciacion y/o la alteracion de la actividad metaboélica de las células que forman a
los seres vivos, después de ser sintetizadas se vierten al torrente sanguineo, para ser transporiadas
hasta las células del érgano blanco, las cuales seran reguladas. La captacion de una hormona del
torrente sanguinec y su conservacion en un tejido, se limita a Organos que contienen receptores
especificos para dicha hormona, por ejemplo, la membrana celular y el nicleo de las células del
endometrio, contienen una proteina que actiia como receptor y se liga al 17 B estradiol, de modo
que aunque tenga efectos generalizados en todo el cuerpo se concentra en el utero, {(Esquema 1 y 2
), (Harvey, 1979)

Las hormonas pueden clasificarse en tres grupos de acuerdo a su estructura quimica, (Austin y

" Short, 1982):

a).- Hormonas derivadas de colesterol
b).- Hormonas derivadas de aminoacidos

c).- Hormonas de naturaleza peptidica.

Las hormonas esteroides se derivan del colesterol (Esquema 3), son secretadas por la glandula
adrenal y por las gonadas, entre estas se encuentra los estrogenos secretados por el cuerpo luteo y

{a hormona 17 P estradiol por las células tecales que forman parte del 6vulo. (Harvey, 1979).
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Desde 1958, se determind que la administracion de estradiol en ratas origina un incremento en la
tasa de sintesis, de RNA asi como de proteinas. Cuando a conejas ovariectomizadas se les inyecta
17 B estradiol se estimula la sintesis de proteinas (Harvey, 1979, Malkinson, 1980). Otros estudios
han demostrado que e} estradiol induce la transcripcion de ARN (Beato, 1989: Milan y col. 1952),
y tiene un efecto postranscripcional que consiste en la induccion de la salida de los ARN MENSajeros
al citoplasma (Vazquez Nin y col. 1978, Vazquez Nin y col. 1979). Estudios macroscopicos han
demostrado que los estrogenos tienen influencia directa sobre el crecimiento y el peso del utero,

(Austin y Short 1982).

CICLO ESTRAL DE LA RATA

Las ratas presentan un ciclo estral de 4 dias y su ovulacién es espontanea, los cuerpos luteos que se
forman después de la ovulacién nunca son funcionales, pero, si hay copula, se estimula el desarrollo
de un cuerpo luteo funcional y entonces la rata tiene una prefiez o una seudopreiiez, dependiendo de
que la copulacién haya sido fértil o no. Toda la cronologia del ciclo estral se determina con base al
ritmo diurno, la ovulacién siempre se presenta poco despugés de la media noche. Un dia antes de que
la rata entre en celo, en la manana del proestro, la secrecion del 17 [ estradiol de los foliculos De
Graaf que se encuentran en desarrollo alcanza su valor maximo. Esto desencadena un incremento en
la secrecion del cuerpo luteo de progesterona durante la tarde del proestro y la ovulacion se
presenta en las primeras horas de la mafiana siguiente, (Austin y Short, 1982). La liberacion de 17 B
estradiol estimula la proliferacion del endometrio y el aumento de LH en el torrente sanguineo e
inhibe la produccion del factor liberador de gonadotropinas por el hipotalamo. Durante el ciclo
estral se han estudiado los cambios nucleares de las células epiteliales endometriales tanto
glandulares como luminales, utilizando el método preferencial para ribonucleoproteinas {EDTA)
(Bernhard, 1969), el cual contrasta las estructuras ribonucleoproteicas. Se encontré que el volumen
del nicleo se incrementa y los granulos pericromatinianos disminuyen en proestro, en este dia los
niveles de estradiol tienen un maximo en la sangre. En la etapa de diestro cuando el estradiol tiene
niveles bajos, los nicleos son de pequedios tamafios y fos granulos son abundantes. (Echeverria y
col. 1980). Los efectos de 17 B estradiol sobre las células epiteliales del endometrio de la rata,

también han sido estudiados en cultivo de tejidos con la técnica de autorradiografia, en la que se



demostré que con una alta estimulacion hormonal se observa, la incorporacion de 3H-uridina en el
nucleolo, asi como en el area extranucleolar. Con estos experimentos se demostré que la hormona
influye en el incremento de la transcripcion y transporte del ARN al citoplasma. (Vazquez Nin y col

1979)

ULTRAESTRUCTURA DEL NUCLEO EN INTERFASE

La interfase es el periodo del ciclo celular, en que las células no estan dividiendose y ne suceden
cambios visibles con el microscopio optico, pero existe gran actividad metabolica, (Echeverria y
Vazquez Nin 1995). El micleo en esta etapa es el organelo mas grande en las células eucariontes,

mide entre 5 y 10 pm de diametro, (Echeverria y Vazquez Nin, 1995).

