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1. RESUMEN

Durante el ciclo estral, el Gtero de la rata presenta cambios morfolégicos
importantes, incluyendo la proliferacion celular de ambos epitelios, luminal y
glandular, seguida de la degeneracion de estos después de la ovulacibn como
respuesta a los cambios ciclicos en los niveles hormonales. Ambos epitelios
uterinos proliferan durante los dias del metaestro y diestro, mientras que en el dia
del proestro Unicamente prolifera el epitelio luminal. Se ha demostrado que el

mayor indice apoptético de ambos epitelios ocurre durante la etapa del estro.

Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que el proceso de
apareamiento induce un retraso significativo de la muerte celular programada del
epitelio luminal uterino de la rata, durante la etapa del estro. El indice apoptético
del epitelio luminal a las 09:00 horas en ratas no apareadas es de 17.29 + 5.44%,
mientras que en las ratas apareadas es de 1.18 + 0.09% a la misma hora. Sin
embargo, a las 13:00 horas del estro, el indice apoptético es similar entre ambos
grupos de animales, apareados y no apareados, por lo que se sugirio la posibilidad

de que este retraso se deba a los factores contenidos en el eyaculado.

En el presente estudio se determind la muerte celular del epitelio luminal y
glandular del dtero de la rata a las 09:00 horas de la etapa del estro, de ratas
tratadas intrauterinamente con liquido de la vesicula seminal (LVS) a diferentes
concentraciones y de ratas control. Se decidié emplear el LVS debido a la dificultad
para obtener el eyaculado completo de la rata, ademas de que este liquido
contribuye con méas de la mitad del volumen seminal (50-80%). El indice apoptético
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se evalué mediante la técnica de TUNEL. Esta técnica se basa en el marcaje de los
extremos libres 3’-OH del ADN, generados por la degradacion del ADN durante la
muerte celular, con un nucle6tido modificado (TMR red-dUTP) por medio de la
enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). EI ADN marcado con dUTP-
TMR red, es detectado y analizado mediante el uso de un microscopio de
fluorescencia.

Las ratas utilizadas fueron de la cepa Wistar. EI LVS se obtuvo de ratas
macho jévenes de fertilidad comprobada y descansadas una semana antes de su
utilizacion; se extrajo mediante compresion suave de la vesicula seminal intacta y se
solubilizé en solucion fisiologica. El LVS recuperado se administrO por inyeccion
intrauterina a ratas hembras a las 17:00 horas del proestro, para lo cual las ratas
hembras fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina/xilazina (Dosis 120 mg
Ketamina/Kg de peso corporal - 4 mg Xilazina/Kg de peso corporal). Se exteriorizo el
cuerno uterino izquierdo a través de una incision dorsal paraventral y se inyecto
cerca del oviducto, 50uL de las diferentes concentraciones del LVS (sin diluir,
dilucion 1:2 o dilucién 1:5 con solucién salina 0.9%), o solamente el vehiculo (ratas
control). Se reintrodujo el Gtero en el espacio retroperitoneal y la piel se cerr6 con
seda. Las ratas fueron sacrificadas a las 09:00 horas de la etapa del estro.
Inmediatamente después del sacrificio, se obtuvo el Gtero y se proceso para el
ensayo de TUNEL.

Los resultados mostraron que el LVS es capaz de retrasar la muerte del
epitelio luminal uterino de la rata a las 09:00 horas del estro, de forma similar al

proceso de apareamiento. Las ratas tratadas uUnicamente con el vehiculo
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presentaron en el epitelio luminal un indice apoptético de 13.06 + 0.95 %, mientras
gue las ratas tratadas con LVS dilucion 1:5 presentaron en el mismo tipo celular un
indice apoptotico de 6.95 + 0.55%. En el epitelio luminal de uteros de ratas
tratadas con LVS dilucion 1:2 se observé un indice apoptético de 4.84 + 095% y
para las tratadas con LVS concentrado el indice apoptético fue de 4.26 + 0.43%.
Para el epitelio glandular no se encontraron diferencias significativas en el indice
apoptético entre ninguno de los grupos estudiados. Ya que en este estudio se
evitd completamente el estimulo vagino-cervical del apareamiento, los resultados
sugieren que el retraso de la muerte celular del epitelio luminal uterino de las ratas

apareadas es debido a los factores presentes en el LVS.

6|Pagina



2. INTRODUCCION

El ciclo estral de la rata tiene una duracion de entre 4 y 5 dias, los ciclos
mas comunes son los de 4 dias, cada ciclo estral consta de cuatro etapas cada
una con una duracion de 24 horas, proestro (P), estro (E), metaestro (M) y diestro
(D). Durante el ciclo estral, el Gtero de la rata presenta cambios morfologicos
importantes que incluyen la proliferacion celular en ambos epitelios, luminal (EL) y
glandular (EG), seguida de la degeneracién de éstos después de la ovulacion,
esto sucede como respuesta a los cambios ciclicos en los niveles de hormonas
esteroides (Butcher et al., 1974; Spornitz et al., 1994; Mendoza-Rodriguez et al.,
2002; Mendoza-Rodriguez et al.,, 2003a). Ambos epitelios uterinos proliferan
durante los dias del metaestro y diestro, mientras que en el dia del proestro
solamente prolifera el epitelio luminal (Mendoza-Rodriguez et al., 2003a). Se ha
demostrado que el mayor indice apoptotico de ambos epitelios ocurre durante la
etapa del estro (Burroughs et al., 2000; Mendoza-Rodriguez et al., 2002).

Se sabe que la rata hembra requiere de una adecuada estimulacion vagino-
cervical para iniciar los cambios neuroendocrinos requeridos para la correcta
implantacion del huevo en el dtero. Se han demostrado los efectos del
apareamiento en diferentes funciones cerebrales, incluyendo la expresion de
genes, secrecion de proteinas y activacion de receptores (Kornberg and Erskine,
1994; Meredith et al 1998; Northrop and Erskine, 2008; Oberlander and Erskine,
2008). Los cambios que presenta el utero durante el ciclo estral permiten que el

tejido esté listo para la fertilizacion y un posible embarazo. En ausencia de
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embarazo, los cambios uterinos son reversibles, permitiendo la preparacién para
un embarazo en un préximo ciclo. Sin embargo, si el apareamiento y la fertilizacion
ocurren, los cambios histomorfolégicos en el Utero toman otra ruta para soportar el
embarazo (Zhang and Paria, 2006).

Se ha demostrado que el apareamiento induce cambios durante la etapa
del estro, en el indice apoptotico del epitelio luminal uterino, caracterizado por un
retraso en la muerte celular programada, comparado con el observado en
animales no apareados. En animales no apareados, la muerte celular del epitelio
luminal incrementa de forma gradual, desde las 03:00 horas del dia del estro y
continua hasta las 13:00 horas del mismo dia cuando alcanza su nivel maximo. En
contraste, en animales apareados, el epitelio luminal permanece intacto hasta las
09:00 horas del dia del estro. Sin embargo, a las 13:00 horas del estro, el indice
apoptotico en animales apareados es similar al de los animales no apareados.
(Mendoza-Rodriguez et al., 2008). Lo anterior indica que el proceso de
apareamiento es capaz de retrasar la muerte celular del epitelio luminal uterino,

pero no de inhibirla.
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3. ANTECEDENTES

3.1 MUERTE CELULAR PROGRAMADA/APOPTOSIS

Existen dos tipos de muerte celular: la apoptosis y la necrosis (Ameisen,
1996; Barinaga, 1996), ambas involucran eventos bioquimicos y morfolégicos que
provocan la muerte celular (Figura 1). La necrosis es producida por un dafio
mecanico o por la exposicidn a sustancias toxicas. Se caracteriza por la ruptura de
la membrana celular debido a que el dafio causa una alteracion en el intercambio
de iones y de agua, provocando la salida de los componentes celulares. Se
presenta frecuentemente con una inflamacion aguda e involucra a grupos
celulares adyacentes (Ameisen, 1996).

