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1.RESUMEN 

En este trabajo se estudió la expresión de los genes p53, bc/-2, bax, bel-XL y 

bcl-xs a nivel de RNA mensajero (mRNA) y de la proteína en el útero de ratas 

intactas, el cual presenta regresión mediada por apoptosis en el epitelio luminal y 

glandular durante la transición de la etapa del proestro al estro del ciclo estral. 

Para detectar la expresión a nivel de mRNA se utilizó la técnica de 

Retrotranscripción acoplada a la Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) 

y para detectar la proteína se usó la técnica de lnmunohistoquímica (IHQ) en 

cortes transversales del útero de ratas sacrificadas entre las 13:00 horas del dia 

del proestro y las 13:00 horas del día del estro. 

La expresión a nivel de mRNA para p53 se mantiene sin cambios 

aumentando significativamente su expresión a las 13 h del estro. A nivel de la 

proteína (p53) aumenta significativamente en el citoplasma de ambos epitelios a 

partir de las 5 h, manteniéndose elevado hasta las 8 h y 13 h del estro. Esto indica 

que la apopotosis observada en esta etapa del ciclo estral es independiente de 

p53. 

Los niveles del mRNA para bc/-2 encontrados a las O h y 2 h del estro son 

significativamente menores con respecto a las 5 h, 8 h y 13 h del estro estudiadas. 

En el epitelio luminal, Bcl-2 disminuye significativamente a las O h del estro, 

elevándose a partir de las 8 h. En el epitelio glandular, esta proteína disminuye 

significativamente entre las 21 h del proestro y las Oh del estro, elevándose a las 

2 h del estro. 

Los niveles de expresión de bax a nivel del mRNA permanecen muy 

uniformes y no presentan cambios significativos durante la transición de la fase del 

proestro al estro. Sin embargo, la proteina (Bax) aumenta significativamente a las 
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O h del estro en el epitelio luminal y glandular manteniéndose elevado hasta las 2 

h del estro en este último. 

La disminución en la expresión del mRNA de bcl-2 y la falta de variación en 

los niveles del mRNA de bax, dan como resultado un ascenso en la proporción 

proapotótica bax : bcl-2 que es significativamente mayor entre las O h y 2 h del 

estro respecto a las 5 h, 8 h y 13 h del estro. La relación entre la concentración de 

las proteínas de Bax I Bcl-2 presenta un aumento a partir de las 21 h del proestro 

en ambos epitelios. En el epitelio luminal, esta relación comienza a disminuir a 

'partir de las 5 h del estro, mientras que en el epitelio glandular disminuye a partir 

de las 2 h del estro. 

En el caso de bel-XL, los niveles del mensajero presentan un valor mínimo a 

las O horas del estro y aumentan a partir de las 2 h para alcanzar la expresión 

basal a las 8 h de la misma fase. A nivel de la proteina, la expresión de Bel-XL 

disminuye en el epitelio luminál a las O h del estro mientras en las glándulas esta 

disminución se presenta a partir de las 21 h del proestro. 

La expre~ión de bcl-xs no presenta cambios significativos a nivel del 

mRNA. Sin embargo, la expresión de la isoformas para Bcl-x presentan un 

aumento significativamente mayor entre las O h y 2 h del estro en ambos epitelios. 

Este aumento parece estar dado por un aumento de Bcl-xs , ya que Bel-XL 

disminuye a estas horas. La proporción proapoptótica bcl-xs : bel-XL a nivel de 

mRNA fue significativamente mayor a las 21 h del proestro con una disminución 

significativa a partir de las 5 h del estro. 

En conclusión, la disminución de la expresión de genes antiapoptóticos y el 

aumento específico de las proteínas propoptóticas en el epitelio que se encuentra 

bajo regresión dependiente de estradiol y progesterona provoca una ganancia de 

la función proapoptótica que da como consecuencia la muerte en el epitelio 

luminal y glanduar del útero de la rata en la maftana del estro. 
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2. INTRODUCCIÓN 

Durante el ciclo estral, el útero de la rata presenta cambios en estructura y 

función en forma dependiente de hormonas asteroides. El crecimiento y la 

regresión cíclica del tracto reproductivo se encuentra controlado por hormonas 

asteroides como son el 17-13 estradiol (E2) y la progesterona (P4), a las cuales se 

les ha atribuido un efecto mitogénico y de diferenciación celular respectivamente, 

además de obtenerse un efecto antiapoptótico en presencia de ambas hormonas. 

Las células del epitelio luminal proliferan durante el metaestro, el diestro y el 

proestro, mientras que el epitelio glandular solamente prolifera durante el 

metaestro y el diestro (Mendoza-Rodriguez et al., 2002a). El mayor índice 

apoptótico del epitelio luminal y glandular se presenta en la etapa del estro y es 

menor en el metaestro siendo casi nulo en el diestro y proestro (Mendoza

Rodríguez et al., 2002b). Este aumento en el índice apoptótico durante el estro se 

ha relacionado con una disminución en los niveles plasmáticos de estrógeno en la 

fase tardía del proestro. 

Se sabe que la acción de las hormonas asteroides es mediada vía 

receptores nucleares. Los receptores funcionan como factores de transcripción 

modulados por un ligando, la hormona, la cual al unirse al receptor forma el 

complejo hormona-receptor activo y se une a secuencias reguladoras o elementos 

de respuesta hormonal presentes en la región promotora de genes hormona 

regulados. Estos receptores se expresan tanto en las células epiteliales como en 

las células estromales del útero y se ha sugerido que los efectos de proliferación y 

muerte celular en células epiteliales se encuentran mediadas por la acción 

parácrina de éstas hormonas (Kurita et al., 2001 ). 

Recientemente se ha estudiado el mecanismo a través del cual se da la 

apoptosis por la disminución de hormonas esteroides en los órganos blanco de las 
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mismas durante la decidualización del endometrio (que ocurre durante el tercer 

trimestre de embarazo), en células del ovario y en lineas celulares como 

leiomiomas o cáncer de cérvix y de mama que responden a hormonas esteroides 

ováricas. En estos tejidos se ha atribuido el cambio en la expresión de los genes 

que pertenecen a la familia de Bcl-2 al cambio en los niveles de E2 y P4 • Sin 

embargo, no se conoce el mecanismo por el cual se regula su expresión. Aunque 

se sabe que p53 regula la exp·resión de genes como bax y que inhibe la expresión 

de bcl-2, no existen estudios en tejidos blanco de hormonas asteroides que 

reporten dicha regulación en condiciones fisiológicas. 

En este trabajo se estudió la expresión de algunos genes pertencecientes a 

la familia de Bcl-2 involucrados en la apoptosis durante la transición de la fase del 

proestro al estro, periodo en el cual se presenta una disminución importante en el 

nivel de E2 y P 4 afectando la integridad del útero, el cual resulta un modelo 

fisiológico adecuado para evaluar el papel de estas hormonas esteroides en la 

regulación de la expresión de genes relacionados con la apoptosis. 

El conocimiento sobre los mecanismos que regulan la proliferación y muerte 

celular nos ayudaran a comprender las vias que se encuentran alteradas en 

algunos tipos de cáncer en este tejido. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1 CONTROL HORMONAL DE LA APOPTOSIS. 

3.1.1 Generalidades 

La apoptosis es un proceso fisiológico importante que modula el desarrollo 

normal y la homeostasis en una gran variedad de tejidos. Este proceso se 

encuentra regulado por hormonas, citocinas y factores de crecimiento que regulan 

la muerte celular al estimular o inhibir el crecimiento, o al inducir la apoptosis bajo 

condiciones fisiológicas, patológicas, o ambas (Tabla1). Por ejemplo, se ha visto 

que las hormonas asteroides regulan la apoptosis en células y tejidos blanco como 

la glándula mamaria, próstata, ovario, útero, testículo, etc. (Pushkala y Gupta, 

2001). Por otro lado, la inhibición de la apoptosis por factores de crecimiento se ha 

relacionado con su habilidad para hacer que la célula entre al ciclo celular. 

Además, se ha visto que la función de un gran número de genes que tienen 

un papel en la muerte celular está regulada por la concentración de algunos 

factores de crecimiento. Por ejemplo, la función de c-Myc para inducir la muerte 

celular puede ser inhibida en presencia de ciertos factores de crecimientos 

(Harrington et al., 1994). Por otro lado, c-Myc puede inducir la apoptosis a partir 

del arresto celular provocado por una disminución en la concentración de factores 

de crecimiento (Hermeking y Eick, 1994). 

La apoptosis también puede estar regulada a nivel de la transcripción, esto 

es por la regulación de la expresión de factores de transcripción. Por ejemplo, 

puede ocurrir la apoptosis al disminuirse la trascripción de GATA-1, un factor de 

transcripción necesario para la maduración de precursores eritroides cuando el 

receptor de estrógenos se une a su ligando en estas células (Blobel y Orkin, 

1996). 
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Tabla 1 Hormonas, citocinas y factores de crecimiento 

involucrados en la apoptosis O 

lnhibidores de la apoptosis 

~ Testosterona (T) 

~ Estradiol (E2) 

~ Progesterona (P4) 

~ Factores de Crecimiento (EGF, 

PDGF) 

~ lnterleucinas (IL) 

~ Hormona del Crecimiento (GH) 

~ Prolactina (PRL) 

~ Gonadotropinas (LH, FSH) 

IGF-1, NGF, 

Inductores potenciales de la apoptosis 

~ Glucocorticoides 

~ Progesterona (P4) 

~ Hormonas tiroideas (T3, T4) 

~ Disminución de Factores de crecimiento 

~ Factor de crecimiento transformador 13 
~ Factor de.Necrosis Tumoral (TNF) 

~ Ligando de Fas (Fasl) 

Las hormonas peptídicas pueden presentar actividad anti o pro-apoptótica. 

Un ejemplo del primer tipo es la prolactina (PRL), que previene la fragmentación 

de DNA inducida por dexametasona mediante el receptor de glucocorticoides en 

células con linfoma Nb2 (Fletcher-Chiappini et al., 1993). También, la hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH) y probablemente otros factores pituitarios pueden 

estar involucrados en prevenir la apoptosis en las glándulas supradrenales 

(Ceccatelli et al., 1995). Por otro lado, una hormona peptidica muy importante para 
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la diferenciación sexual: la Sustancia lnhibidora Muleriana (MIS) tiene una función 

antiproliferativa y actúa a través de un programa de muerte celular iniciado via 

receptor y es regulada a través de factores trasactivantes como SRY (Sex 

Determining Region Y) y testosterona (Catlin et al., 1993). A otras hormonas como 

la gonadotropina coriónica humana (hCG) y la hormona folículo estimulante (FSH) 

no se les ha atribuido un efecto sobre la apoptosis que no sea un efecto indirecto 

por el aumento de hormonas esteroides ováricas (Wimalasena et al., 1991). 

El conocer los mecanismos por los cuales las hormonas controlan la muerte 

celular programada permitirá diseñar estrategias para prevenir y tratar 

enfermedades que afectan a tejidos endócrinos (Lavin y Watters, 1993; 

Thompson, 1995; Gibbons y Dzau, 1996). Por ejemplo, la inducción de la 

apoptosis puede ocasionar enfermedades como la diabetes de tipo 1, en la cual se 

eliminan las células beta del páncreas, o una atrofia patológica hormono

dependiente (Denmeade et al., 1996; Sinowatz et al., 1995; Ceccatelli et al., 1995). 

Así mismo, una falla en la apoptosis puede ocasionar enfermedades autoinmunes 

o degenerativas como el cáncer y el Alzheimer (Milas et al., 1994; Denmeade et 

al., 1996; Wolozin et al., 1996). 

3.1.2 Regulación de la apoptosis en el útero por hormonas esteroides: 

Los estudios en este tejido han demostrado que el crecimiento y la 

regresión cíclica del tracto reproductivo femenino por apoptosis se encuentran 

bajo el control de las hormonas asteroides estradiol (E2) y progesterona (P 4) 

(Hopwood y Levison, 1976; Sandow et al., 1979). El E2 tiene un efecto mitogénico 

en el epitelio uterino, mientras que la P 4 inhibe la proliferación al inhibir la mitosis 

dirigida por estrógenos (Martin et al., 1970). Así mismo, además de sus funciones 

como la inducción de la ovulación, la preparación del endometrio para la 

implantación y el mantenimiento del embarazo, la P4 inhibe la apoptosis (Terada et 

al., 1989). Estos efectos anti-apoptóticos se han obserservado al utilizar como 
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modelo el útero de la rata. El incremento de los niveles plasmáticos de E2 induce 

la proliferación del tejido. Posteriormente, la integridad del tejido se mantiene en 

parte por el efecto antiapoptótico de la P4. Si no se produce la fertilización, los 

niveles de progesterona caen y el epitelio uterino regresa por apoptosis (Sato et 

al., 1997). De manera similar, estos efectos de proliferación y apoptósis se 

presentan en ratones ovacteromizados (ovx) tratados con E2 y P4 (Martín et al., 

1970; Terada et al., 1989). En estos estudios se ha sugerido que la P4 sola o con 

E2 puede reducir la muerte celular independientemente de su acción sobre división 

celular ya que inhibe la división celular inducida por E2 (Terada et al., 1989). Sin 

embargo, a pesar de que se sabe que la disminución en la concentración de estas 

hormonas es un estímulo que provoca la muerte celular del epitelio uterino, aún no 

se ha esclarecido el mecanismo molecular a través del cual regulan la apoptosis. 

Por otro lado, es bien sabido que el mecanismo de acción de ambas 

hormonas está mediado via un receptor nuclear que se activa al unirse con su 

ligando para funcionar como un factor de transcripción (Evans, 1988). Las células 

que presentan este receptor tienen regulada por efectos hormonales la expresión 

de muchos genes. En el útero tanto las células epiteliales como las células 

estromales presentan receptores a hormonas asteroides ováricas (Tibbetts et al., 

1998) .. Diferentes estudios in vivo sugieren la acción parácrina de estas hormonas. 

Por ejemplo, al agregar E2 a un cultivo primario de células epiteliales normales, 

esta hormona presenta su actividad mitógena (Uchima et al., 1987). El efecto 

mitogénico del E2 en epitelio uterino y vaginal se observó solamente al 

recombinar un cultivo de células epiteliales con células estromales y el tejido 

recombinante se inserto in vivo (Cooke et al., 1986). Otro estudio comprobó que el 

E2 inducía la proliferación en el tejido uterino y vaginal cuando se insertaron in vivo 

células de ambos epitelios knockout para el receptor a estrógenos (RE) 

recombinadas con células estromales tipo silvestres para RE (Buchanan et al., 

1998; Cooke et al., 1997). Por lo tanto, estos estudios concluyen que el RE en las 

células epiteliales no es necesario ni suficiente para llevar a cabo el efecto 

mitogénico in vivo del E2 en las células epiteliales normales. Una evidencia similar 
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se ha encontrado para el caso del efecto antimitogénico de la P 4 en el epitelio 

uterino (Kurita et al., 1998). Se observó que esta hormona inhibia la sintesis de 

DNA, inducida por E2. en células del epitelio uterino de ratón knockout para el 

receptor a progesterona (RP) cuando estas células epiteliales eran combinadas 

con células del estroma uterino de ratón silvestre. En contraste, la P 4 no 

bloqueaba la síntesis de DNA, inducida por E2, cuando el epitelio uterino RP+ se 

combinaban con estroma RP- (Kurita et al., 1998). Por otro lado, un estudio 

realizado por Kurita et al. en el 2001 reportó un mecanismo parácrino para la 

regulación de la apoptosis en el epitelio uterino. Se prepararon tejidos 

recombinantes que contenian 1. epitelio y estroma tipo silvestre 2. epitelio RP- con 

estroma silvestre 3. epitelio tipo silvestre con estroma RP- 4. epitelio y estroma 

knockout para RP. Los resultados demostraron que la P 4 inhibia la apoptosis del 

epitelio uterino solo en tejido recombinante preparado con estroma RP+ y 

concluyendo que la apoptosis en el epitelio uterino está regulada vía el RP 

estroma l. 

Estos hechos sugieren que la proliferación y regresión del epitelio puede 

estar regulada por la acción parácrina de estas hormonas y podría explicar el por 

qué el epitelio uterino presenta una regresión durante la fase de transición del 

proestro al estro del ciclo estral al disminuir los niveles plasmáticos de hormonas 

ováricas. 

3.2 CICLO ESTRAL DE LA RATA 

3.2.1 Niveles hormonales 

La rata es un mamífero con una ovulación espontánea que ocurre de 4 a 5 

días durante todo el año. Su ciclo estral está constituido por cuatro etapas~ 

proestro, estro, metaestro (o diestro temprano) y diestro. En ratas con un ciclo 
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estral de cuatro días de duración, los niveles plasmáticos del estradiol son basales 

(8 ± 2 pg/ml) durante la etapa del estro y comienzan a aumentar en la tarde del 

metaestro llegando a su máximo valor (45 ± 2 pg/ml) a las 9:00 a.m. del proestro. 

Durante la tarde del proestro los niveles de estradiol caen rápidamente y alcanzan 

los valores basales en las primeras horas de la mañana del estro. El estradiol es 

secretado por las células de la teca interna y las células de la granulosa de los 

folículos De Graaf que se encuentran en desarrollo. 

El aumento en la concentración de estrógenos en la sangre desencadena 

un estímulo neural cíclico que activa la liberación de la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH) por el hipotálamo. La GnRH a su vez, desencadena la 

secreción de la hormona luteinizante (LH) por la hipófisis. Los niveles circulantes 

de LH empiezan a incrementarse alrededor de las 2 a 3 p.m. del proestro, y 

alcanzan su nivel máximo (37 ± 5 ng/ml) entre las 5 y 7 p.m. de la misma fase 

(Figura 1) (Brown-Grant et al., 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). 

El incremento de LH induce la ruptura folicular y la ovulación, la cual ocurre en 

las primeras horas del estro. El nivel plasmático de LH comienza a disminuir en la 

noche del proestro y alcanza niveles basales (0.5 ±0.15 ng/ml) en las primeras horas 

de la mañana del estro y permanece así durante el resto del ciclo estral (Brown

Grant et al., 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). El patrón de secreción de la 

Hormona Folículo Estimulante (FSH) y prolactina es similar al patrón que sigue LH 

durante el ciclo estral (Figura 1 ). 
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Figura 1. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral. Concentración de 
progesterona, prolactina, estradiol, LH y FSH en plasma periférico obtenido en 
intervalos de 2 horas a través de los 4 dias del ciclo estral de la rata. Las barras 
negras representan los intervalos de oscuridad en la colonia y los números en la 
base representan la hora del día (Freeman, 1988). 
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Durante el ciclo estral se presentan dos incrementos en los niveles de 

progesterona secretada en el plasma periférico (Figura 1 ). Durante la tarde del 

proestro se observa un incremento de progesterona secretada por las células de la 

granulosa del folículo preovulatorio, la cual alcanza un valor máximo entre las 6 y 

9 p.m. (46 ± 7 ng/ml). Este incremento sucede casi simultáneamente al incremento 

de la LH. Los niveles de progesterona vuelven a ser basales (2 ± 1 ng/ml) para la 

mañana del estro (Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). Un incremento 

secundario de progesterona de origen lúteo, se presenta alrededor del mediodia 

del metaestro (24 ± 3 ng/ml), se prolonga hasta las primeras horas de la mañana 

del diestro y desciende a niveles basales poco tiempo después del amanecer del 

diestro. 

