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RESUMEN

Los estrégenos inducen en el ttero una serie de cambios
genédmicos y no gendmicos que presentan una secuencia temporal
especi fica. E1 aumento en la concentracién intracelular de calcio
ha sido relacionada con la proliferacién de diversas células. Es
posible que el aumento en calcio intracelular en el endometrio,
contribuya o facilite la respuesta proliferativa subsiguiente.

En el presente trabajo se estudis el efecto del iondforo de
calcio A23187 sobre la proliferacidén del epitelio uterino en ratas
ovarectomizadas, administrandoles en la luz uterina 20 4l de una
solucién de iondforo en tres désis (0.01, 0.04 y 0.08 pug/cuerno
uterino), con o sin adminisrtracién previa de 17(3-estradiol
(10 pg/Kg).

El tratamiento con A23187 en la désis mayor (0.08 pg/cuerno
uterino) indujé un indice mitético significativamente mayor al
control (sélo con vehiculo), 1lo cual sugiere un efecto del
iondforo sobre la proliferacién celular, posiblemente debida al
aumento de calcio intracelular. Sin embargo, no fueron observados
incrementos en el peso uterino.

Cuando se aplicéd el iondforo en ratas tratadas con
173-estradiol no se observéd un efecto proliferogénico adicional,
ni en el indice mitético ni en el peso uterino.

La inyeccidén intraluminal de vehficulo causd un aumento en la
proliferacién por sf{ misma, lo cual pudo deberse a 1la distencién
uterina.



INTRODUCCION

El mecanismo o mecanismos que regulan 1la proliferacidén
celular en diversos sistemas sélo es parcialmente conocido. La
forma en que algunas hormonas como el 17ﬁ—é5tradiul promueve tal
efecto tampoco se sabe del todo. Sin embargo, en diversas ceélulas

se ha observado la participacién del calcio en dicho proceso.

La proliferacién celular, definida como el incremento en
namero de células resultantes de aquellas que han completado su
ciclo celular (1), es un fendmeno que ocurre en varias poblaciones
celulares tanto en condiciones normales como patolégicas. En
ocasiones el o los mecanismos que regulan este proceso se alteran
provocando la formacién de células que proliferan de manera
descontrolada, es decir generando células cancerosas. En algunos
casos, como en el cancer mamario y prostatico, la proliferacién de
células neoplasticas es dependiente de hormonas esteroides (2-6).
Por ello, las aportaciones gque se puedan dar sobre el mecanismo de
accién de hormonas como el 173-estradiol en provocar una respuesta
de proliferacién celular o de los mecanismas implicados en ésta
son de gran importancia no solo en el avance del conocimiento
sobre hormonas esteroides sino también por las implicaciones

practicas que puedan derivarse.



En el presente trabajo trataremos, en primer lugar, algunos
aspectos generales sobre el aparato reproductor de la rata hembra
y su relacién con las hormonas del avario, centrandonos en el
dtero, para a continuacién plantear los estudios que hay acerca de
la proliferacién celular en respuesta -a ~estrégenos y a la
concentracién de calcio citosélico, enfatizando el uso del

ion4dforo de calcio A23187.

I.MORFOFISIOLOGIA DEL UTERO

El aparato reproductor de la rata hembra esta constituido por
un par de ovarios y oviductos, el utero, la vagina y los genitales
externos. Los d&rganos internos estian apoyados por membranas
denominadas, mesaovarioc para el ovario, mesosalpinx para el

oviducto y mesometrio para el utero (7).

El ttero de la rata es de tipo duplex (7,8), es decir,
presenta dos cuernos uterinos cada uno con un cuello o cérvix
(Fig. 1) (9). Es un érgano hueco cuyas paredes consisten de wuna
membrana mucosa que reviste el lumen, una capa intermedia de
misculo liso y una envoltura serosa de peritoneo; desde el punto
de vista fisioldégico son de gran importancia dos capas: el

endometrio y el miometrio, que corresponden a2 la mucosa y a la



capa intermedia respectivamente (7).

El endometrio presenta un revestimiento luminal formado por
un epitelio cilindrico y una capa superficial glandular con un
soporte de tejido conectivo. Las glandulas endometriales son
tubulares y ramificadas, se llegan a enrollar en la porcién del
adendémera. Las células del estroma san predominantemente
fibroblastos; en algunas especies como en la rata, los
fibroblastos se diferencian después de la implantacién en células
especializadas, conocidas como deciduales (7), las cuales Jjuegan
un papel importante durante la preﬁei. El grosor y la vascularidad
de esta capa endometrial estan influenciadas por las hormonas del
ovario durante el ciclo estral, ¢1 cual representa un evento
biolégico caracteristico de las hembras de mami feros metaterios
y euterios (excepto en primates) (?) que inicia cuando el animal
ha alcanzado la madurez sexual y ocurre cada cierto perfiodo de
tiempo. En la rata se presentan ciclos continuos cuya duracidén va
de cuatro a seis dias (10). En general el ciclo suele dividirse en
cuatro etapas sucesivas: proestro, estro, metaestro y diestro.
Durante éstas ocurren cambios morfoldgicos y funcionales en los
46rganos que constituyen el aparato reproductor; as{ como en los
patrones de comportamiento y en las caracteristicas fisicas del
animal (10). Uno de los criterios para distinguir cada una de las

fases se basa en la citologia observada en los lavados vaginales;
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Fig. 1. Aparato reproductor de 1la rata. 0Observese

dtero tipo duplex. Basado en van Tienhoven (9).
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los cambios celulares presentes en la rata se muestran en la Fig.

2 (10).

En la rata, el fotoperiodo, la accién de feromonas y la dieta
ejercen influencias sobre el ciclo estral, el cual también puede
ser alterado por un mal funcionamiento de los &rganos endécrinos

(10).

En el dtero, durante el proestro, el endometrio es
condicionado por los estrégenos a incrementar su vascularidad; el
epitelio luminal llega a ser bajo en altura y sus glandulas tienen
algo de crecimiento, aungque permanecen rectas y se ramifican
ligeramente. Durante el estro y el inicio del , diestro, la
estructura del endometrio es modulada por la progesterona vy los
estrégenos; el endometrio se engruesa, su superficie epitelial
llega a ser mas alta y las glandulas uterinas crecen a su maximp
tamafio enrollandose y ramificAndose mas que en otras fases del
ciclo, siendo su secrecidén por tanto mas activa. En el diestro
tardio, el endometrio se adelgaza y sus glandulas pierden tamafio y

dejan de secretar (7).

