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Resumen 
 
 
 

El principio de la reproducción establece que las hormonas esteroides regulan el proceso de 
proliferación celular del endometrio uterino, sin embargo, aún no se conoce cómo las hormonas esteroides 
regulan el crecimiento de los epitelios uterinos. En el presente estudio se determinó el inicio de la 
proliferación celular de los epitelios luminal y glandular del útero de la rata y su correlación con el patrón 
de expresión de las proteínas del receptor a estrógenos α (RE-α), c-Fos, ciclina D1, ciclina D3 y cinasas 4 
y 6 dependientes de ciclinas (Cdk4 y Cdk6, respectivamente), como parte de la cascada de eventos que 
inducen la proliferación celular de los epitelios uterinos durante la transición estro-metaestro del ciclo 
estral. Por otra parte, una de las estrategias para estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la 
proliferación celular inducida por los estrógenos, es el uso de antagonistas del RE, por lo que en este 
estudio se determinó el efecto del tratamiento con ICI 182, 780 (ICI), antagonista estrogénico, sobre la 
proliferación celular de los epitelios uterinos y la expresión tanto del RE-α como del receptor a 
progesterona A+B (RP) en el útero de ratas durante el ciclo estral y en ratas ovariectomizadas (ovx) 
tratadas con 17β-estradiol (E2). Además, en el útero de ratas intactas, se analizó el efecto del ICI sobre la 
expresión de proteínas reguladas por el E2 como ciclina D1, Akt y cinasa 3-β sintetasa de glucógeno 
(Gsk3-β de glycogen synthase kinase 3-β).  

 
Los resultados mostraron que el epitelio glandular comienza a proliferar entre las 21:00 h y 00:00 

h del estro mientras que el epitelio luminal inicia su proliferación 3 h después. Durante la tarde del estro, 
se observó un incremento tanto en la localización nuclear de la proteína c-Fos como la del RE-α. De forma 
interesante, se detectó que las ciclinas, D1 y D3, se expresan de manera abundante en ambos epitelios 
uterinos, luminal y glandular, y su inmunotinción nuclear precede a la incorporación de 5-bromo-2´-
desoxi-uridina (BrdU) en las células uterinas. Las proteínas Cdk4 y Cdk6 fueron localizadas en el núcleo 
de ambos epitelios durante todo el curso temporal estudiado. Además, la expresión de Cdk4 fue más 
abundante que la de Cdk6 durante los días del estro y metaestro. Los resultados de este estudio sugieren 
que hay una correlación positiva entre la expresión secuencial de estas proteínas y la progresión del ciclo 
celular en las células epiteliales uterinas durante el ciclo estral. Sin embargo, las diferencias observadas 
entre condiciones fisiológicas y farmacológicas en la localización celular, curso temporal de expresión y 
los tipos celulares que expresan ambas ciclinas (D1 y D3) sugieren diferentes mecanismos de regulación, 
posiblemente debido al complejo ambiente hormonal durante el ciclo estral. 

 
En relación con el efecto del antagonista estrogénico, se observó que el tratamiento con ICI 

inhibió significativamente (p<0.01) la expresión tanto del RE-α como la del RP en el útero de ratas ovx 
tratadas con E2. Así mismo, la proliferación celular uterina fue bloqueada aproximadamente en un 70% en 
estos animales. Sin embargo, durante el ciclo estral, a pesar de que el ICI provocó una reducción del 90% 
en los niveles del RE-α, no tuvo efecto sobre la expresión del RP y solo inhibió un 15 % de la 
proliferación celular del epitelio luminal, no así la del epitelio glandular, sugiriendo la participación de 
otras vías de señalización adicionales a la del RE en la regulación de la proliferación del útero de la rata 
bajo condiciones fisiológicas. Además, el aumento observado tanto en la localización nuclear de la ciclina 
D1 como de la forma fosforilada de Gsk3 en serina 9 (p-Gsk3- Ser9) en los epitelios uterinos después 
del tratamiento con ICI sugiere que el efecto del E2 sobre estas proteínas no involucra directamente la 
participación del RE-, y que bajo condiciones fisiológicas, el tratamiento con ICI presenta tanto 
actividad agonista como antagonista sobre la expresión de proteínas reguladas por el E2.  
 