Pocas horas después del incremento de progesterona en la tarde del 

proestro se presenta un comportamiento característico de lordosis. Es probable 

que el aumento en los niveles de estrógenos seguido por el aumento de los 

niveles de progesterona facilite la lordosis en el estro, ya que este comportamiento 

no se presenta en ninguna otra etapa del ciclo estral. 

El cambio en las concentraciones de hormonas durante el ciclo estral tiene 

efectos en la actividad del oviducto, útero, cérvix y vagina, así como también 

algunos efectos fisiológicos generalizados. 

La forma más común por la cual se determina la etapa del ciclo estral en la 

rata, es por medio del estudio de los cambios moñológicos en las células del 

epitelio vaginal. En un frotis vaginal pueden presentarse dos o más tipos celulares, 

pero el tipo celular que predomina, indica la etapa del ciclo estral en que se 

encuentra cada rata. Los tres ·diferentes tipos celulares que se pueden encontrar 

en un frotis vaginal de rata son: a) células epiteliales nucleadas, b) leucocitos 

polimoñonucleares y e) células epiteliales carnificadas. 
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Durante el estro la pared vaginal presenta un aspecto seco, blando y 

carente de brillo pero cambia durante el metaestro, presentando un aspecto 

húmedo y rosado. Estos cambios están asociados con la cornificación de las 

capas superiores durante el estro y con la extensa descamación al final de esta 

etapa. A medida que se aproxima el proestro, los tipos celulares presentes en los 

fluidos vaginales consiste de células epiteliales nucleadas y leucocitos y 

ocasionalmente células cornificadas. Durante el proestro, los leucocitos 

desaparecen, las células epiteliales nucleadas aumentan en número y son 

gradualmente reemplazadas por células sin núcleo. El principio del estro ocurre 

cuando el frotis presenta 75% de células nucleadas y 25% de células cornificadas. 

Eventualmente, las células cornificadas son la únicas presentes. El metaestro y el 

diestro se caracterizan por la aparición de un gran número de leucocitos y la 

desaparición de las células cornificadas (Baker, 1979). 

El útero también presenta cambios ciclicos, dependientes de esteroides, 

tanto en su estructura como en su función. Durante cada ciclo, el útero 

inicialmente se prepara para recibir y transportar el espermatozoide del cervix al 

oviducto, y subsecuentemente se prepara para recibir los embriones del oviducto. 

El útero esta compuesto por dos capas: miometrio y endometrio. El miometrio es 

la porción muscular de la pared uterina. Consiste de dos capas de músculo liso: 

una capa gruesa interna que es circular y una capa más delgada externa que es 

longitudinal. Entre ambas capas se encuentra una capa de tejido conectivo que 

contiene nervios, vasos linfáticos y sanguíneos. El endometrio consiste de una 

matriz o estroma, sobre la cual se asienta un epitelio columnar simple bajo con 

extensiones glandulares que penetran el estroma (Hafez, 1970). 

Durante el proestro, el endometrio se encuentra bajo la influencia de los 

estrógenos producidos por los folículos ováricos (fase folicular), su vascularización 

se incrementa, el epitelio se convierte en un epitelio columnar bajo y las glándulas 

presentan cierto crecimiento, La actividad proliferativa del epitelio da lugar a un 

gran incremento en el área superficial; la proliferación principal es del epitelio 
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luminal. Las células epiteliales secretan un fluido de constitución liquida que 

contiene algunas proteinas, principalmente enzimas proteoliticas. En esta etapa 

aumenta la contractibilidad y excitabilidad del endometrio y el tamaño del estroma 

se incrementa ya que presenta proliferación celular (lo cual da lugar a la expresión 

de fase proliferativa del ciclo estral) (Hafez, 1970). 

Durante el estro y el metaestro (fase lútea) las estructuras del endometrio 

están controladas por la progesterona producida por el cuerpo lúteo: el endometrio 

se expande, el epitelio luminal se convierte a uno de tipo columnar alto y las 

glándulas crecen hasta su máximo tamaño, las glándulas ahora son activamente 

secretoras; secretan un fluido rico en glicoproteinas, azúcares y aminoácidos. Las 

células del estroma se hacen más largas y más hinchadas. La progesterona actúa 

sobre el miometrio causando el crecimiento de las células y, en contraste con los 

estrógenos, disminuye la excitabilidad de la musculatura uterina (Hafez, 1970). Al 

final de la fase lútea, durante el diestro, el epitelio secretor se colapsa, el 

endometrio se reabsorbe y es reemplazado por una pequeña capa de estroma 

cubierta con tejido epitelial lista para entrar a un nuevo ciclo (Hafez, 1970). 

3.2.2 Proliferación celular del útero durante el ciclo estral 

Se ha determinado la proliferación de cada tipo celular del útero durante el 

ciclo estral a través de la actividad mitótica uterina y se ha reportado que la 

actividad mitótica en el epitelio luminal es máxima durante el diestro y el proestro 

temprano y desciende rápidamente, una elevación secundaria se presenta durante 

el metaestro (Marcus, 1974); otros autores han reportado proliferación de este tipo 

celular en el día del diestro (Bertalanffy y Lau, 1963). El estudio de Marcus reportó 

que el epitelio glandular solamente prolifera durante el metaestro, mientras que el 

de Bertalanffy y Lau reportan que este tipo celular prolifera tanto en metaestro 

como en diestro. En el estroma endometrial, Marcus reportó que la mitosis ocurre 

en la tarde del diestro y la mañana del proestro, mientras que Bertalanffy y Lau la 
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detectan principalmente en el estro y metaestro. En el miometrio, la máxima 

proliferación ocurre durante el proestro, pero es menos intensa que en el epitelio 

luminal (Marcus, 1974). Por otro lado, estudios realizados en nuestro laboratorio, 

mostraron que las células del epitelio luminal proliferan durante el metaestro, el 

diestro y el proestro, mientras que el epitelio glandular solamente prolifera durante 

el metaestro y el diestro (Mendoza-Rodríguez et al., 2002a). 

Este comportamiento no se observa ni en las ratas inmaduras ni en las ratas 

adultas ovariectomizadas (ovx) tratadas con estradiol. En las ratas inmaduras una 

sola dosis de estrógenos (50 ng/rata) induce la proliferación en todos los tejidos 

uterinos: epitelios, estroma y miometrio (Kaye et al., 1972; Kirkland et al., 1979; 

Quarmby y Korack, 1984). El índice mitótico en el epitelio luminal alcanza su máximo 

valor 24 horas después del tratamiento (Kaye et al., 1972; Kirkland et al., 1979). En 

el estroma y miometrio el máximo índice mitótico se observa entre las 24 horas 

(Kaye et al., 1972) y 36-48 horas (Kirkland et al., 1979). El útero de la rata adulta no 

responde de la misma manera a los estrógenos, ya que la mitosis en el estroma de 

ratas ovariectomizadas solamente se presenta si la rata ha sido pretratada con 

progesterona (P4). Las ratas adultas ovariectomizadas que han sido tratadas con 

17¡3-estradiol (0.2 µg/rata) solo presentan mitosis en los epitelios luminal y glandular, 

pero no en el estroma. En el epitelio luminal el índice mitótico empieza a aumentar 

12 h después del tratamiento con 17¡3-estradiol (E2), alcanza su máximo valor a las 

24 h y regresa a niveles basales a las 36 h. En el epitelio glandular el indice mitótico 

empieza a aumentar a las 12 h y presenta el máximo valor a las 48 h, regresando a 

los niveles basales 72 h después del tratamiento con E2 (Tachi et al., 1972). El 

pretratamiento con P 4 suprime la acción mitogénica del E2 tanto en el epitelio luminal 

como glandular y causa una respuesta mitótica en el estroma en respuesta al E2. El 

estroma comienza a proliferar 12 h después del tratamiento con P4 (5 mg diarios por 

1 a 7 días) + E2 (0.2 µg/rata), se presenta el máximo índice mitótico a las 24 h y 

regresa a niveles basales a las 36 h. Las células del estroma que presentan mitosis 

se ubican principalmente en la región que se encuentra debajo del epitelio luminal. 

La P4 sola no produce mitosis en ninguno de los tejidos (Clark, 1971; Tachi et al., 
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1972). Ya que la proliferación ocurre en todos los tejidos del útero durante el ciclo 

estral, se debe pensar que la cantidad de P4 producida durante el metaestro-diestro 

en la rata tiene un significado fisiológico importante en lo que respecta a la 

proliferación del miometrio y el estroma. 

3.2.3 Muerte celular del útero durante el ciclo estral 

En el útero de diversos mamíferos, incluyendo el humano, se presenta la 

muerte celular por apoptosis (Sandow et al., 1979; Pollard et al., 1987; Spornitz et 

al., 1994; Spencer et al., 1996). Usando una metodologia histomorfológica se ha 

observado muerte celular por apoptosis en el útero de la rata, en el cual se ha 

establecido una correlación inversa entre la proliferación y la muerte celular 

(Spornitz et al., 1994). Varios estudios han reportado la presencia de apoptosis en 

el útero de la rata durante el ciclo estral, sin embargo, los resultados no coinciden 

con una etapa exacta en la cual se da el máximo índice apoptótico. (Sato et al., 

1997; Burroughs et al., 2000; Lai et al., 2000). El estudio de Sato reporta que el 

máximo índice apoptótico del epitelio luminal se presenta en el día del metaestro, 

mientras que el grupo de Burroughs y el de Lai lo reportan en el día del estro. En 

el epitelio glandular, tanto el grupo de Burroughs como el de Sato reportan el 

máximo índice apoptótico en el día del estro. En el estroma, el grupo de Burroughs 

reporta el máximo índice apoptótico en el día del estro mientras que Sato no 

detecta fluctuaciones durante todo el ciclo. En nuestro laboratorio se encontró el 

mayor índice apoptótico del epitelio luminal y glandular se presenta en la etapa del 

estro y es menor en el metaestro siendo casi nulo en el diestro y proestro 

(Mendoza-Rodríguez et al., 2002b). Por lo tanto, se ha demostrado que la muerte 

celular programada ocurre tanto en el epitelio luminal y glandular como en células 

estromales en útero durante el ciclo estral, indicando que la apoptosis se presenta 

como un fenómeno fisiológico en el tracto reproductivo de la rata. 
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En otros modelos animales, tales como el útero del hámster, se ha 

reportado que la muerte celular programada ocurre durante el dla del estro 

(Sandow et al., 1979) y probablemente es el resultado del descenso de los niveles 

de E2 en suero y el aumento de los niveles de P 4 durante esta fase del ciclo (West 

et al., 1978). 

Las células apoptóticas en este tejido presentan vacuolas en la supeñicie 

membrana!, un núcleo irregular con cromatina condensada aglutinada a lo largo de 

la membrana nuclear, en algunas células se presentan fragmentos nucleares. 

Estas células son fagocitadas por células epiteliales vecinas no apoptóticas, las 

cuales presentan un gran contenido de vacuolas fagociticas. Los cuerpos 

apoptóticos con o sin fragmentos nucleares en varios estados de digestión se 

encuentran dentro de vacuolas. No se encuentra infiltración de leucocitos en el 

epitelio en la etapa del estro, en contraste con una gran cantidad de linfocitos 

infiltrados junto con algunos macrófagos que penetran por los espacios 

intercelulares del epitelio uterino en la etapa del metaestro. Las células 

apoptóticas son en su may_oría fagocitadas por las células mononucleares 

infiltradas. Los macrófagos muestran gránulos y núcleos con algunas vacuolas 

que contienen cuerpos apoptóticos en varios etapas de degradación. Las 

características celulares de la apoptosis durante la regresión del epitelio uterino 

pueden ser reconocidas por medio de microscopia de luz o electrónica (Sato et al., 

1997; Mendoza-Rodríguez et al., 2002). 

A diferencia del útero, la mayoria de las células epiteliales de la vagina 

presentan muerte celular por diferenciación terminal y no por apoptosis (Sridhar Rao 

et al., 1998). Sin embargo, algunas células son eliminadas por apoptosis, implicando 

la fragmentación del DNA. Las células epiteliales de la vagina presentan cambios 

bioquímicos y morfológicos, durante el ciclo astral, que resultan en su división, 

diferenciación, comificación y descamación. Histológicamente, el epitelio vaginal está 

organizado en compartimentos basales proliferativos, y compartimentos 

suprabasales de células diferenciadas. Las células de las capas basales migran 
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hacia el lumen diferenciándose de manera estratificada. Este proceso culmina en la 

formación de la capa de células muertas carnificadas, que finalmente se descaman 

hacia el lumen vaginal. Estas células muertas no presentan fragmentación de DNA y 

sus niveles de expresión de bcl-2 se mantienen elevados (Sridhar Rao et al., 1998). 

3.3 MUERTE CELULAR PROGRAMADA (PCD) / APOPTOSIS 

3.3.1 Definición 

Existen dos tipos de muerte celular: la apoptosis y la necrosis (Kerr et al., 

1972; Ameisen, 1996; Barinaga, 1996), ambas involucran eventos bioquimicos y 

morfológicos que provocan la muerte celular. La necrosis es producida por un 

daño mecánico o por la exposición a sustancias tóxicas. Se caracteriza por la 

ruptura de la membrana celular debido a que el dano causa una alteración en el 

intercambio de iones y de agua, provocando la salida de los componentes 

celulares. Se presenta frecuentemente con una inflamación aguda e involucra a 

grupos celulares adyacentes {Ameisen, 1996). En contraste, la apoptosis o muerte 

celular programada (PCD) es una muerte que se produce de manera coordinada 

en células que se encuentran en exceso, que son peligrosas o que se encuentran 

dañadas (Thompson, 1995; Zornig et al., 2001). Esta muerte celular ocurre a lo 

largo de la vida de los organismos multicelulares y se encuentra estrictamente 

regulada. Tiene un papel muy importante en el desarrollo normal y la homeostasis, 

así como durante la embriogénesis {Abbadie et al., 1993; Tata, 1994; Lang, 1997) 

e incluso durante la regresión de los órganos {Hsueh, 1994; Bernal y Nunez, 1995; 

Chun et al., 1996; Evans-Storms y Cidlowski, 1996; Amsterdan et al., 1997; 

Moulton et al., 1997), e involucra generalmente células individuales de un tejido. 
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La PCD es tan importante como la mitosis para el control de la población 

celular. Algunos ejemplos en que se resalta su importancia son: a) la reabsorción 

de la cola del renacuajo al llevarse a cabo su metamorfosis en rana ocurre por 

apoptosis (Tata, 1994). b) en la formación de los dedos y pies en el feto (Lang, 

1997) y durante el desarrollo de la mucosa intestinal y de la retina (Haanen y 

Vermes, 1996), requiere de la remoción de tejido por apoptosis, c) la regresión 

normal de tejidos dependientes de hormonas es inducida por cambios en las 

concentraciones de hormonas trópicas es mediada por apoptosis, asi como en 

otros procesos de involución normal como la atresia folicular ovárica (Hsueh, 

1994; Chun et al., 1996; Evans-Storms y Cidlowski, 1996; Moulton et al., 1997) y la 

eliminación del revestimiento interno del útero (endometrio) para iniciar la 

menstruación (Amsterdan et al., 1997), d) la formación de conexiones entre 

neuronas (sinapsis) en el cerebro requiere de la eliminación de células en exceso 

por apoptosis (Bernal y Nunez, 1995). 

Además, la PCD es requerida para eliminar células que podrian alterar la 

integridad del organismo como: a) células infectadas con virus, b) células del 

sistema inmune que provocarían enfermedades autoinmunes (Miglioratig, 1994; 

Deist et al., 1996), c) células con daño en el DNA, d) células cancerígenas por 

medio de radio y quimioterapia. 

En general, la apoptosis ocurre en dos fases. En la primera etapa o fase de 

activación: la célula comprometida a morir se encoge, libera el citocomo c (Cyt e) 

de la mitocondria, aparecen vesículas similares a burbujas en la supeñicie, se 

compacta y segrega la cromatina en masas típicamente circunscritas. Existe 

irregularidad en la membrana del núcleo y de la supeñicie celular, condensación 

del citoplasma, mientras que los organelos se mantienen íntegros (Abbadie et al., 

1993). En la siguiente etapa o fase de ejecución, se observan los cambios más 

dramáticos de la muerte celular: el núcleo se fragmenta, el citoplasma se 

condensa y se forman protuberancias en la supeñicie celular. La separación de las 

protuberancias supeñiciales produce cuerpos apoptóticos de varios tamaños y 
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diferente composición. La fosfatidilserina un fosfolípido de membrana, se expone 

en la supeñicie celular y se une a los receptores de células fagociticas como 

macrófagos o células dendriticas. Estas células fagocitan los fragmentos celulares 

apoptóticos. Estos eventos son tan ordenados que al proceso se le llama 

frecuentemente muerte celular programada (PCD) (Hengarther, 2000). 

3.3.2 Bioquímica de la apoptosis. 

El proceso de PCD involucra la reprogramación epigenética en la célula que 

da como resultado una cascada de cambios bioquímicos dependiente de energía. 

Por lo tanto, la apoptosis es un proceso activo que requiere de ATP. El estimulo 

apoptótico puede ser extracelular o generarse en el interior de la célula y 

desencadenar una señal que activa un programa de muerte principalmente 

ejecutado por una familia de proteasas (caspasas) (Figura 2). La activación de 

esta cascada de amplificación trae como consecuencia la inactivación de un gran 

número de proteínas estructurales, de señalización, reguladoras de transcripción y 

del metabolismo de ácidos nucleicos, lo cual desemboca en la muerte celular 

(Cohen, 1997). 