Por su parte el miometrio, que es la porcién muscular de 1la
pared uterina, consiste de una gruesa capa circular interna y una

capa delgada longitudinal externa de misculo liso entre las cuales



FASE DEL CICLO PARED VAGINAL LAVADO DURACION

ESTRO 12 hr
METAESTRO 2l hr

DIESTRO 57hr
PROESTRO 12hr

Fig. 2. Ciclo estral. Morfologia celular observada en la

pared y en los lavados de la vagina durante las diferentes fases

del ciclo. Tomado de Hafez (7).



esta insertada una capa de tejido conectivo que contiene vasos
sanguineos, vasos linfAticos y nervios. La cantidad de tejido
muscular se incrementa notablemente en la pared uterina durante la

prefiez (7).

El datero tiene varias funciones importantes: durante la
copulacién, su accion contractil facilita el transporte de esperma
hacia el oviducto para que se 1lleve a cabo la fertilizacidng
durante el desarrollo preimplantacional, produce fluidos con los
cuales se mantiene el blastocisto; después de 1la implantacidén,
participa en la formacién de la placenta y es el sitio en donde se
desarrolla el embridén; y en el parto, participa en la expulsién

del feto (7).

La morfologia y funcién del dGtero estia regulada por hormonas

ovaricas como veremos a continuacidn.

II. FUNCION ENDOCRINA DEL OVARIO SOBRE EL ENDOMETRIO

Las hormonas del ovario tienen efectos extensos sobre los
tejidos del cuerpo. Estos pueden ser divididos en: 1) efectos
sobre érganos blancos periféricos, sobre todo en el crecimiento vy

funcionamiento del tracto reproductivo, y 2) sobre los &érganos



blancos centrales, especialmente en el sistema

hipotalamo-hipofisiario (11).

Las estimaciones de los intervalos y las cantidades en que
son secretadas las hormonas del avario durante el ciclo estral
(Fig. 3) (12) muestran que, justo antes de 1la ovulacidn, son
secretados niveles relativamente altos de estrégenos alcanzando un
nivel maximo preovulatorio. Después de este pico de estrégenos
hay incremento en la secrecién de progesteranz, pero también son

secretadas pequefias cantidades de estrdégenos.

El efecto de 1las hormonas del ovario sobre el tracto
reproductivo, especialmente en el uUtero, ha sido ampliamente
estudiado en hembras de rata o ratén inmaduras o maduras
ovariectomizadas (13—-24). Después de la ovariectomia el datero se
llega a atrofiar y su suplemento de sangre se reduce. Los cambios
caracteristicos del estro son provocados en el endometrio con 1la
administracidn de estrégenos, los que inducen un incremento
inicial en peso del utero asociado con el aumento de aporte de
sangre uterina y con el incremento en 1la permeabilidad de los
capilares uterinos (11, 13, 25). Ademas han sido descritos
cambios en las células epiteliales endometriales coincidentes con
los efectos vasculares (18, 19, 23). Asi, las células epiteliales

que revisten el lumen y las glandulas proliferan e incrementan de



tamafo. El consumo de oxigeno del utero se eleva
significativamente en respuesta a esta hormona y muchas enzimas
llegan a ser activas; 1la cantidad de fosfatasa alcalina es
relativamente baja, pero con la administracién de estrégenos se
presenta en cantidades considerables en la superficie luminal del

epitelio y de las glandulas (11).

Los cambios i1nducidos por estrégenos son importantes para
preparar el endometrio en la subsecuente respuesta a la
progesterona. La progesterona que es secretada en forma creciente
en un periodo subsecuente al pico preovulatorio de secrecién de
estrégenos también promueve ciertos efectos en el endometrio (11).
Una de las principales respuestas del endometrio a esta hormona es
el desarrollo de sus glandulas, lo cual no ocurre si los animales
no han sido previamente sensibilizados con estrégenos. Durante el
inicio de la prefiez, en la rata y el ratén, los estrdégenos
estimulan a las células epiteliales a dividirse y a diferenciarse
para el periodo posterior &E implantacién del blastocisto. La
exposicién a progesteronaj; después de que ha -ncurridu
proliferacidén por la accidén de estrégenos, inhibe 1la respuesta
mitdtica de las células epiteliales del endometrio; estimula a
las glandulas a secretar (la secrecién inducida por la
progesterona es muy limitada en ausencia de estrégenos). En tanto
las células del estroma reaccionan a dicha hormona acumulando

glucdgeno en su citoplasma.

10
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ANTECEDENTES

I. PROLIFERACION DEL EPITELIO UTERINO

La proliferacién celular, en el epitelio uterino, es inducida
por los estrégenos (173-estradiol) (18, 19, 23), los cuales al
parecer presentan un amplio espectro de accién en el Gtero y otros
érganos (?, 13-30). El1 dutero responde de dos formas a esta
hormona, una es denominada respuesta no gendmica y la otra
respuesta gendmica. La respuesta no gendmica estia representada por
la migracién de eosinédfilos al utero, incremento de la
permeabilidad vascular, liberacién de histamina e imbibicién de
agua (29); puede o no ser mediada por receptores y no se ve
afectada por inhibidores de sintesis de ARN y de proteinas (29).
La respuesta gendmica tiene significancia en el incremento de ADN,
ARN y sintesis de proteinas, asi como en el crecimiento y divisién
celular, ésta es mediada por receptores intracelulares (21, 28,

31-34) .

Clasicamente, el mecanismo de accién de hormonas esteroides
supone la entrada inicial de la haormona 2 la célula blanco por
difusidén simple, posteriormente la hormona se une a un receptor

citoplasmico de alta afinidad, formando un complejo

12



hormona-receptor (H-R) que luego es activade y transferido al
nuacleo, donde se une a sitios selectivos en la cromatina (14, 26,

29).