En contraste, la apoptosis 0 muerte celular programada es una muerte que
se produce de manera coordinada en células que se encuentran en exceso, que
son peligrosas o0 que se encuentran dafiadas (Thompson, 1995; Zdrnig et al.,
2001) (Figura 1). 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 de los tejidos, asi como
durante la embriogénesis (Lang, 1997) e incluso durante la regresiéon de los
organos (Hsueh, 1994; Chun et al.,, 1996; Evans-Storms y Cidlowski, 1996;
Amsterdam et al., 1997; Moulton et al., 1997), e involucra generalmente células

individuales de un tejido.
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Figura 1.

NECROSIS vs APOPTOSIS. Se muestran

los cambios

morfoldgicos que sufre la célula en los procesos de muerte celular necrética y

apoptatica.

La apoptosis es tan importante como la mitosis para el control de la

poblacion celular. Algunos ejemplos en que resalta su importancia son:

a) la reabsorcion de la cola del renacuajo, al llevarse a cabo su

metamorfosis en rana (Tata, 1994),
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b) en la formacion 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), se
requiere de la remocion del tejido por apoptosis,

c) la regresion normal de tejidos dependientes de hormonas es inducida por
cambios en las concentraciones de hormonas tropicas y es mediada por
apoptosis, asi como en otros procesos de involucién normal como la atresia
folicular ovérica (Hsueh, 1994; Chun et al., 1996; Evans-Storms y Cidlowski, 1996;
Moulton et al., 1997) y la eliminaciobn del revestimiento interno del Gtero
(endometrio) para iniciar la menstruacién (Amsterdam et al., 1997),

d) la formacién de conexiones entre neuronas (sinapsis) en el cerebro
requiere de la eliminacién por apoptosis, de células en exceso (Bernal y Nunez,
1995).

Ademas, la apoptosis es requerida para eliminar células que podrian alterar
la integridad del organismo como:

a) células infectadas con virus,

b) células del sistema inmune que provocarian enfermedades autoinmunes
(Migliorati, 1994; Deist et al., 1996),

c) células con dafo en el DNA,

d) células cancerigenas dafadas por radio y quimioterapia.

En general, la apoptosis ocurre en dos fases. En la primera etapa o fase de
activacion: la célula comprometida a morir se encoge, libera el citocromo ¢ (Cyt ¢)
de la mitocondria, aparecen vesiculas similares a burbujas en la superficie, se
compacta y segrega la cromatina en masas tipicamente circunscritas. Existe

irregularidad en la membrana del nucleo y de la superficie celular, y condensacion
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del citoplasma, mientras que los organelos se mantienen integros (Abbadie et al.,
1993). En la siguiente etapa o fase de ejecucion, se observan los cambios mas
drasticos de la muerte celular: el nucleo se fragmenta, el citoplasma se condensa
y se forman protuberancias en la superficie celular. La separacion de las
protuberancias superficiales produce cuerpos apoptoticos de varios tamafios y
diferente composicion. La fosfatidilserina un fosfolipido de membrana, se expone
en la superficie celular y se une a los receptores de células fagociticas como
macroéfagos o células dendriticas. Estas células fagocitan los fragmentos celulares
apoptoticos. Estos hechos son tan ordenados que al proceso se le llama

frecuentemente muerte celular programada (Hengartner, 2000).

3.2 CONTROL HORMONAL DE LA APOPTOSIS

3.2.1 Generalidades

La apoptosis es un proceso fisiolégico 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 fisioldgicas, patolégicas, o ambas (Tabla 1). Por ejemplo, se ha visto
gue las hormonas esteroides regulan la apoptosis en células y tejidos blanco como
la glandula mamaria, la préstata, el ovario, el Utero, el testiculo, etc. (Pushkala y

Gupta, 2001). Por otro lado, la inhibicion de la apoptosis por factores de

12| Pagina



crecimiento se ha relacionado con su capacidad para hacer que la célula entre al

ciclo celular.

Tabla 1. Hormonas, citocinas y factores de crecimiento involucrados en la

apoptosis

Inhibidores de la apoptosis
» Testosterona (T)
Estradiol (E2)
Progesterona (P4)
Factores de Crecimiento (EGF, IGF-1, NGF,
PDGF)

Interleucinas (IL)

YV V V

Hormona del Crecimiento (GH)
Prolactina (PRL)
» Gonadotropinas (LH, FSH)

YV V V

Inductores potenciales de la apoptosis

» Glucocorticoides
Progesterona (P4)
Hormonas tiroideas (T3, T4)
Disminucion de Factores de crecimiento
Factor de crecimiento transformador f3
Factor de Necrosis Tumoral (TNF)
Ligando de Fas (FasL)

YV V. V VYV V V

Ademas, se ha visto que la funcion de un gran nimero de genes que tienen
un papel en la muerte celular estd regulada por la concentracion de algunos
factores de crecimiento. Por ejemplo, la funcion 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
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del arresto celular provocado por una disminucion en la concentracién de factores
de crecimiento (Hermeking y Eick, 1994).

La apoptosis también puede estar regulada a nivel de la transcripcion, esto
es por la regulacion de la expresion de factores de transcripcion. Por ejemplo,
puede ocurrir la apoptosis al disminuirse la trascripcion de GATA-1, un factor de
transcripcion necesario para la maduracion de precursores eritroides cuando el
receptor de estrogenos se une a su ligando en estas células (Blobel y Orkin,
1996).

Las hormonas peptidicas pueden presentar actividad anti o pro-apoptética.
Un ejemplo del primer tipo es la prolactina (PRL), que previene la fragmentacion
de DNA inducida por dexametasona mediante el receptor de glucocorticoides en
células con linfoma Nb2 (Fletcher-Chiappini et al., 1993). También, la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) y probablemente otros factores pituitarios pueden
estar involucrados en prevenir la apoptosis en las glandulas adrenales (Ceccatelli
et al., 1995).

Por otro lado, una hormona peptidica muy importante para la diferenciacién
sexual: la Sustancia Inhibidora Muleriana (MIS) tiene una funcion anti-proliferativa
y actua 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
coriénica humana (hCG) y la hormona foliculo estimulante (FSH) no se les ha
atribuido un efecto sobre la apoptosis que no sea un efecto indirecto por el

aumento de hormonas esteroides ovaricas (Wimalasena et al., 1991).
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El conocer los mecanismos por los cuales las hormonas controlan la muerte
celular programada permitira disefiar estrategias para prevenir y tratar
enfermedades que afectan a tejidos enddcrinos (Thompson, 1995; Gibbons y
Dzau, 1996). Por ejemplo, la induccion de la apoptosis puede ocasionar
enfermedades como la diabetes de tipo I, en la cual se eliminan las células beta
del pancreas, o una atrofia patolégica hormono-dependiente (Denmeade et al.,
1996; Ceccatelli et al., 1995). Asi mismo, una falla en la apoptosis puede
ocasionar enfermedades autoinmunes o degenerativas como el cancer y el

Alzheimer (Milas et al., 1994; Denmeade et al., 1996; Wolozin et al., 1996).

3.2.2 Regulacion de la apoptosis en el utero por hormonas

esteroides

Los estudios en tejido uterino han demostrado que el crecimiento y la
regresion ciclica del tracto reproductivo femenino por apoptosis se encuentran
bajo el control de las hormonas esteroides estradiol (E;) y progesterona (P,) (Hop
Wood y Levison, 1976; Sandow et al., 1979). El E; tiene un efecto mitogénico en el
epitelio uterino, mientras que la P4 inhibe la proliferacion al inhibir la mitosis
dirigida por estrogenos (Martin et al., 1970). La P4, ademas de sus funciones de
induccién de la ovulacién, la preparacion del endometrio para la implantacion y el
mantenimiento del embarazo, es capaz de inhibir la apoptosis (Terada et al.,
1989). Estos efectos anti-apoptoéticos se han observado al utilizar como modelo el

Utero de la rata.
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El incremento de los niveles plasmaticos de E; induce la proliferacion del
tejido. Posteriormente, la integridad del tejido se mantiene, en parte por el efecto
anti-apoptético de la P4. Si no se produce la fertilizaciéon, los niveles de
progesterona caen y el epitelio uterino regresa por apoptosis (Sato et al., 1997).
De manera similar, estos efectos de proliferacion y apoptosis se presentan en
ratones ovariectomizados (ovx) tratados con E, y P4 (Martin et al., 1970; Terada et
al., 1989). En estos estudios se ha sugerido que la P4 sola o con E; puede reducir
la muerte celular independientemente de su accién sobre la division celular, ya
gue inhibe la division celular inducida por E, (Terada et al., 1989). Sin embargo, a
pesar de que se sabe que la disminucién en la concentracion de estas hormonas
es un estimulo que provoca la muerte celular del epitelio uterino, ain no se ha
esclarecido el mecanismo molecular a través del cual regulan la apoptosis.