Envoltura nuclear

El niicleo es el sitio que sirve como deposito del material genético de las células eucariontes, este
materiat genético se encuentra rodeado por una doble membrana denominada envoltura nuclear, que
juega un papel importante en la regulacion del intercambio nucleocitoplasmico, de moléculas y
complejos macromoleculares, y sirve como sitio de anclaje para la cromatina en la etapa de
interfase. La membranz externa es continua con el reticulo endoplasmico y muy frecuentemente
posee ribosomas en su superficie, los cuales estan involucrados en la sintesis de proteinas La
membrana nuclear interna esti unida a la lAmina nuclear y a la cromatina, el espacic entre las dos
membranas se le conoce como espacio perinuclear, y es directamente continuo con el lumen del
reticulo endoplasmico, la membrana nuclear externa y la interna son fusionadas en diferentes
puntos, formando los poros nucleares. Estos poros estan ocupados por compiejos
macromoleculares ensamblados, denominados complejos de poro nucleares (NPC), los cuales
controlan el pasaje de moléculas dentro y fuera del nicleo, su nimero varia entre diferentes tipos

celulares, su diametro es de 120 nm., su simetria es octagonal rodeando un eje central, el cual es



perpendicular al plano de la membrana nuclear. Se ha propuesto que existe el paso de proteinas y

RNAs entre el nicleo y et citoplasma por medio de los poros nucleares, (Spector, 1993)

Lamina nuclear.

Se encuentra entre la membrana interna de la envoltura nuclear y la cromatina perinucleolar, es una
capa electrodensa de 10 nm., que contiene polipéptidos. Esta formada por filamentos de 10 nm de
diametro orientados ortogonalmente, se ha propuesto gue la lamina nuclear puede actuar como un
substrato para la formacion de complejos de replicacion, o bien, que puede regular la condensacion
del DNA o formacion de elementos de la matriz nuclear, los cuales son requeridos para que ocurra

una replicacion eficiente, ademas tiene una funcién estructural en el micleo. (Spector, 1993)

CROMATINA

La cromatina es el material genético o ADN de las células, se encuentra de dos formas, compacta y
dispersa o laxa. La cromatina compacta contiene la informacidn genética que no se transcribe,
{Angus, 1998). La cromatina laxa o extendida se clasifica en dos tipos, la constitutiva y la
facultativa, la constitutiva es altamente enriquecida en secuencias repetitivas y la funcién de este
tipo de cromatina es desconocida, la facultativa es la cromatina potencialmente activa e involucra la
condensacién de un cromosoma o un par de cromosomas homdlogos, el caso mas conocido es la

condensacion de un cromosoma X o cuerpo de Barr (Spector, 1993).

ESTRUCTURAS RIBONUCLEOPROTEICAS

Las estructuras formadas por ribonucleoproteinas, estin invelucradas en el proceso de transcripcion
y maduracién del ARN mensajero, y estan formadas por ARN y proteinas (proteinas provenientes
del citoplasma celular) (Esquema 4 ),(Monneron y Bernhard, 1969; Vazquez Nin y Echeverria
1996; Fakan, 1980). La transcripcion es el proceso por el cual se polimeriza una molécula de acido

ribonucleico (ARN) a partir de nucledtidos que contienen el azicar ribosa en lugar de la

10



desoxirribosa del 4cido desoxirribonucleico (ADN). Las ARN polimerasas catalizan la formacion de
los enlaces estéricos entre ¢l dcido fosforico de un nucleotido y la hidrélisis en posicion 3° de Ia
ribosa de otro nucledtido. De esta manera se va formando una molécula de ARN con una secuencia
de bases complementaria a la hebra de ADN. Los transcritos primarios de ARN se les denomina
ARN heterogéneo nuclear o ARN premensajero, hnRNA o pre-mRNA respectivamente. La nueva
molécula de RNA se une a proteinas constituyendo particulas ribonucleoproteicas heterogéneas
nucleares (hnRNP), las cuales sufren un proceso de maduracion antes de salir del nicleo como
RNA mensajero que saldra al citoplasma hasta los ribosomas, para completar la sintesis de proteinas
(Echeverria y col.,, 1995). Esta maduracion consiste en la adicion de un capuchdn o “cap” en el
extremo 5 de la molécula de RNA, la adicion de un “cola” de acido poliadenilico (poli A) en e
extremo 3" y el proceso de “ splicing”, que consiste en la eliminacion de secuencias que no codifican
para algiin aminoacido denominadas intrones, (Jiménez Garcia, 1985). Las ribonucleoproteinas
forman estructuras que son visibles al microscopio electronico las cuales se mencionan a

continuacion:

Grianulos intercromatinianos (GIC)
Grinulos pericromatinianos {GPC)
Fibras pericromatinianas {FPC)

Nucleolo.