 
Abstract 
 
 

It has been well recognized that steroid hormones regulate the endometrium proliferation. 
Nevertheless, the molecular mechanisms by wich the steroid hormones regulate epithelial proliferation is 
still unkown. The aim of the present study was to evaluate the initiation of cellular proliferation of the 
luminal and glandular epithelium of the rat uterus and correlate them with the expression pattern of 
estrogen receptor α (ER-α), c-Fos, cyclin D1, cyclin D3, Cdk4 (cyclin dependent kinase 4) and Cdk6 
(cyclin dependent kinase 6) proteins in order to establish the participation of these key molecules in the 
induction of uterine cell proliferation during the transition from estrus to metestrus of rat estrous cycle. On 
the other hand, we determine the effects of estrogenic antagonist ICI 182,780 (ICI) on the proliferative 
index of uterine epithelial cells, the expression of ER-α and progesterone receptor A+B (PRA+B) in the 
uterus of rats during estrous cycle and to evaluate the effects of ICI on the same parameters in 
ovariectomized (ovx) rats treated with 17β-estradiol (E2). In addition, we analysed cyclin D1, AKT and 
Gsk3-β (glycogen synthase kinase 3-β) proteins in the epithelium of intact rat uterus. 
 

The results indicate that the glandular epithelium starts to proliferate at 21:00 h on estrus day, and 
initiates at least 3 h before the luminal epithelium does. Fos expression was markedly increased during the 
afternoon of estrus day, and its increase was in parallel to ER-α expression. Interestingly, both, cyclin D1 
and D3 were abundantly expressed in the luminal and glandular epithelia, and nuclear immunolabelling of 
cyclin D1 and D3 precedes BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine) incorporation in the uterine cells. Cdk4 and 
Cdk6 were localized in the nuclei in both epithelia throughout the studied time course. In addition, Cdk4 
was more abundant throughout estrus and metestrus days than Cdk6. In conclusion, there is a good 
correlation between sequential expression of these proteins and cell cycle progression in the rat uterine 
epithelial cells during the estrous cycle. However, the differences observed in the cellular localization, 
time course of expression and the cellular types that express both cyclins between physiological and 
pharmacological conditions, demonstrated different mechanisms of regulation and should be due to the 
complex hormonal milieu during the estrous cycle. 

 

With regard to the effects of estrogenic antagonist, we observed that the administration of ICI 
significantly inhibits both ER- and PR protein expression in ovx-E2 treated rats. In addition, uterine cell 
proliferation was blocked in these animals. In contrast, during the estrous cycle, although ICI induced a 
marked reduction in ER- concentrations, it was inefficient to inhibit PR expression and only reduced 
15% of luminal epithelial cell proliferation, whereas it was completely ineffective at inhibiting glandular 
epithelial cell proliferation. In addition, the increase nuclear localization of cyclin D1 and phosphorylated 
Gsk3-β at serine 9 (p-Gsk3-β Ser9) after ICI treatment suggest that physiological E2 effects on these 
proteins do not directly involve ER-α. Sugestting that there are different molecular mechanisms 
participating in physiological and pharmacological conditions that drive the regulation of cellular 
proliferation in the rat uterus.  

 



Introducción 

 
Los estrógenos han sido reconocidos como los reguladores primarios de la proliferación, 

diferenciación y función de diversos tejidos. El útero de los roedores ha servido como un valioso modelo 

para monitorear la sensibilidad de este tejido a la administración de hormonas esteroides ováricas.  

 

 El mecanismo mediante el cual los estrógenos inducen la replicación del ácido 

desoxirribonucleico (ADN) y la proliferación celular uterina ha sido ampliamente estudiado en animales 

ovariectomizados (ovx). En estos animales, de todos los tipos celulares que conforman el útero (epitelios, 

estroma y miometrio), solamente los epitelios luminal y glandular proliferan en respuesta al 17β-estradiol 

(E2) (Clark, 1971; Kaye et al., 1972; Marcus, 1974; Tong y Pollard, 1999; Zhuang et al., 2001; Chen et 

al., 2005; Zhu y Pollard, 2007), lo cual es inhibido por la administración de la progesterona (P4) (Martin et 

al., 1973; Kirkland et al., 1979; Tong y Pollard, 1999). Se ha reportado que el mecanismo de acción de los 

estrógenos resulta de su interacción con el receptor de estrógenos (RE), el cual es un factor de 

transcripción ligando específico (Mendoza-Rodríguez et al., 2001). El complejo RE-ligando interacciona 

con sitios de unión específicos del ADN que se llaman elementos de respuesta a estrógenos (ERE) y de 

esta manera modifica la expresión de múltiples genes involucrados en el proceso de proliferación celular, 

entre los cuales podemos citar al receptor de progesterona (RP) (Kraus y Katzenellenbogen, 1993; 