Por otro lado, es bien sabido que el mecanismo de accion de ambas
hormonas esta mediado via un receptor nuclear que se activa al unirse con su
ligando para funcionar como un factor de transcripcion (Evans, 1988). Las células
gue presentan este receptor tienen regulada, por efectos hormonales, la expresion
de muchos genes. En el Utero tanto las células epiteliales como las células
estromales presentan receptores a hormonas esteroides ovaricas (Tibbetts et al.,
1998). Diferentes estudios in vivo sugieren la accion paracrina de estas hormonas.
Por ejemplo, al agregar E, a un cultivo primario de células epiteliales normales,
esta hormona no genera una actividad mitogena (Uchima et al., 1987). EIl efecto
mitogénico del E, en epitelio uterino y vaginal se observé Unicamente al
recombinar un cultivo de células epiteliales con células estromales vy

posteriormente, el tejido recombinante se inserto in vivo (Cooke et al., 1986).
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En otro estudio se crearon tejidos recombinantes knock-out solo para el RE
epitelial (ko-E), y knock-out solo para el RE estromal (ko-S). Los tejidos
recombinantes se cultivaron por 4 semanas como capsulas subrenales injertadas
en hembras intactas de ratones nude, posteriormente los hospederos fueron
tratados con estradiol o aceite (control) una semana después de ovariectomizar.
Se determinaron tanto el indice de marcaje epitelial como la expresion del ER. Los
resultados mostraron que el E; indujo un incremento similar en el indice de
marcaje epitelial comparado con controles tratados con aceite, en ambos tipos de
tejidos recombinante, a pesar de la ausencia de RE en células epiteliales en
recombinantes ko-E. Este efecto proliferativo fue bloqueado por un antagonista del
RE. En contraste los tejidos recombinante ko-S mostraron un indice de marcaje
epitelial bajo y no se vio estimulado por E; a pesar de la expresion epitelial del RE
en células epiteliales. Estos resultados demuestran que el RE en células
epiteliales no es ni necesario ni suficiente para inducir la proliferacién del epitelio
uterino por E, (Buchanan et al., 1998; Cooke et al., 1997). Una evidencia similar
se ha encontrado para el caso del efecto antimitogénico de la P4 en el epitelio
uterino (Kurita et al., 1998). Se observo que esta hormona inhibia la sintesis de
DNA, inducida por E;, en células del epitelio uterino de raton knock-out para el
receptor a progesterona (RP), cuando estas células epiteliales eran recombinadas
con células del estroma uterino de raton silvestre. En contraste, la P4, no
blogueaba la sintesis de DNA, inducida por E,, cuando el epitelio uterino intacto

(RP+) se combina con estroma knock-out para el RP (Kurita et al., 1998).
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Por otro lado, un estudio realizado por Kurita y colaboradores en el 2001
reportd un mecanismo paracrino para la regulacion 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 knock-out para RP. Los resultados demostraron
gue la P4 inhibia la apoptosis del epitelio uterino sélo en tejido recombinante
preparado con estroma RP+ y concluyeron que la apoptosis en el epitelio uterino
esta regulada via el RP estromal.

Estos hechos sugieren que la proliferacion y la regresion del epitelio pueden
estar reguladas por la accion paracrina de estas hormonas y podria explicar el por
gué el epitelio uterino presenta una regresion durante la fase de transicion del
proestro al estro del ciclo estral al disminuir los niveles plasmaticos de hormonas

ovaricas.

3.3 CICLO ESTRAL DE LA RATA

3.3.1 Niveles hormonales

La rata es un mamifero de ovulaciéon espontanea, es decir, la ovulacion no
depende de una estimulacion externa como en el caso del conejo, en el cual es
necesaria la copula para que se presente la ovulacién. Asi mismo, las ratas ovulan
durante todo el afio y su ciclo estral estd constituido por cuatro etapas: proestro,
estro, metaestro (también llamado diestro temprano) y diestro. En ratas que

presentan ciclo de cuatro dias de duracion, los niveles de estradiol (E;) en plasma
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periférico son basales (8 + 2 pg/ml) durante el estro (Figura 2) (Brown-Grant et al.,
1970; Butcher et al.,, 1974; Freeman, 1988). Los niveles de E, en plasma
comienzan a aumentar en la tarde del metaestro y durante el diestro hasta llegar a
su maximo valor (45 + 2 pg/ml) a las 09:00 horas del proestro (Butcher et al.,
1974). Durante la tarde del proestro los niveles de E, caen rapidamente y
alcanzan valores basales en las primeras horas de la mafiana del estro. El E; es
secretado por los foliculos de De Graaf que se encuentran en desarrollo. Los tipos
celulares responsables de dicha secrecion son las células de la teca interna y las
células de la granulosa.

El incremento en la concentracion de estrogenos en la sangre desencadena
un estimulo neural ciclico que activa la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) por el hipotalamo. La GnRH a su vez desencadena la
secrecion de la hormona luteinizante (LH) a través de la hipofisis. Los niveles
circulantes de LH empiezan a incrementarse alrededor de las 14:00 a 15:00 horas
del proestro, y alcanzan su nivel maximo (37 + 5 ng/ml) entre las 17:00 y las 19:00
horas de esa misma tarde (Figura 2) (Brown-Grant et al., 1970; Butcher et al.,
1974; Freeman, 1988).

Este rapido incremento de LH induce la ruptura folicular y la ovulacion en
las primeras horas del estro. El nivel de LH en sangre empieza a disminuir en la
noche del proestro y alcanza sus niveles basales (0.5 +0.15 ng/mL) en las
primeras horas de la mafiana del estro, permaneciendo asi durante el metaestro y

el diestro (Brown-Grant et al.,, 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1998): el
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patron de secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y prolactina durante

el ciclo estral es similar al de la LH.
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Figura 2. CONCENTRACIONES HORMONALES DURANTE EL CICLO
ESTRAL. Concentracion de Py, prolactina, E,, 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 en la base representan los intervalos de obscuridad
en la colonia, las lineas rojas representan las transiciones en las etapas y los

nameros en la base representan la hora del dia (Freeman, 1988).

20| Pagina



Durante el ciclo estral se presentan dos incrementos en los niveles de
progesterona secretada en plasma periférico (Figura 2). Durante la tarde del
proestro se observa un incremento de progesterona, secretada por las células de
la granulosa del foliculo pre-ovulatorio, la cual alcanza su valor maximo entre las
18:00 y 21:00 horas (46 + 7 ng/ml). Este incremento sucede casi simultaneamente
al incremento de hormona luteinizante. Los niveles de progesterona vuelven a
niveles basales (2 = 1 ng/ml) para la mafana del estro (Butcher et al., 1974;
Freeman, 1988). Un segundo pico, de origen lateo, se presenta alrededor del
mediodia del metaestro (24 + 3 ng/ml), se prolonga hasta las primeras horas de la
mafana 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 caracteristico de lordosis. Es probable
gue el aumento de los niveles de estrogenos 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. EI cambio en las
concentraciones de hormonas durante el ciclo estral afecta la actividad del
oviducto, utero, cérvix y vagina, asi como también algunos efectos fisioldgicos
generalizados.

La forma mas comun como se determina la etapa del ciclo estral en el que
se encuentra cada rata, es por medio del estudio de los cambios morfol6gicos en
las células del epitelio vaginal. En un frotis vaginal pueden presentarse dos o mas

tipos celulares, pero es el tipo celular predominante el que indica la etapa del ciclo
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estral en el que se encuentra. Los tres diferentes tipos celulares que se pueden
observar en un frotis vaginal de rata son: a) células epiteliales nucleadas, b)
leucocitos polimorfonucleares y c¢) células epiteliales cornificadas. La pared vaginal
durante el estro presenta un aspecto seco, blanco y carente de brillo pero cambia

durante el metaestro presentando un aspecto himedo y rosado (Figura 3).