Los primeros estudios que identificaron a las caspasas como esenciales 

para la muerte celular se obtuvieron a través de estudios genéticos con el 

nemátodo Caenorhabditis e/egans (Yuang et al., 1993). Estas proteínas se han 

conservado a través de la evolución. En el humano se han identificado más de una 

docena, de la cual se ha sugerido que dos tercios tienen una función apoptótica 

(Thornberry y Lazebnik, 1998). Estas proteínas son las principales efectoras de la 

apoptosis y reciben el nombre de caspasas (cisteine-aspartic acid proteinases) 

porque en el sitio activo tienen un residuo de cisteína y cortan las proteínas 

después de un residuo de ácido aspártico (Asp-Xxx). La especificidad del sustrato 

para una caspasa está dada por los cuatro residuos amino terminal a el sitio de 

hidrólisis del enlace peptítico (Cohen, 1997). 
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La cascada de caspasas se inicia por un estimulo que activa un zimógeno 

(pro-caspasa) para dar como resultado una enzima que puede funcionar como 

activadora de otras caspasas inactivas y así sucesivamente, amplificando el 

estímulo. Hasta ahora se han reportado al menos tres mecanismos responsables 

de activación de caspasas (Figura 3): 

a. Proteólisis cascada arriba, ya sea por las mismas caspasas o por una 

granzima B (responsable de la actividad citotóxica de los linfocitos Te). La 

proteólisis se lleva a cabo entre los dominios p20 y p10 e incluso entre el 

prodominio y el dominio p20 de la pro-caspasa, los cuales contienen un 

residuo Asp-Xxx, sugieriendo una activación autocatalítica (Thornberry et 

al., 1997). Esta "estrategia" para activar la cascada de caspasas se 

presenta en las células para activar caspasas con prodominios cortos como 

las caspasas 3, 6 y 7, las cuales son consideradas como las caspasas más 

abundantes y activas. 

b. Proximidad inducida. La cascada de caspasas se activa vía receptor de 

muerte con dominios que se acoplan a a pro-caspasas (pro-caspasa 8) 

mediante moléculas adaptadoras (Salvesen y Dixit, 1999). 

c. Formación de holoenzima. Esta activación depende de la liberación de cyt e 

por la mitocondria y la oligomerización dependiente de ATP, de Apaf-1 (una 

proteína que) al unirse a la procaspasa 9 provocan un cambio 

conformacional activándola (Rodríguez y Lazebnik, 1999). 

Una vez activadas las caspasas, su función no solamente es la degradación de 

proteínas, sino que en la mayoría de los casos, inactivan o activan proteínas. La 

activación de éstas se realiza en forma directa por la eliminación de un dominio 

regulador negativo o en forma indirecta por la inactivación de la subunidad 

reguladora. Hasta ahora se han identificado varios sustratos importantes para las 

24 



caspasas. Un ejemplo de un mecanismo de activación responsable de la famosa 

escalera nucleosomal, es la activación de la nucleasa activada por caspasa 

(CAD), la cual existe en la célula formando un complejo con una subunidad 

inhibidora (ICAD) (Nagata, 2000). La caspasa-3 activa a la CAD mediante la 

eliminación de la subunidad inhibidora, causando la liberación y activación de la 

subunidad catalítica (Enari, 1998; Sakahira et al., 1998). El DNA es cortado en 

sitos inter-nucleosomales por endonucleasas neutras sensibles a Ca 2
+ y Mg 2

+ y 

pueden ser inhibidas por zinc (Galli et al., 1995). Por otro lado, las células 

apoptóticas requieren de la síntesis de RNA y proteínas (Thompson, 1995). El 

retraso o la interrupción de la apoptosis por inhibición de la síntesis 

macromolecular es bien conocida. Además, se requieren varias enzimas de 

degradación y proteínas reguladoras que mantienen el control sobre la cascada 

apoptótica. Las células apoptóticas expresan grandes cantidades de mRNA que 

codifican para éstas (Lavin y Watters, 1993). 

a 

b 

~ 
2\ ~ 

e '--------- > 
pro p20 p10 

Figura 2. Mecanismos de activación de las caspasas {modificado de Hengartner, 

2000). 
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La regulación de la apoptosis está mediada por señales necesarias para 

que una célula permanezca viva y señales de muerte. Entre las primeras se 

encuentra la estimulación cor:-tinua que recibe una célula de otras células por 

medio de una adhesión continua a la superficie de aquella que se encuentre en 

crecimiento. Algunas de éstas son factores de crecimiento y citocinas como las 

interleucinas (por ejemplo: lnterleucina-2). Entre las señales de muerte se 

encuentra el incremento en los niveles de sustancias oxidantes dentro de la célula, 

daño al DNA por medio de sustancias oxidantes, agentes físicos como rayos 

ultravioleta, rayos X, o químicos como los fármacos quimioterapéuticos; moléculas 

que se unen a receptores específicos en la superficie celular que funcionan como 

activadores de muerte (ver apoptosis vía receptor). Dos vías apoptóticas han sido 

identificadas, la vía del receptor de muerte (Schmitz et al., 2000) y la vía 

mitocondrial que se encuentra regulada por los miembros de la familia de Bcl-2 

(Figura 3) (Tsujimoto y Shimizu, 2000). 

La vía del receptor de muerte se encuentra controlada por citocinas, una 

familia de proteínas que regula la proliferación y diferenciación celular por medio 

de receptores específicos en las células blanco. Estas proteínas forman la familia 

del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) e incluyen el TNF, Ligando de Fas (FasL o 

CD95L}, linfotoxina, ligando 4-188, ligando CD40, ligando CD27, ligando CD30 y 

TRAIL (ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF). Estas proteínas se 

unen a su respectivo receptor de la familia del receptor del Factor de Necrosis 

Tumoral (TNRF) que incluye dos TNFRs (TNFR1 y TNFR2), receptor Fas 

(conocido también como AP0-.1 o CD95), el receptor para linfotoxina-¡3, el receptor 

NGF (p75), CD40, CD27, CD30 y DRS (Suda et al., 1993; Nagata y Golstein, 

1995). Estos receptores se encuentran ubicados en la membrana citoplasmática y 

contienen un dominio intracelular que es fundamental para la transducción de la 

señal apoptótica. Se activan por un ligando específico o por la sobreexpresión de 

los mismos receptores en ausencia del ligando. La activación del receptor induce 

la trimerización del mismo, lo cual induce el reclutamiento de proteinas 

adaptadoras intracelulares y la subsecuente activación de la cascada de caspasas 
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(Figura 3). Por ejemplo, los factores pro-apoptóticos como TNF o FASL (ligando) 

producen su señalización a través de receptores de membrana (TNFR o 

Fas/CD95), que mediante dominios intracelulares de interacción proteica 

denominados dominios de muerte (DO) interacúan con proteinas intracelulares 

como la proteína TRADD (en TNFR), y/o proteínas acopladoras como las 

proteínas FADO (que se une tanto a TNFR como a Fas), las cuales a su vez 

reclutan a la procaspasa-8 mediante sus dominios efectores de muerte (DEO) para 

finalizar con la activación de la caspasa-8, la cual puede activar la cascada de 

caspasas por procesamiento proteolítico de la caspasa-10. La caspasa-10, quizás 

sea activada por factores que dañan al DNA, y también es capaz de procesar a 

todas las caspasas conocidas (lrmler et al., 1997). 

La vía mitocondrial se induce en respuesta a una estímulo extracelular o 

señales internas como ocurre en el daño al DNA (Rich et al., 2000) (Figura 3). 

Ambas vías de señalización apoptóticas convergen en la mitocondria, por la 

activación de un miembro pro-apoptótico de la familia de proteinas de Bcl-2 

mediante proteólisis, desfosforilación o probablemente otros mecanismos 

(Antonsson, 2001). 

La proteínas Bcl-2 y Bcl;.xL que se encuentran en la mitocondria previniendo 

la muerte celular, pueden interactuar con proteínas pro-apoptóticas como Bax, 

Bad, Bim y Bid que se encuentran entre el citosol y los organelos. Las señales pro

apoptóticas reclutan los miembros pro-apoptóticos a la mitocondria, compitiendo 

con los miembros anti-apoptóticos para regular la salida del Cyt e por un 

mecanismo que aún se encuentra en discusión (Tsujimoto y Shimizu, 2000) (ver 

sección 3.4). Si existe una ganancia de la función pro-apoptótica por parte de los 

miembros de la familia Bcl-2, ocurre la liberación del Cyt e, el cual se une a Apaf-1 

y a la pro-caspasa 9 para formar el apoptosoma, una holoenzima. Se ha visto que 

algunas proteínas de choque térmico (HSP) actúan en múltiples pasos de esta vía 

para regular la apoptosis (Jaa~ela, 1999; Xanthoudakis y Nicholson, 2000). 
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Figura 3. Esquema que simplifica las vías apoptóticas conocidas. Se muestra la 
parte superior izquierda está representada la vía controlada por el receptor de 
muerte (CD95 I Fas I AP0-1). En la parte superior derecha se muestra la vía 
mitocondrial. Ambas vías controlan el balance entre los mecanismos de activación 
e inhibición de las caspasas, proteínas encargadas de llevar a cabo la muerte 
celular (ver texto) (modificado de Hengartner, 2000). 
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La vía del receptor de muerte y mitocondrial convergen a nivel de la 

activación de la caspasa 3. La activación de la caspasa-3 y su actividad es 

antagonizada por proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs), las cuales a su vez 

son antagonizadas por la proteína Smac/DIABLO liberada de la mitocondria. La 

caspasa-3 se une a la subunidad inhibidora de una nucleasa: la DNAasa activada 

por caspasa (CAD), activando la subunidad catalítica (Enari et al., 1998; Sakahira 

et al., 1998), la cual se encuentra en condiciones normales formando un complejo 

inactivado con su inhibidor llamado (ICAD) (Nagata, 2000). 

3.4 LA FAMILIA DE PROTEÍNAS Bcl-2 

3.4.1 Generalidades 

El mecanismo de la apoptosis es regulado por medio de varios genes. Entre 

los más caracterizados se encuentra la familia de proteínas similares a Bcl-2 

(Adams y Cory, 1998). Tal mecanismo de apoptosis, parece conservarse a través 

de la evolución, ya que tanto mamíferos como el nemátodo C. elegans comparten 

moléculas con un papel importante en la apoptosis que, además, presentan un 

mecanismo común para activar a las caspasas (Alnemri et al., 1996; Thornberri y 

Lazabnik, 1998). 

En un principio, se observó que la proteína Bcl-2 inhibía la muerte celular 

inducida por la disminución de interleuicina 3 (IL-3) (Vaux et al., 1998). Después 

se mostró que inhibía la muerte celular inducida por otros estímulos incluyendo 

agentes quimioterapéuticos y choque térmico (Tsujimoto, 1989). Recientemente, 

se han aislado un gran número de proteínas similares a Bcl-2. Esta familia está 

integrada por más de 12 proteínas que se han dividido en tres grupos funcionales 

(Figura 4) (Adams y Cory, 1998; Antonsson y Martinou, 2000): 
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Grupo l. Se caracterizan por tener cuatro dominios conservados homólogos a Bcl-

2 (Dominios BH1-BH4), aunque algunos miembros carecen del dominio BH4. Su 

extremo carboxilo terminal es hidrofóbico (lo cual hace que se localice en la 

membrana externa de la mitocondria y ocasionalmente en el retículo 

endoplásmico) con la mayor parte de la proteína en el citosol. Todos los miembros 

de este grupo tienen actividad antiapoptótica y son: Bcl-2, Bel-XL, Bcl-w, Mcl-1, A1 

(Bfl-1) y Boo. 

Grupo 11. Consiste en miembros con actividad pro-apoptótica e incluye a proteínas 

como Bax, Bak, Bad, Mtd (Bok), Diva. Estas proteínas tienen una estructura muy 

similar a las proteínas del primer grupo, ya que comparten una secuencia 

homóloga en BH 1, BH2 y BH3 pero no tienen homología en el dominio BH4, 

aunque se ha encontrado un dominio homólogo a BH4 entre algunos miembros de 

esta familia como Bcl-rambo (Kataoka et al., 2001 ). 

Grupo 111. En éste se encuentran proteínas que sólo tienen una característica en 

común, la presencia del dominio BH3 que consiste de 12-16 aminoácidos (Adams 

y Cory, 1998). Estas proteínas tienen una actividad pro-apoptótica e incluye a Bik, 

Bid, Bim, Hrk (DPS), Blk y Bnip3, Bnip3L. 

El dominio BH4 forma una hélice a. (a.1). Entre los dominios BH3 y BH2 se 

forman seis hélices a. (a.2-a.7). Las hélices a.5 y a.6 son hidrofóbicas y se 

encuentran rodeadas por las hélices antipáticas. Una región curveada formada 

entre las hélices a.1 y a.2 de los dominios BH4 y BH3, parece tener un papel 

regulador en la proteína. El segmento que comprende del dominio BH3 al BH2 es 

necesario para la dimerización de esta familia de proteínas. El segmento que 

abarca del dominio BH 1 a BH2 es necesario para la formación del canal. Algunos 

estudios de estructura- función sugieren que regiones relativamente grandes de la 

proteína, incluyendo las dos grandes hélices a. que participan en la inserción a la 

membrana, pueden determinar la interacción entre los miembros (Reed, 1997). 
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Figura 4. Representación esquemática de los grupos de la familia de proteínas 
Bcl-2. El Grupo 1 está formado por proteínas antiapoptóticas que contienen los 
dominios BH1-BH4. El Grupo 11 presenta una secuencia conservada para los 
dominios BH3, BH1 y BH2, los miembros de este grupo son proapoptóticos. El 
Grupo 111 solamente presenta una secuencia conservada en el dominio BH3, el 
cual es necesario para producir la apoptosis. Un dominio que se ancla a la 
membrana de la mitocondria (dominio transmembranal -TM-), no se encuentra 
presente en todos los miembros de la familia (modificado de Hengartner, 2000). 

Esta interacción entre los miembros de la familia Bcl-2 se ha estudiado con 

técnicas como la co-inmunoprecipitación, ensayos de unión in vitro y experimentos 

cross/inking (Oltvai et al., 1993; Zha et al., 1997; Hirotani et al., 1999; Minn et al., 

1999). Se piensa que la formación de complejos de horno y heterodímeros puede 

regular la actividad de estas proteínas que a su vez regulan la apoptosis. Sin 

embargo, basándose en observaciones con ratones transgénicos y knockout se ha 

sugerido que algunas proteínas regulan la apoptosis independientemente de los 

otros miembros (Knudson y Korsmeyer, 1997). La heterodimerización está 

mediada por la inserción de la región BH3 de una proteína pro-apoptótica en la 

porción hidrofóbica formada por las regiones BH1, BH2 y BH3 de una proteína 

anti-apoptótica (Sattler, 1997). Hasta ahora se ha demostrado que la regulación de 

la apoptosis se puede llevar a cabo a través de modificaciones postraduccionales 

que inducen cambios conformacionales en estas proteínas y por lo tanto modulan 
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su translocación en la mitocondria o su afinidad de dimerización (Desagher et al., 

1999; Haldar et al., 1995) al causar la exposición del dominio BH3 de proteinas 

pro-apoptóticas por medio de mecanismos como la fosforilación provocada al 

encenderse las señales proapoptóticas (Zha et al., 1996). Más adelante se hablará 

sobre los cambios postraduccionales específicos conocido hasta ahora de las 

proteínas estudiadas en esta tesis. 

El mecanismo de acción de los miembros anti-apoptóticos en las células 

vivientes, es la prevención de cambios mitocondriales como la liberación de 

factores apoptogénicos (citocromo e y el factor inductor de la apoptosis -AIF-) del 

espacio intermembranal al citoplasma (Susin et al., 1999). Sin embargo, no se 

sabe cuál es el mecanismo exacto, por el cual los miembros de la familia Bcl-2 

actúan para liberar al Cyt e, la proteína pro-apoptótica más conocida que además 

de tener la función de acarrear electrones y de participar en la fosforilación 

oxidativa, es necesaria en el citosol para formar una holoenzima junto con la 

caspasa 9 y Apaf-1 llamada apoptosoma, la cual activa la cascada de caspasas 

para activar finalmente a la caspasa-3, que es considerada como la caspasa 

central en la fase de ejecución, en la cual convergen las vía apoptótica 

mitocondrial con la via del receptor de muerte (Figura 3). 

Se han sugerido varios mecanismos de acción (Figura 5) para la función de las 

proteínas pro-apoptóticas de la familia de Bcl-2 para la liberación del Cyt e : 

~ La formación de un poro en la membrana mitocondrial externa, a través del 

cual el Cyt e y otras proteínas intermembranales pueden salir al citosol. Por 

ejemplo, proteínas pro-apoptóticas como Bax y Bak, forman un poro en 

membranas sintéticas que altera la permeabilidad de las mismas causando 

la liberación de Cyt e y la pérdida del potencial de membrana mitocondrial 

acompañada de la liberación AIF. Además, se ha visto que estos cambios 

pueden ser inhibidos por Bcl-2 y Bel-XL (Jurgensmeier et al., 1998; Narita et 

al., 1998; Shimizu et al., 1998). 
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);;>- Formación de un heterodímero con los miembros pro- y anti-apoptóticos 

(Sattler, 1997). La estructura similar de las proteínas de la familia Bcl-2 con 

la toxina diftérica y colicinas, sugiere que las proteínas pueden formar un 

canal en la mitocondria (Antonsson et al., 1997; Minn et al., 1997; 

Schlesinger et al., 1997). Esto, además se ha comprobado en membranas 

sintéticas (Jurgensmeier et al., 1998; Narita et al., 1998; Shimizu et al., 

1998). 

);;>- Regulación directa de las caspasas por medio de moleculas adaptadoras, 

como se ha descrito para C. elegans. En mamíferos se han concontrado 

proteínas adaptadoras tales como BAR (Zhang, 2000), la proteína 

localizada en el retículo endoplásmico Bap31 (Ng, 1997) y Aven (Chau et 

al., 2000). 

);;>- Interacción con otras proteínas mitocondriales como el canal de aniones 

dependiente del voltaje (VDAC) y el transportador del nucleótido de 

adenosina (ANT), lo cual permite la liberación de Cyt e o modular la 

homeostasis mitocondrial (por ejemplo, al abrir el poro de transición de la 

permeabilidad -PTP-) (Marzo et al., 1998). 

~ Oligomerización de una proteína para formar un canal iónico débilmente 

selectivo. Se ha descrito que la proteína recombinante de Bax, puede 

formar canales capaces de liberar al cyt e de membranas sintéticas sin 

requerir ninguna otra proteína, por la formación in vitro de oligómeros de 80 

y 160 kDa (Antonsson, 1997). 
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Figura 5. Posibles mecanismos de acción de los miembros de la familia Bcl-2 para 
provocar la translocación del Cyt e al citosol desde el espacio intermembranal de 
la mitocondria (Hengartner, 2000). 

Es difícil considerar que una sola proteína induzca la muerte celular por 

apoptosis. Por ello se piensa que ésta es resultado de un posible punto de 

convergencia para varias señales de vida o muerte dadas por proteínas la familia 

Bcl-2 (Tsujimoto, 1998). Esto sugiere que la presencia de los diferentes miembros 

de la familia Bcl-2 es un factor importante sobre el control de la apoptosis. 
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3.4.2 Bcl-2 

El gen bcl-2 (Linfoma de células B/leucemia 2) fué descubierto por 

Tsujimoto y col. en la translocación cromosoma! t(14;18) de linfomas no

Hodgkinianos de células B (Tsujimoto et al., 1985). Esta translocación provoca una 

desregulación del la expresión del gen bcl-2 debido a su yuxtaposición con el 

locus del gen que codifica para la cadena pesada de la inmunoglobulina. El gen de 

bcl-2 codifica para una proteína de 24 kDa, la cual es la mejor caracterizada de la 

familia Bcl-2 (Reed, 1994; Yang y Korsmeyer, 1996). La porción amino terminal 

incluye el dominio BH4 entre los aminoácidos 10 y 30, necesario para la 

homodimerizacion de Bcl-2. Sin embargo, se ha visto que los dominios BH1 

(aminoácidos: 136-155) y BH2 (aminoácidos: 187-202) son indispensables, ya que 

forman una estructura reconocida por el dominio BH4 (Hanada et al., 1995). La 

capacidad de Bcl-2 para translocarse en la membrana mitocondrial se ha atribuído 

a la presencia del dominio transmembranal (TM) ubicado en la porción carboxilo 

terminal entre los aminoácidos hidrofóbicos 219 y 237, y orientado hacia el 

citoplasma (Chen-Levy et al., 1989; Jacobson et al., 1993). 