Savouret et al., 1994), diferentes proto-oncogenes como c-fos (Loose-Mitchell et al., 1988; Bigsby y Li, 

1994; Nephew et al., 1995), c-jun, jun-B, jun-D (Weisz et al., 1990; Nephew et al., 1993; Webb et al., 

1993), c-myc y n-myc (Murphy et al., 1987; Travers y Knowler, 1987; Weisz y Bresciani, 1988), así como 

genes involucrados en el ciclo celular como ciclina D1, ciclina D3, ciclina E, ciclina A, cinasa 4 

dependiente de ciclina (Cdk4 de cyclin dependent kinase 4) y cinasa 6 dependiente de ciclina (Cdk6 de 

cyclin dependent kinase 6) (Altucci et al., 1997; Geum et al., 1997; Zhang et al., 1998; Zhuang et al., 

2001), entre otros.  

 

En años recientes se han desarrollado diferentes compuestos con actividad antiestrogénica como el 

ICI 182,780 (ICI), también llamado fulvestrant o faslodex, el cual es un antagonista de los receptores a 

estrógenos α y β (RE-α y RE-, respectivamente) (Howell et al., 2000; Osborne et al., 2004). En el útero 

de animales ovx, el tratamiento con ICI inhibe diversos efectos estrogénicos, como el incremento en la 

expresión de la proteína del RE-α (Branham et al., 1996; Sahlin y Eriksson, 1996; Stygar et al., 2003), la 

proliferación tanto del epitelio luminal como del glandular (O´Regan et al., 1998; Gibson et al., 1991; 

Stygar et al., 2003; Zhu y Pollard, 2007), la expresión de los genes de ciclina D1 y D3 (Geum et al., 

1997), así como la activación de la vía de señalización de proteina cinasa b/AKT (Lengyel et al., 2004; 

Chen et al., 2005).  



A pesar de que existe un gran número de estudios que demuestran que el ICI ejerce una acción 

antagonista sobre la proliferación celular endometrial y la expresión de proteínas reguladas por E2, 

diversos autores reportan algunos efectos estrogénicos del ICI en modelos tanto in vitro como in vivo: a) 

En células MCF-7, el tratamiento con ICI induce 5% de los genes regulados a la alta por E2 (Frasor et al., 

2004). b) En neuronas del cerebro de ratas neonatas induce un incremento significativo en la fosforilación 

de la cinasas 1/2 reguladas por señales extracelulares (ERK 1/2 de extracellular signal regulated kinase 

1/2) (Wong et al., 2003). c) En ovejas incrementa el peso del útero y los niveles del ácido ribonucleico 

mensajero (ARNm) de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH de glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase) en el estroma y epitelio glandular uterino (Robertson et al., 2001). d) Durante 

el ciclo estral de ovejas intactas induce la secreción de oxitocina y prostaglandina F2α (al-Matubsi et al., 

1998). e) En el hígado de besugos incrementa el efecto del E2 sobre los niveles de calcio plasmático y 

regula a la alta la expresión del RE-α (Pinto et al., 2006). Lo anterior demuestra que el ICI tiene efectos 

agonistas y antagonistas sobre diversas respuestas estrogénicas en diferentes tejidos y modelos 

experimentales. Más aún, se ha observado que en los tejidos del tracto reproductivo la expresión de 

diversos genes es diferente en animales ovx comparado con animales intactos bajo condiciones 

fisiológicas como es el ciclo estral (Molnar y Murphy, 1994; Nandha et al., 1999; Cameron et al., 2002), 

por lo que la dinámica celular del útero durante el ciclo estral no puede ser mimetizada mediante el uso de 

modelos farmacológicos como ratas ovx tratadas con hormonas sexuales esteroides exógenas. 