Figura 3. MORFOLOGIA CELULAR CARACTERISTICA DEL CICLO
ESTRAL (Tincion hematoxilina-eosina). Tipos celulares observados en
frotis vaginal de rata durante las diferentes etapas del ciclo estral. En proestro
(P) se observan células con nucleos bien definidos, el color predominante es
el de la hematoxilina. En estro (E) se observan principalmente células
cornificadas, en este caso el color predominante es el de la eosina. Tanto en
metaestro (M) como en diestro (D) se observan abundantes leucocitos y la
desaparicion gradual de las células cornificadas. Linea=100 pum.

Durante el estro la pared vaginal presenta un aspecto seco, blando y
carente de brillo pero cambia durante el metaestro, presentando un aspecto
himedo y rosado. Estos cambios estan asociados con la cornificacion de las
capas superiores durante el estro y con la extensa descamacion al final de esta
etapa. A medida que se aproxima el proestro los tipos celulares presentes en los

fluidos vaginales consisten de células epiteliales nucleadas y leucocitos y
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ocasionalmente algunas células cornificadas (Figura 3). Durante el proestro (P),
los leucocitos desaparecen, las células epiteliales nucleadas aumentan en nimero
y son posteriormente desplazadas de manera gradual por células cornificadas sin
nucleo. El principio del estro (E) ocurre cuando el frotis presenta 75% de células
nucleadas y 25% de células cornificadas. Eventualmente, las células cornificadas
son las unicas presentes. El metaestro (M) y el diestro (D) se caracterizan por la
aparicion de un gran numero de leucocitos y la desaparicion de las células
cornificadas (Baker, 1979).

El utero también presenta cambios ciclicos, dependientes de esteroides,
tanto en su estructura como en su funcion. Durante cada ciclo, el utero
inicialmente se prepara para recibir y transportar el espermatozoide del cérvix al
oviducto y, subsecuentemente se prepara para recibir los embriones del oviducto.
El Gtero estd compuesto por dos capas: miometrio y endometrio. EI miometrio es
la porcion muscular de la pared uterina. Consiste de dos capas de musculo liso:
una capa gruesa interna que es circular y una capa mas delgada externa que es
longitudinal. Entre ambas capas se encuentra una capa de tejido conectivo que
contiene nervios, vasos linfaticos y sanguineos. El endometrio consiste de una
matriz o estroma, sobre la cual se asienta un epitelio columnar simple bajo
(epitelio luminal) con extensiones glandulares (epitelio glandular) que penetran el
estroma (Figura 4) (Hafez, 1970).

Durante el proestro, el endometrio esta bajo la influencia de los estrogenos
producidos por los foliculos ovaricos (fase folicular), su vascularizacion se
incrementa, el epitelio se convierte en un epitelio columnar bajo y las glandulas

presentan cierto crecimiento. La actividad proliferativa del epitelio da lugar a un
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gran incremento en el area superficial; la proliferacion principal es del epitelio
luminal. Las células epiteliales secretan un fluido de constitucion liguida que
contiene algunas proteinas, principalmente enzimas proteoliticas. En esta etapa

aumenta la contractibilidad y excitabilidad del endometrio (Hafez, 1970).

Figura 4. ESTRUCTURA DEL UTERO DE LA RATA. Se muestran las
diferentes capas que componen el Utero de la rata, en el endometrio se pueden
observar las extenciones glandulares (epitelio glandular) y el epitelio luminal

cercano al lumen.

Durante el estro y el metaestro (fase latea) las estructuras del endometrio
estan controladas por la progesterona producida por el cuerpo luteo: el endometrio
se expande, el epitelio luminal se convierte a uno de tipo columnar alto y las
glandulas crecen hasta su maximo tamafio, las glandulas ahora son activamente
secretoras; secretan un fluido rico en glicoproteinas, azlcares y aminoécidos. Las
células del estroma se hacen mas largas y mas hinchadas. La progesterona actua

sobre el miometrio causando el crecimiento de las células y, en contraste con los
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estrogenos, disminuye la excitabilidad de la musculatura uterina. Al final de la fase
lutea, durante el diestro, el epitelio secretor se colapsa, el endometrio se
reabsorbe y es reemplazado por una pequefia capa de estroma cubierta con tejido

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

3.3.2 Proliferacion celular en el Gtero durante el ciclo estral

La proliferacion de cada uno de estos tipos celulares durante el ciclo estral
ha sido determinada por medio de la medicion de la actividad mitética uterina. Los
estudios realizados en nuestro laboratorio, reportan que la maxima proliferacién de
ambos epitelios, luminal y glandular ocurre durante los dias del metaestro y
diestro, mientras que en el proestro Unicamente prolifera el epitelio luminal y en el
dia del estro solo se observa proliferacion en las células del estroma (Mendoza-
Rodriguez et al, 2003).

Un estudio realizado posteriormente por Masurak et al, para investigar la
localizacion microanatomica de la actividad proliferativa uterina durante el ciclo
estral, utilizando Ki-67 (un marcador de proliferaciéon celular), mostro que la
actividad de Ki-67 varia con las diferentes etapas del ciclo estral en cada
compartimento uterino. Durante el proestro, el mayor grado de proliferacion celular
ocurrio en las células del miometrio, seguido por las células estromales y el menor
se observo en las células del epitelio glandular y luminal. Durante el estro, el
mayor grado de proliferacion celular ocurrié en las células del miometrio, seguido
por las células estromales, con una minima proliferacion en células del epitelio

luminal y glandular. Durante el metaestro, el mayor grado de proliferacion se
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presentd en células estromales y miometriales, mientras que la menor proliferaciéon
se observo en las células del epitelio luminal y glandular. (Marusak et al., 2007).
Estos resultados muestran que la minima actividad de Ki-67, en los
compartimentos uterinos luminal y glandular, se da en la etapa del estro, tal como
se habia determinado previamente en nuestro laboratorio (Mendoza-Rodriguez et

al., 2003).

3.3.3 Muerte celular del Gtero durante el ciclo estral

La muerte celular ocurre a lo largo de la vida de los organismos
multicelulares y esta estrictamente regulada. Algunos ejemplos destacados de
apoptosis incluyen la seleccion negativa de linfocitos para eliminar células
autoreactivas o no-reactivas, la muerte celular de células neuronales durante el
auto-ensamblaje del sistema nervioso central y la formacion de digitos por la
involucion de las células de los intertrigos. La apoptosis es un proceso regulado,
controlado por diversas sefiales intra y extracelulares, la cual se encuentra
involucrada en la muerte coordinada de células somaticas que se encuentran en

exceso, que son peligrosas o que se encuentran dafladas (Zornig et al., 2001).

Se ha demostrado que el atero de diversos mamiferos, incluyendo el
humano, presenta muerte celular por apoptosis (Sandow et al., 1979; Pollard et al.,
1987; Spornitz et al., 1994; Spencer et al., 1996). Usando una metodologia
histomorfologica se ha observado muerte celular por apoptosis en el Gtero de la

rata, en el cual se ha establecido una correlacion inversa entre la proliferacion y la
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muerte celular (Spornitz et al., 1994). Sin embargo, hasta hace poco tiempo no
existia informacion sistematica de la muerte celular en el Utero de la rata durante

el ciclo estral.

o
=
]
=~
o

L

—

(]
=]
]

W n
e r"'"—_i a

M 13h D 13k P 13h E 13h
Dia del ciclo

"o celulas apoptoticas —
o

en epitelio luminal
=
imL
'Y
% celulas apoptoticas
en epitelio glandular

Figura 5. INDICE APOPTOTICO DEL EPITELIO UTERINO DE LA RATA.
indices apoptéticos del epitelio uterino durante el ciclo estral determinado
mediante la técnica de TUNEL. M, metaestro; D, diestro; P, proestro; E, estro.
Los resultados se expresan como la media + SEM; **p<0.001 comparado con
los otros dias del ciclo, *p<0.01 comparado con D y P. (Mendoza-Rodriguez
et al, 2002)

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Mendoza-Rodriguez et al.,
2008), mediante la técnica de TUNEL, indican que el mayor indice apoptdtico en
los epitelios luminal y glandular se observa durante la etapa del estro, mientras
gue el menor se observa durante la etapa del proestro (Figura 5). Los valores de
indice apoptotico fueron mayores en el epitelio luminal que en el glandular. En el
epitelio luminal se observa una disminucion significativa del indice apoptético

durante los siguientes dias del ciclo. En contraste en el epitelio glandular, el indice
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apoptético disminuye considerablemente en el dia del metaestro y posteriormente
aumenta ligeramente en el dia del diestro (Figura 5). (Mendoza-Rodriguez et al,

2002).