En un estudio para identificar y caracterizar esta proteína realizado por 

Chen-Levy y col. (1989), se encontró que ésta es de una naturaleza lipofílica y se 

encuentra asociada a la membrana de compartimentos subcelulares como el 

retículo endoplásmico y la membrana nuclear. En otros estudios sobre su 

localización en células B utilizando microscopía confocal con láser y estudios de 

fraccionamiento, se encontró como una proteína integral en la membrana 

mitocondrial (Hockenbery et al., 1990). Además, el análisis de la secuencia de 

aminoácidos mostró que la proteína no puede participar en la transducción de 

señales y que además no puede ser glucosilada, estas características 

estructurales son similares al citocromo b5, una proteina mitocondrial involucrada 

en el transporte de electrones (Chen-Levy et al., 1989). 

El mecanismo exacto por el cual Bcl-2 inhibe la apoptosis al evitar la 

liberación del Cyt e de la mitocondria y consecuentemente la activación de 
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caspasas aún no se conoce. No se sabe si la homodimerización de Bcl-2 puede 

tener un efecto directo sobre la muerte celular. Sin embargo, en experimentos de 

dos híbridos en levadura se observó que Bcl-2 formaba dímeros consigo mismo 

así como heterodímeros con Bax, Bel-XL, Bcl-xs y Mcl-1 debido a la presencia del 

dominio BH4, el cual se requiería para inhibir la acción de proteínas pro

apoptóticas (Bax y Bcl-xs) (Sato, 1994; Yin et al., 1994; Hanada et al, 1995). Esto 

comprobó los resultados obtenidos por Oltvai y col. en experimentos de co

inmunoprecipitación, donde se observó que Bcl-2 formaba heterodímeros o 

heteromultímeros con Bax. En estudios más recientes, se ha comprobado que Bcl-

2 inhibe la activación y oligomerización de Bax (Antonsson et al., 2001; Mikhailov 

et al., 2001). Sin embargo, aunque el mecanismo permanece aun sin esclarecerse 

y debe depender de cada tipo celular o de el estímulo apoptótico, es bien sabido 

que Bcl-2 puede inhibir la apoptosis ya sea por la formación de heterodímeros con 

miembros pro-apoptóticos de la familia de proteínas de Bcl-2 o por evitar 

modificaciones postraducciónales necesarias para la activación de proteínas pro

apoptóticas. 

Además, la función anti-apoptótica de Bcl-2 se ha reportado en una gran 

variedad de células bajo condiciones fisiológicas, patológicas y experimentales. 

Por ejemplo, la sobre-expresión de Bcl-2 puede inhibir la muerte celular inducida 

por p53 (Reed, 1994; Bissonnette et al., 1992). Así mismo, Bcl-2 puede proteger 

de la apoptosis a cultivos celulares neuronales primarios (García et al., 1992) 

como a células PC 12 cuando existe una disminución del factor de crecimiento 

(Hockenbery et al., 1990). Timocitos de ratón que sobre-expresan Bcl-2 fueron 

resistentes a la muerte inducida por glucocorticoides y rayos y como por el 

receptor anti-céulas T (Sentman et al., 1991; Strasseer et al., 1991). Sin embargo, 

en algunas circunstancias la sobre-expresión de Bcl-2 no es suficiente para 

prevenir la apoptosis. Un ejemplo de esto se ha observado durante la selección 

negativa de clonas de timocitos autorreactivas (Nuñez, 1990; Allsopp et al., 1993; 

Cuende et al., 1993) o en muestras cancerígenas de pacientes que muestran 

niveles altos de la proteína durante una respuesta adecuada a la quimioterapia 
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(Ruvolo et al., 2001 ). Esto indica que la simple expresión de Bcl-2 puede no tener 

una acción antiapoptótica debido a la existencia de una vía de regulación de la 

muerte celular fisiológica independiente de Bcl-2. De hecho, se ha visto que la 

apoptosis puede ser regulada por la fosforilación de Bcl-2 (Haldar et al., 1995). La 

fosforilación de la proteína en el sitio serina 70 afecta la capacidad de Bcl-2 para 

formar dímeros, dando como resultado la pérdida de su función anti-apoptótica. La 

fosforilación de Bcl-2 puede inducirse por fármacos anti mitóticos como el 

paclitaxel y afectar su función (Ruvolo et al., 2001 ). Por otro lado, se ha sugerido 

la regulación de la expresión de bcl-2 en condiciones fisiológicas. Por ejemplo, el 

nivel de expresión de Bcl-2 se ha visto involucrado durante la involusión en 

respuesta a un estímulo hormonal o factores de crecimiento. En epitelio complejo 

como la piel o intestino, Bcl-2 se encuentra restringido a las células o zonas en 

proliferación (Hockenbery et al., 1990). Por lo que Bcl-2 puede ser necesario para 

mantener un estado vivo en las céulas. Sin embargo, a pesar del progreso en la 

definición del papel de Bcl-2 en condiciones fisiológicas, las bases moleculares de 

su acción aún no se conocen. 

Bcl-2 es el primer miembro de una familia de proteínas homólogas que 

regulan la apoptosis. Se han observado altos niveles de la proteína en muchos tipos 

de cáncer, incluyendo en 90% de cáncer colorectal, en 30-60% de adenocarcinomas 

de próstata, en 70% de cáncer de mama, en 20% de carcinomas de pulmón y en 

65% de linternas (Reed, 1994). In vitro, los niveles de Bcl-2 tienen una función 

importante en la regulación de la respuesta de células tumorales a la inducción de 

apoptosis por fármacos quimioterapeúticos y radiación. La sobre-expresión de Bcl-2 

se ha asociado con una resitencia a agentes terapéuticos, así mismo una 

disminución en su expresión se ha correlacionado con un incremento en la 

sensibilidad a tratamientos anticancerígenos (Miyashita y Reed, 1992, 1993; Kitada 

et al., 1994; Campos et al., 1994). In vivo, la expresión de Bcl-2 se ha asociado con 

una respuesta débil de pacientes con cáncer (Yunis et al., 1989; McDonnell et al., 

1992). Por ello, el estudio de la participación de Bcl-2 en la apoptosis y su interacción 
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con otros miembros de la familia de Bcl-2, puede ser de gran ayuda para mejorar el 

tratamiento para cáncer. 

3.4.3 Bax 

La proteína X asociada a Bcl-2 (Bax), fue la primera proteína aislada 

mediante co-inmunoprecipitación con Bcl-2 (Oltvai et al., 1993). La proteína está 

codificada por seis exones que pueden dar lugar a una proteína de membrana de 

21 kDa (a.) y dos proteínas citosólicas (J3 y y) (Oltvai et al., 1993). Además, se han 

descrito variantes de esta proteína formados por splicing alternativo (Apte et al., 

1995; Zhou et al., 1998; Thomas et al., 1999). Bax es una proteína pro-apoptótica 

multidominio, contiene dominios conservados de Bcl-2: BH1, BH2, BH3 y TM; los 

cuales se encuentran ubicados entre los aminoácidos 98 y 118, 150 y 165, 59 y 

73, 169 y 188, respectivamente. Los dominios BH1 y BH2 son necesarios para la 

homodimerización y la heterodimerización con Bcl-2 y Bel-XL (Yin et al., 1994; 

Sadlak et al., 1995). El dominio BH3, es requerido para la función pro-apoptótica, 

después de la activación de Bax, éste es expuesto para permitir la formación de 

complejos pro-apoptóticos (Suzuki et al., 2000) u oligómeros localizados en la 

membrana mitocondrial (Antonsson et al., 2001 ). En algunos estudios sobre la 

estructura de Bax, se ha encontrado que es la única proteína que presenta una 

hélice hidrofóbica en el extremo carboxilo necesaria para interactuar con la 

hendidura formada por el dominio BH3 de las otras proteínas de la familia Bcl-2 

(Petras et al., 2001 ). Esto sugiere una capacidad extra de Bax para interactuar y 

formar complejos. 

En células o tejidos normales, Bax se localiza en el citosol como un 

monómero se ha observado la translocación de Bax del citosol a la mitocondria 

después de un estímulo apoptótico, la cual está acompañada por un cambio 

conformacional en su estructura cuaternaria (Hsu y Youle, 1998; Antonsson et al., 

2000). Esta translocación se ha visto acompañada por cambios conformacionales 
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que promueven la formación de complejos proteicos de Bax en la mitocondria. 

Estos complejos proteicos pueden ser inhibidos por Bcl-2, ya que cuando este 

último se sobre-expresa inhibe la oligomerización de Bax (Mikhailov et al., 2001 ). 

La activación de Bax produce un cambio conformacional que remueve el 

dominio carboxilo terminal insertado en el dominio BH3 y hace que éste se 

encuentre accesible para interactuar con otras proteínas y permitir la 

oligomerización (Suzuki et al., 2000). Por otro lado, se ha visto que la 

oligomerización de Bax se requiere para que ésta pueda formar canales en la 

mitocondria. Estos canales presentan múltiples niveles de conductancia, son 

sensibles a pH, ligeramente selectivos a cationes e insensibles al calcio 

(Antonsson et al., 1997; Schlesinger et al., 1997). Un estudio sobre la 

oligoimerización de Bax inducida en forma artificial por detergentes, mostró que la 

proteína podía formar complejos de 80 kDa, los cuales a su vez podían formar 

dímeros de 160 kDa que corresponderían a tetrámeros y octámeros de Bax, 

respectivamente (Antonsson et al., 2000). Sin embrgo, esta formación de 

complejos dependía de la concentración del detergente. En un estudio realizado 

por Saito y col. (2000) se demostró que los tetrámeros de Bax eran capaces de 

liberar al Cyt e de liposomas. Sin embargo, varios estudios realizados para 

analizar la proteina utilizando SDS-PAGE han identificado a dímeros de Bax en 

extractos de células apoptóticas, sugiriendo que ésta puede ser su estructura 

activa (Simonian et al., 1996; Zha et al., 1996; Gross et al., 1998). Sin embargo, 

estas estructuras podrían ser resistentes a las condiciones de SDS-PAGE y ser 

derivadas de oligómeros. 

Una vez que Bax se encuentra en la mitocondria, lleva a cabo la liberación 

del Cyt e y otras proteínas como AIF, adenilato cinasa, endonucleasa G y 

Smac/DIABLO del espacio intermembranal (Daugas et al., 2000; Verhagen et al., 

2000; Li et al., 2001 ). Varios modelos se han sugerido para la liberación del Cyt e 

basados en información obtenida en diferentes estudios: la formación de canales 

por Bax con homodimeros o con otras proteínas como el canal aniónico 
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dependiente de voltaje (VDAC) o el transportador del nucleótido de adenosina 

(ANT), la formación de poros por Bax que desestabilizan la membrana 

mitocondrial externa reduciendo la tensión linear sin la formación de canales 

iónicos (Basanez et al., 1999) y la apertura del poro de transición de la 

permeabilidad (PTP) por Bax. Se ha obtenido evidencia de que proteínas 

recombinantes de Bax pueden fromar canales en membranas artificiales sin 

necesidad de adicionar otras proteínas y pueden liberar el Cyt e (Antonsson et al., 

1997). Sin embargo, al extraer los complejos formados por Bax en la mitocondria 

de células Hela o HEK apoptóticas se encontró que Bax podía formar oligomeros 

de diferente tamaño (Antonsson et al., 2001) o complejos proteíncos que no eran 

múltiplos de Bax. El tamaño de los oligómeros recombinantes era de 80 - 160 kDa 

y los extraídos de la mitocontria de un tamaño de 96 - 250 kDa. Lo cual indica que 

el número de subunidades de Bax es diferente o que los oligímeros aislados de la 

mitocondria contienen proteínas adicionales. Además, en un estudio reciente con 

microscopía confocal y electrónica se observó que durante la apoptosis Bax se 

agrupaba en la membrana mitocondrial con Bak (una proteína que se encuentra 

normalmente dispersa en la membrana mitocondrial externa) pero aún no se ha 

determinado su función fisiológica (Nechustan et al., 2001 ). Esta agrupación fue 

prevenida por la coexpresión de Bel-XL. Por el contraio, varios estudios han 

propuesto que Bax puede tener una actividad permeabilizadora al abrir el poro de 

transición de la permeabilidad (PTP). El PTP es un complejo formado por el canal 

aniónico dependiente de voltaje (VDAC) en la membrana externa, el transportador 

del nucleótido de adenosina (ANT) en la membrana interna, ciclofilina O como 

proteína matriz, cratincinasa del espacio intermembranal y hexocinasa citosólica. 

La actividad permeabilizadora de Bax a través de PTP se ha atribuido a ésta 

debido a la disminución del potencial de membrana y a la inhibición de la 

liberación del Cyt e por ciclosporina A (un inhibidior del PTP) durante la apoptosis 

inducida por Bax (Narita et al., 1998). Además de que se ha demostrado la 

interacción del complejo PTP con algunos miembros de la familia Bcl-2 como Bax, 

Bcl-2 y Bel-XL (Beutner et al., 1998; Marzo et al., 1998b; Crompton et al., 1999). 

Sin embargo, en la mayoría de los estudios de apoptosis, la mitocondria 
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permanece intacta, lo cual sugiere que la activación del PTP no está involucrada. 

Además la actividad permeabilizadora de Bax no se altera por la adición de 

inhibidores del PTP como ciclosporina A, EDTA, o Mg2
•. De hecho, el Mg2

• 

aumenta la liberación del Cyt e por Bax (Eskes et al., 1998). Por otro lado, cuando 

Bax se sobre-expresa o se adiciona a la mitocondria aislada, los cambios en la 

mitocondria como la disminución en el potencial transmembranal se recuperan 

después de 30 a 60 minutos (Waterhouse et al., 2001). En algunos estudios Bax 

sólo es activo en presencia de calcio (Ca2
•). Sin embargo, éste es capaz de abrir 

por sí mismo el PTP e inducir la liberación del Cyt c. 

En algunos estudios, se ha sugerido que Bax puede interactuar con 

proteínas adicionales como el canal de aniones dependiente del voltaje (VDAC) en 

la apoptosis inducida por Bax, funcionando como una proteína receptora en la 

membrana mitocondrial y dando cierta especificidad a la mitocondria como blanco 

de Bax durante la apoptosis. Si VDAC es necesaria para la liberación del Cyt e o 

es parte de la estructura que forma el canal aún permanece sin esclarecerse. Ya 

que algunos estudios reportan que VDAC se requiere para la liberación del Cyt e 

(Shimizu et al., 2000) mientras que otros muestran que los olígomeros de Bax por 

sí mismos son capaces de liberar el Cyt e (Saito et al., 2000). Una explicación a 

esta diferencia podría ser que la estructura cuaternaria de Bax puede influir en la 

capacidad para formar canales ya que los monómeros no forman canales. Por otro 

lado, un estudio con levaduras deficientes de canal de aniones dependiente del 

voltaje (VDAC), mostró que la liberación del Cyt e por acción de Bax es eficiente 

independientemente de la presencia de VDAC (Priault et al., 1999). Se ha 

demostrado por co-inmunoprecipitación y sistema de dos híbridois en levadura 

que Bax interactúa con el transportador del nucleótido de adenosina (ANT), una 

proteína de la membrana mitocondrial interna que forma parte del complejo PTP. 

Bax sólo indujo la muerte celular en presencia de ANT en levaduras (Marzo et al., 

1998a). Además, Bax aumenta la actividad de ANT, la cual forma canales en 

membranas lipídicas y este efecto se ve inhibido por Bcl-2 (Brenner et al., 2000). 

La importancia fisiológica de la interacción de ambas proteinas no se conoce, ni 
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tampoco se conoce algún inhibidor fisiológico requerido para mantener esta 

actividad inhibida a concentraciones fisiológicas de ATP. 

Por otro lado, se ha sugerido que Bax puede tener un efecto adicional a la 

actividad pro-apoptótica en la mitocondria. Ya que se ha visto que Bax puede 

intervenir en la cadena respiratoria. La activación de Bax induce cambios en el pH 

intracelular: alcalinización del espacio intermembranal y acidificación del citosol. 

En un estudio sobre la translocación de Bax provocada por una disminución en la 

concentración de interleucina-7, se observó un incremento en el pH intracelular 

(Khaled et al., 1999). Otro estudio mostro que durante la apoptosis por vía 

mitocondrial ocurre una acidificación del citosol y una alcalinización mitocondrial. 

Estos cambios no se encontraron durante la apoptosis inducida vía receptor de 

muerte (Matsuyama et al., 2000). Sin embargo aún no se sabe si los cambios· 

intracelulares de pH son una causa o un resultado de la apoptosis por vía 

mitocondrial. La formación de canales de Bax ocurre a pH neutro, mientras que 

otras proteínas anti-apoptóticas solo tienen actividad a pH bajo (Antonsson et al., 

1997; Minn et al., 1997; Schlesinger et al., 1997). Además varios estudios han 

demostrado que la muerte celular inducida por Bax y sus efectos como la 

liberación del Cyt e pueden ser inhibidos al bloquear la respiración mitocondrial o 

la actividad de la ATPasa (Tzagoloff, 1970; Eguchi et al., 2000; Harris et al., 2000; 

lkemoto et al., 2000; Matsuyama et al., 2000). 