 

El útero de la rata durante el ciclo estral representa un modelo adecuado para evaluar, 

en condiciones fisiológicas, la expresión de proteínas involucradas en el proceso de 

proliferación celular de este tejido, ya que los cambios cíclicos en los niveles de E2 y P4 inducen 

la proliferación de los epitelios uterinos durante el ciclo estral. En el presente estudio, el índice 

de proliferación celular de los epitelios uterinos (determinado por medio de la incorporación de 

BrdU al ADN) se correlacionó con el patrón de expresión de las proteínas del RE-α, c-Fos, 

ciclina D1, ciclina D3, Cdk4 y Cdk6 (determinadas por medio de inmunohistoquímica) durante la 

transición estro-metaestro del ciclo estral de la rata. Se comparó el efecto del tratamiento con 

ICI sobre el índice de incorporación de BrdU en las células de los epitelios uterinos, el peso 

húmedo del útero y la expresión uterina tanto del RE-α como del RP (determinadas por western 

blot) entre ratas durante el ciclo estral y ratas ovx tratadas con E2. Además se analizó el efecto 

del ICI sobre la expresión y localización celular de Akt, Gsk3-β y ciclina D1 (determinadas por 

western blot e inmunohistoquímica) en el útero de ratas intactas. 

 

 

 



Antecedentes 

 

  Ciclo estral de la rata 
 
  Generalidades 
 
 

La rata es un mamífero no estacional y de ovulación cíclica. La ovulación ocurre durante todo el 

año y no depende de una estimulación externa, contrario a ciclos ovulatorios restringidos a una estación 

como en el caso de las ovejas o a la cópula como en al caso de las conejas (Beyer et al., 1980). El ciclo 

reproductivo que presentan las ratas se conoce como ciclo estral, el cual está constituido por cuatro etapas: 

proestro, estro, metaestro y diestro. El tiempo de duración de un ciclo estral es de 4 o 5 días, período en el 

que se presentan cambios morfológicos en el tejido reproductivo y variaciones en las concentraciones 

plasmáticas de diferentes hormonas (Freeman, 1988; Westwood, 2008). 

 

La forma más común para determinar la etapa del ciclo estral en la que se encuentra cada rata, es 

por medio del estudio de los cambios morfológicos en las células del epitelio vaginal. En un frotis vaginal 

se pueden observar diferentes tipos celulares: células epiteliales nucleadas, leucocitos polimorfonucleares 

y células epiteliales cornificadas (Figura i). El tipo celular predominante es el que nos indica la etapa del 

ciclo estral en la que se encuentra cada rata. La pared vaginal durante el estro presenta un aspecto seco, 

blanco y carente de brillo, pero cambia durante el metaestro presentando un aspecto húmedo y rosado. 

Estos cambios están asociados con la cornificación de las capas superiores durante el estro y con la 

extensa descamación al final de esta etapa, la cual se caracteriza por la presencia de células epiteliales 

cornificadas carentes de núcleo y de forma irregular (Figura iA). Durante el  metaestro (también llamado 

diestro I) y el diestro (también llamado diestro II) predomina la presencia de leucocitos 

polimorfonucleares y la desaparición de las células epiteliales cornificadas (Figura iB y C). En el proestro, 

los leucocitos polimorfonucleares desaparecen y se observa un gran número de células epiteliales 

nucleadas las cuales son gradualmente reemplazadas por células epiteliales cornificadas (Figura iD) 

(Baker, 1979; Marcondes, 2002; Westwood, 2008). 

 

 



 
 
Figura i. Etapas del ciclo estral de la rata. Análisis citológico de frotis obtenidos de la pared vaginal de la rata. Las 
células fueron teñidas con hematoxilina y eosina para determinar la etapa del ciclo estral en el que se encuentra cada rata. 
(A) Estro, células epiteliales cornificadas; (B) Metaestro, leucocitos polimorfonucleares y células cornificadas; (C) 
Diestro, leucocitos polimorfonucleares y células epiteliales nucleadas; (D) Proestro, células epiteliales nucleadas. Las 
flechas indican el tipo celular predominante en cada etapa.  
 

Niveles hormonales 

 
En ratas que presentan un ciclo estral de cuatro días de duración, los niveles de E2 en plasma 

periférico son basales (8  2 pg/ml) durante el estro (Brown-Grant et al., 1970; Butcher et al., 1974; 

Freeman, 1988), posteriormente incrementan durante la tarde del metaestro y el diestro hasta llegar a su 

valor máximo (45  2 pg/ml) a las 9:00 h del proestro (Butcher et al., 1974) (Figura ii). Durante la tarde 

del proestro los niveles de E2 disminuyen rápidamente y alcanzan valores basales en las primeras horas de 

la mañana del estro. El E2 es secretado por las células de la teca interna y las células de la granulosa de los 

folículos de De Graaf que se encuentran en desarrollo.  