En el caso de los estrédgenos ha sido pfopuestu que la hormona
intreractua con su célula blanco uniendose a receptores proteicos
en el citosol para formar un complejo H-R, ¢l cual posteriormente
es activado y luego traslocado al ndcleo (14, 29-34). Los primeros
estudios suponian la localizacién del receptor no ocupado en el
citosol y su traslocacidén al nacleo después de unirse a la hormona
(33). En 1la actualidad hay evidencias de que el sitio de
localizacidén es exclusivamente nuclear y que su presencia en el

citosol se debia a un artificio metodoldégico (35)

La interaccién entre el complejo H-R y el genoma conduce a
la sintesis de ARN y proteinas. Esta sintesis de proteinas
inducidas especificamente es finalmente 1la responsable de la

respuesta fisioldgica de la hormona (29, 34, 35).

No abstante lo anterior, se han planteado tres hipétesis para
explicar el mecanismo por é¢1 cual el 173-estradiol induce 1la
proliferacién celular: 1) la directa positiva, 2) la in&irecta
positiva y 3) la indirecta negativa. La hipdétesis directa positiva

establece que 1la proliferacién celular serifia resultado del

13



mecanismo de accidén clasico mediado por receptores nucleares, a
través del cual, los estrégenos inducirian directamente la
proliferacién en la célula blanco (18, 19, 33, 34). La hipdtesis
indirecta positiva sugiere a los estrégenos como promotores de la
sintesis y/o liberacién de un factor de crecimiento o estromedina
(4, 23, 36). La hipdtesis indirecta negativa propone que la
hormona bloquea 1la sintesis y/o liberaciédn de un inhibidor de

crecimiento, o que neutraliza la accién de éste (26, 37).

Los trabajos que apoyan la hipétesis directa positiva, se
basan en estudios en modelos in uivo; en los que se administran
estrégenos (17f-estradiol) y se observa 1la respuesta en algun
érgano blanco; frecuentemente es en utero de rata o ratén. En
éstos se muestra claramente que la administracidédn sistémica (14,
21, 33, 34) o local de manera intraluminal en el dtero (18) de tal
hormona promueve proliferaciédn celular a través de un mecanismo

mediado por receptores a estrégenos.

La posibilidad de una accidén proliferogénica indirecta de laos
estrégenos surge de la observaciédn de algunas lineas celulares
derivadas de células sensibles a estrédgenos, en cultivo durante la
fase de crecimiento expunengial, que no son afectadas por ellos
(27) y de que en aves (codorniz) 1a administracidén de

17p3-estradiol en la circulacién porta hepatica, de modo que éste

14



sea metabolizado en el higada y no se alteren sus niveles séricos
sistémicos, induce proliferacién de manera indirecta en el
oviducto tal vez mediado por un factor hepatico (26); sin embargo,
en un procedimiento similar no pudo demostrarse el papel

intermediario del higado en rata (26).

Con respecto a 1la hipédtesis indirecta positiva se han
realizado diversos trabajos para mostrar la existencia de factores
de crecimiento, que actuen directamente sobre los 4rganos blanco a
estrégenos, producidos por otros tejidos en ocasiones estimulados
por la accién de estrégenos. Ast, se han probado extractos de
diversos &rganos (hipafisis, utero, rifidén) después de la
administracidén de 17@-estradiol a ratas ovariectomizadas y se ha
encontrado que estos extractos tienen una capacidad
proliferogénica sobre células blanco a esta hormona (36). Del
mismo modo; en cultivos celulares de epitelio uterino de ratona
inmadura, que crece en un medio suplementado con factor de
crecimiento epidermal (EGF) y Ca2+, se observa una respuesta de
proliferacién (23). Otros reportes en ratonas neonatas, cuyao utero
aun carece de receptores a estrégenos, indican que hay sintesis de
ADN en las células epiteliales luminales de tal 4rgano estimuladas
por l7f3-estradiol in vive, lo cual sugiere una accién de esta
hormona a través de un mecanismo no mediado por receptores a la

misma (3Z8).

15



Los datos reportados sobre la hipdtesis indirecta negativa,
son referentes a estudios in vivo e in vitro. Se ha sugerido, de
estudios en &rganos sexuales secundarios de ratas ovariectomizadas
y adrenalectomizadas con hepatectomia parcial, que el higado puede
producir un inhibidor del crecimiento de éstos vy que el
17p-estradiol puede suprimir la sintesis de este inhibidor y asi

actuar indirectamente sobre dichos érganos (26).

Por otra parte, en células tumorales de cancer mamario
clonadas, se han probado medios suplementados con sueros de humano
y de bovino que tiemen un efecto inﬁihitorio especi fico de 1la
proliferacidén, observandose que este efecto solamente puede ser
neutralizado por el 17(3-estradiol o por la dilucidén del suero

(37).
II. REGULACION DE CALCIO CELULAR

La regulacién de 1la proliferacién celular es un proceso
complejo en el que intervienen cambios en los distintos
componentes celulares, desde la membrana al nicleo, dentro de

éstos se consideran importantes los cambios en el flujo de iones.

En las células de mamifero la concentracién de calcio es de

alrededor de 0.1 pyM v en el fluido extracelular es del orden de

16



1x10" HM (39, 40). El calcio citosélico proviene de dos fuentes,
una de origen extracelular y la otra de origen intracelular. Con
respecto a la primera el ién penetra a la célula a través de
canales de calcio, los cuales pueden ser dependientes o no de
voltaje (41).Dichos canales corresponden a estructuras proteicas
que forman poros a traves de la mambrana. En las células
excitables estos canales se abren en respuesta a un potencial de
accidén (canmales dependientes de voltaje). En otras células donde
no se producen potenciales de accién, se cree que estos canales
(canales independientes de voltaje) se encuentran permanentemente
abiertos o que responden a un cuntrni por parte de AMPc (39), a

proteina cinasa C (41, 42) o a proteinas G (41).

Los cambios en la concentracién de calcio intracelular no
s&dlo se deben a la entrada de iones calcio a 1la celula. Algunos
organelos como la wmitocondria vy el reticulo endoplasmico

son capaces de almacenar y liberar el calcio al citosol (39-41).

En algunos sistemas, cuando una hormona interactia con su
receptor, se activa una fosfolipasa C gque cataliza 1la hidrolisis
del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato de la membrana plasmatica, lo
cual conduce a la produccién de diacilglicerol y de inositol
1,4,5-trifosfato (39-41). El diacilglicerol Yy el calcio

activan a 1la proteina cinasa C, la cual se encarga de la

17



fosforilacién de proteinas celulares (42). El segundo producteo de
la actividad de la fosfolipasa C, el inositol 1, 4, 5-trifosfato,
induce la liberacién de calcio de los reservorios intracelulares

(39, 40).