En cuanto a la regulación de Bax, se ha reportado que los niveles de 

expresión de la proteína cambian durante la apoptosis en varios tipos celulares 

(Krajewski et al., 1995; Ekegren et al., 1999). Por otro lado, se ha visto que la 

proteína supresora de tumores p53 media la activación transcripcional del 

promotor de Bax humano, causando una sobre expresión de la proteína (Miyashita 

y Reed, 1995). En un artículo reciente, se mostró que p53 necesita de factores 

adicionales similares a Sp para la activación transcripcional del gen bax 

(Thornborrow y Manfredi, 2001). Esto indica que al perderse la actividad de p53 en 

células cancerígenas, su función reguladora sobre la expresión de Bax y proteinas 
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con dominio BH3 contribuye a que estas células resistan la apoptosis. La 

regulación de Bax y otras proteínas pro-apoptóticas de la familia de Bcl-2 también 

puede llevarse a cabo a través de modificaciones postraduccionales como 

proteólisis, fosforilación y localización subcelular. Por ejemplo, parece que las 

proteínas del grupo 111 que solo contienen el dominio BH3 conservado activan a 

proteínas del grupo 11 como Bax (Gross et al., 1999; Wei et al., 2001) o facilitan su 

inserción en la mitocondria. Se ha visto que Bax puede ser activada por la 

translocación a la mitocondria de un fragmento del extremo carboxilo terminal de 

Bid (proteína que comparte sólo el dominio BH3) "tcBid" (Gross et al., 1999), el 

cual se forma a través de una modificación proteolítica por la activación de Bid en 

células de clase 11 durante la apoptosis inducida por Fas (Li et al., 1998; Schmitz et 

al., 2000). Un cambio en el dominio amino terminal de Bax se presenta al 

interacturar con Bid (Desagher et al., 1999). Sin embargo, aunque Bax comparte 

estructuras similares con Bid, se ha visto que tienen funciones diferentes en la 

señalización de la cascada apoptótica y que por si mismas muestran un efecto 

desestabilizador en la membrana mitocondrial (Kudla et al., 2000). Por otro lado, 

algunos reportes han sugerido que la actividad de Bax podría estar regulada por 

modificaciones proteoliticas, ya que se ha detectado inmunorreactividad de Bax de 

bajo peso molecular en extractos celulares apoptóticos. Sin embargo, debe ser 

interpretado con cuidado, ya que pudiera existir degradación inespecífica durante 

el proceso de preparación de la muestra, aunque un fragmento de 18 kDa de Bax 

ha mostrado un incremento en la citotoxicidad al ser comparado con Bax 

completo. Lo anterior puede indicar que la proteólisis de Bax debe funcionar como 

una amplificación de la apoptosis. Esto mismo se ha visto cuando el dominio 

amino terminal de proteínas anti-apoptóticas es degradado, lo cual las convierte 

en proteínas pro-apoptóticas (Cheng et al., 1997; Clem et al., 1998). 

Los primeros experimentos sobre Bax, mostraron que la proteína podía 

interactuar con Bcl-2 y Bel-XL. Cuando ambas proteínas anti-apoptóticas se 

encontraban en exceso, podían inhibir la actividad pro-apoptótica de Bax. De 

manera contraria, cuando Bax se encontraba en exceso y dominan los 
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homodímieros de Bax, las células muestran alta susceptibilidad a la apoptosis 

(Oltvai et al., 1993). Por lo tanto, la proporción de Bax/Bcl-2 y no sólo la 

concentración de cada proteína, representa mejor la susceptibilidad de la célula a 

morir. Es decir, al aumentarse la proporción de Bax/Bcl-2 el efecto anti-apoptótico 

de Bcl-2 es inhibido y las células pueden presentar apoptosis. Esto se ha 

comprobado en diversos experimientos (Oltavai et al., 1993; Boise et al., 1993; 

Williams y Smith, 1993; Barinaga, 1994). Por ejemplo, en experimentos con 

cultivos de células lúteas, al aumentar la proporción de bax/bel-2, el efecto 

inhibidor de bcl-2 sobre la apoptosis inducida por la expresión del gen c-mye se 

encuentra bloqueado y la expresión de bax en exceso provocan la apoptosis, y las 

células presentan fragmentación de DNA (Leng et al., 2000). 

3.4.4 Bcl-x 

Otro miembro de la familia de genes bel-2, es bcl-x. Fué identificado por 

medio de la hibridación cruzada de bibliotecas genómicas usando como prueba a 

bcl-2 (Boise et al., 1993). Se han identificado dos tipos de mRNA con una función 

biológicamente opuesta: bel-XL (forma larga) y bel-xs (forma corta), en el humano y 

el ratón. Además se han descrito dos formas adicionales en rata y/o ratón: bcl-xp y 

bcl-x'1TM. pero aún no se conoce su función biológica. Algunas de estas isoformas 

parecen tener una expresión ubicua mientras que otras son expresada de manera 

tejido-específico o en respuesta a un estímulo específico (Shiraiwa et al., 1996). 

La proteína Bcl-xi\TM. previene la muerte celular programada y la cuarta isoforma 

Bcl-xp, promueve la apoptosis y parece ser específica para cerebelo, corazón y 

timo. Finalmente, Bcl-Xy se identificó recientemente como una proteína 

antiapoptótica, la cual es inducida en los linfocitos y se relaciona con la expresión 

del receptor de células T (TCR) (Yang et al., 1997). 

El gen bel-x está compuesto por tres exones, el primer exón no es 

traducido, mientras que los otros dos exones codifican para tres mRNA diferentes : 
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bel-XL, bel-xs y bel-xfhl y sus productos correspondientes se obtienen por medio de 

splieing alternativo. Además, se identificó un intron de 283-pb y un gran intrón que 

separaba a los dos exones codificantes. La estructura genómica de bcl-x en el 

ratón se parece a la de bel-2 _de humano y de ratón. Ambos tienen tres exones, 

con el exon 11 y 111 como exones codificantes y contienen dos intrones que separan 

a los exones (Grillot, 1997). La comparación de los diferentes DNA 

complementarios en otro estudio, reveló que la proteina Bel-XL se encuentra 

codificada por los exones 11 y 111. El mRNA de bel-xs es generado por un sitio de 

splieing alternativo localizado en la posición 375 del exón 11. El sitio donador GT 

alternativo de bel-xs es desplazado al sitio aceptar AG del exón 111 para formar el 

mRNA de bel-xs. Es por esto, que el mRNA de bel-XL y bel-xs difieren en el exón 11 

en la región de 189 pb localizada en 3', pero comparten la secuencia al exón 111 

(Grillot, 1997). 

La proteína Bel-XL muestra una alta homología con Bcl-2, contiene 233 

aminoácidos con dominios similares a los de Bcl-2. El dominio BH4 abarca del 

aminoácido 5 al 24, el dominio BH3 se encuentra ubicado entre los aminoácidos 

86 y 100. Los dominas BH1 y BH2 abarcan del aminoácido 128 al 148 y del 180 al 

195, respectivamente, los cuales son necesarios para la función anti-apoptótica de 

la proteína (Sedlak et al., 1995). El dominio transmembranal TM se encuentra 

ubicado entre los aminoácidos 213 y 231. 

Bel-XL se localiza en la membrana nuclear, en la envoltura perinuclear y en 

la memebrana externa de la mitocondria (González-García et. al., 1994), e inhibe 

la apoptosis inducida por una gran cantidad de estímulos (Boise et al., 1993; 

González-García et al., 1994; Fang et al., 1994). En los primeros experimentos 

con las proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-xL mostraron que su sobre-expresión 

podía inhibir la actividad pro-apoptótica de Bax (Korsmeyer et al., 1993). La 

formación de oligómeros de Bax es prevenida por la expresión de Bel-XL y por lo 

tanto inhibir la liberación de Cyt e inducida por Bax (Nechustan et al., 2001). Sin 

embargo, la actividad anti-apoptótica de Bel-XL se ha visto inhibida por su 
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interacción con otras proteínas pro-apoptóticas de la familia Bcl-2. Por ejemplo, 

Bel-XL puede unirse con mayor afinidad a Bad (miembro pro-apoptótico de la 

familia Bcl-2). De hecho, en células que sobre-expresaron ambas proteínas anti

apoptóticas, se presentaron heterodímeros Bcl-xL/Bad y Bcl-2/Bax, sin presentarse 

heterodímeros Bcl-xL/Bax (Yang et al., 1995). Además, la actividad anti-apoptótica 

de Bel-XL también puede ser neutralizada por Bad (proteína con dominio BH3), 

cuando esta proteína pro-apoptótica es fosforilada en dos residuos de serina (Ser 

112 y Ser 136). A la heterodimerización de Bcl-xL/Bad también se le ha atribuido el 

arresto celular GO/G1, lo cual sugiere una relación entre el control del ciclo celular 

y la regulación de la apoptosis (Chattopadhyay et al., 2001). Otra nueva proteína 

pro-apoptótica con dominio BH3: PUMA, interac~úa con Bel-XL en la mitocondria 

inhibiendo su actividad anti-apoptótica e induce la liberación del Cyt c. Así mismo, 

se ha visto que Bc-xL puede neutralizar la actividad apoptótica de Bak (proteína 

del grupo 111) en la mitocondria y después de un estímulo apoptótico disociarse de 

ésta debido a un cambio conformacional, dejando a Bak libre para ejercer su 

actividad pro-apoptótica (Griffiths et al., 1999). 

Además, un análisis de la estructura tridimensional de la protelna Bel-XL, 

mostró una similitud entre los dominios formadores del poro con la toxina diftérica 

y colicinas bacteriales, sugiriendo que las proteínas de la familia Bcl-2 podrían 

actuar formando canales en la" mitocondria (Muchmore et al., 1996). Esta similitud 

entre Bel-XL y Bcl-2 muestra la importancia del primero en el control de la 

apoptosis. Aún más, Bel-XL se ha encontrado en una gran variedad de células con 

patrones de expresión diferentes a Bcl-2 e incluyen los organos reproductivos 

como epitelio mamario, epitelio secretor y células basales de la próstata y células 

del endometrio (Krajewski et al., 1994). Sugiriendo que ambos genes regulan de 

forma diferente o en diferentes células, la muerte celular. 

En contrastre, bc/-xs codifica para una proteína de 170 aminoácidos en la 

cual la región más semejante a Bcl-2 ha sido eliminada. La proteína de Bcl-xs es 

una excepción del grupo 11 de .miembros pro-apoptóticos, ya que contiene sólo los 
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dominios BH3 y BH4, los cuales se localizan entre los aminoácidos 5 -24 y 86-

100, respectivamente. La proteína Bcl-xs contien el dominio TM localizado entre 

los aminoácidos 129 y 147. En cuanto a su función, promueve la apoptosis por la 

interacción con Bcl-2 y Bel-XL (Boise et al., 1993; Minn, et al., 1996) aunque no se 

conoce bien como actúa. Algunos estudios han reportado que podría estar 

inhibiendo la función antiapopotótica por la formación de heterodímeros con Bel-XL 

aumentando la función proapoptótica de otras proteínas como Bax. Sin embargo, 

existe evidencia de que Bcl-x5 puede localizarse en el citosol de células PC12 y 

translocarse a la mitocondria como una proteína multidominio cuando se sobre

expresa. Lo anterior ha sugerido su acción pro-apoptótica en este organelo 

(Lindenboim et al., 2000). 

3.5 EL GEN SUPRESOR DE TUMORES p53 

La proteína p53 tiene una secuencia primaria compuesta por 393 

aminoácidos la cual ha sido dividida en cuatro dominios funcionales. El extremo 

amino terminal contiene el dominio de activación de la transcripción y está ubicado 

en los primeros 42 aminoácidos, es muy ácido con carga neta similar a la que 

presentan los transactivadores de la transcripción como la proteína Gal-4. Este 

extremo interactúa con la maquinaria basal de la transcripción regulando 

positivamente la expresión de diferentes genes (p21NVaf1, MDM2, GADD45, 

ciclina G, bax, PIGs e IGF-BP3, entre otros). En los primeros estudios sobre su 

posible función como regulador de la transcripción se fusionó p53 con el dominio 

de Gal-4 que se une al DNA y el gen fusionado p53/Gal-4 dio lugar a una gran 

inducción de la actividad del gen reportero comparada con la actividad inducida 

únicamente con Gal-4 (Unger et al., 1990). Estos resultados indicaron que p53 

puede funcionar como transactivador de la transcripción cuando es fusionado a un 

dominio que se une al DNA. Se ha visto que los aminoácidos F19, L22 y W23 se 

requieren para la activación de la transcripción de la proteína in vivo (Lin et al., 
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1995) y son responsables de su interacción con la caja TATA (TBP) y con otros 

factores asociados a TBP (Horikoshi et al., 1995; Lu et al., 1995; Thut et al., 1995). 

La actividad transcripcional se regula negativamente por la proteína EIB-55Kd de 

adenovirus y la proteína MDM2 de humano a través de la interacción con los 

aminoácidos 22 y 23 (Lin et al., 1995). 

El extremo carboxilo terminal es rico en aminoácidos básicos similar a 

aquellos que se unen al DNA y tiene tres señales de localización nuclear (NLS). El 

dominio de unión al DNA ocupa casi 2/4 partes de la proteína y se encuentra 

ubicado entre los residuos 102 a 292 La proteína tetramérica de p53 se une a 

cuatro repeticiones de una secuencia consenso del DNA: 5'-Pu Pu Pu C (A/T)-3'. 

Esta secuencia se repite en dos pares, cada una arreglada como repeticiones 

inversas (Cho et al., 1994). Basándose en ésta secuencia se ha especulado que 

p53 se une al DNA ya sea como homodímero, homotetrádimero. Se ha 

demostrado que la proteína requiere de un cambio estructural para activar su 

unión al DNA. 

La unión de p53 al DNA es activada por la fosforilación de los residuos 

8378 y 8392 por la cinasa C y la caseina cinasa 11, respectivamente, o por la 

desfosforilación del residuo 8376, o la acetilación, por la proteína CBP/p300, de 

los residuos K373 y K382, o por la delación de este dominio carboxilo terminal 

básico y/o la unión del anticuerpo Pab421 a los residuos 370-378 (Caspari, 2000; 

Jayaraman y Pives, 1994). Estos datos han llevado a postular que el extremo 

carboxilo terminal determina la conversión de p53 entre las formas que están 

inactivas y formas que están activas para su unión al DNA, en forma alostérica 

(Waterman et al., 1995). 

Esta proteína tiene una vida media corta (usualmente menos de 30 

minutos), la cual puede influenciar la expresión génica por medio de la 

transactivación positiva de genes que contienen en su secuencia de DNA un 

elemento de respuesta para p53 y en forma negativa por medio de la supresión de 
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la transcripción de algunos genes que no contienen dicho sitio de respuesta a p53. 

Estas observaciones predicen un modelo para la función de p53 en la supresión 

de tumores inhibiendo el crecimiento de células tumorales en cultivo por inhibición 

de la transcripción de genes que promueven el crecimiento tales como c-fos y c

jun, y la inducción de genes que están involucrados en el control negativo del 

crecimiento y de la diferenciación como bax. 

La proteína p53 induce la apoptosis en varios tipos celulares, 

particularmente en las células de línea hematopoyética (Oren, 1994). Así mismo, 

diversos estímulos pueden causar apoptosis dependiente de p53 tales como el 

daño al DNA (Lowe et al., 1993a), expresión de oncogenes virales (i.e. EIA de 

adenovirus (Debbas y White, 1993) o E7 de papilomavirus (Howes et al., 1994)), 

expresión de oncogenes celulares (i.e. myc (Wagner, 1994)), pérdida de factores 

de crecimiento (Canman et al., 1995) o de interleucinas (Gottlieb et al., 1994), o 

por pérdida de genes supresores de tumores (i.e. Rb (Wu y Levine, 1994)) 

(Schuler y Green, 2001 ). La muerte celular inducida por p53 involucra a una 

multitud de vias moleculares como la transactivación de genes blanco y eventos 

de señalización directa (Levine, 1997; Harris, 1996; Gottlieb y Oren, 1998). 

Una gran cantidad de .genes inducidos por p53 podrían participar en la 

acción apoptótica de este gen como son: Bax (Miyashitad y Reed, 1995), 

Fas/AP0-1 (Owen-Schaub et al., 1995; Muller et al., 1998) y KILER/DR5 (Wu et 

al., 1999), o genes inducidos por p53 (PIGs), genes que aún no tienen un papel 

definido en la señalización (positiva y negativa) tales como p85 subunidad 

reguladora de la fosfatidil-3-0H cinasa durante la apoptosis oxidativa (Yin et al., 

1998) y proteína de unión a factores de crecimiento similares a la insulina 

(Buckbinder et al., 1995), entre otros que comienzan a descubrirse por técnicas 

más sensibles (por ejemplo PIR121) (Saller et al., 1999). 

Los genes inducidos por p53 (PIGs) son 13 genes involucrados en el control 

redox, y son activados antes de la apoptosis mediada por p53. Con esta 
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información se ha postulado que p53 induce transcripcionalmente la expresión de 

PIGs causando la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) que 

causan daño oxidativo a la mitocondria, lo cual activa la cascada de caspasas 

para inducir la apoptosis (Figura 6) (Polyac et al., 1997). 

La proteína de unión al factor de crecimiento tipo insulina 3 (IGF-BP3) 

afecta el crecimiento, y el gen que codifica para esta proteína se regula por p53 

(Figura 6). Al unirse ésta proteína a IGF previene la interacción con su receptor 

(IGFR), bloqueando la vía de señalización de IGF que induce la mitosis 

(Buckbinder et al., 1995). 

Fas y DR5 pertenecen a la familia del receptor de necrosis tumoral (TNRF). 

Estas proteínas se encuentran ubicadas en la membrana citoplasmática y 

contienen un dominio intracelular que es fundamental para la transducción de la 

señal apoptótica. Estos receptores son activados por un ligando; FAS es activado 

por FASL y DR5 por TRAIL (ligando que induce apoptosis relacionado con TNF). 

Estos receptores también se pueden activar en ausencia del ligando por la sobre

expresión del receptor. La activación el receptor, dependiente o independiente de 

ligando, induce la trimerización del receptor, lo cual induce el reclutamiento de 

proteínas adaptadoras intracelulares y la subsecuente activación de la cascada de 

caspasas (Figura 6) (Sheik y Fornace, 2000) 

En el caso de bcl-2, éste es inhibido por p53 (en algunos tipos celulares). La 

sobre expresión de Bcl-2 puede bloquear la apoptosis inducida por p53. 

La proteína p53 puede inducir la apoptosis tanto por medio de su función 

transactivadora, como por una actividad que no requiere de dicha función. Esto 

último se ha observado en varios tipos celulares, en donde la apoptosis mediada 

por p53 iniciada por daño al DNA ocurre en ausencia de síntesis de RNA o 

proteínas o en presencia de p53 con deficiente función transactivadora (Haupt et 

al., 1995). Sin embargo, la inducción de apoptosis también puede ocurrir por vías 
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independientes de p53 (Lowe ·et al., 1993b; Gottlieb y Oren, 1998; Caelles et al., 

1994). Además, no se ha mostrado la función de p53 como un efector critico de la 

apoptosis funcionando de manera análoga al gen Waf1 durante el arresto celular 

en la fase G1, por ejemplo se ha visto que p53 puede inducir apoptosis 

independientemente de la presencia de Bax (Saller et al., 1999; McCurrach et al., 

1997, Knudson et al., 1995; Clarke et al., 1993, Donehowe et al., 1992). 