Los granulos intercromatinianos

Fueron descritos por primera vez por Swift (1959), aparecen en todas las células animales como
grupos distribuidos al azar de particulas de un didmetro de 20 a 25 nm. Las cuales se contrastan con
el método preferencial (EDTA) (Bernhard 1969), y con oxinitrato de bismuto (Medina y col.,
1989). Estos granulos estan tnterconectados con fibras y aparecen como cadenas que forman una
malla o de red. Estas cadenas estan presentes en pequefios fragmentos que parecen estar en
contacto con cumulos de cromatina. (Medina y col. 1989). Se sabe que son sitios de acumulacion
de particulas de ribonucleoproteinas que contienen ARNs de bajo peso molecular ricos en uridina

{snARN-U ), (Spector y col 1983, Puvion y col. 1984), las particulas snRNP se sefialan como U1,



U2, U4, U3, Ué y estos contienen una sola especie de snARN. Estas snRNP son esenciales en el
proceso de splicing que da como resultado la maduracién de los mARNs vy se les conoce como
factores de “splicing”, algunos de los cuales estan bien identificados, como el SC-35, SF2. (Spector,
1993; Melka y Raska, 1996). Las ribonucleoproteinas han sido incluidas en un grupo, denominado
fosfoproteinas nucleares, por su gran cantidad de fosforo, y ademas tienen un dominio terminal-
carboxilo rico en serina y arginina. En algunos nicleos las snRNP se encuentran organizadas en
snurposomas de tres tipos: los snurposomas A, que varian de 1 a 5 ym de didmetro y contienen
unicamente UlsnRNP, los snurposomas de tipo B, tienen 4 pm  de diametro y contienen U1, U2,
U4, U5, U6, y SC-35, y los snurposomas C son los mas grandes miden 20 um de didmetro. y
contienen inclusiones granulares. Se cree que los snurposomas de tipo B sean equivalentes a los
cumulos de granulos intercromatinianos en células de mamiferos. (Spector, 1993; Pombo y Cook,
1996). Se ha propuesto que los cimulos de granulos intercromatinianos juegan un papel en el
transporte o distribucién de] RNA mensajero intranuclear y posibiemente que pueden ser un sitio de
degradacion de moiéculas anormales incluyendo los RNA ribosomales ya que han sido detectados

. en los camulos de granulos intercromatinianos, (Puvion y Puvion, 1996)

Proceso postranscripcional del RNA mensajero

Durante o después de la transcripcion de la molécula pre-mRNA, esta sufrte un proceso de
maduracién y después es transportada al citoplasma donde son traducidas en proteinas. Este
proceso de maduracion, incluye los siguientes pasos, la adicion de un 7-metil-guanosina
denominado cap en la terminacion 5 del hnRNP, “splicing” de intrones, que son regiones que no
codifican para alguna proteina y poliadenilacion del extremo 3°, (Jiménez Garcia 1985, Jiménez-
Garcia, y Spector, 1993; Puvion and Puvion, 1996)



Esquema 4 - Estructura del micleo celular, cromatina (chr), nucleolo {nu), granulos
intercromatinianos,(ig) granulos pericromatinianos (pg), fibras pericromatinianas (—),
cuerpos espiralados {cb), (tomado de Monneron and Bernhard, 1969).



Los grinules pericromatinianos.

Los GPC estin formados por ribonuclecproteinas, (Monneron y Bemhard, 1969). Tienen un
diametro de 30 a 45 nm_, estan rodeados de un halo claro de 25 nm. se encuentran localizados en la
periferia de los cimulos de cromatina y algunas veces en el area de los GIC, ademas entre la
cromatina que forma canales en direccién a los poros nucleares donde se han visto desaparecer.
{Vazquez Nin y Echeverria, 1936). Los GPC se observan electrodensos, cuando se emplea
(EDTA), su contraste es incrementado en tanto que la cromatina es blanqueada, esto facilita
localizarlos en el area periférica a la cromatina, y revela su ultraestructura, que parece consistir de
fibras entrecruzadas de alrededor de 30 A, algunas fibras salen de las particulas. Estos granulos
también se pueden localizar entre la cromatina, o en el area intercromatiniana, en ocasiones,
pequefios grupos de GPC se conectan entre si por fibras, y se ha propuesto que podrian ser sitios de
almacenamiento y / a transporte del RNA mensajere (Vizquez Nin y Bernhard, 1971, Vizquez
Niny col., 1979; Melcak y Raska, 1996, Pombo y Cook, 1996).

Fibras pericromatinianas.

Fueron descritas por Monneron y Bernhard (1969). Se encuentran rodeando a la cromatina
periférica en algunas de sus areas, las propiedades de contraste de estas fibras son exactamente las
mismas de los GIC y las demas estructuras ribonucleoproteicas, su diametro varia entre 30 y 50 A
en ocasiones aparecen plegadas. Algunas son mas gruesas y miden alrededor de 200 A En otros
casos se observan con conexiones hacia dentro de los granuios con transiciones visibles que dan
continuidad entre los GIC o GPC. (Monneron y Bernhard, 1969). Se ha sugerido que la fibras
pericromatinianas pueden representar ¢l RNA heterogéneo (RNAhn) en proceso de transcripcién o
recién sintetizado (Fakan y col.,, 1976), (Puvion y Moyne, 1978). Y son estructuras gue contienen
fosforo. Se han observado en diferentes grados de enrrollamiento que llegan a formar cuerpos
wregulares y finalmente forman granulos esféricos, este proceso es similar al de los granulos de
Balbiani, las fibras pueden emigrar a través del espacio intercromatiniano, desde los sitios de

transcripcion, se ha propuesto que en estas fibras se realiza el proceso de splicing (Puvion y



Puvion, 1996; Vazquez Nin y Echeverria, 1996), ya que se han localizado factores de splicing
como SC-35 cerca de las fibras (Spector 1993), asi como las moléculas poli A, Ul y U2, (Spector,
1993, Puvion y Puvion, 1996} y por otra parte se ha sugerido pueden tener un papel mas activo en

el transporte de RNA mensajero del nicleo al citoplasma (Spector, 1993, Pombo y Cook, 1996).