3.4 APAREAMIENTO

El apareamiento es un proceso complejo que involucra cambios
neuroendocrinos y hormonales. Este proceso es tan complejo que aun no se
conoce totalmente, aunque se han estudiado parcialmente, los efectos que tiene el
apareamiento sobre las diversas areas del cerebro.

Se sabe que en ratas hembras, la estimulacion vagino-cervical derivada del
proceso de apareamiento induce cambios neuroendocrinos importantes asociados
con la reproduccién, como el incremento en la duracion de la lordosis (Diakow.,
1975), un incremento inmediato en la liberacion de la hormona luteinizante (LH)
(Erskine., 1992), y los aumentos en la prolactina sérica durante el embarazo
temprano (Yang et al., 2000, Gunnet., 1983). Se han identificado poblaciones de
neuronas que se activan después del apareamiento con un incremento en la
expresion de Fos, la proteina del gen de expresidbn temprana c-fos. La
estimulacion vagino-cervical induce la expresion de Fos en la amigdala media y el
hipotalamo, especificamente en el area predptica media (Yang and Voght., 2001).

La informacion sensorial desde el Utero, cérvix y vagina es transportada a
través de los nervios pélvico y espinal hipogastrico (Steinman 1992). En el reflejo

ovulatorio, la estimulacion vagino-cervical producida durante el apareamiento
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activa neuronas catecolaminérgicas en el tronco cerebral, en particular en el locus
coeruleus (Yang and Voght., 2001). Sin embargo, no se conoce mucho acerca de
cdémo contribuyen los factores contenidos en el eyaculado a los cambios uterinos

presentados durante el apareamiento.

3.5 MUERTE CELULAR Y APAREAMIENTO

Se ha demostrado que los patrones de muerte celular del epitelio luminal
uterino, son modificados significativamente por el proceso de apareamiento.

(Figuras 6y 7).
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Figura 6. INDICE APOPTOTICO DEL EPITELIO LUMINAL UTERINO DE RATAS
INTACTAS vs RATAS APAREADAS. Se muestra el indice apoptético del epitelio luminal
uterino de ratas intactas y de ratas apareadas a diferentes horas de la etapa del estro. Se
aprecia claramente que la mayor diferencia de indices apoptéticos entre ratas intactas y
ratas apareadas se tiene a las 09:00 horas. Los datos se presentan como la media + ESM
de 4 ratas por cada hora. *P<0.01 comparado con las otras horas estudiadas. **P<0.01
como comparacidn entre ratas no apareadas y ratas apareadas a la hora del estro

indicada (Mendoza-Rodriguez et al, 2008).
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Figura 7. INDICE APOPTOTICO DEL EPITELIO GLANDULAR UTERINO DE RATAS
INTACTAS vs RATAS APAREADAS. Se muestra el indice apoptético del epitelio
glandular uterino de ratas intactas y de ratas apareadas a diferentes horas de la etapa del
estro. Se aprecia claramente que la mayor diferencia de indices apoptéticos entre ratas
intactas y ratas apareadas se tiene a las 09:00 horas. *P<0.01 comparado con E 00:00,
03:00, y 06:00 horasr; no existen diferencias entre E 09:00 and E 13:00 hr. (Mendoza-
Rodriguez et al, 2008)

Se han observado células apoptoticas en el epitelio luminal uterino de
animales no apareados desde las 03:00 horas de la etapa del estro, mientras que en
animales apareados, un incremento importante en la cantidad de células apoptdéticas
se observa hasta las 13:00 horas del estro (Figura 6). Esta diferencia en los
patrones de muerte celular sugiere que hay sefiales en los animales apareados
gue retardan la muerte celular. Ademas, las sefales pre-apoptéticas se han
detectado antes de que ocurra la ovulacion, por lo que se sugiere que la ovulacion
no es la principal sefial para prevenir la muerte celular del endometrio (Mendoza-
Rodriguez et al. 2003). Ya que los niveles de hormonas en suero de ratas

apareadas y no apareadas es similar, (Mendoza-Rodriguez et al., 2008), es
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posible que las sefales moleculares que inducen el retraso en la muerte celular

programada estén dadas por el semen (Tabla 2).

Tabla 2. Niveles séricos de estradiol E2 y progesterona P4 en animales

apareados y no apareados.

E2 (pg/mL) P4 (ng/mL)

E2 (pg/mL) P4 (ng/mL)
ratas no ratas no
ratas apareadas ratas apareadas

apareadas apareadas
E 00:00 hrs 30.71 +13.84 34.05 + 11.28 37.99 +3.71 32.96 + 5.52
E 03:00 hrs 29.35 +3.32 34.95 +22.13 23.15 + 3.62 13.29 +7.43
E 06:00 hrs 32.11 + 8.64 42.37 +6.90 24.72 + 8.65 26.05 +9.70
E 09:00 hrs 33.78 +4.51 29.12 + 14.82 7.85 +5.82 6.84 + 2.50
E 13:00 hrs 27.10+9.98 | 19.38 +14.29 13.51 +4.77 9.37+7.51

Los niveles fueron determinados por radioinmunoanalisis. Los datos se expresan como la

media + DS de 4 animales por grupo.

Se ha reportado que los factores seminales actian en el tracto reproductivo
femenino para promover la sobrevivencia de los espermatozoides, condicionar la
respuesta inmune femenina para tolerar la concepcioén, la organizacion y cambios
celulares en el endometrio para facilitar la implantacién y el desarrollo del embrién
(Robertson 2005).

En estudios recientes de protedmica en liquido seminal humano se han
identificado cerca de 900 proteinas (Pilch and Mann, 2006). En roedores se han
identificado varias proteinas y muchas citocinas en el liquido de la vesicula
seminal (Gopichandran et al, 2006). Sin embargo, no se han caracterizado todas

las proteinas que constituyen el liquido de la vesicula seminal de los roedores.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que el proceso de apareamiento induce cambios neuroendocrinos e
histomorfologicos en el Gtero que permiten la fertilizacion y adecuada implantacion
del huevo. Se ha demostrado que las ratas apareadas presentan un retraso
significativo de la muerte celular en el epitelio luminal uterino, comparado con el
observado en ratas no apareadas. Ademas, se ha visto que los niveles
hormonales de las ratas apareadas son iguales a los observados en ratas no
apareadas, por lo que se propone que los factores contenidos en el semen son los
responsables del retraso de la muerte celular del epitelio luminal. Sin embargo, no
se tienen datos que correlacionen el efecto del liquido seminal, sin el estimulo
vagino-cervical del apareamiento, con el patréon de muerte celular del epitelio

uterino de la rata.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si el liquido de la vesicula seminal, sin el estimulo vagino-
cervical del apareamiento, es capaz de retrasar la muerte celular programada del

epitelio luminal uterino de la rata, en forma similar al proceso de apareamiento.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

= Analizar el indice apoptético del epitelio uterino de ratas tratadas
intrauterinamente con liqguido de la vesicula seminal a diferentes
concentraciones.

= Estudiar si existen diferencias en el indice apoptético del cuerno uterino
izquierdo (tratado) y el cuerno uterino derecho (no tratado).

= Establecer una correlacion entre la concentracion del liquido de la
vesicula seminal y el retraso en la muerte celular del epitelio luminal

uterino de la rata a las 09:00 horas del estro.
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6. HIPOTESIS DE TRABAJO

Debido a que el fenbmeno de apareamiento es capaz de inhibir de manera
transitoria la muerte celular programada del epitelio luminal uterino de la rata, y
sabiendo que mas del 50% de la composicién del eyaculado lo proporciona el
liguido de la vesicula seminal, se espera que al administrar intrauterinamente
liguido de la vesicula seminal (para evitar el estimulo vagino-cervical), durante la
etapa del proestro (17:00 horas), se observe un retraso en la muerte celular

programada del epitelio uterino de la rata.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 ANIMALES DE ESPERIMENTACION

Para este estudio se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Wistar con
un peso comprendido entre 200-250 g, las cuales se mantuvieron en un ciclo
luz:obscuridad 12:12, con agua y comida ad libitum. Unicamente se utilizaron las
ratas que presentaron por lo menos cuatro ciclos estrales regulares con cuatro
dias de duracion, los cuales se determinaron mediante el analisis microscopico de
frotis vaginales diarios. Los animales se inyectaron intrauterinamente con liquido
de la vesicula seminal recién obtenido y se sacrificaron a las 09:00 horas de la
etapa del estro. Se utilizaron grupos de 5 animales para cada una de las

concentraciones estudiadas.