Como se puede observar, p53 media la apoptosis por múltiples 

mecanismos. Recientemente se han descrito otras proteínas homólogas a p53 

como son p73 y p63 que pueden inducir la apoptosis por mecanismos usados por 

p53. Sin embargo, estas proteínas tienen características capaces de llevar a cabo 

la apoptosis por vías diferentes de p53. Por ejemplo, p73, inducido por E2F-1, es 

capaz de provocar la apoptosis en ausencia de p53 en fibroblastos de embrión de 

ratones knockout para p53 o en líneas celulares tumorales deficientes de p53 

(lrwin et al., 2000). 
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Figura 6. Regulación de la apoptosis por p53. La proteína p53 activa la cascada de 
caspasas ya sea por vía de los receptores de muerte (Fas/DR5) o por medio de la 
liberación del citocromo c de la mitocondria regulado por los genes inducidos por 
p53 (PIGs) o por la familia de Bcl-2. p53 también puede inducir apoptosis al inferir 
con la vía de señales mitogénicas o de supervivecia mediadas por IGF (Mendoza
Rodríguez, et al., 2001). 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El epitelio uterino de la rata presenta una regresión ciclica mediante 

apoptosis o muerte celular programada (PCD) después de presentarse una 

disminución en los niveles plasmáticos de estradiol (E2) y progesterona (P4 ). A 

pesar de conocerse su efecto antiapoptótico, hasta ahora el mecanismo por el cual 

estas hormonas regulan la apoptosis en este tejido permanece sin esclarecerse. 

Se han realizado estudios que demuestran que existe un control hormonal sobre la 

expresión de genes anti- y pro- apoptóticos que pertenecen a la familia bc/-2. Sin 

embargo, la mayoría de estos estudios se enfocan a la expresión del gen bcl-2 y 

en ocasiones se relaciona con su antagonista a nivel proteico bax en el 

endometrio humano durante el ciclo menstrual. Además, se ha estudiado por 

separado la regulación de la expresión de las isoformas de bcl-x por tratamiento 

hormonal. No se han realizado estudios que correlacionen la expresión de estos 

genes con el nivel de expresión de p53 en un tejido que presenta apoptosis en 

condiciones fisiológicas. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo General 

• Determinar la expresión de p53, bel-2, bax y las isoformas de bel-x en el 

útero de la rata durante el periodo de regresión del epitelio. 

5.2 Objetivos Particulares 

• Conocer el patrón de expresión de los genes p53, bel-2, bax, bel-XL y bel-xs 

a nivel de mRNA en el útero de la rata. 

• Conocer el patrón de expresión de los genes p53, bel-2, bax, bel-XL y bel-xs 

a nivel de la proteína en el epitelio luminal y glandular que se encuentra en 

regresión. 

• Establecer una correlación entre la expresión de los genes de la familia Bcl-

2 estudiados con la expresión de p53 a nivel de mRNA en el útero de la rata 

y a nivel de la proteína en el epitelio luminal y glanduar. 

• Establecer una correlación entre la expresión de genes antiapoptóticos con 

genes proapoptóticos para evaluar su función en la apoptosis presente 

durante la regresión del epitelio uterino. 
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6.HIPÓTESIS DE TRABAJO 

Debido a que el útero de la rata se encuentra sujeto a cambios cíclicos 

dependientes de la concentración plasmática de E2 y P4 y sabiendo que ambas 

hormonas tienen un efecto antiapoptótico, se espera encontrar un nivel alto de 

expresión de genes antiapoptóticos cuando los niveles de E2 y P4 se 

encuentren elevados (durante el día del proestro). Así mismo, se espera 

encontrar un mayor nivel de expresión de genes proapoptóticos al disminuir la 

concentración hormonal y antes de presentarse la muerte celular que se 

observa en la etapa del estro del ciclo estral. 
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7. MATERIAL Y METODOS 

7.1 Animales de experimentación 

Para este estudio se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Wistar con 

200-250 g de peso, las cuales se mantuvieron en un ciclo de luz:oscuridad 

12:12 con agua y comida ad libitum. 

Se utilizaron las ratas que presentaron por lo menos 3 ciclos regulares con 

una duración de cuatro días, los cuales se determinaron por medio del análisis 

microscópico de frotis vaginales diarios. Se sacrificaron por decapitación a 

diferentes horas durante la transición de la fase del proestro al estro: 13:00 y 

21:00 horas del proestro, y 0:00, 2:00, 5:00, 8:00 y 13:00 horas del estro. Se 

usaron 3 animales por cada hora de estudio. Inmediatamente después de 

sacrificar al animal se disectaron ambos cuernos uterinos para procesarlos, 

uno de ellos para extracción de RNA total y el otro para inclusión en parafina. 

7.2 Retrotranscripción acoplada a la Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) 

7.2.1 Extracción de RNA total 

Para cada grupo de ratas se extrajo el RNA total como se describe a 

continuación: los tejidos se homogenizaron con un politrón en TRlzol a 4ºC_(1 mi 

de TRlzol por cada 1 OOmg de tejido) en tubos estériles prelavados con agua 

destilada y con solución de dietil pirocarbonato al 0.1 % (agua-DEPC). Se lavó el 

politrón con agua-DEPC (inhibidor de RNAsas) entre la homogenización de cada 

muestra. 

Se extrajo el RNA con cloroformo a partir del homogenado (200µ1 de 

cloroformo por cada mi de homogenado). Se agitó 30 segundos en vortex. Se dejó 
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reposar por 5 minutos en hielo y se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm a 4ºC 

por 15 minutos. La fase acuosa contiene el RNA, mientras que el DNA y las 

proteínas se mantienen en la interfase y la fase orgánica. A la fase acuosa se le 

agregó un volumen igual de isopropanol y se almacenó a 4 ºC durante toda la 

noche para permitir que precipitara el RNA. 

Se centrífugaron las muestras a 12,000 rpm a 4ºC por 15 minutos para 

obtener la pastilla blanca amarillenta de RNA. Se removió el sobrenadante y se le 

agregó etanol al 80%, preparado con agua-DEPC. Se centrífugó a 7,500 rpm a 

4ºC durante 8 minutos. 

Se removió el sobrenadante y se quitó el exceso de humedad escurriendo 

los tubos en sentido inverso sobre una gasa estéril, sin secar por completo la 

pastilla para evitar su insolubilidad. Se agregó 30µ1 de agua-DEPC (inhibidor de 

RNAsas) para disolver la pastilla. 

7.2.2 Cuantificación de RNA 

Se realizaron diluciones 1 :500 y se leyó la absorbancia de las muestras a 

las longitudes de onda de 260 nm y 280 nm. Para obtener la concentración de 

RNA en cada muestra se utilizó la fórmula: 1 O.O. a 260 nm= 40 µg de RNA/ml 

Además, se determinó la pureza del RNA por medio de la relación de 

absorbancias obtenidas a 260 nm y 280 nm. 

7.2.3 Electroforesis de RNA 

Se preparó un gel desnaturalizante de agarosa al 1 % con formaldehído 6% 

y MOPS al 1 X. Se disolvió la agarosa en el agua-DEPC y posteriormente se 

agregó el formaldehido y el MOPS, se mezcló y se virtió en un molde de 

electroforesis. Las muestras se prepararon para el corrimiento electroforético con 
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formamida al 50%, formaldehído al 6.5%, MOPS 1X, amortiguador de carga para 

RNA 1X y bromuro de etidio 5µg, para 3 µg de RNA. El RNA se mezcló con la 

formamida, el formaldehído y el MOPS, y se calentó a 65ºC durante 15 minutos. 

Después de reposar en hielo 5 minutos, se agregó el amortiguador y el bromuro 

de etidio. Las muestras se cargaron en el gel y se corrieron a 70 volts por 120 

minutos. El gel se analizóo en un transiluminador de luz ultravioleta. 

7.2.4 Rctrotranscripción del RNA (RT) 

Se realizó la retrotranscripción de RNA para obtener el DNA 

complementario (cDNA), para lo cual se preparó una mezcla de reacción que 

contenía 4µg de RNA, Amortiguador RT(1X), DTT(10 mM), dNTPs (0.5 mM de 

cada uno), Oligo(dT) primers (0.05 µg), RT M-MLV (400 U) y agua (cbp 5µ1). Se 

mezclaron los reactivos en un microtubo y se incubó a 37ºC durante una hora. 

7.2.5 Síntesis de Oligonucleótidos 

Para detectar la expresión de p53, bc/-2, bax, bel-XL y bcl-xs se utilizaron los 

siguientes pares de oligonucleótidos sintetizados y purificados por Accesolab, Life 

Technologies: 

Tabla 2. 

Oligo sentido Oligo antisentido 

p53 5'-GCATGGGGGGCATGAACCGCCG-3' 5'-GGTCTTCGGGT AGCTGGAGTGAGC-3' 

bcl-2 5'-GCAACCGAACGCCCGCTG TG-3' 5'-GTGATGCAGGCCCCCACCAG-3' 

Bax 5' -TGGCGATGAACTGGACAACAAC-3' 5'-CCCGAAGTAGGAAAGGAGGC-3' 

bcl-x 5'-AGG CTGGCGATGAGTTTGGAA-3' 5'-CGGCTCTCGGCTGCTGCATT-3' 

GAPDH 5'-CCTGCACCACCAACTGC-3' 5 '-CAA TGCCAGCCCCAGCA-3' 
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Los oligonucleótidos delimitan un fragmento de 389 pb del cDNA de p53 de 

rata que abarca de +718 a +1107 (Soussi et al., 1988), un fragmento de 473 pb del 

cDNA de bcl-2 de rata que abarca de +398 a +871 (Kim et al., 2000), un fragmento 

de 300 pb del cDNA de bax que abarca de +198 a +498 (lgase et al., 1999), un 

fragmento de 346 pb del cDNA de bel-XL que abarca de +245 a +422 y este 

mismo oligonucleótido delimita un fragmento de 147 pb del cDNA de bcl-xs que 

abarca de +275 a +630 (Dubal et al., 1999), un fragmento de 453 del cDNA de 

GAPDH (Lau K.M. et al., 1998). 

7.2.6 Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) 

Mediante esta técnica se amplificó un fragmento de los genes, realizando la 

mezcla de reacción con Amortiguador PCR (1X), MgCl2 (1mM), dNTPs (0.2 mM de 

cada dNTP), Oligo Sentido (0.5 µM), Oligo Antisentido (0.5 µM), Taq DNA 

polimerasa (2.5 U) H20 (cbp 35 µI). A 5 µI de reacción RT se le agregó 35µ1 de la 

mezcla para PCR. La reacción se llevó a cabo en un termociclador Perkin Elmer 

Cetus Modelo 9600. Se realizó un ciclo inicial de desnaturalización a 95ºC por 

cinco minutos, seguido por 25 ciclos de reacción dentro de la fase exponencial de 

la amplificación con 1 minuto de desnaturalización a 95ºC, 1 minuto de alineación 

de los oligonucleótidos iniciadores a 60 ºC para p53, bax, bcl-xs, bel-XL y GAPDH y 

68ºC para bcl-2, y un minuto de extensión a 72ºC. Al finalizar los 25 ciclos, se 

realizó un ciclo de extensión a 72 ºC por 5 minutos. 

72. 7 Electroforesis de los productos de RT-PCR 
• 

Se corrieron 15 µI de los productos obtenidos del PCR en un gel de agarosa 

al 2.0%, disolviendo en éste bromuro de etidio para una concentración final de 0.5 

µg/ml. A cada muestra se le adicionó 2 µI de amortiguador de carga para DNA. El 
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gel se corrió en un amortiguador TBE 1X a 90 volts durante 90 minutos. Se 

anallizó el gel en un transiluminador de luz ultravioleta y se tomó una fotografia. 

7.2.8 Análisis densitométrico 

Se realizó el análisis densitométrico mediante el programa Scion lmage, se 

analizó el área bajo la curva para las diferentes muestras a diversas horas durante 

la transición de la fase del proestro al estro. La expresión relativa se considera en 

base a la expresión constitutiva del gen GAPDH. 

7.2.9 Análisis estadístico. 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, y los datos se procesaron 

con un análisis de varianza de una sola vía (ANOVA) seguida por una prueba de 

comparación múltiple de Tukey. Se usó el programa Prism 2.01 para calcular los 

valores de probabilidad y los errores estándar de la media (±ESM). 

7.3 Inmunohistoquímica (IHQ) 

7.3.1 Procesamiento del tejido 

Una vez que se disectaron los tejidos, se fijaron en paraformaldehido al 4% en 

PBS durante 2 horas. Posteriormente se sometieron a un proceso de deshidratación, 

con soluciones de etanol al 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% preparadas con 

agua DEPC, y en etanol y xilol al 100%. Se impregnaron en parafina a 60ºC durante 

30 minutos y toda la noche; posteriormente fueron incluidos en parafina. 
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7.3.2 Preparación del tejido para ffiQ 

Se realizaron cortes de 5 µm de grosor en microtomo y se colocaron en 

laminillas tratadas con Poli-L-lisina (Sigma). Los cortes histológicos ·se 

desparafinaron durante 15 minutos a 60ºC y se rehidrataron. 

7.3.3. Inmunohistoquímica 

Para recuperar el antígeno de interés, los tejidos se trataron con en citrato de 

sodio 1 O mM pH 6 hirviendo durante 20 minutos con un descanso intermedio de 5 

minutos entre cada 1 O minutos. Se bloqueó la peroxidasa endógena con H202 al 3% 

durante 30 minutos. Posteriormente se permeabilizó con triton X-100 al 0.5 % 

durante 30 minutos. Entre cada tratamiento se realizaron 2 lavados de 5 minutos con 

PBS. 

Se bloqueó con suero anti-conejo o anti-cabra al 5 % con H202 al 1 % 

dependiendo de la naturaleza del anticuerpo primario (tabla 3). Posteriormente se 

incubó con el anticuerpo primario dirigido contra la proteína investigada (p53: sc-

6243c, Bcl-2: sc-492, Bax: sc-526, Bcl-xL: sc-7122, Bcl-Xs1L: sc-634; Santa Cruz 

Biotechnology lnc., Santa Cruz, CA) por 24 h a 4 ° C. 

Para obtener el control negativo, se omitió el anticuerpo primario en el caso de 

p53 en PBS con Tritón 3%, mientras que los demás anticuerpos se adsorbieron 

previamente con su respectivo péptido bloqueador. Para ello, se determinó la 

dilución mayor-del anticuerpo necesaria para obtener un resultado consistentemente 

positivo. Se combinó el anticuerpo con el péptido bloqueador en exceso (5 veces 

más en peso), incubando la mezcla durante 2 horas a temperatura ambiente en un 

pequeño volumen de PBS para favorecer la reacción antígeno-anticuerpo. Después 

de la neutralización, se diluyó la mezcla según la dilución de trabajo apropiada y se 

procedió con el protocolo experimental. 
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Tabla 3. Especificidad del" anticuerpo 

Especificidad del Dilución (PBS con 

Anticuerpo primario Naturaleza del Anticuerpo Triton 3%) 

P53 de ratón, rata y humano lgG Policlonal de conejo 1:100 

Bcl-2 de ratón, rata y humano lgG Policlonal de cabra 1:750 

Bax de ratón, rata y humano lgG Policlonal de cabra 1:250 

Bel-XL de ratón, rata y lgG Policlonal de cabra 1:250 

humano 

Bcl-xs y Bel-XL de ratón, rata y lgG Policlonal de conejo 1:250 

humano 

El anticuerpo primario se detectó por un anticuerpo secundario biotinilado que 

se incubó por 2 h y después con el complejo avidina-biotina por 1 h. La reacción se 

reveló con diaminobencidina y se contratiñó con hematoxilina. Las células marcadas 

se observaron en un microscopio de luz. La intensidad de reacción inmunopositiva 

obtenida en el epitelio luminal y glandular se determinó con ayuda del programa 

Zeiss, capturando las imagenes de tres úteros diferentes por cada hora estudiada y 

analizando todas las células de los epitelios asignando un valor de densidad en una 

escala de O - 255 (O = blanco 255 = negro) a la intensidad de la tinción. 

7 .3 Cuantificacjón Hormonal 

Se llevó a cabo la cuantificación del nivel hormonal en plasma sanguíneo por 

radioinmunoanálisis (RIA) (Abraham, 1975). Se cuantificaron los niveles de estradiol 

y progesterona de los animales sacrificados a diferentes horas durante la transición 

de la fase del proestro al estro: 13:00 y 21 :00 horas del proestro, y 0:00, 2:00, 5:00, 

8:00 y 13:00 horas del estro. La sensibilidad del ensayo fue de 5.4 pg/ml para el 

estradiol y de 8.3 ng/ml para la progesterona. Los coeficientes de variación intra e 

ínterensayo fueron de 5.3 ± 8% y 6.5 ± 10%, respectivamente. 
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8.RESULTADOS 

8.1 EXPRESIÓN DE LOS GENES p53, bcl-2, bax, bel-XL y bcl-xs A NIVEL DE 
mRNA 

Para conocer la expresión de los genes p53, bel-2, bax, bel-XL y bel-xs a 

nivel del mRNA en el útero de la rata, durante la transición de la etapa del proestro 

al estro, se utilizaron ratas que presentaron por lo menos tres ciclos estrales 

regulares de cuatro días de duración, los cuales fueron determinados por medio 

del análisis microscópico de frotis vaginales diarios. Se sacrificaron los animales a 

las 13 y 21 horas del proestro y a las O, 2, 5, 8 y 13 horas del estro. 

Inmediatamente después de sacrificar al animal, se disectaron ambos cuernos 

uterinos. Uno de ellos se utilizó para la extracción de RNA total y otro para 

investigar la expresión de la proteína. 

La extracción del RNA total se realizó por la técnica de isotiocianato de 

guanidina/fenol/cloroformo. Cada muestra se corrió por electroforesis en un gel 

desnaturalizante de agarosa para observar su integridad (Figura 7). En la figura 7, 

se muestra la electroforesis de los RNAs obtenidos del útero de la rata en cada 

hora. Se observan bandas de RNA que corresponde a los RNA ribosomal de 28s, 

18s, y 5s, los cuales se muestran íntegros. 

A partir de los RNAs obtenidos, se realizó el RT-PCR para amplificar la 

señal del mRNA de cada gen estudiado, utilizando GAPDH como gen de 

expresión constitutiva. Se realizó la electroforesis de 15µ1 del producto de RT-PCR 

y se observo su corrimiento en un gel de agarosa al 2.5% con la ayuda de un 

transiluminador. Esta concentración se utilizó para observar una buena resolución 

de las bandas estudiadas, ya que los fragmentos de cDNA obtenidos fueron 

menores de 500 pb. Las bandas obtenidas para cada RT-PCR de cada gen 
' 

correspondieron al tamaño del fragmento esperado: bel-2 de 473 pb, bax de 300 

pb, bel-XL de 346 pb, bel-Xs de 147 pb, p53 de 389 pb y GAPDH de 453 pb. 
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Figura 7. Electroforesis del mRNA del útero de la rata corrido en un gel 
desnaturalizante de agarosa. Se muestran los RNAs ribosomales 28s, 18s y 5s de 
útero de ratas sacrificadas a las 13 h (P 13 h) y 21 horas (P 21 h) del proestro y a 
las O, 2, 5, 8 y 13 horas del estro (E Oh, E 2 h, E 5 h, E 8 h, E 13 h). 