 
Figura ii. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral. Concentración de progesterona, prolactina, estradiol, 
LH y FSH en plasma periférico obtenido en intervalos de 2 h a través de los 4 días del ciclo estral de la rata. Las barras 
negras representan los intervalos de oscuridad en la colonia y los números en la base representan la hora del día. LH, 
hormona luteinizante; FSH, hormona folículo estimulante  (Freeman, 1988). 
 
 



El aumento en la concentración de estrógenos en la sangre desencadena un estímulo neural cíclico 

que activa la liberación de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) por el hipotálamo. La GnRH 

a su vez desencadena la secreción de la hormona luteinizante (LH) por la hipófisis. Los niveles circulantes 

de LH empiezan a incrementarse alrededor de las 14:00 y 15:00 h del proestro, y alcanzan su nivel 

máximo (37  5 ng/ml) entre las 17:00 y 19:00 h de la misma etapa del ciclo estral (Figura ii) (Brown-

Grant et al., 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). El incremento en la concentración plasmática de 

LH induce la ruptura folicular y la ovulación en las primeras horas del estro. El nivel plasmático de LH 

comienza a disminuir en la noche del proestro hasta alcanzar niveles basales (0.5  0.15 ng/ml) en las 

primeras horas de la mañana del estro y permanece así durante el metaestro y el diestro (Brown-Grant et 

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

(FSH) y el de prolactina durante el ciclo estral es similar al de LH. 

 

Durante el ciclo estral se presentan dos incrementos en los niveles plasmáticos de P4 (Figura ii). 

Un primer pico de P4 (24  3 ng/ml), secretada por el cuerpo lúteo, se observa alrededor del mediodía del 

metaestro y se mantiene hasta las primeras horas de la mañana del diestro, posteriormente la 

concentración de P4 disminuye a niveles basales después de las 06:00 h del diestro. Durante la tarde del 

proestro se observa un segundo pico de P4, secretada por las células de la granulosa del folículo 

preovulatorio, el cual alcanza su valor máximo (46  7 ng/ml) entre las 17:00 y 21:00 h. Este incremento 

sucede casi simultáneamente al incremento de LH. Los  niveles de P4 regresan a niveles basales (2  1 

ng/ml) en la mañana del estro (Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). El cambio en las concentraciones de 

estas hormonas durante el ciclo estral afecta la actividad del oviducto, útero, cervix y vagina, así como 

también algunos efectos fisiológicos generalizados (Westwood, 2008).  

 

 

Cambios morfológicos del útero  

 

El útero presenta cambios cíclicos dependientes de esteroides tanto en su estructura como en su 

función (Figura iii). Durante cada ciclo reproductivo, el útero inicialmente se prepara para recibir y 

transportar los espermatozoides del cervix al oviducto y subsecuentemente se prepara para recibir los 

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

la porción de músculo liso de la pared uterina, el cual esta constituido por dos capas: una capa interna 

circular derivada de células mesénquimales ductales y una capa externa longitudinal derivada del 

mesénquima subperimetrial. Entre ambas capas se encuentra una capa de tejido conectivo que contiene 

nervios, vasos linfáticos y vasos sanguíneos. El endometrio es el revestimiento mucoso del útero y se 



deriva de la capa externa del mesénquima ductal. Histológicamente, el endometrio esta conformado por 

dos tipos de células epiteliales: epitelio luminal y epitelio glandular, ambos se encuentran organizados en 

una matriz o estroma (Hafez, 1970; Gray et al., 2001). 

 

Durante el estro y el metaestro (fase lútea) las estructuras del endometrio están controladas por la 

P4 producida por el cuerpo lúteo, ambos epitelios uterinos presentan muerte celular por apoptosis 

principalmente durante el estro, el endometrio se expande, el epitelio luminal se convierte a uno de tipo 

columnar alto, las glándulas crecen y secretan un fluido rico en glicoproteínas, azúcares y aminoácidos 

(Figura iiiA y B). Al final de la fase lútea, durante el diestro, el útero es pequeño, las glándulas son 

inactivas, el endometrio se reabsorbe y es reemplazado por una pequeña capa de estroma cubierta con 

tejido epitelial listo para entrar a un nuevo ciclo (Figura iiiC) (Hafez, 1970; Westwood, 2008).   