7.2 OBTENCION DEL LIQUIDO DE LA VESICULA SEMINAL

Se utilizé liquido de la vesicula seminal, ya que es el principal componente
del volumen seminal (i.e., 50-80%) (Mark W. & Heather S., 2007). Todos los
machos empleados para la obtencién del liquido de la vesicula seminal fueron de
fertilidad comprobada y descansados una semana previa a su utilizaciéon. El
liguido se extrajo mediante compresion suave de la vesicula seminal intacta (50 —
100 pL de liquido recuperado por vesicula), se conservo en bafio de agua a 37° C

hasta su utilizacion. Las diluciones se hicieron con solucién salina al 0.9%.
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7.3 INTRODUCCION DEL LIQUIDO DE LA VESICULA SEMINAL EN

EL UTERO

El liquido de la vesicula seminal fue administrado por inyeccion intrauterina a las
ratas hembras como describi6 Tremellen, et al (1998) con minimas
modificaciones. En general, a las 17:00 horas del dia del proestro, las ratas
hembras fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina/xilacina (Virbac S.A,
Carros—Francia/Pisa Agropecuaria, S.A. de C.V., Hgo. México) en proporcion
300uL/50uL (Dosis 120 mg Ketamina/Kg de peso corporal - 4 mg Xilazina/Kg de
peso corporal). Se exteriorizé el cuerno uterino izquierdo a través de una incisiéon
dorsal paravertebral y se inyecté cerca del oviducto 50uL de alguna de las
diferentes concentraciones del liquido de la vesicula seminal, (LVS concentrado,
LVS diluido 1:2 o LVS diluido 1:5 con solucién salina 0.9%) o solamente el
vehiculo (ratas control), usando una aguja calibre 30. El cuerno uterino se
reintrodujo en el espacio retroperitoneal, y se cerrg la piel con seda calibre 4-0.
Las ratas se recuperaron de la anestesia dentro de los 60 minutos posteriores a la
inyeccion intrauterina. Las ratas se sacrificaron por decapitacion a las 09:00 horas
de la etapa del estro, confirmado previo al sacrificio mediante frotis vaginal. La
sangre de las ratas se centrifugo por 10 minutos a 2500 rpm para obtener el suero.
Todas las muestras se conservaron a -70°C hasta el momento del analisis

Inmediatamente después del sacrificio, se disectaron ambos cuernos uterinos.
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7.4 PROCESAMIENTO DEL TEJIDO

Cada cuerno uterino se fijo por separado con paraformaldehido al 4% en
PBS durante 2 horas. Posteriormente los tejidos fueron deshidratados, en
soluciones crecientes de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%), Xilol-
Etanol y Xilol absoluto y se impregnaron e incluyeron en parafina. Se hicieron
cortes de 5 um de grosor en micrétomo (LEICA RM2145) y se colocaron en

laminillas CORNING tratadas con solucion de Poli-L-lisina (Sigma - Aldrich).

7.5 DETERMINACION DEL INDICE APOPTOTICO

La determinacion del indice apoptotico de ambos epitelios uterinos, se
realiz6 mediante la técnica de TUNEL en cortes histologicos. Para lo cual se utilizd
un kit de deteccién in situ de muerte celular (Roche Diagnostics Corp., Mannheim,
Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit se basa en el
marcaje de los extremos libres 3'-OH del ADN, los cuales se generan por la
degradacion del ADN durante la muerte celular, con un nucleétido modificado
(TMR red-dUTP) por medio de la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal
(TdT). EI ADN marcado con dUTP-TMR red, es detectado y analizado mediante el
uso de un microscopio de fluorescencia.

En resumen, los cortes de tejido se rehidrataron con Xilol, Xilol-Etanol,
soluciones decrecientes de Etanol (100%, 96%, 90%, 80%, 70% y 50%), agua

corriente y PBS. Posteriormente se incubaron los cortes con proteinasa K (20
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pg/mL en Tris-HCI 10 mM, pH 8), durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Después se lavaron con PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) al 0.1% en PBS durante dos minutos a 4°C. El control positivo se trato con
DNasa (Boehringer Mannheim) (2.5 U) durante 10 minutos a 37°C. Se lavo
nuevamente con PBS y se incubaron con la mezcla de reaccién del kit de TUNEL
(enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) con mezcla de nucleétidos en
buffer de reaccién), a 37° C durante 1 hora. Después se lavdO nuevamente con
PBS y se contratifieron los nucleos con Hoechst 33258.

El indice apoptotico fue estimado contando el numero de células
apoptoéticas marcadas en cada tipo de epitelio respecto al numero total de células
correspondientes a cada epitelio. Tres secciones de utero fueron cuantificadas
para cada uno de los cuernos uterinos tratados con las diferentes
concentraciones. Los resultados se expresaron con la media y el error estandar de

la media.

7.6 CUANTIFICACION HORMONAL

Se llevé a cabo la cuantificacion del nivel hormonal en suero mediante el
método de radioinmunoanalisis (RIA) (Abraham, 1975). Se cuantificaron los niveles
de estradiol (E;) y progesterona (P,) de cada grupo de animales tratados con liquido
de la vesicula seminal y control (solucion salina 0.9%), sacrificados a las 09:00 horas
de la etapa 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 variacion intra e interensayo

fueron de 5.3 + 8% y 6.5 + 10% respectivamente.
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7.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si habia diferencias significativas en el indice apoptotico de
los epitelios uterinos de las ratas tratadas con diferentes concentraciones de LVS
y control, se llevo a cabo un analisis de varianza de una sola via (ANOVA),
seguido por una prueba de comparacién multiple de Tukey. Se usé el programa
Prism 2.01 para calcular los valores de probabilidad y los errores estandar de la

media (+ ESM).
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8. RESULTADOS

8.1 EFECTO DEL LVS SOBRE LA APOPTOSIS DEL EPITELIO

UTERINO DE LA RATA.

Para cuantificar los cambios en el porcentaje de células muertas en cada
epitelio uterino se utilizaron Uteros de ratas tratadas con diferentes
concentraciones de LVS (concentrado, diluido 1:2 y diluido 1:5) y ratas control
(solucidn salina). Los uteros se fijaron con paraformaldehido al 4%, se incluyeron
en parafina y se procesaron con un estuche para deteccion in situ de muerte
celular (Roche Diagnostics Corp., Mannheim, Germany), contratiiendo con
Hoechst y se observaron las células positivas utilizando un microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse E600). En la Figura 8, se puede observar la
disminucién de las células marcadas (células apoptoticas) en el epitelio luminal de
los animales tratados con el liquido de la vesicula seminal, en comparacion con
las ratas control.

En el Gtero control se observaron células muertas a casi todo lo largo del
epitelio luminal (derecho 12.92 + 1.19 %, izquierdo 13.06 + 0.95 %); mientras que
para los uteros de los animales tratados con LVS, en la concentracion en la que se
observd mayor numero de células muertas en el epitelio luminal (menor inhibicién
de la apoptosis) fue en la diluciéon 1:5 (derecho 6.87 + 0.59%, izquierdo 6.95+
0.55%), (Figura 8B). Mientras que los animales tratados con LVS diluido 1:2
(derecho 4.55 + 0.26%, izquierdo 4.84 + 0.38%) y LVS concentrado (derecho 3.97

+ 0.71%, izquierdo 4.26 + 0.43%).
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Figura 8. MUERTE CELULAR PROGRAMADA DEL EPITELIO UTERINO
TRATADO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LVS Y CONTROL
DETERMINADO POR EL METODO DE TUNEL. Se muestra un ensayo
representativo para cada concentracion estudiada y control: A) Control (solucion
salina 0.9%), B) Tratadas con LVS dilucién 1:5, C) Tratadas con LVS diluido 1:2,

D) Tratadas con LVS concentrado. Las flechas indican células positivas a la

reaccion de TUNEL. Barra = 100 um. EL=epitelio luminal; EG= epitelio glandular.
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Como se esperaba, se obtuvo una mayor inhibicién de la apoptosis en los
grupos tratados con LVS diluido 1:2 y LVS concentrado. En estos dos grupos
también se observaron células muertas en el epitelio luminal pero fueron menos
gue las células observadas en el LVS diluido 1:5. (Figuras 8C y 8D
respectivamente). La cuantificacion se realiz6 sobre laminilla.