Cuerpos nucleares

Los cuerpos nucleares son estructuras entre 0.3 y 1.5 pm de didmetro, generalmente se encuentran
en niicleos de células malignas o hiperestimuladas, tienen apariencia fibrifar, granular o parecidas a
lipidos. Estdn formados por proteinas y RNA, el cuerpo nuclear mas estudiado es el cuerpo
espiralado, identificado por Cajal en 1903 coma cuerpo accesorio del nucleclo, su estructura es de
tipo fibrilar (Spector, 1993). Los cuerpos espiralados, tienen un diametro de 0.3 a 0.5 um, estan
formados por fibras espiraladas, con espesor de 40 a 60 nm, estas fibras son ligeramente tefidas con
la técnica de EDTA. A grandes aumentos, los cuerpos espiralados parecen ser manojos de fibras
finas de 50 A de grosor, las cuales estin irregularmente entre cruzadas a lo largo del eje de las
fibras. No se han observado relaciones topologicas con el nucleolo pero algumas veces se
encuentran en continuidad con la cromatina que lo rodea (Monneron y Bernhard, 1969). La DNAsa
no tiene ningln efecto visible en los cuerpos espiralados (Monneron y Bernhard, 1969). Se han

localizado en las cercanias de los cimulos de granulos intercromatinianos (Puvion y Puvien, 1996).

Nucleolo

El nucleolo, no tiene una estructura que lo delimite, pero en animales se encuentra rodeado de
cromatina pertnucleolar, la cual esta conectada con regiones de cromatina intranucleolar de manera
continua. El nucleolo es el sitio donde se encuentra el DNA que sirve como molde a partir del cual
se sintetizan la moléculas precursoras de los ARN ribosomales. A las regiones donde se transcriben

estos RNA que formaran parte de los ribosomas se denominan regiones organizadoras nucleolares



(NOR} en (Jiménez Garcia y col. 1993). Desde el punto de vista estructural, el nucleolo esta

formado por cuatro 4reas en (Spector, 1993).

a) componente fibrilar denso (DFC)

b) centros fibrilares (CF)

c) 4rea granular o componente granular (GC) siendo junto con el componente fibrilar denso las mas
abundantes) crotmatina nucleolar condensada,

d) cromatina nucleolar

Los centros fibrilares estan rodeados, por el componente fibrilar denso, haciéndolos estructuras
independientes de los demas componentes nucleolares. En la periferia de los centros fibrilares se
encuentra el DNA que forma ia regidn organizadora nucleclar (NOR) (Spector, 1993} Este DNA
es matriz de la cual se transcriben las moiéculas precursoras de los RNA ribosomales 18 y28 S, en
. todas las células animales, vegetales y funjicas en (Jiménez Garcia, 1988). Trabajos de
autorradiografia en microscopia electrénica han revelado que en el componente fibrilar denso y
centros fibrilares se realiza la sintesis de RNA ribosomales (Shaw, 1995).

En el componente granular, se encuentran particulas de 15 a 20 nm de diadmetro, las cuales
corresponden a los RNAs prerribosomales en diversos estados de maduracién, asi como gran
cantidad de proteinas enzimaticas y no enzimiticas, siendo este el sitio especifico para la
combinacion de RNA con las proteinas nucleolares especificas, tales como las argirofilicas,
denominadas Ag-NOR. ( Busch, 1977, Vazquez Nin y col. 1993: Hernindez-Verdun y col. 1993),
el componente granular es el sitio de almacenamiento o acumulacion de las moléculas
preribosomales (Spector 1993; Shaw, 1995).

La cromatina nucleolar condensada es transcripcionalmente inactiva, y se encuentra esparcida entre

fa cromatina laxa (Delgado y col. 1995).
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OBJETIVO

Determinar el efecto de |7 [ estradiol sobre los granulos intercromatinianos en el nicleo interfasico
de las células epiteliales del endometrio de ratas normales, ovariectomizadas y ovariectomizadas

con aplicacion hormonal durante 30 minutos y dos horas

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 12 ratas hembras de la raza Wistar de 250 gr. de peso aproximadamente, las cuales se
dividieron en cuatro grupos con tres individuos cada uno:

En el primer dia se ovariectomizaron nueve ratas, con el siguiente método: se tomb una rata y se
colocd en una camara cerrada con un vaso de precipitado que a su vez contenia una borla de
algoddn mojado con éter, se dejo por un tiempo, hasta que la rata se quedo dormida, en ese
momento se paso a una charola de diseccion y se le coloco el vaso con el éter en la nariz, por
periodos cortos de tal manera que permaneciera dormida y sin causarle la muerte. Se prosiguio a
realizar una incisién longitudinal ventral de tal manera que nos permitiera localizar los ovarios, ya
localizados se hicieron dos ligaduras, una del lado del cuerno uterino y otra del lado del tejido
adiposo que rodea al ovario para evitar sangrados, se diseco el ovario y se regreso el cuerno uterino
a su lugar, se continu0 con el otro ovario siguiendo el mismo procedimiento. Una vez
ovaniectomizada se cerro la incisién, en dos planos, primero se cerro la capa muscular, con hilo
esterilizado y después se cerro la piel y se le aplico merthiolate, al finalizar se le inyectd 02 ml. de
penicilina de 800 mg., después se pasaron las ratas a la jaula con un foco de 60 watts, donde se
recuperaron, permaneciendo asi por una noche, se les dio agua y alimento. Este procedimiento se
siguid con las ocho ratas restantes, y asi permanecieron por 21 dias. Se formaron cuatro grupos de
tres ratas de la sigutente manera:

a).-Primer grupo: a las ratas de éste grupo no se les aplico ningin tratamiento, y se sacrificaron a

los 21 dias después de iniciado el experimenta



b).-Segundo grupo: Estas ratas se ovariectomizaron de forma bilateral y 21 dias después se
sacnificaron.

c).-Tercer grupo: Las ratas de este grupo se ovariectomizaron bilateralmente y a los 21 dias después
se les aplico 1 mi. de 17 B estradiol intraperitoneal en concentracion de 20 ug/mi , esperando 30
minutos para su sacrificio

d).-Cuarto grupo, Se ovariectomizaron a las tres ratas en forma bilateral, a los 21 dias se les aplico
1 ml. de 17 B estradiol intraperitoneal en concentracién de 20 pg/ml esperando 2 horas, antes de

sacrificarlas.

Para anestesiar se utilizd la técnica antes mencionada se controld el suefio, quitando y poniendo el
vaso con el éter, después se realizé una incision ventral y longitudinal para localizar los cuernos

utertnos, de los cuales se tomo la parte media y se procedio a fijarlas.

. FWACION

Después de tomadas las muestras se colocaron en una gota de fijador sobre placas de cera, el fijador
utilizado fué, Glutaraldehido 2.5% en amortiguador de fosfatos 0.16 M a pH 7.2 y el tejido se
fragmentd en cubos de | mm cuadrado, se pasaron a los frascos con fijador y permanecieron ahi

durante una hera y media.

LAVADOS

Después de fa fijacion, con la ayuda de una pipeta se quitd el fijador y se colocd amontiguador de
fosfatos .16 M a pH 7.2 por 10 minutos y se cambid en dos ocasiones mas, dandoles el mismo

tiempo.



DESHIDRATACION

Se realizaron cambios graduales con alcohol etilico desde 60% y se continué con 70%, 80%., 90%
96%, con periodos de duracion de diez minutos, y se concluyd con etanol absoluto dos cambios de

20 minutos.

PREINCLUSION

Con el fin de lograr una inclusion adecuada se realizé una preinclusién usando como agente
intermediario, 6xido de propileno, que sirve por un lado para deshidratar y por otro sirve como
solvente para la resina epon, esto facilita la penetracion de la resina al tejido. Se realizaron tres
cambios de oxido de propileno de 10 min. cada uno, seguidos de una mezcla de 6xido de propileno-
epon en concentracion 2:1 y se dejaron ahi por 24 horas, se continué con dxido de propileno-epon

en concentracion 1:1 por 12 horas y éxido de propileno-epon en concentracién 1:2 por 12 horas

INCLUSION

La inclusin es el proceso por el cual el tejido adquiere un soporte para que pueda ser cortado, este
soporte lo da la resina, que al polimerizar su consistencia pasa de viscosa a sélida, esto se logra con
temperatura de 60 °C. De tal forma que después de la preinclusion, con la resina ya preparada, y
habiendo realizado una prueba previa de polimerizacion en una estufa a 60 °C | se incluyeron en la

resina pura con dureza 2 y se dejaron por 24 horas en la estufa a 60 °C.

CORTE

Después de la inclusion se sacaron los bloques de la estufa y se realizaron cortes en un microtomo
(MT 2), donde se obtuvieron cortes semifinos con el fin de Iocalizar el epitelio uterino, se colocaron
en portaobjetos y se fijaron con calor, se contrastaron con azul de toluidina-borax, se coloctd una

gota de colorante sobre los cortes y pasando el portaobjetos por la flama de una lampara de alcohol,



retirandola varias veces, hasta que el colorante presentara un halo de color verde a su alrededor, se
enjuagaron conr agua y por Uliimo se secaron, Después se observaron con un microscopio dptico,
este procedimiento se repitié varias veces, hasta encontrar e! epitelio. Una vez encontrado el
epitelio se procedio a retallar nuevamente el bloque y se obtuvieron los cortes ultrafinos entre 60 y

150 nm que se colocaron en rejillas de cobre cubiertas con formvar.