El calcio intracelular es captado por proteinas receptoras de
éste, la mas comin es la calmodulina presente en todos 1los tipos
celulares de mami fero (39, 40), su funcién es mediar los efectos

intracelulares de la sefial promovida por el calcio (43).

Cuando el calcio intracelular se une a la calmodulina, ésta
se enlaza a la bomba de calcio y la activa (3?9). Dicha bomba es
una ATPasa, que permite al sistema traslocar calcio fuera de la
célula. La ATPasa, puede acarrear el calcio, mientras una porcién
rompe ATP, la otra une y trasloca al ién. Esta bomba al tiempo que
expulsa calcio introduce dos protones. La ATPasa también puede ser
activada por otros compuestos aparte de 1la calmodulina, uno de

ellos es el fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato (39).

La ATPasa de la membrana plasmatica, un transpaortador de alta
afinidad, responde a aumentos mindsculos en la concentracidn de
calcio citosdélico (39). Cambios mas drasticos de este ién,activan
otro sistema para exportar calcio celular, el sistema de

intercambio sodio-calcio, el cual estid constituido por una

18



proteina particularmente abundante en las cé¢lulas excitables (41).

Las mitocondrias pueden regular variaciones pequefias
(submicromolares) y rapidas en 1la concentracién de calcio
citosélico, ya que su membrana externa es permeable al ién, él1
cual no es inerte dentro de este organelo, puesto que participa en
los procesos metabélicos que abastecen 1la cadena respiratoria

(39) .

IV. CALCIO Y PROLIFERACION CELULAR

En algunos sistemas 1la proliferacién celular ha sido
relacionada a cambios en la concentracién de calcio citosdlico
(44-48). E1 ién calcio tiene un papel importarite en diversos
procesos fisiolégicos: sirve como un factor acoplador entre la
excitacién y la contraccién en todos los tipos musculares; entre
la excitacidén y la secrecidén en las terminaciones nerviosas y en
las glandulas tanto endécrinas como exécrinas; esta tambien
involucrado en la regulacién de la glucogenélisis en el maisculo vy
en la gluconeogénesis en el rifén y posiblemente en el higado;
como intermediario en la accién de la hormona estimulannte de los

melanocitos; en la accién de la vasopresina sobre 1la vejiga de
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sapo y en la accidén de la hormona tiroidea sobre la funcién de las

células del hueso (49).

El calcio ha sido implicado en la proliferacién de diversas
poblaciones celulares: en los cundroﬁitoa (44) , en las
fibroblastos 373 (45), en linfocitos T (44, 47), en timocitos
(48), en células epidermales (50), en células de 1la glandula
mamaria (31) y en células epiteliales uterinas de ratén (23). Los
diversos agentes mitogénicos empleados en el estudio de la
proliferacién de algunas de estas poblaciones celulares tales como
el EGF, la concavalina A o el iondfaro de calcio iocnomicina
promueven incrementos en la concentracién de calcio citosdlico
(44-48) .Ademas para que ocurra la proliferacién de las células
epiteliales uterinas, epidermales y de 1la glandula mamaria, en
cultivo , es necesario que en el medio exista una concentracién
éptima de este ién gque varia de acuerdo al tipo celular (23, 50,

S51).

IV. IONOFORO A23187

En varios modelos implementados para el estudio del papel del
calcio intracelular se han utilizado iondforos de calcio (39-42),
es decir, compuestos acarreadores de calcio extracelular que

incrementan la permeabilidad de la membrana celular al ién.
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Los 1ionéforos comprenden una variedad de compuestaos
sintéticos o0 sintétizados por microorganismos que tienen 1la
capacidad de acarrear diversos iones. Estos compuestos presentan
un peso molecular de S00 a 2000 daltones y poseen una parte

hidrofilica central a la cual se une el ién (56).

El iondforo A23187 es un antibidético aislado de cultivos de
Streptomyces chartreusensis, cuya composicién quimica corresponde
a2 la de un Acido carboxilico (Fig. 4) (546), con un peso molecular
de 523 daltones. Actua como un acarreador mévil para el transporte
especi fico de cationes divalentes (Cé++ y Mg++) de un medio acuoso
amortiguado con pH de 7.4 a una fase organica (57). En virtud de
su capacidad selectiva de transportar iones de calcio a.través de
la membrana celular, puede modular la actividad del ién, ya sea
catalizando el intercambio electroneutro de Ca++ por dos protones
(2H+) a través de la membrana plasmatica y/o movilizando Ca++ de

los reservorios internos (54, 5B8).

Partiendo del conocimiento que se tiene acerca de la
proliferacién celular en el endometrio estimulada por estrégenos o
en otros tipos celulares relacionada a cambios en la concentracién
de calcio citosélico y cons;derandu que en células endometriales
in witro de ratas ovariectomizadas la administracidsn de

17p3-estradiol promueve variaciones intracelulares en el contenido
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Fig. 4. Féormula estructural del iondéforo A23187. Tomado de

Deber y Pfeirffer (43).
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neto de Ca2+ debidos a la salida y entrada de este 1ién (16), se
puede suponer la existencia de una estrecha relacién entre el
mecanismo de accién de estrégenos y su efecto sobre el calcio
citosélico con la respuesta de proliferacién. Para apoyar tal

hipétesis pretendemos cubrir los siguientes objetivos.

OBJETIVOS:

1) Evaluar si la administracién intraluminal del ionéforo

A23187 induce proliferacién del epitelio luminal uterino.
2) Determinar si el iondforo A23187 tiene un efecto

sinérgico con el 1773-estradiol en la proliferacién del epitelio

luminal uterino al administrarlos simultineamente.
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MATERIAL Y METODOS

A. Animales

Se emplearon ratas Wistar virgenes con uh peso de 191 * 24
gr., las cuales fueron mantenidas bajo un fotoperiodo de 14 hrs.
de luz y 10 hrs. de oscuridad, con agua y alimento ad libitun a

una temperatura de 22 * 1°C (Bioterio ENEP Iztacala).