Se realizó la densitornetría de las bandas obtenidas para cuatro 

experimentos diferentes. En la figura 8, se observa un gel respresentativo de los 

productos de RT-PCR de cada gen estudiado, usando corno gen de expresión 

constitutiva el gen de GAPDH. La expresión relativa del mensajero se obtuvo al 

corregir la expresión de cada gen con la de GAPDH. 
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Figura 8. Expresión del mRNA de los genes p53, bc/-2, bax, bel-XL y bcl-xs durante 
la fase de transición del proestro al estro del ciclo estral. Se muestra un gel 
representativo de los productos de RT-PCR para evaluar la expresión de cada 
gen. Cada RT-PCR se realizó a partir del RNA total obtenido del útero de la rata a 
las horas de proestro y estro estudiadas. Se utilizó como gen control de expresión 
constitutiva el gen de GAPDH. 
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En la figura 9, se muestra la expresión relativa del mRNA de p53, bel-2, bax, bel-XL 

y bel-x5 . La expresión de bel-2 presenta una disminución significativa a las Oh y 2 

h del estro respecto a las 5 h, 8 h y 13 h del estro. La expresión de bax no 

presenta cambios significativos a las horas del ciclo estral estudiadas. La 

expresión de bel-XL presenta un valor mínimo a las O h del estro. Sin embargo, 

esta disminución no es significativamente diferente con las demás horas 

estudiadas. La expresión de bel-xs no presenta cambios significativos dentro de 

las horas del proestro al estro. La expresión de p53 se mantiene sin cambios 

significativos a lo largo de la fase de transición del proestro al estro del ciclo estral 

y aumenta significativamente a las 13 horas de la fase del estro con respecto a las 

13h y 21 h del proestro y Oh, 2 h y 5 h del estro. 

Se realizó la proporción de la expresión relativa de los RNAs mensajeros de 

bax sobre bcl-2 para analizar la función pro-apoptótica de bax en el útero de la 

rata durante las horas que preceden a la muerte celular que se observa en la 

etapa del estro del ciclo estral. Se encontró que la proporción aumenta 

significativamente a partir de las O h del estro y tiene un valor máximo a las 2 h del 

estro. Posteriormente, la proporción disminuye a partir de las 5 h del estro (Figura 

1 O). También, se obtuvo la relación de bel-xs sobre bel-XL de la expresión relativa 

de cada gen. Esta relación aumenta significativamente de a las 21 h del proestro 

con respecto a las 13 h de la misma fase y posteriormente disminuye 

progresivamente hacia las 13 h del estro (Figura 1 O). 
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Figura 9. Expresión relativa del mRNA de los 
genes p53, bcl-2, bax, bel-XL y bcl-Xs en el 
útero de rata durante la fase de transición del 
proestro (P) al estro (E) del ciclo estral. Los 
resultados se presentan como datos 
densitométricos de las fotografias. La expresión 
relativa se obtuvo al corregir la expresión de los 
genes estudiados con los de GAPDH. Los 
valores representan la media± E.S.M. 
Para bcl-2 *p Eº" < 0.05 contra E 5h y < 0.01 
contra E 8h y E 13 h. •p E 2h < 0.01 para E 8h y 
E 13 h. 
Para p53 •p < 0.05 con respecto a P 13 h y 
< O.O 1 contra P 21 h, E O h, E 2 h y E 5 h. 
Para bcl-x1• *p< 0.05 con respecto a E 13 h. 
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Figura 1 O. Relación de la expresión relativa de los mRNAs de genes 
proapoptóticos bax y bel-xs entre genes antiapoptóticos bel-2 y bel-XL. durante la 
transición de la fase del proestro al estro del ciclo estral. Se evaluó la expresión de 
cada gen por RT-PCR utilizando GAPDH como gen control de expresión 
constitutiva. La gráfica muestra la relación de la expresión de: 
A.bax entre bel-2 en* PE oh< 0.05 y* PE 2h < 0.01, ambos con respecto a E 5 h, E 
8h y 13h. 
B. bel-xs entre bel-XL en * PP 21 h < 0.05 con respecto a E 8 h y 13 h. 
Los resultados se expresan como la Media ± ESM de los valores obtenidos para 3 
experimentos diferentes. 
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8.2 EXPRESIÓN DE LOS GENES p53, bcl-2, bax, bel-XL y bcl-xs A NIVEL DE LA 

PROTEÍNA. 

Para conocer el patrón de expresión de las proteínas p53, Bcl-2, Bax, Bel-XL 

y Bcl-xs específicamente en las células del epitelio uterino que se encuentra en 

regresión, se realizó la técnica de inmunohistoquímica (IHQ) dirigiendo un 

anticuerpo policlonal en contra de la proteína presente en el tejido. Un segundo 

anticuerpo biotinilado reconoció la presencia del anticuerpo primario en el tejido. 

Este último se reveló con el complejo avidina-biotina y posteriormente con 

diaminobencidina. La expresión de las proteínas se analizó con un microscopio de 

luz y se cuantificó la presencia de la proteina por densitometría. La IHQ para las 

proteínas p53, Bcl-2, Bax, Bel-XL y Bcl-xs en el epitelio luminal y glandular se 

presentan en las figuras 11 y 12 para las horas en que se encontraron cambios 

significativos en su expresión. 

La proteína Bcl-2 se detectó en el citoplasma celular de los epitelios 

uterinos (Figura 11 y 12). En el epitelio luminal se presentó un valor menor de 

inmunoreactividad para la proteína a las Oh, 2 h y 5 h del estro con respecto a las 

13 h y 21 h del proestro y 8 h y 13 h del estro. Posteriormente, la expresión 

aumentó a las 8 h y 13 h del estro (Figura 13). Este fenómeno también se observó 

en el epitelio glandular, donde la expresión de la proteina disminuye a partir de las 

21 h del proestro y se mantiene bajo hasta las 2 h del estro después de lo cual 

aumenta a las 5 h, 8 h y 13 h del estro (Figura 14). 

Se observaron cambios interesantes en la localización de la proteína Bax a 

lo largo de las horas estudiadas, ya que durante el proestro se encuentra 

predominantemente en el citoplasma de las células estromales del útero, mientras 

que las células del epitelio son débilmente reactivas. Posteriormente aumenta su 

expresión a las O h en el epitelio uterino y la inmunoreactividad se concentra en las 

células del estroma periluminal (Figura 11 y 12). 
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Al llevar a cabo la cuantificación densitométrica, se observó que los niveles 

de la proteína Bax en el epitelio luminal fueron mínimos a las 13 h del proestro. 

Posteriormente, los niveles de la proteina aumentan hasta llegar a su valor 

máximo a las O h del estro, después de lo cual presentan una pequeña 

disminución hasta las 8 h del estro (Figura 13). A las 13 h del estro se observó un 

aumento en la expresión de la proteina (Figura 13). Sin embargo, este aumento no 

es significativo contra las O h del estro. Al realizar la relación de Bax entre Bcl-2, 

se observó que la función pro-apoptótica de Bax es mayor entre las O h y 5 h del 

estro (Figura 15). En el epitelio glandular se observó un comportamiento similar de 

la proteína de Bax. El valor más bajo de esta proteína se presentó a las 13 h del 

proestro y posteriormente aumentó hasta llegar a sus valores máximos a las O h y 

2 h del estro. Posteriormente se observó una disminuciuón de la proteína a las 5 h 

y 8 h del estro y a las 13 h se observa un incremento. Al realizar la relación de la 

cantidad de Bax sobre Bcl-2, se encontró que ésta presenta su valor máximo a las 

O h y 2 h del estro y disminuye posteriormente a las 13 h del estro (Figura 15). 

En el caso de Bel-XL, se encontró una disminución significativa a las O h del 

estro con respecto a las 13 h y 21 h del proestro y 2 h, 5 h, 8 h y 13 h del estro en el 

epitelio luminal. Posteriormente, se encontró un aumento de la proteína a las 8 h y 

13 h del estro respecto a las O h, 2 h y 5 h del estro (Figura 13). En el epitelio 

glandular, el nivel de Bel-XL presentó su valor más bajo a las 5 h del estro, el cual es 

significativamente diferente al de proestro 13 h y 21 h y estro Oh, 8 h y 13 h (Figura 

14). 

Se realizó una inmunohistoquímica para detectar la presencia de las proteínas 

Bcl-xL y Bcl-xs, a través de un anticuerpo dirigido contra el extremo amino terminal 

que comparten ambas proteínas. Se observó mayor inmunoreactiviada de las 

proteínas a las O y 2 h del estro en el epitelio luminal. Mientras que en el epitelio 

glandular el máximo valor se obtuvo a las 2 h, el cual es significativamente mayor 

incluso que a las O h. 
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Se encontró inmunoreactividad para la proteina de p53 en el citoplasma 

tanto de las células epiteliales luminales como glandulares. No se presentaron 

cambios significativos durante las horas del proestro estudiadas y las primeras 

horas del estro. Posteriormente se presenta un aumento significativo en la 

expresión de la proteína en ambos epitelios a partir de las 5 horas del estro 

(Figuras 13 y 14). No se detectó la presencia de esta proteína en el núcleo de las 

células epiteliales en las horas estudiadas. 

Figura 11.(Página 72) Localización de la proteína Bcl-2 (A, B); Bax (C, O); Bcl
xL(E, F); Bcl-xS/L (G, H) y p53 (1, J) por inmunohistoquimica en el epitelio luminal 
del útero de la rata durante la regresión del epitelio uterino. Se presenta la 
inmunoreacción para las horas en que se presentaron cambios significativos en la 
expresión de la proteína: Bcl-2 (A. estro 2 h), Bax (C. proestro 13h), Bel-XL (E. 
estro Oh), Bcl-xS/L (G. estro 2 h) y p53 (l. estro O h); B, D, F, H y J muestran la 
inmunoreactividad de la proteína a las 13 h del estro. 
LE= Epitelio Luminal. S= Estroma 

Figura 12. (Página 73) Localización de la proteína Bcl-2 (A, B); Bax (C, O); Bcl
xL(E, F); Bcl-xS/L (G, H) y p53 (1, J) por inmunohistoquímica en el epitelio 
glandular del útero de la rata durante la regresión del epitelio uterino. Se presenta 
la inmunoreacción para las horas en que se presentaron cambios significativos en 
la expresión de la proteína: Bcl-2 (A. proestro 13 h y B. estro 5 h), Bax (C. 
proestro 13 h y D. Estro Oh), Bcl-xL (E. proestro 13 h y F. Estro 5 h), Bcl-XsiL (G. 
estro O h y H. estro 13 h) y p53 (1. proestro 13 h y J. estro 8h). 
LE= Epitelio Luminal. S= Estroma 
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Figura 13. Patrón de expresión de las proteínas P53, 
Bcl-2, Bax, Bel-XL y Bcl-xSJL en el epitelio luminal 
durante la transición de la fase de proestro a estro del 
ciclo estral. Los resultados se expresan como la Media 
± ESM de los valores obtenidos para 3 experimentos 
diferentes. La gráfica muestra la densidad óptica de la 
inmunoreactividad para cada proteína estudiada. Los 
valores obtenidos corresponden a una escala de 
densidad, donde el blanco corresponde al valor O y el 
negro al 255. Las diferencias obtenidsas para cada 
proteína son: 
Bcl-2: *PP2l h < 0.001respectoaP13 h y E 13 h, y de< 
0.05 respecto a E 8 h E *PE oh< 0.001 respecto a P 13 
h, E 8 h y E 13 h. *p E2h< 0.001respectoaP13 h, P 
21 h, E 8 h y E 13 h. *PEs h <0.001 respecto a P 13 h, E 
8 h y E 13 h y< 0.01respectoP21 h. Bax: • PEoh < 
0.001 y *p E2h,E5h,EshyE13 h < 0.01 respecto a P 13 h, P 
21h. Bcl-xL :*p E Oh <0.001respectoaP13 h, P 21 h, E 
2 h, E 5 h, E 8 h y E 13 h. Bcl-xSIL: *p <0.001 para E O 
h y E 2 h respecto a las demás horas estudiadas. p53 : 
*p < 0.001 para E 5 h, E 8 h y E 13 h respecto a las 
demás horas estudiadas 
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Figura 14. Patrón de expresión de las proteínas PS3, 
Bcl-2, Bax, Bcl-xL y Bcl-xstL en el epitelio glandular 
durante la transición de la fase de proestro a estro del 
ciclo estral. Los resultados se expresan como la 
Media ± ESM de los valores obtenidos para 3 
experimentos diferentes. La gráfica muestra la 
densidad óptica de la inmunoreactividad para cada 
proteína estudiada. Los valores obtenidos 
corresponden a una escala de densidad, donde el 
blanco corresponde al valor O y el negro al 25S. 
Bcl-2: • PP21 h <O.OS y• PE oh< 0.01respectoaP13 
h, E 8 h y E 13 h, • p E 2 h < 0.001 con respecto a 
P13h, ES h, E 8 h y E 13 h. Bax: *PEoh <0.001 con 
respecto a P 13 h y p 21 h, y< O.OS con respecto a E 
2 h. *PE2h < 0.001 con respecto a P 13 h, P 21 h, ES 
h, E 8 h. • p <O.OS de E S h y E 8 h respecto a P 13 h, 
• p E 13 h <0.001 respecto a P13 h y P 21 h. Bcl-xL :•p 
< 0.001 con respecto a P 13 h, P 21 h, E 8 h y E 13 h. 
p <O.OS respecto a E O h. Bcl-xstL :• p < 0.001 de E O 
h y E 2 h respecto a P 13 h, P 21 h, E S h, E 8 h y E 
13 h. p E 2 h < O.OS con respecto a E O h. p53: • p < 
0.001 de E S h, E 8 h y E 13 h con respecto a las 
demás horas. 
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Figura 15. Relación de la expresión de la proteína Bax entre Bcl-2 en el epitelio 
luminal (A) y en el epitelio glandular (B), en el útero durante la regresión del 
epitelio uterino. Se realizó la inmunohistoquímica en útero de 3 animales 
diferentes por cada hora de la etapa de proestro (P) y estro (E) estudiada. Los 
resultados se expresan como la relación de las medias de la inmunoreacitividad 
para cada proteína a cada hora estudiada. 
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8.3 NIVELES HORMONALES 

Se realizó la cuantificación de los niveles plasmáticos de E2 y P 4 de las ratas 

sacrificadas para verificar que éstos coincidieran con la concentración hormonal 

reportadas en la literatura. Los niveles hormonales se obtuvieron por RIA (Figura 16) 

y coinciden con las concentraciones reportadas en la literatura. A las 13 h del 

proestro, los niveles plasmáticos del estradiol el E2 tienen el valor más alto de todo el 

ciclo (45 ± 2 pg/ml). Durante la tarde del proestro caen rápidamente y alcanzan los 

valores basales (8 ± 2 pg/ml) en las primeras horas de la mañana del estro. (Figura 

1 ). Durante la tarde del proestro el nivel de progesterona alcanza un valor máximo 

entre las 16 y 21 h (46 ± 7 ng/ml). Para la mañana del estro los niveles de 

progesterona vuelven a ser basales (2 ± 1 ng/ml). 
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Figura 16. Concentración senca de estradiol (A) y progesterona (8) durante la 
transición de la etapa de proestro al estro del ciclo estral. Los niveles hormonales 
fueron determinados por RIA. 

A. *p P 13 h < 0.001 respecto a P21 h, E O h, E 5 h y *p < 0.01 respecto a E 2 h, 
E8hyE13h. 

B. *p p21 h < 0 .. 001 respecto a E 8 h y E 13 h. 
Los resultados están expresados como la Media ± ESM de los valores obtenidos 
de 3 animales por cada hora. 
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9. DISCUSIÓN 

En esta tesis se demostró que existe un cambio en los niveles de expresión 

de genes anti-apoptóticos bel-2 y bel-XL y pro-apoptóticos bax y bel-xs durante la 

regresión del epitelio uterino de la rata que favorece las señales pro-apoptóticas 

que dan lugar a la muerte celular observada en las células del epitelio luminal y 

glandular del útero en la etapa del estro del ciclo estral. 

Estudios previos han señalado que la apoptosis en tejidos hormona 

dependientes a E2 y P4 ocurre por una disminución en la concentración plasmática 

de estas hormonas (Pecci et al., 1997; Burroughs et al., 2000). Este fenómeno 

fisiológico se asocia con cambios en la programación epigenética de la célula 

como la inducción o supresión de genes que controlan la proliferación y la muerte 

celular, entre los cuales se encuentran la familia de genes de bel-2 (Bissonnette et 

al., 1992; Gompel et al., 2000; Lea et al., 1999; Leng et al., 2000; Maruo et al., 

2001 ). Aunque se ha estudiado la expresión de los genes de la familia bel-2 en 

condiciones fisiológicas, no existen estudios que asocien la expresión de estos 

genes con la muerte celular que se presenta en la regresión cíclica del epitelio 

uterino. 

En esta tesis se determinó la expresión relativa del mRNA de los genes 

p53, bel-2, bax, bel-XL y bel-xs en el útero de la rata utilizando la técnica de 

Transcripción Reversa acoplada a la Reacción en Cadena de la Polimerasa. Esta 

técnica es muy sensible y permite detectar cambios pequeños en la concentración 

del mRNA de cualquier gen. Se realizó el PCR dentro de la fase exponencial de la 

amplificación para asegurar que se distinguieran los cambios en la expresión de 

los genes estudiados. Los fragmentos de cDNA obtenidos correspondieron al 

tamaño que se esperaba. Solo se observó una banda para cada gen amplificado. 

En el caso del PCR para bel-x se observaron dos bandas, ya que los 

oligonucleóticos estan diseñados para amplificar las isoformas del mRNA bel-XL y 

bel-x5 . Estas isoformas tienen una función contraria en la regulación de la 

ESTA TESIS NO SALE 
DE LA BIBI,JOTECA 
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apoptosis. En los controles negativos no se observo banda alguna, lo cual nos 

asegura que no existen problemas de contaminación. 

En este estudio la expresión de bcl-2 presentó una disminución a partir de 

la.s O h del estro a nivel de mRNA. A partir de las 5h del estro la concentración del 

mensajero comienzó a aumentar (Figura 13). La expresión a nivel de la proteína 

disminuyó a partir de las 21 h del proestro y presentó su nivel más bajo a las 2 h 

del estro tanto en el epitelio luminal como en el glandular. A las 8 h del estro los 

niveles de la proteína se elevaron en ambos epitelios (Figura 14). El patrón de 

expresión de la proteína coincide con la expresión del RNA mensajero. Además la 

disminución en la expresión de bcl-2 coincide con el regreso de E2 al nivel basal 

de concentración plasmática y con la disminución de P4 (Figura 16) que ocurre a 

partir de las O h del estro. 