CONTRASTE

Después de obtener los cortes ultrafinos, se contrastaron con la técnica preferencial para
ribonucleoproteinas (EDTA), de la manera siguiente, en una caja petri, que sirvié de cémara cerrada
y humeda se colocd un pedazo de parafilm, con el objeto de tener una superficie limpia. Se colocod
una gota de acetato de uranilo 3% y sobre ésta, la rejilla con los cortes, cubriéndola de la fuz
durante 2 minutos. Se saco la rejilla y se lavo con agua desionizada, se dejo secar por unos minutos.
En la misma caja se colocd un parafilm limpio y se puso una gota de EDTA 744 % apH 68y
sobre esta la rejilla por 18 minutos, nuevamente se lavo con agua destilada y se dejd secar por unos
minutos. Por 1itimo se colocd en otra caja de petri un algodon con agua y un vidrio de reloj, con
lentejas de hidroxido de sodio se puso parafilm y sobre éste una gota de citrato de plomo

concentracion 0.3 %, se colocd la rejilla durante 1 minuto, se lavd y se puso a secar.

TOMA DE IMAGENES

Las diferentes rejillas se Hlevaron al microscopio electronico Zeiss modelo EM-10 y se localizé el
epitelio luminal. Con la ayuda de un televisor adaptado al microscopio, asi como una
videograbadora, se capturaron 30 imigenes de nicleos por cada rata. Para ello se eligieron los
cortes que tenian un contraste adecuado para observar los granulos intercromatimanos sin mayor
problema, con un aumento de 2500, se locatizo uno de los extremos del epitelio, se colocd uno de
los niicleos en el recuadro de la pantalla fluorescente y se cambid el aumento a 20 000. La imagen

que se encontraba en el recuadro del televisor se enfocé y se videograbd. Este procedimiento se
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repitid hasta videograbar 30 nicleos de células epiteliales endometriales. Una vez videograbados
los micleos de cada rata, se cuantificaron los granos intercromatinianos con ayuda del programa de
computo Imagenia 5000 de BIOCOM. Primero se contaron uno a uno y después se midié el area
excluyendo la cromatina y la regién del nucleolo, al terminar la computadora nos da la densidad de
granos por micra cuadrada. Una vez obtenidas las densidades de cada nicleo se reunieron los datos
de las 3 ratas normales en uno solo y se hizo lo mismo con las ratas ovariectomizadas y con las
ovariectomizadas e inyectadas con estradiol por media hora y dos horas. Se realizé una estadistica
descriptiva para cada grupo y se aplico la prueba estadistica de t de Student para determinar si la

diferencia entre los cuatro grupos era significativa o debido al azar.
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DIAGRAMA DE FLUJOY

3 ratas 3 ratas 3 ratas 3 ratas
normales ovariectomizadas ovariectomizadas ovariectomizadas
21 dias 21 dias inyectadas 21 dias inyectadas
}/2 horas 2 horas
FIJACION

2.5% glutaraldehido 1.5 horas
en amoniguidor de fosfatos

LAVADOS
con amortiguador 3x 10 min.
+
DESHIDRATACION
con etanol 60%,70%,80%,90%, 1x 10 min.
etanol absoluto 2x 20 min.

PREINCLUSION
Oxido de propileno 3x 10 min.
Oxido de propileno-epon 2:1 24 horas
Oxido de propileno-epon 1.1 12 horas
Oxido de propileno 1-2 12 horas

INCLUSION
Epon 24 horas a 60 |*C
+

CORTES

semifinos y ultrafinos
+

CONTRASTE (EDTA)
+

CAPTACION DE IMAGENES EN VIDEO
(se captaron 30 nacleos por cada rata)
+
CUANTIFICACION DE DENSIDAD DE GRANULOS CON AYUDA DEL PROGRAMA
IMAGENIA 5foo DE BIOCOM

SE APLICO LA PRUEBA ESTADISTICA DE T DE STUDENT PARA DETERMINAR
SI LA DIFERENCIA ENTRE LOS CUATRO GRUPO ERA
SIGNIFICATIVA, O DEBIDO AL AZAR



RESULTADOS

DESCRIPCION MORFOLOGICA

Las células epiteliales en condiciones normales son cilindricas presentan nacleos ovoides, en los
cortes ultrafinos se observaron los nicleos con la cromatina dispersa y compacta, esta tltima se
encuentra distribuida en forma perinuclear. Las células presentan poca cromatina condensada, como
se observa en la figura 1.

En las ratas ovariectomizadas existen células con nicleos deformados con identaciones, al parecer
mas pequefios, aunque también se encuentran nicleos esféricos u ovoides, existe un aumento en la
cromatina compacta como se observa en la figura 2.