B. Ovariectomia

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico
(0.063g/ml) (Anestesal, Smith Kline, Norden de México) a una dosis
de Smg por cada 100g de peso y se ovariectomizaron a través de dos
insiciones dorsolaterales. Una semana después del proceso
quirurgico se tomaron frotis vaginales diariamente hasta completar
la segunda semana, para verificar que permanecieran en diestro, lo
que indica que se extirpé bién el ovario. Posterioremente fueron
sometidas a tratg-ientos diferentes, especificados mas adelante,
hasta completar nueve grupos de cinco a ocho ratas cada uno y que

se resumen en el cuadro 1.
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AZ3187 E: VEHIOWLO
TRATGHTENTO {,g/ouerw) (ng/tg) (,VVcuerno)

0.601 | 8.4 |08 18 »
31 3%
" %%
w 3
j8} *%
mw % %%
L ¥¥% 3%
" *% *x
- ®#
™

Cuadro 1. Se muestran las caracteristicas de cada
tratamiento. E1 cuadro reileno (#%) indica 1la administracidén
intraluminal de ion&dforo A23187 o vehiculeo (etanol al 0.2%) y/o
17(6-ESTRADIOL (EZ) subcutaneo a ratas previamente ovariectomizadas

asi como las dosis en que fueron administradas.
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C. Tratamientos

I. Grupo Experimental

a) Administracién de ionéforo A23187 a la luz uterina. E1
ionéforo A23187 (Sigma Chemical) fué diluido en etanol al 0.2% en
solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS) estéeril y preparado
a tres concentraciones: 0.05, 2 v 4 ug/ml. Cada una de las cuales
correspondié a un tratamiento diferente. Para su administracién a
las ratas previamente ovariectomizadas, se les practicd una
insicisn abdominal aplicando 20 ul de las soluciones de diferente
concentracién del ionéforo intraluminalmente en ambos cuernos
uterinos con una microjeringa Hamilton de 25 xl, por tanto se
inyecté 0.01, 0.04 y 0.08 upg/cuerno uterino (representados como
TE1,TE2, TE3 respectivamente en el cuadro 1). Cada cuerno uterino
se ligo con hilo absorbible (catgut crémico 3/0) en el extremo
préoximo al cérvix antes de la inyeccién de A23187. En cada uno de
los tratamientos se inicié con el cuernoc uterino derecho y se

inyectd por el extremo distal al cérvix (ver Fig. 5).
b) Administracién intraluminal del iondforo A23187 a ratas

previamente estrogenizadas. El1 173-estradiol (Sigma Chemical) fué

administrado subcutaneamente en una désis de 10 ug/Kg de peso,
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Fig. S. Inyeccidén intraluminal de A23187. Se muestra la
aplicacién del iondforo en la luz del cuerno uterino de wuna rata
ovariectomizada. En A se observa 1la insicién abdominal que se
realizé para tener acceso al atero y en B la forma en que se

administré el iondforo.
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diluido en etanol al 1% en PBS. Despu¢s de cinco minutos
aproximadamente se aplic® el iondforo de acuerdo al esquema
mencionado en la parte anterior; estos tratamientos estan

representados como TE4, TES, TE6 en el cuadro 1.

II. Grupo Control

Los animales correspondientes a este grupo fueron sometidos a
diversos tratamientos: a) administracién de 20 w1 del vehiculo del
ionéforo en la luz uterina (etanol al 0.2% en PBS), representado
como TC1l en el cuadro 1, y b) administracién de 2041 de vahiculo
en la luz a ratas tratadas con 173-estradiol (10 HE/Kg
subcutineamente), representado como TCZ en el cuadro 1. Estos
grupos corresponden a los controles de los tratamientos con A23187

y con 1773-estradiol + A23187, respectivamente.

Ademas se considerd 1la conveniencia de otros dos grupos
controles en los que no se administrara vehiculo en la luz uterina
a ratas ovariectomizadas con o sin tratamiento hormonal
(representados como TC3 y TC4 en el cuadro 1). Puesto que ha sido
reportado que la distencién uterina por la inyeccién de 1liguidos

intraluminalmente puede causar proliferacisn epitelial (59).
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D. Aplicacisén de Colchicina

Del grupo experimental se formaron seis tratamientos
(representados como TE1-TE6 en el cuadro 1) y del control, cuatro
(representados como TC1-TC4 en el cuadro 1). En ambos grupos se
administré colchicina (Sigma Chemical) subcutaneamente en una
dosis de 0.1 mg/100g de peso, a las 21 hrs. después del
tratamiento. Los animales se sacrificaron por dislocacién cérvical

seis horas después de la aplicacién de la colchicina (ver Fig. 6).

E. Extirpacién y Procesamiento del Utero

A las ratas sacrificadas se les extirpé el utero, el cual fué
disecado y limpiado de grasa y tejido conectivo, ademis se les
quitaron las ligaduras de hilo absorbible. El1 dtero completo
también fué enjuagado en PBS y colocado sobre papel filtro
humedecido con la misma solucién en una caja Petri, mientras se
terminaba de limpiar y se pesaba. Tanto el PBS utilizado para los
enjuagues del utero como la caja Petri, donde se colocé éste, se
mantuvieron sobre hielo. Posteriormente el érgano se pesé en una
balanza analitica Sartorius y el tercio medio del cuerno derecho
fué¢ fijado en solucién de Bouin y procesado mediante la

técnica histolégica rutinaria. Se hicieron cortes
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histoldgicos transversales seriados de 3 um de grosor y se tifieron

posterormente con hematoxilina y eosina.

F. Determinacién del Indice Mitético

Se determinaron los indices mitsticos (I. M.) (8) en base al
conteo de ndcleos en mitosis (metafase) en células del epitelio
luminal de uno de cada ocho cortes del datero hasta completar un
total de 3000 células por cada fragmento uterino. El1 I. M. se
expresé como numero de células en metafase por cada 1000 células

epiteliales.

G. Analisis Estadistico

Los resultadoe obtenidos de dichos pariametros de ambos
grupos, experimentales con respecto a los controles, fueron
sometldos a un andlisis de varianza. Posteriormente se aplicé 1la
prueba de Tukey para determinar a que tratamiento se debian las
diferencias. La prueba de t de student se aplic® solamente para

los grupos pareados.
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METODOLOGIA

OVARIECTOMIA

-

LAVADOS VAGINALES

Za. SEWNA

E,

5 NIN.

A23187 o VEHICULO

21 H,

COLCHICINA

6 H.

INDICE MITOTICO

Fig. 6. Representa la cronologia establecida del protocolo

metodolégico.
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RESULTADOS

I. Efecto del iondéforo A23187 sobre 1la proliferacién del
epitelio 1luminal endometrial y el peso uterino en ratas

ovariectomizadas.