Un patrón de expresión similar de bcl-2 a nivel de la proteína se ha 

reportado en el útero humano normal durante el ciclo menstrual. Bcl-2 resultó ser 

más abundante durante la fase proliferativa en la capa basal del epitelio. Las 

células con la más baja inmunoreactivdad para la proteína Bcl-2 se presentaron en 

la fase secretora, la cual precede a la menstruación. Se piensa que estas células 

inmunoreactivas promueven la supervivencia del epitelio uterino en el próximo 

ciclo uterino (Tao et al., 1997). Se ha observado una predominancia de la proteína 

en las células glandulares durante el final de la fase folicular y la expresión 

disminuye durante la fase secretora. También se han visto que existen variaciones 

cíclicas en la expresión de Bcl-2 en el estroma, epitelio superficial y vasos de 

arterias (Gompel et al., 1994). En otros estudios se ha relacionado la expresión 

máxima de bcl-2 con la presencia de hormonas ováricas en el endometrio 

(Gompel et al., 1994; Koh et al., 1995). Por otro lado, esta dependiencia se ha 

demostrado con la administración de progestinas, las cuales tienen un efecto 

proapoptótico en las células de mama normales por causar una disminución de la 

proteína Bcl-2 (Gompel et al., 2000). Además, la disminución de la expresión de 

bcl-2 se ha relacionado con la disminución en la expresión de los receptores para 
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estrógenos y progesterona (RE y RP, respectivamente) durante la aparición de 

células apoptóticas en la fase secretora del ciclo uterino humano (Otsuki et al., 

1994). Lo cual indica que la expresión de bcl-2 en el endometrio tiene una relación 

directa con la concentración de hormonas ováricas y con sus receptores. Por lo 

tanto, nuestros resultados confirman que existe una regulación a la baja in vivo de 

la expresión bcl-2 inducida por la disminución de E2 y P 4 que precede a la muerte 

celular en el epitelio uterino observada en la etapa del estro (Mendoza-Rodríguez 

et al., 2002). 

La expresión de bax permanece sin cambios significativos a nivel del mRNA 

durante la transición de la fase del proestro al estro (Figura 13). Sin embargo, la 

expresión a nivel de la proteína en el epitelio luminal y glandular aumenta a partir 

de las 21 h del proestro, presentando su nivle máximo entre las Oh y 2 h del estro 

(Figura 14). A pesar de que la expresión de la proteína tiene un patrón diferente a 

la expresión del mensajero, ésta coincide con el aumento de la señal pro

apoptótica que se da a las O h y 2 h del estro debido a la disminución de la 

expresión de bcl-2. Este mismo patrón de expresión de bax se ha observado a 

nivel de la proteína en el útero humano durante el ciclo menstrual. Bax se localiza 

en muy pocas células en el epitelio durante el ciclo menstrual y solamente durante 

la fase secretora ocurre reacción inmunopositiva para Bax antes de presentarse la 

regresión del tejido (Tao et al., 1997). En otros estudios donde se ha tratado de 

ver si este gen se encuentra regulado por hormonas asteroides en tejidos 

hormona dependientes se ha encontrado que la expresión del RNA mensajero de 

bax permanece sin cambios en presencia de E2 en células de cáncer de mama 

(Gompel et al., 2000). Tampoco se han visto cambios con la administración de P4 

y antiprogestinas aunque se mantenga alta la concentración de bcl-2 y RE 

(Critchley et al., 1999). 

Por otro lado, la mayoría de los estudios que han analizado la expresión de 

los genes bax y bcl-2 han relacionado la función pro-apoptótica de Bax con la 

relación de la expresión de bax respecto a bcl-2 (basxlbcl-2). El significado 
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funcional de la relación bax/bel-2 deriva del potencial para la formación de 

heterodímeros entre Bax y Bcl-2. Una relación alta de Bax:Bcl-2 aumenta la 

probabilidad de formación de homodímeros de Bax y por lo tanto, la inducción de 

señales de muerte celular; mientras que un incremento de Bcl-2 favorece la 

formación de heterodímeros Bax/Bcl-2 y homodímeros de Bcl-2, los cuales 

promueven la sobrevivencia celular. Por ejemplo, durante la regresión de células 

estromales del útero que ocurre durante la decidualización del endometrio en el 

primer trimestre del embarazo, se ha encontrado que la proporción pro-apoptótica 

de la expresión bax sobre bel-2 aumenta para favorecer la apoptosis (Tao et al., 

1997; Dai et al., 2000). Este fenómeno se cree que está regulado por la acción de 

la P4 en el útero durante el embarazo y se ha asociado con una disminución de los 

receptores funcionales de ésta. Esta misma inducción de la señal pro-apoptótica 

se ha visto en células de la granulosa durante la regresión del cuerpo lúteo (Tilly et 

al., 1995). En esta tesis se demuestra que la apoptosis del epitelio uterino 

observada en la mañana del estro parece estar ocasionada por una inducción en 

la expresión bax y por una disminución de la expresión de bel-2. Por lo tanto, el 

incremento en la proporción bax/bel-2 que ocurre durante las primeras horas del 

estro podría inducir la muerte de ambos epitelios en la mañana del estro. 

En cuanto al análisis de la expresión del gen bel-x, se observaron cambios 

a nivel de las proteínas Bel-XL y Bcl-xs, las cuales están presentes en la rata 

(Shiraiwa et al., 1996). El mensajero de bel-XL presenta una disminución de su 

expresión a las O h del estro, aunque solamente es significativamente diferente al 

valor observado en E 13 h (Figura 9). Sin embargo, la expresión de la proteína si 

presenta una disminución significativa a las O h del estro en el epitelio luminal 

(Figura 13) y a las 5 h del estro en el epitelio glanduar (Figura 14). En ambos 

epitelios, la proteína aumenta. significativamente a partir de las 8 h del estro con 

respecto a Oh, 2 h y 5 h de la misma etapa (Figura 13 y 14). 

Como puede observarse, el patron de expresión de esta isoforma coincide 

con el de bcl-2. Nuestros resultados confirman los datos reportados de la similitud 
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entre expresión de esta isoforma y la expresión de bel-2 durante el ciclo menstrual 

del útero humano (Tao et al., 1997). Además, al igual que bel-2, se ha reportado 

que la expresión de bel-XL depende de la presencia de E2. Por ejemplo, en lineas 

celulares de cáncer de mama, se ha visto que el estradiol aumenta la expresión de 

bel-XL (Gompel et al., 2000). Por lo tanto la disminución de los niveles de expresión 

de bel-XL al igual que de bel-2 puede estar dada por la disminución en la 

concentración de E2 que ocurre durante la transición de la etapa del estro al 

proestro del ciclo estral. 

La expresión de la isoforma bel-xs a nivel de mRNA permanece sin cambios 

significativos durante las horas estudiadas (Figura 9). Sin embargo, a nivel de la 

proteína, un aumento en la in_munoreactividad se obtuvo para las dos isoformas 

ocurre en el epitelio uterino a las O h y 2 h del estro (Figura 13 y 14), al mismo 

tiempo que la inmunoreactividad para la proteína Bel-XL disminuye (Figura 13 y 

14). Por lo tanto, este incremento se debe a un aumento de la isoforma Bcl-x5 . 

Además este aumento coincide con un incremento de la proporción de la 

expresión del RNA mensajero de bel-xs sobre bel-XL (Figura 1 O), por lo que se 

puede observar que la función pro-apoptótica se e ncuentra aumentada a las O h 

del estro. Este incremento en la expresión de Bcl-xs podría producir una señal pro

apoptótica en el epitelio del útero en las primeras horas del estro. La regulación 

hormonal de la expresión del gen bel-x se ha visto in vitro en líneas célulares 

epiteliales de endometrio. Donde la proporción apoptótica de bel-xs sobre bel-XL se 

ha atribuido a un cambio en la expresión de las isoformas del gen bel-x inducida 

por una disminución de los niveles de progesterona o por la administración de 

progestinas (Pecci et al., 1997). Por lo tanto, el cambio en la expresión de las 

isoformas de bel-x que se presenta antes de la muerte del epitelio uterino puede 

funcionar como una señal de muerte al aumentar la expresión de la proteína pro

apoptótica, la cual se ha visto que también puede inhibir la función de Bcl-2 

(Sumantran y Ealovega, 1995). 
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La concentración de mRNA de p53 se mantiene sin cambios significativos 

en las primeras horas del estro. El mRNA de este gen aumenta al doble en la fase 

tardía del estro. Al investigar la presencia de la proteína en el epitelio uterino, se 

observó que la concentración aumenta significativamente a partir de las 5 h del 

estro y se localiza en el citoplasma de las células en todas las horas estudiadas. 

Como puede observarse, el aumento de la proteína en las horas del estro 

coinciden con el aumento en la expresión del mensajero. 

A pesar de que p53 es conocido como un factor de transcripción que 

participa activamente en la apoptosis, ciclo celular, replicación y reparación del 

DNA, se ha reportado que p53 aumenta tanto a nivel de mRNA como de la 

proteína localizada en el núcleo de las células durante la fase proliferativa del ciclo 

estral; es decir, de la etapa del metaestro al proestro, encontrándose un menor 

nivel de expresión en la etapa del estro (Mendoza-Rodríguez et al., 2002). 

En este estudio la proteína p53 se localizó predominantemente en el 

citoplasma. Algunos estudios han reportado que durante la apoptosis dependiente 

de p53, esta proteína se encuentra en el citoplasma y puede tener una actividad 

directa sobre la muerte celular en la vía mitocondrial. Sin embargo, la expresión de 

p53 permanece sin cambios significativos aún cuando aumentan los niveles de las 

proteínas proapoptóticas durante las horas que preceden a la muerte celular en el 

epitelio uterino observada en la etapa del estro. Por lo tanto, la apoptosis en las 

células epiteliales del útero de la rata, ocasionada por una disminución en la 

concentración plasmática de hormonas asteroides ováricas parece ser 

independiente de p53 y confirma la teoría de que la proteína más bien esta 

involucrada en la regulación de la proliferación del útero. Estos resultados 

concuerdan con los datos reportados sobre la regulación de p53 por hormonas 

asteroides ováricas. Se ha visto que p53 se expresa en forma inversa a los genes 

proapoptóticos. Por ejemplo, en células de cáncer de mama la expresión de p53 

es inducida por el estradiol y disminuida al mismo tiempo que aumenta el nivel de 

caspasa 3, una proteína presente en la fase de ejecución de la apoptosis por 

84 



progestinas, las cuales resultaron ser pro-apoptóticas (Gompel et al., 2000). Esto 

quiere decir que p53 se encuentra regulado por el E2 y se asocia con un estado 

proliferativo en células de tejidos hormono dependientes. 

Como se puede observar de los resultados, el cambio en la expresión de 

genes de la familia bel-2 regula la muerte celular del epitelio uterino observada en 

la etapa del estro del ciclo estral y este fenómeno parece estar dado por un 

estímulo causado por la dismiución de hormonas esteoides ováricas. Por un lado 

la disminución de la expresión de genes anti-apoptóticos bel-2 y bel-XL y por otro 

lado, aproximadamente a la misma hora el aumento en la expresión de genes pro

apoptóticos bax y bel-xs aumenta la relación de la expresión de genes pro

apoptóticos sobre antiapoptóticos y se presenta la ganancia de la función pro

apoptóticas de las proteínas Bax y Bcl-xs. Aunque la mayoría de los estudios 

reportados relacionan la apoptosis de un tejido dependiente de E2 y P4 con un 

aumento en la proporción de baxlbel-2 hay que tomar en cuenta que estos genes 

no son los únicos involucrados en la regulación de la apoptosis. Por ello, en esta 

tesis se estudió la expresión de las isoformas de bel-x, ya que estos genes de la 

familia de bcl-2 dan lugar a proteínas que controlan la apoptosis por medio de la 

liberación del Cyt e de la mitocondria. Se ha visto que la expresión de bcl-x puede 

estar regulando la apoptosis en forma independiente o complementaria a bcl-2, y 

muchas veces esta regulación depende del tipo celular (Boiseet al., 1993; Yang et 

al., 1995). Además, Bel-XL puede funcionar como un inhibidor de apoptosis 

inducida por Bax (Cheng et al., 1996). Tampoco se puede descartar la posibilidad 

de que la expresión de otros. genes relacionados con la proliferación y muerte 

celular no intervengan en la señal de la relación pro-apoptótica. Por ejemplo, se ha 

visto que la interacción entre c-myc y los miembros de la familia bcl-2, puede tener 

un papel importante en el control de la apoptosis (Bissonnette et al., 1992) y un 

aumento en la expresión de c-myc puede estar relacionado con un aumento en la 

relación baxlbcl-2 a nivel de mRNA por un aumento de bax después de inducir la 

apoptosis en células luteas al tratarlas con droloxifen (Leng et al., 2000). Se ha 

reportado que el aumento de la proteína Bax ocurre del primer al tercer trimestre 
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de embarazo cuando la P4 tiene un papel muy importante, se presenta apoptosis 

en todos los tipos celulares de la placenta. Sin embargo, aunque ésta se atribuye 

a la regulación por un cambio crítico en la proporción bax/bcl-2 en este tejido, la 

acción de mayor importancia se le ha aribuído a TNFa. (Lea et al., 1999). Tendrían 

que realizarse estudios para saber si esta citocina tiene un papel importante sobre 

la regulación de la apoptosis que ocurre durante la regresión cíclica del epitelio 

uterino. 

El cambio en la expresión de estos genes de la familia bcl-2 que participan 

en el proceso de muerte celular debe estar regulado por elementos de respuesta a 

hormonas esteroides o por la acción de algunos factores de crecimiento. Sin 

embargo, no se sabe si existen elementos reguladores en las regiones promotoras 

de genes bax (Toshiyuki y Reed, 1995). En estudios recientes se ha encontrado 

elemento de respuesta a estrógenos (ERE) en el gen de bcl-2 (Dong et al., 1999; 

Perillo et al., 2000). Por otro lado, las hormonas esteroides ováricas pueden 

modular la síntesis local y/o la acción de varios factores de crecimiento en el útero 

(Pollard, 1990; Brigstock, 1991; Das et al., 1992;). Por ejemplo el factor 

transformador p2 miembro de la familia de crecimiento transformador, puede 

inducir la apoptosis en células de estroma in vitro por un mecanismo autócrino / 

parácrino (Moulton, 1994). De estos hechos ha surgido la posibilidad de que la 

apoptosis en las células epiteliales este mediada por la acción parácrina de las 

hormonas esteroides (Kurita et al., 2001 ). Por ejemplo, se ha visto que la 

expresión de bcl-xL puede estar regulada por receptores a factores de crecimiento 

o sustratos de adhesión celular (Rodeck, 1997). 

En este trabajo, se determinó si los genes de la familia bcl-2 y p53 

participan en la cascada de eventos que preceden a la muerte celular en el epitelio 

uterino que se presenta en la mañana de la etapa del estro. El útero de la rata 

resulta ser un buen modelo para estudiar los mecanismos moleculares por medio 

de los cuales las hormonas asteroides regulan la muerte celular en condiciones 

fisiológicas. Ya que este fenómeno se ha estudiado utilizando varios modelos. Por 
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ejemplo, leiomiomas uterinos de rata, en los que se ha visto que las hormonas 

esteroides regulan el crecimiento de estos tumores benignos. Sin embargo, en 

éstos existe una desregulación en la prolife~ación y muerte celular (Burroughs et 

al., 2000). Aunque se ha utilizado como modelo para estudira a la apoptosis la 

decidualización de células estromales durante el primer trimestre de embarazo, el 

efecto que producen las hormonas esteroides no pueden asociarse con la acción 

de éstas durante la regresión cíclica del epitelio uterino. Además, se ha visto que 

en líneas celulares del endometrio el uso de tratamientos hormonales puede 

ocasionar una sobre regulación de la expresión de genes anti-apoptóticos, 

causando su acumulación y dificultando la detección de genes pro-apoptóticos 

(Lotem y Sachs, 1995). Por el contrario, el modelo de regresión de epitelio uterino 

nos permite conocer como se regula la apoptoisis y nos puede dar información de 

cómo se altera la homeostasis en condiciones fisiológicas y cómo se puede dar 

lugar a un crecimiento neoplásico por su alteración. 

Desde hace algunos años, los investigadores han tratado de entender las 

causas del crecimiento de tumores enfocándose a procesos involucrados en la 

división celular. Sin embargo, el estudio de la apoptosis se ha considerado 

importante para entender los mecanismos por los cuales las células tumorales 

pueden prolongar su vida. Por ello, conocer los mecanismos moleculares que 

regulan la apoptosis en la regresión del epitelio uterino puede ayudarnos a 

comprender las causas del cáncer en este tejido y debe ser una vía efectiva para 

mejorar la terapia antitumoral, ya sea aumentando la respuesta apoptótica de 

tejidos cancerígenos o por inhibición de la misma en tejidos normales. La 

expresión de genes de la familia bcl-2 se ha relacionado con el pronóstico de 

cáncer de mama (Daidone et al., 1999; Schor et al., 1999). Considerando esto, en 

este trabajo se demuestra que estos genes también pueden ser utilizados para el 

pronóstico de cáncer en el útero. 
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1 O. CONCLUSIONES 

En este trabajo se estudió el patrón de expresión de genes p53, bel-2, bax, 

bel-XL y bel-xs involucrados en la muerte celular que ocurre durante la regresión 

del epitelio uterino. Los resultados obtenidos indican que: 

1. La expresión de be/-2 presenta una disminución a partir de las O h tanto a 

nivel de mRNA como de proteína y la expresión aumenta a partir de las 5 h 

y 8 h del estro, respectivamente. 

2. La expresión de bax permanece sin cambios significativos a nivel del 

mRNA, mientras que la expresión de la proteína en el epitelio luminal y 

glandular aumenta a partir de las O h del estro. 

3. Se observaron cambios en la expresión de bel-x. El mRNA y la proteína, 

tanto en el epitelio luminal como glandular, de bel-XL presenta una 

disminución a las O h del estro y aumentar a hacia las siguientes horas del 

estro. La expresión de la isoforma bel-xs a nivel de mRNA permanece sin 

cambios significativos. Mientras un aumento de la inmunoreactividad a las O 

h y 2 h del estro se atribuye a la proteína Bcl-xs. 

4. Un aumento en la relación pro-apoptótica se da a las Oh y 2 h del estro 

para bax I bel-2 disminuyendo drásticamente a partir de las 5 h de la misma 

etapa. Mientras que para bel-xs /bel-XL se presenta a las 21 h del proestro y 

disminuye progresivamente hacia las 13 h del estro. Esto mismo se observa 

a nivel de la proteína. 

5. La expresión de p53 tanto a nivel de mRNA como de la proteína se 

mantiene sin cambios significativos en las primeras horas del estro. 

Posteriormente, la expresión aumenta en la fase tardía del estro. 
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6. No se encontró relación alguna entre la inducción de genes apoptóticos y la 

expresión de p53. Por lo tanto, la apoptosis observada en el epitelio luminal 

y glandular en la etapa del estro paredce ser independiente de p53. 

7. Al disminuir la expresión de los genes antiapoptóticos bc/-2 y bcl-xL y 

aumentar la expresión de genes pro-apoptóticos bax y bcl-xs en el epitelio 

uterino se provoca una ganancia de la función proapoptótica, que activa la 

cascada de caspasas y da como resultado la muerte celular del epitelio 

luminal y glandular del útero de la rata observada en la etapa del estro del 

ciclo estral. 
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