En la ratas ovariectomizadas con tratamiento de media hora con 17 B estradiof los nucleos tienen un
ligera recuperacion en su forma con respecto de las ratas normales,

En las células de las ratas, que tienen tratamiento con 17 J estradiol durante dos horas, se observé
una recuperacion morfologica mas detectable como se puede observar en la figura 3, sin volver a su

estado normal,

MORFOMETRIA

Los granulos intercromatinianos en las células epiteliales de las ratas normales se observan en
cimulos y de manera dispersa al igual que en las ratas ovariectomizadas vy tratadas con la
hormona. En las ratas ovariectomizadas la densidad numérica de los granulos intercromatinianos
presenta una disminucidn significativa con respecto de las ratas normales. En las ratas
ovariectonizadas con un tratamiento de 17 B estradiol durante media hora se observa un aumento
en la densidad numérica de los granulos intercromatinianos. Estos se incrementan aun mas con
tratamiento de dos horas, la tabla | muestra las medias de la densidad numérica de cada grupoy en
la grifica 1, se observa el comportamiento de la densidad numérica de los granulos
intercromatinianos.

La tabla 2 muestra el resultado de la prueba estadistica de T, la cual sirve para comparar las
diferentes muestras, la aplicacion de esta prueba nos permite decir que se trata de muestras

diferentes y que las diferencias entre estas es significativa para todas las comparaciones y por tanto
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las diferencias entre la densidad numérica de las muestras es debido a la supresién o administracion

de la hormona y no debido al azar,
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Fig. 1.-Micrografia de célula epitelial luminal de ftero de rata normal. Contraste EDTA.

granulos intercromatinianos (gi), granulos los pericromatinianos (=p).
nucleolo (n), cimulo de granulos intercromatinianos (ci). 30,500x,



Fig. 2 .-Micrografia de célula epitelial luminal de rata ovariectomizada. Contraste EDTA.
nucleolo (n), cimulo de granulos intercromatimanos (ci}, gramulos pericromatinianos (gp),
Cromatina (c), granulos intercromatinianos (gi), desmosoma {d), 33,000x.
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Fig. 3.- Micrografia célula epitelial de rata ovariectomizada y tratada con 17§ estradiof durante
2 horas. Contraste EDTA. Envoltura nuclear (e), cromatina ( <), Nucleolo (n), camulo
de granulos intercromatinianos (ci), granulos pericromatinianos (gp), 26500x
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TABLA 1

DENSIDAD NUMERICA DE GRANULOS INTERCROMATINIANOS

POR MICRA CUADRADA

GRUPO N X DS ES

NORMALES 97 22.5 535 0.54

OVARIECTOMIZADAS 95 14.5 4.08 0.41

OVARIECTOMIZADAS 90 16.97 5.14 0.54
CON 172 HR

OVARIECTO-MIZADAS 89 19.76 512 512
CON 2 HR.

N: tamano de la muestra
X: media
DS: deswiacién estandar

ES: error estandar
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GRAFICA |

Densidad numérica de GIC en utero de ratas normales,
castradas e inyectadas con 17 f estradiol

N K3 0.5H Zh
N - normales

C - castradas
0.5 Hr. Castradas tratadas con estradiol durante media hora

2.0 Hrs. Castradas tratadas con estradiol durante 2 horas.
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TABLA 2

COMPARACION ENTRE MUESTRAS

comparacion entre diferencia | valor de nivel de
dos muestras [\ entre las T significancia
medias

normales 97

y 80 11.64 266 E-I5 sig.
castradas 95
normales y 97

castradas con 5.55 7.23 236E-8 sig.
0.5 hrs. de H. 90
normales y 97

castradas con 1.86 2.62 950E-3 sig.
2 hrs.de H. 39
castradas y 95

castradas con 245 3.60 405E-4 sig
0.05 de H. 90
castradas con 90

0.5 hrs. de H. 3.69 5.25 446 E-7 sig

y castradas con 2

hrs de H. 89
castradas y 95

castradas con 2 hrs 6.14 10.06 LITE-14 | sig.
de H. 89
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DISCUSION

En el presente trabajo, se demostré que la ovariectomia causa una disminucion significativa en la
densidad numérica de GIC y que la inyeccidon de 17 § estradiol induce un incremento en lz misma
en tiempos cortos.

La técnica preferencial (EDTA) (Bernhard , 1969), para ribonucleoproteinas nos permitid observar
los granulos intercromatinianos con facilidad y se obtuvieron imagenes apropiadas como se ha
citado en trabajos anteriores, (Monneron y Bernhard, 1969). Con la aplicacion de la técnica de
EDTA hace més firme nuestro conocimiento de que los granulos intercromatinianos estan formados
por ribonucleoproteinas.

Esta comprobado que el utero es organo blanco de la hormona 17 f3 estradiol y que ésta es
producida por las células que forman la teca en los dvulos los cual a su vez estin localizados en el
ovario (Harvey, 1979).