La administracién intraluminal de A23187 en los cuernos
uterinos (C. U.) (ver grafica 1) mostré que las dosis de 0.04 y
0.08 ug/C. U. fueron capaces de promover incrementos en la
proliferacién celular epitelial, cuyos I. M. (s) fueron de 22 + 9
y 81 * 21, respectivamente. Al comparar estos grupos con el
control al cual se le habia aplicado unicamente vehiculo en la luz
(dosie cero del iondforo) y cuyo I. M. fué de 13 * 6; resultd
significativamente mayor el I. M. obtenido en la dosis mas alta de
ionéforo empleada (P = 0.01, ANOVA y prueba de Tukey). Cuando se
realizé un analisis de correlacién de los datos se encontré un
coeficiente, entre la dosis de iondforo y el indice mitético de
0.89 por lo que podemos hablar de una tendencia del I. M. a

incrementar cuando la dosis de ionéforo aumenta.

La estimulaci4n de la proliferacién celular por parte del
iondforo A23187 no fué manifiesta en el peso humedo uterino
(P. U.), ni aun en la dosis mayor de ion¢foro empleada (0.08 ug/C.

u.).

32



En las graficas 2 y 3 donde se muestran los valores para el
P. U. y de la relacién de éste con el peso corporal (P.U./P.C.),
respectivamente; no se observan cambios significantes (P =
0.05, ANOVA) para las diferentes dosis utilizadas de ionéforo en

cada uno de estos parametros.

II. Respuesta uterina a la administracién simultinea de

17n-estradiol y A23187.

La administracién de A23187 . a ratas que recibieron
previamente 17/-estradiol no causé cambios, en la proliferacién
celular determinada a travées de los I. M. (s), adicionales a los

promovidos unicamente por la hormona.

Como se observa en 1la grafica 4, los I. M.(8) de Ilas
diferentes dosis de A23187 empleadas, no mostraron diferencias
significativas (P = 0.05, ANOVA), con respecto a su grupo control,
él cual recibié 1773-estradiol subcutidno y vehiculo en 1la luz
uterina. Es notable, sin embargo, que el error estiandar (E. E.)
para cada media (X), en esta misma grafica, es relativamente
grande, lo cual indica una enorme variabilidad en este parametro

en cuestién.
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Asi mismo, tampoco fueron observados cambios significativos
(P =2 0.05, ANOVA) en los pesos humedos uterinos (ver grafica 5) o
en la relacién de ¢stos sobre el peso corporal (ver grafica 6)

debidos al tratamiento con ionéforo.

Se debe seffalar, ademas que la proliferabién inducida por la
dosis mas alta de iondforo fué menor a la inducida s84la por el

173-estradiol (ver graficas 1 y 4).

I111. Efecto de la administracién del vehiculeo intraluminal
(etanol al 0.2% en PBS) sobre la proliferacisn del epitelio y el

peso uterino.

La aplicaci®¢n de 20 ul de vehiculo a ratas ovariectomizadas
produj® un incremento significativo (P = 0.05, t de student) en el
indice mitético, el peso hiamedo uterino y la relacién P. U./P. C.

con respecto a sus grupo control.
El I. M. mostrd un aumento notable de casi 30 veces en las
ratas que recibieron el vehiculo, con respecto a las ratas

unicamente ovariectomizadas, lo cual se observa en la grafica 7.

Los incrementos en P. U. vy P. U./P. C. mostrados en las

graficas 8 y 9, respectivamente, fueron de alrededor de 1.4 veces
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mayores en los cuernos uterinos tratados con vehiculo.

En las ratas que recibieron 17%-estradiol y cuyos cuernos
uterinos fueron tratados con vehiculo en la luz, no se observaron
incrementos significativos (P =2 0.05, t de student) en cada uno de
los parametros mencionados anteriormente con relacién a las que no

se les administré vehfculo (ver graficas 10-12}).

35



M. (Mitosia /1000 cels)

- (8
80
80 / :
40 ®
ol @
M—M .L
0 1 1 1 L 1 1 1 1 L 1

0.0 001 002 003 0.04 005 008 007 008 0089
A23187 (ug/cuerno uterino)

Grafica 1. Efecto del ionéforo A23187 en el indice mitdtico
(I. M.) del epitelio luminal uterinoc de ratas ovariectomizadas.
Cada valor representa la X * E.E.y (n) el numero de animales

utilizados.
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Grafica 2. Efecto del ionéforo A23187 sobre el peso hdmedo
uterino (P. U.) de ratas ovariectomizadas. Cada valor representa

la X * E.E.y (n) el numero de animales utilizados.
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Grafica 3. Efecto del iondforo A23187 sobre la relacidn peso
htumedo uterino (P. U.)/peso carparal (P. C.) en ratas
ovariectomizadas. Cada valor representa la X = E.E.y (n) el ndamero

de animales utilizados.
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Grafica 4. Efecto del iondforo A23187 en el indice mitético
(I. M.) del epitelio luminal uterino de ratas ovariectomizadas
estimuladas con 173-estradiol (10 ug/Kgq) subcutianeo. Cada valor
representa 'la X + E.E.y n) el ndmero de animales

utilizados.
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Grafica 5. Efecto del iondforo A23187 sobre el peso humedo
uterino (P. U.) de ratas ovariectomizadas estimuladas con
17n-estradiol (10 pg/Kg) subcutianea. Cada valor representa la X =