 

Durante el proestro, el endometrio esta bajo la influencia de los estrógenos producidos por los 

folículos ováricos (fase folicular), el epitelio se convierte de un epitelio cuboidal a un epitelio columnar 

bajo, su vascularización incrementa, las glándulas presentan cierto crecimiento y el epitelio luminal 

comienza a extenderse como resultado de su actividad proliferativa (Figura iiiD). Las células epiteliales 

secretan un fluido de constitución líquida que contiene algunas proteínas, principalmente enzimas 

proteolíticas. En esta etapa aumenta la contractibilidad y excitabilidad del endometrio (Hafez, 1970; 

Westwood, 2008).  

 



 
Figura iii. Cambios morfológicos del útero de la rata durante el ciclo estral. Corte transversal del útero de la rata 
en las diferentes etapas del ciclo estral teñido con hematoxilina y eosina. Barra= 100µm (Westwood, 2008 
modificado). 

 
 
Proliferación celular del útero   

 

Uno de los principales efectos del E2 sobre los diferentes tipos celulares del útero es la 

proliferación celular. Diversos reportes han descrito la proliferación celular del útero de la rata durante el 

ciclo estral por medio de la medición de la actividad mitótica uterina, sin embargo los resultados de 

diferentes grupos no coinciden perfectamente entre si. Marcus reportó que la actividad mitótica en el 

epitelio luminal es máxima durante la noche del diestro y la mañana del proestro, desciende rápidamente 

durante el estro y presenta una elevación secundaria durante el metaestro (Marcus, 1974). Este mismo 

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

Bertalanffy y Lau (1963) reportan que este tipo celular prolifera tanto en metaestro como en diestro. Por 

otro lado, estudios realizados en nuestro laboratorio, mostraron que las células del epitelio luminal 

proliferan durante el metaestro, diestro y proestro, mientras que el epitelio glandular prolifera durante los 

días del metaestro y diestro (Mendoza-Rodríguez et al., 2003). Estos resultados concuerdan en parte con 

el estudio previo de Burroughs y col, en el cual la máxima proliferación celular en el epitelio luminal se 

observó durante el metaestro y el diestro, mientras que la proliferación celular del epitelio glandular fue 



observada solamente durante el día del metaestro (Burroughs et al., 2000). En el estroma endometrial, 

Marcus reportó que la mitosis ocurre en la tarde del diestro y en la mañana del proestro, mientras que 

Bertalanffy y Lau la detectan principalmente en el estro y metaestro. En el miometrio, la máxima 

proliferación ocurre durante el proestro (Marcus, 1974). 

 

En las ratas inmaduras una sola dosis de E2 (50 ng/rata) induce la proliferación de todos los tejidos 

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

1984). El índice mitótico en el epitelio luminal alcanza su máximo valor 24 h después del tratamiento 

(Kaye et al., 1972; Kirkland et al., 1979). En el estroma y miometrio el máximo índice mitótico se observa 

hacia las 24 h (Kaye et al., 1972) y 36-48 h (Kirkland et al., 1979). El útero de la rata adulta no responde 

de la misma manera a los estrógenos, ya que la mitosis en el estroma de ratas ovx solamente se presenta si 

la rata ha sido pretratada con P4. Las ratas adultas ovariectomizadas que han sido tratadas con E2 (0.2 

g/rata) solo presentan mitosis en los epitelios luminal y glandular, pero no en el estroma. En el epitelio 

luminal el índice mitótico empieza a aumentar 12 h después del tratamiento con E2, alcanza su máximo 

valor a las 24 h y regresa a niveles basales a las 36 h. En el epitelio glandular el índice mitótico empieza a 

aumentar a las 12 h y presenta el máximo valor a las 48 h, regresando a niveles basales 72 h después del 

tratamiento con E2 (Tachi et al., 1972). En ratas ovx que han sido tratadas con dipropionato de E2 el índice 

mitótico en el epitelio luminal empieza a aumentar a las 36 h y alcanza su máximo valor a las 48 h. En el 

epitelio glandular el índice mitótico presenta el máximo valor a las 48 h después del tratamiento hormonal 

(Gunin, 1997). El pretratamiento con P4 suprime la acción mitogénica del E2 tanto en el epitelio luminal 

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

a proliferar 6 h después del cotratamiento con P4 (2 mg diarios por 3 días) + E2 (0.6 g/rata), se presenta el 

máximo índice mitótico a las 12 h y regresa a niveles basales a las 24 h (Rider et al., 2003). La P4 sola no 

produce mitosis en ninguno de los tejidos (Clark, 1971; Tachi et al., 1972; Rider et al., 2003).  