En el epitelio glandular no se observaron diferencias significativas en los
indices apoptoéticos de ratas controles comparadas con ratas tratadas con las
diferentes concentraciones de LVS. Para el caso del grupo control se observd un
indice apoptotico de 26.11 + 1.19% , para animales tratados con LVS dil 1:5 en el
mismo tipo celular fue de 27.13 + 4.17% , en el tratamiento con LVS dil 1:2 33.63 +
2.07%, mientras que para los animales tratados con LVS concentrado el indice
apoptotico fue de 35.27 + 3.25%. Esto puede observarse en la Figura 8, donde se
aprecian células marcadas en el epitelio glandular en todas las concentraciones
estudiadas. En ambos epitelios uterinos, luminal y glandular, no se encontraron
diferencias significativas entre los Uteros derechos (no tratados), comparados con
los Uteros izquierdos(tratados).

Para obtener el indice apoptético se cuantificé el nimero de células totales
para cada uno de los epitelios, asi como el numero de células positivas,
obteniendo asi el porcentaje de células apoptoticas para cada uno de los epitelios.
Los resultados de la cuantificacion para el epitelio luminal y epitelio glandular se
presentan en las Figuras 9 y 10, respectivamente.

En la Figura 9 se observa el indice apoptético del epitelio luminal de ambos
cuernos uterinos. El indice apoptoético para las ratas control (solucion salina 0.9%)

fue de 17.92 + 1.19%, para el grupo tratado con LVS dil 1:5 fue de 6.87 + 0.59%,
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mientras que para los grupos tratados con LVS dil 1:2 y LVS concentrado se
tuvieron indices apoptoéticos de 4.55 + 0.26% y 3.97 + 0.71% respectivamente. Se
encontré una diferencia significativa entre el grupo control y los tres grupos
tratados con LVS (LVS dill:5, LVS dilucién 1:2 y LVS concentrado). El grupo
tratado con LVS dilucién 1:5 también es significativamente diferente de LVS
dilucién 1:2 y LVS concentrado. Para los grupos LVS dilucién 1:2 y LVS
concentrado., se tiene que son significativamente diferentes al grupo control y al

grupo LVS dilucién 1:5, pero no hay diferencia significativa entre ellos.
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Figura 9. INDICE APOPTOTICO DEL EPITELIO. LUMINAL UTERINO DE
RATAS TRATADAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LVS Y
SOLUCION SALINA. Se llevo a cabo la reaccion de TUNEL en el Gtero de 5
animales tratados con las diferentes concentraciones de LVS y control. Los
resultados se expresan como la media + ESM. Para este epitelio: °p< 0.001
comparado con los uteros tratados LVS dil 1.5, LVS dil 1:2 y LVS
concentrado. °p< 0.05 comparado con LVs dil 1:2 y LVS concentrado. No hay
diferencias significativas entre LVS dil 1:2 y LVS concentrado. No existen

diferencias significativas entre el Gtero derecho y el Gtero izquierdo.
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En la Figura 10 se puede ver el indice apoptético del epitelio glandular de
ambos cuernos uterinos. Para los animales control se tiene un indice apoptético
de 26.11 + 1.70%, para el grupo tratado con LVS dilucién 1:5 el indice apoptético
fue de 27.13 + 4.17%, mientras que para los animales tratados con LVS dilucién
1:2 y LVS concentrado se encontraron indices apoptéticos de 33.63 + 2.07% vy
35.27 + 3.25% respectivamente. No se encontraron diferencias significativas en el
epitelio glandular uterino de las ratas control comparadas con las tratadas con LVS

a ninguna concentracion.
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Figura 10. INDICE APOPTOTICO DEL EPITELIO GLANDULAR UTERINO
DE RATAS TRATADAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LVS
Y SOLUCION SALINA. Se llev6 a cabo la reaccion de TUNEL en el Gtero de
5 animales tratados con diferentes concentraciones de LVS. Los resultados
se expresan como la media + ESM. En este epitelio no existen diferencias
significativas para ninguno de los grupos estudiados. No hay diferencias

significativas entre el Gtero derecho y el Gtero izquierdo.
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En ninguno de los epitelios uterinos cuantificados (luminal y glandular), se
observaron diferencias significativas entre el Utero tratado (izquierdo) y el Gtero no

tratado (derecho). Esto se muestra en las Figuras 9 y 10.

8.2. NIVELES HORMONALES

Se analizé el nivel plasmatico de E, y P, de todos los animales estudiados para
verificar el status hormonal durante el ciclo estral. Los niveles hormonales se
obtuvieron por radioinmunoandlisis y coinciden con las concentraciones reportadas
previamente por Mendoza-Rodriguez para animales apareados y no apareados a las
09:00 horas del dia del estro (Tabla 3). Los niveles hormonales obtenidos por
radioinmunoanalisis para las ratas tratadas con las diferentes concentraciones de
liquido de la vesicula seminal y control (solucién salina 0.9%) concordaron con los

datos reportados en la literatura.

Tabla 3. Niveles séricos de E2 y P4 a las 09:00 horas del dia del estro, de

animales tratados intrauterinamente con diferentes concentraciones de LVS 'y

control.

E2 (pg/mL) P4 (ng/mL)

Ratas apareadas | 29.12+14.82 | 7.85+5.82

Ratas no apareadas | 33.78 + 4.51 6.84 + 2.50
S.S 23.61+9.15 | 21.59 + 12.34

LVS dilucién 1:5 24.88 +7.07 | 18.25+4.27
LVS dilucién 1:2 2455 +14.04 | 23.24 + 11.65
LVS concentrado 21.99+8.13 | 19.84 +7.88

Los niveles fueron determinados por radioinmunoandlisis. Los datos se expresan como la

media + DS de 5 animales por grupo.
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9. DISCUSION

El proceso de apareamiento es muy complejo e incluye la conducta sexual y
cambios hormonales en el Utero de la rata. Es bien conocido que el apareamiento
induce cambios neuroendocrinos indispensables para la reproduccion, sin
embargo, aun no se conoce bien como es que los factores que se encuentran
contenidos en el semen, contribuyen al proceso de fertilizacién. Este trabajo
comprueba que el liquido de la vesicula seminal tiene la capacidad de retrasar la
muerte celular programada del epitelio luminal uterino a las 09:00 horas del estro
aun en ausencia del estimulo vagino-cervical del apareamiento.

Se ha establecido que el proceso de apareamiento modifica
significativamente los patrones de muerte celular del epitelio luminal uterino. Se
sabe que el indice apoptético del epitelio luminal uterino de animales no
apareados es de 17.29 + 5.44% a las 09:00 horas del estro, mientras que en
animales apareados es de apenas 1.18 + 0.09% a la misma hora (Mendoza-
Rodriguez et al.,, 2008). Sin embargo son pocos los estudios realizados que
evalian la contribucion del eyaculado en los cambios uterinos presentados
durante el apareamiento. En este estudio se determinaron por separados los
indices apoptéticos de ambos epitelios uterinos (luminal y glandular) a las 09:00
horas de la etapa del estro, de ratas tratadas intrauterinamente con diferentes
concentraciones de liquido de la vesicula seminal (LVS diluido 1:5, LVS diluido 1:2
y LVS concentrado) y control (solucion salina 0.9%), utilizando la técnica de

TUNEL. Esta técnica nos permite identificar las células apoptéticas por medio de
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un microscopio de fluorescencia. Se demostré que existe una disminucién en el
indice apoptoético del epitelio luminal uterino a las 09:00 horas del estro, en las
ratas tratadas intrauterinamente con LVS. Se decidi6 emplear liquido de la
vesicula seminal debido a que contribuye con mas del 50% del volumen total del

eyaculado.