E.E.y (n=6) el numero de animales utilizados.
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Grafica 6. Efecto del iondforo A23187 sobre la relacidédn peso
hdmedo uterino (P. U.)/peso corporal (P. C.) en ratas
ovariectomizadas estimuladas con 173-estradiol (10 ug/Kg)
subcutaneo. Cada valor representa la X = E.E.y (n=4) el namero

de animales utilizados.
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Grafica 7. Efecto de 20 pl del vehiculo del iondforo A23187
(etanol al 0.2 Y en PBS) en el indice mitético (1. ML) del
epitelio luminal uterino de ratas ovariectomizadas. Cada valor

representa la X * E.E.y (n) el nimero de animales utilizados.
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Grafica 8. Efecto de 20 ul del vehiculo del iondforo AZ3187
(etanol al 0.2 4 en PBS) sobre el peso humedo uterino (P. U.) de
ratas ovariectomizadas. Cada valar representa la X * E.E.y (n) el

nimero de animales utilizados.
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Grafica 9. Efecto de 20 ul del vehiculo del iondforo A23187
(etanol al 0.2 4 en PBS) sobre la relacién peso humedo uterino (P.
U.)/peso corporal (P. C.) en ratas avariectomizadas westimuladas
con 17p-estradiol (10 pg/Kg) subcutidneo. Cada valor representa la

X E.E.y (n) el nimero de animales utilizados.
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Grafica 10. Efecto de 20 ul del vehiculo del iondforo A23187
(etanol al 0.2 %Y en PBS) en el indice mitético (I. M.) del
epitelio luminal uterino de ratas ovariectomizadas estimuladas con
173-estradiol (10 ug/Kg) subcutineo. Cada valor representa la X %

E.E.y (n) el namero de animales utilizados.
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Grafica 11. Efecto de 20 ul del vehiculo del iondforo A23187
(etanol al 0.2 % en PBS) sobre el peso htmedo uterino (P. U.)} de
ratas ovariectomizadas estimuladas con 17@3-estradiol (10 ug/Kg)
subcutaneo. Cada valor representa la X * E.E.y (n) el nimero de

animales utilizados.
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Grafica 12. Efecto de 20 ul del vehiculo del iondforo A23187
(etanol al 0.2 % en PBS) sobre la relacidén peso humedo uterino (P.
U.)/peso corporal (P. C.) en ratas ovariectomizadas estimuladas
con 173-estradiol (10 ug/Kg) subcutineo. Cada valor representa la

X * E.E. y (n) el nimero de animales utilizados.
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DISCUSION

Los iondforos de calcio, han sido ampliamente utilizados en
el conocimiento del papel calcio en diversos fendmenos
fisioldégicos, uno de los mas empleados es él A23187 (52-55). E1
cual fué usado en el presente trabajo para evaluar de manera
indirecta la posible participacién de este ié6n en la proliferacidn
de las células del epitelio luminal de 1los cuernos uterinos de

rata, cuya respuesta fué medida de acuerdo al I. M. y al P. U.

Las dosis empleadas de iondforo fueron determinadas en base a
aquellas utilizadas en cuernos uterinos de cobayo para el estudio
de la liberacién de prostaglandinas en donde se empleaba A23187 a
una concentracién de 1 upl/ml en el medio de cultivo para este
drgano (49), por lo que se estimé conveniente aplicarlo en tres
concentraciones: 0.5, 2.0 y 4.0 pg de A23187/ml de etanol al 0.2%
en PBS, quedando como dosis de 0.01, 0.04 y 0.08 ug en 20 ul de la
solucién por cuerno uterino, respectivamente. Ademas como se
pretendia observar si el iondforo tenia la capacidad de potenciar
la respuesta'prnmnvida por el 1773-estradiol, se utilizé una dosis

uanica de 10 pg/Kg de esta hormona.

El I. M. obtenido del conteo de nicleos metafiasicos por cada

mil células, resultd mayor en los grupos tratados con
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173-estradiol gque en aquellos gue recibieron unicamente A23187, al
menos para las dosis utilizadas del iaondforo, lo cual puede ser
observado si se comparan las graficas 1 y 4. Las ratas con A23187,
mostraron un incremento significativamente mayor en el I. M. en
la dosis de 0.08 pg/C. U.; de manera semejante al efecto promovido
por el 1703-estradiol sobre el epitelio uterino cuando se emplea de
manera sistémica (subcutiéneamente) o intraluminal (18, 19, 23, 26,
34)3; aungue en menor medida en relacidén a la respuesta promovida
por la dosis de 17f3-estradiol administrada. De acuerdo con lo
anterior es posible que el iondforo (0.08 pg/C. U.) haya
facilitado la entrada de calcio al interior de las células
epiteliales promoviendo un aumento en los niveles de calcio libre
citosdlico. Este cambio determinante en la concentracién de este
idn en el citosol desencadenaria 1la respuesta fisiolégica de
proliferacién, de manera similar a como ocurre en otros sistemas
ya sea estimulada por estrégenos y/o factores de crecimienta (18,
192, 23, 26, 34, 37, 62). En el dtero de rata como ya es sabido, el
176-estradiol promueve la proliferacién del epitelio del
endometrio; aunque la forma en que lo hace todavia no es del todo
conocida. Sin embargo,se debe hacer notar por una parte , que se
requiere de wuna proteina cinasa estimulada por Ca2+ para
fosforilar el receptor de 173-estradicl del atero de becerro (637,
y por otra parte, que ha siﬁu observada la presencia de receptores

de EGF en las células epiteliales de este drgano (&64), cuya
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aparicién puede ser regulada por 173-estradiol (65), el cual
también puede estimular la sintesis de este factor por el atero
(646) y parece ser gue tal factor sélo se ha encontrado en el

tejido epitelial (&67).

El mecanismo de accién del EGF implica la activacién de un
receptor de membrana que se encarga de la forforilacién en laos
residuos de tirosina de la fosfolipasa C-»1 (PLC—»1) 1la cual se
activa y realiza 1la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,
S5-bifosfato para producir inositol i, 4, S-trifosfato y
diacilglicerol. El inositol trifosfato actda como una molécula
mensa jera para liberar el calcio almacenado del reticulo
endoplasmico y asi activar diversas proteinas y/o enzimas de la
célula que promueven procesos que requieren calcio (68). Ademas ha
sido observado en células de 1la 1linea derivada de carcinoma
hepatico, PLC/PRF/5, que después de la accién de EGF hay un
incremento en los niveles de inositol 1, 4, 5-trifosfato, inositol
1, 3, 4, 5—tetrafosfato e inositol 1, 3, 4-trifosfato y de 1a

concentracién de calcio citosdédlico (69).