La ovariectomia como mecanismo para suprimir la produccion de la hormona 17 §§ estradiol v a su
vez eliminar lo efectos que ésta produce sobre el Gtero, ha sido utilizada desde los inicios de esta
linea de investigacion hasta tiempos actuales (Harvey 1979, Vazquez Nin y col. 1978).

En trabajos antertores se ha demostrado que cuando la hormona 17 3 estradiol se suspende por
ovariectomia, aumenta el numero de granulos pericromatinianos y los ARN mensajeros son
almacenados en las células epiteliales endometriales y al estimular nuevamente con la hormona los
mensajeros almacenados salen del nicleo hacia el citoplasma (Vazquez Nin y col. 1979). Esto hace
suponer que cuando se elimina la hormona, los hnARN que daran Jugar a los ARN mensajeros se
siguen madurando y se almacenan, teniendo por lo tanto una regulacion postranscripcional de
algunos mensajeros (Vazquez Nin y col. 1978, 1979).

La ovariectomia trajo como consecuencia una disminucidon en la densidad de pgranulos
intercromatinianos, 5i pensamos que los granulos intercromatinianos son necesarios para la
maduracion de los RNA mensajeros (Spector, 1993), podemos decir que probablemente los
granulos intercromatinianos disminuyan porque se siguen utitizando en la maduracion de los RNA
mensajeros que fueron transcritos antes de la ovariectomia, lo cual concuerda con el aumento de los

granulos pericromatinianos que se ha observado en trabajos anteriores (Vzquez Nin y col. 1996),
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Si lo anteriormente expuesto es correcto, podriamos decir que la densidad de los granos
intercromatinianos prebablemente disminuye por dos motivos, uno por gue han sido utilizados en la
maduracién de los ARN menszjeros que quedan almacenados, o porque ya no se siguen
produciendo, ya que la transcripcion de los snRNP-UJ probablemente se suspenda al ovariectomizar
a las ratas.

Otra causa de la disminucion de la densidad numérica de los granulos intercromatinianos en las
ratas ovariectomizadas puede ser por una disminucion en la transcripcion de los RNA que daran
origen a las ribonucleoproteinas que formaran a los factores de splicing y no por la suspencion total
de la transcripcidn, en estas condiciones los factores de splicing siguen formando granulos
intercromatinianos, aunque no en la misma cantidad que en condiciones normales como o reflejan
los datos obtenidos en el presente trabajo.

Por otra parte, los grinulos intercromatinianos dejan de ser perceptibles porque tal vez los factores
de splicing cambien su conformacién quimica después de intervenir en la maduracion de los RNA
mensajeros y esto no les permita formar nuevamente parte de un granulo, aunque se encuentren
. dentro del nicleo.

Podriamos pensar que la transcripcion de snRNA-U estd dada por un mecanismo de
retroalimentacion regulado por la presencia de un nomero determinado de granulos
pericromatinianos, €5 decir que al existir un niimero mayor del normal de éstos granulos en la célula,
los snRNA-U dejan de transcribirse y por tanto de formar granulos y al reiniciarse nuevamente la
transcripcion, maduracion y transporte de RNA mensajero al citoplasma, traeria como consecuencia
la salida de los RNA mensajeros al citoplasma (Vizquez Nin y col. 1978) que trae como
consecuencia una disminucion en la densidad de pericromatinianos en el micleo, y esto seria la sefial
de reinicio de la transcripcién de snRNA-U.

Al aplicar la hormona 17 B estradiol a las ratas ovariectomizadas, los granulos pericromatinianos
son transportados al citoplasma y su namero disminuye (Vazquez Nin y col. 1978), en estas
condiciones la densidad de los granulos intercromatinianos aumenta, podemos pensar que el
aumento de los granulos intercromatinianos esta dado como respuesta a la disminucién de granulos
pericromatimanos, que estimularia la sintesis de snRNP-U

Con la aplicacion de la hormona durante dos horas la densidad de los granulos intercromatinianos

aumentd mas que en las ratas estimuladas durante media hora, con este resultado podemos pensar
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que se siguen produciendo méas snRNA-U y que probablemente con una mayor exposicion a la

hormona se alcance el valor normal de los granulos intercromatinianos.



CONCLUSIONES

La supresion de la hormona 17 B estradiol por medio de la ovariectomia influye de manera
signiftcativa en la densidad numérica de los granulos intercromatinianos diminuyendo su frecuencia
con respecto a condiciones normales.

La adicion de 17 B estradiol durante 0.5 hr. aumenta la densidad numérica de los granulos
intercromatinianos de forma significativa con respecto de las ratas ovariectomizadas

La adicion de 17 B estradiol durante dos horas nos muestra un aumento mayor en la densidad
numérica de granulos intercromatinianos con respecto de las ratas con aplicacion de la hormona
durante 0.5 hr.

Por lo tanto la densidad de granulos intercromatinianos es modificada por la adicion o supresion de
la hormona 17 B estradiol. La supresién de la hormona provoca una disminucion de la densidad
numérica de granulos intercromatinianos y la administracion de la misma un aumento de su

nemero,
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