Los resultados obtenidos indican que los factores contenidos en el liquido
de la vesicula seminal, son capaces de retrasar la muerte celular programada del
epitelio luminal uterino a las 09:00 horas del estro (Figuras 8, 9 y 10), de manera
equivalente al proceso de apareamiento. Estos resultados concuerdan con el
estudio previo realizado en nuestro laboratorio (Mendoza-Rodriguez et al., 2008)
en el cual la muerte celular del epitelio luminal uterina de ratas control alcanza un
nivel de 17.29 + 5.44% a las 09:00 horas de la etapa del estro, que es equivalente
a la observada en el presente estudio para las ratas control (solucién salina 0.9%)
a la misma hora (17.92 + 1.19%), mientras que para las ratas apareadas se
reportan niveles de solo 1.18 + 0.09% en el mismo tipo celular (Mendoza-
Rodriguez et al, 2008). Estos resultados concuerdan con los obtenidos para las
ratas tratadas con LVS a las diferentes concentraciones estudiadas, aun cuando la
disminucién no es tan evidente como la reportada para animales apareados (la
maxima disminucién observada fue de 3.97 + 0.71% en los animales tratados con
LVS concentrado). Esto probablemente se debe a que en los animales apareados
se tienen los factores del eyaculado completo en contacto con el tejido uterino,
ademas de la contribucion del estimulo vagino-cervical, pues como ya se dijo este

estimulo es suficiente para provocar enormes cambios bioldgicos en los animales
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apareados. Debido a que en el presente estudio se evitd6 completamente el
estimulo cervico-vaginal del apareamiento, se pueden atribuir los efectos
observados a los factores contenidos en el liquido de la vesicula seminal. Lo
anterior nos indica que el retraso en la muerte celular programada del epitelio

luminal uterino es necesario para el proceso de fertilizacion.

Los datos de indice apoptético para el epitelio glandular uterino a las 09:00
horas del estro concuerdan con los datos obtenidos previamente en nuestro
laboratorio para animales apareados (Mendoza-Rodriguez et al., 2008), en este
estudio se reportd un indice apoptotico de 36.99 + 1.98% para el epitelio glandular
uterino de animales apareados y de 44.82 + 7.94% para animales intactos en el
mismo tipo celular, es decir, no existe una diferencia significativa en el indice
apoptético de ratas apareadas y no apareadas. En este trabajo tampoco se
observd un cambio en el indice apoptético del epitelio glandular uterino para
ninguno de los grupos estudiados (Figura 10). Esto se debe, en parte, a que este
compartimiento probablemente no esta en contacto directo con los factores
contenidos en el liquido de la vesicula seminal durante el proceso de fertilizacion
(Gray et al., 2001; Mendoza-Rodriguez et al., 2005), y a que los epitelios luminal y
glandular se encuentran bajo diferentes mecanismos de regulacion endocrina

(Tachi et al., 1972; Mendoza-Rodriguez et al., 2003a).

Los cuernos uterinos se cuantificaron por separado debido que la
administracion intrauterina se realiz6 Unicamente en el cuerno izquierdo. Aun asi,
no se encontraron diferencias significativas en los indices apoptéticos del cuerno

izquierdo (tratado) y el cuerno derecho (no-tratado) (Figuras 9 y 10). Esto puede
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explicarse, ya que los cuernos uterinos no son érganos aislados el uno del otro,
sino que se unen en la vagina, por lo tanto al inyectar el liquido de la vesicula
seminal en el Utero izquierdo, este es capaz de difundir hacia el otro cuerno

uterino, de esta forma se observa el efecto en ambos cuernos uterinos.

Como se esperaba, la disminucion del indice apoptético fue mayor
conforme se aumentd la concentracion de liquido de la vesicula seminal, pero para
el LVS concentrado ya no hubo una disminucién significativamente mayor con
respecto al del LVS dilucién 1:2. Esto sugiere la posibilidad de que los factores
contenidos en el liguido de la vesicula seminal estén actuando mediante la unién a
un receptor, por lo que al saturarse este receptor no se puede incrementar el
efecto observable aun cuando se incrementa la concentracion del ligando (Factor
antiapoptotico).

El papel de las hormonas esteroides en la regulacion de la muerte celular
programada del Gtero durante el ciclo estral se ha estudiado previamente por
diversos grupos (Butcher et al., 1974; Spornitz et al., 1994; Mendoza-Rodriguez et
al., 2002 y 2003a). Sin embargo, existen pocos estudios acerca de los cambios
apoptéticos en el utero después del apareamiento (Zhang and Paria., 2006), y de
la participacion de las hormonas esteroides en este proceso. En este estudio, no
se encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de estradiol E2 y
progesterona P4 entre ratas tratadas con las diferentes concentraciones de liquido

de la vesicula seminal y ratas control.
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10. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados para el presente estudio, las

conclusiones del presente trabajo indican que:

1. Elliquido de la vesicula seminal es capaz de inhibir la apoptosis del epitelio
luminal uterino a las 09:00 horas de la etapa del estro. La inhibicién de la
apoptosis producida por el liguido de la vesicula seminal es similar a la
observada en ratas apareadas con respecto a ratas control (intactas). Los
resultados indican que el liquido de la vesicula seminal contiene factores
que contribuyen al retraso del indice apoptotico observado en ratas

apareadas.

2. No se observaron cambios en el indice apoptético del epitelio glandular
uterino de las ratas tratadas con liquido de la vesicula seminal a ninguna
concentracion con respecto al grupo control. Esto concuerda con los
resultados observados previamente por Mendoza y colaboradores en ratas
apareadas comparadas con ratas no apareadas. Probablemente por el
impedimento anatomico para que los factores contenidos en el liquido de la
vesicula seminal entren en contacto con el epitelio glandular durante el
apareamiento, asi como a la diferencia en la regulaciébn endocrina que

existe entre el epitelio luminal y el epitelio glandular.
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3. La inhibicion de la apoptosis inducida por el liquido de la vesicula seminal
es dosis dependiente, es decir, a mayor concentracién de liquido de la
vesicula seminal se observa una mayor inhibicién de la apoptosis, pero esta
dependencia no es lineal; lo que nos habla de la posibiliad de un receptor

para estos factores.

Finalmente, los resultados obtenidos han demostrado que los cambios que
presenta el Gtero durante el proceso de apareamiento pueden ser atribuidos en
gran parte a los factores contenidos en el semen, ya que el liquido de la vesicula
seminal que es un componente abundante del semen, es capaz de producir el
mismo efecto de retraso de la muerte celular programada observado a las 09:00
horas de la etapa del estro en ratas apareadas. Los resultados indican que el
liquido de la vesicula seminal tiene la capacidad de inhibir la apoptosis del epitelio
luminal uterino, mientras que en el epitelio glandular no se presentan cambios en
el indice apoptético.

Estos resultados sustentan la idea de que los factores contenidos en el
liquido de la vesicula seminal juegan un papel importante durante la fertilizacion y
en la remodelacion del tejido uterino, culminando con la mejora de la receptividad
endometrial para la implantacion del embrion.

Es importante reconocer que los estudios realizados en la presente tesis
solamente emplean liquido de la vesicula seminal, que aunque es un componente
mayoritario del semen, deja fuera otros factores que podrian estar contribuyendo

también al retraso de la muerte celular programada.
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11. PERSPECTIVAS

Ademas de estos resultados, es importante analizar si el efecto atribuido al
liguido de la vesicula seminal se comporta de manera similar al proceso de
apareamiento. Para lo cual es importante analizar el efecto del liquido de la
vesicula seminal en el patron de muerte celular programada del epitelio uterino a
diferentes horas de la etapa del estro, para observar si al igual que el proceso de
apareamiento este indice apoptoético se recupera a las 13:00 horas del estro.

Ademas es interesante analizar el contenido proteinico del liquido de la
vesicula seminal para encontrar los posibles componentes que estén participando
en el efecto antiapoptdtico observado y probarlos posteriormente a

concentraciones fisioldgicas directamente en el Utero de la rata y caracterizarlos.
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