Las evidencias anteriores sugieren que el 173-estradiol y/o
el EGF, que actuan scbre el epitelio uterino y que 1inducen un
incremento en el calcio citosélico, pueden promover tal vez parte

de la respuesta a través de la participacién del calcio. Por otro

50



lado, también se ha propuesto que el incremento local de calcio
citosdlica podria actuar junto con la calmodulina en la
despolimerizacidén selectiva de los microtdbulos cinetocéricos para
facilitar el movimiento dirigida de 1los cromosomas durante la
anafase (70). En funcién de lo anterior, es posible deducir la
relevancia del calcio para las pablaciones celulares en

crecimiento, como el epitelio uterino.

La divisidn celular en los dteros tratados con 17(/-estardiol
y A23187, en la dosis de 0.08 pg/C. U., se ve ligeramente
incrementada (ver grafica 4) con reépectn a su grupo control sin
tratamiento con iondforo; sin embargo, estadisticamente tal
incremento no fué significativo, lo cual puede ser atribufido a 1la
enorme variacién en la respuesta mitdtica de las células
epiteliales luminales, que ya ha sido observada en otros trabaijos

a una dosis unica de 17f3-estradiol (5 ug/Kg) (26).

La administracidn de 17f(-estradiol y A23187 simultanea no
causd una proliferacién potenciada como ya se planted, 1lo cual
hace suponer que guiza la accién de la haormana promueva su efecto
proliferativo en parte por el cambio en el calcio citosélico y en
parte también porque podrian estar involucrados otros eventos en
la célula, por lo que el sélo cambio en el calcio provoque una

ligera proliferaciédn. Uno de tales eventos podria ser a través del
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EGF, que promueve aumentos en la concentracién de este

idn.

El calcio es requerido en las poblaciones celulares en
proliferacién. Sin embargo, todavia no se "conoce cual seria la
concentracién de calcio Sptima para que se lleve a cabo tal

fenémeno o en qué intervalo debe estar.

Ademas no fueron detectados aumentos en el P. U. y el
P.U./P. C. entre los grupos experimentales con AZ3187 vy los que
recibieron 173-estradiol, en relacién a sus grupos controles
respectivos. Es reconocido que el 1703-estradiol promueve en el
ttero dos incrementos en peso; el primero y mas temprano (después
de seis horas de su administracién), es asociada al efecto que
tiene dicha hormona sobre el aumento en 1la irrigacién y la
permeabilidad vascular uterina; el segundo y mAs tardio, ocurre
alrededor de las 20 hrs. después de 1la administraciéen de 1la
hormonaj; corresponde basicamente al incremento en la proliferacién
celular (13). En la rata adulta castrada esta hormona promueve
en el utero, principalmente la divisién de la células del epitelio
luminal (61). En tanto que en las ratas inmaduras, el suministro
de esta hormona promueve la division de las tres poblaciones
celulares del utero: epiteliales, estromales y musculares (&62).

Por tanto de acuerdo a otros estudios (12, &2), las células
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epiteliales, que son las que se estan dividiendo en este caso,
ocupan un porcentaje muy bajo (del 5 al 10%) de la composicidén
celular uterina, por lo cual resultarian imperceptibles los
cambios en los pesos uterinos debidos a 1la proliferacién del
epitelio luminal; primero, porque es wuna poblacién celular muy
baja; segundo, por la variabilidad existente en su respuesta al
agente mitogénico, sobre todo para el 17f3-estradiol; y tercerao, en
el grupo con A23187, porque la manipulacién del dtero durante la

administracién intraluminal del farmaco pudo inducir cambios que
ocultan el pegquefio incremento en peso con respecto al peso total
del utero. No obstante lo anterior fué notoria la respuesta

proliferativa del epitelio luminal.

Por otro lado, se debe sefialar que, la divisién celular
promavida por el fendmeno de distencidén del lumen uterino como se
ha descrito previamente (59), fué manifiesta con la administracién
intraluminal de 20 ul del vehiculo empleado puesto que, los
parametros estudiados de los grupos a los cuales se les aplicé
éste, tuvieron incrementos significativamente mayores con respecto
al control de ratas dnicamente ovariectomizadas. La estimulacién
de la divisién mitética promovida por el vehiculo, pudiera
corresponder a un efecto estimulatorio de 1la accién de 1la
progesterona, que induce ei aumento en la secresién glandular (11)

y por ende un aumento en la cantidad de fluidos que se encuentran
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en el lumen que pudieran generar cambios en la permeabilidad de la
membrana epitelial que desencadenaran de alguna manera un efecto
proliferogénico. Los cambios moleculares precisos por los que 1la

distencidén promueve este fendmeno se desconocen hasta el momento.

Las ratas que recibieron 17ﬁ—estradioi y vehiculo en 1la 1luz
uterina, no mostraron incrementos en esos mismos parametros, quiza
por la gran variabilidad existente debida, como ya se menciand, al

esquema metodolégico seguido.

El hecho de no haber encontrado diferencias entre los pesos
humedos uterinos y la proporcién de éstos con los pesos caorporales
de los distintos tratamientos experimentales (A23187 y
17p3-estradiol + A23187) entre si; pero si al comparar los grupos
control con y sin vehiculo, en estos valores, fué porque las
respuestas para ambos grupos experimentales, como ya se menciond,
fueron altamente variables y no existieron diferencias
significativas con respecto a sus controles, por 1lo que no se
puede decir que el iognofaro A23187 promueva incrementas
significantes en los pesos uterinos, al menos en las dosis
empleadas, pero si, que la distencién promueve aumentos

importantes en los pesos uterinos de las ratas ovariectomizadas.

54



CONCLUSIONES

1. La aplicacidn intraluminal de 0.08 (ug/cuerno uterino) de
A23187 causa un i1incremento en la proliferacién del epitelio

luminal uterino.

2. Cuando se administra el iondforo A23187 a ratas tratadas
con 178-estradiol no se observa un efecto proliferogénico

adicional en las condiciones experimentales empleadas.

3. No se aobservaron incrementos en pesoc uterino en ambas
condiciones experimentales (A23187 y 17p-estradiol + A23187) con

respecto a su grupo control.

4. La aplicacién de 20 ul de vehiculo (etanol al 0.2% en PBS)
provocd un incremento en el indice mitédtico significativamente
diferente con respecto al grupo control de ratas ovariectomizadas

que no recibieron 17R-estradiol.
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