 

 Receptores a estrógenos y progesterona 

 

Los receptores a E2 y P4 son miembros de la superfamilia de receptores nucleares (RN). Esta 

superfamilia se ha organizado en tres grupos. El grupo I incluye los receptores a hormonas esteroides 

dentro de los cuales se encuentran el RE-α, el RE-β, el RP, el receptor a glucocorticoides (RG), el receptor 

a mineralocorticoides (RM) y el receptor a andrógenos (RA). En el grupo II se encuentran los receptores 

de ácido retinoico (RAR α/β/γ), el receptor a vitamina D (RVD) y el receptor a tirosina (RTα/β). El grupo 

III incluye a los receptores llamados huérfanos, debido a que no se conocen sus ligandos, como el factor 1 

esteroidogénico (SF-1 de Steroidogenic Factor 1) y el receptor inducido por el factor de crecimiento 

nervioso (NGFI de Nerve Growth Factor-Induced) (Tsai y O´Malley, 1994; Ellmann et al., 2009).  



 

El E2 y la P4 son hormonas esteroides derivadas del colesterol que regulan diversos procesos 

biológicos como la reproducción, la diferenciación, la proliferación celular, el crecimiento, el desarrollo, 

la apoptosis, el metabolismo, la homeostasis, entre otros (Tsai y O´Malley, 1994; Edwards, 2005). La 

síntesis de E2 se lleva a cabo en el retículo endoplasmático liso de las células de la granulosa del ovario 

(Gore-Langton y Armstong, 1988), en células de Sertoli y en el cerebro (Calixto y Brailowsky, 1999), 

mientras que la P4 se sintetiza principalmente en el retículo endoplasmático liso de las células del cuerpo 

lúteo del ovario (Hsueh et al., 1984; Hutchison et al., 1986), corteza adrenal, placenta (Perrot-Aplanat y 

David-Ferreira, 1982; Pomata et al., 2000), testículo (Weisz y Ward, 1980; Dalkin et al., 1992) y cerebro 

(Ukena et al., 1999; Zwain y Yen, 1999). La síntesis de ambas hormonas es regulada por diversas 

hormonas como la LH, FSH, prostanglandinas y adrenalina (Graham y Clarke, 1997). 

 

 Los efectos biológicos del E2 son mediados a través de su interacción específica con uno de los 

dos subtipos del RE, RE-α y RE-β, mientras que la P4 lo hace a través de su interacción con una de las dos 

isoformas del RP, RP-A y RP-B. Tanto el RE como el RP funcionan como factores de transcripción 

activados por ligando (Edwards, 2005; Ellmann et al., 2009). El RE-α y el RE-β son productos de 

diferentes genes, ESR1 y ESR2 respectivamente, localizados en diferentes cromosomas. La proteína 

codificada por el gen ESR1, localizado en el cromosoma 6 (6q24.5), esta constituida por 599 aminoácidos 

con una masa molecular de 66 kDa, mientras que el gen ESR2 esta localizado en el cromosoma 14 

(14q23.2) y codifica a una proteína constituida por 549 aminoácidos con una masa molecular de 61 kDa. 

La diferencia en tamaño entre ambos receptores a estrógenos se debe a que el RE-β tiene una región 

amino terminal más corta que el RE-α (Matthews y Gustafsson, 2003; Ellmann et al., 2009).  

 

Los receptores a estrógenos se encuentran ampliamente distribuidos en el organismo. El RE-α se 

expresa en forma primaria en útero, glándula mamaria, riñón, hígado y corazón mientras que el RE-β en 

ovario, próstata, pulmón y sistema nervioso central (SNC). Ambos receptores se coexpresan en un gran 

número de tejidos como glándula mamaria, tiroides, hueso, epidídimo, entre otros (Kuiper et al., 1996; 

Kuiper y Gustafsson, 1997; Diel, 2002; Matthews y Gustafsson, 2003). Se ha sugerido que el RE-α es el 

subtipo dominante en el útero de la rata (Buchanan et al., 1999; Wang et al., 1999; Mendoza-Rodríguez et 

al., 2003).  

 

La actividad del RE-α es regulada en el útero y en el oviducto por cambios cíclicos en los niveles 

hormonales. En ratas inmaduras ovx, los niveles del RE-α disminuyen 24 h después del tratamiento con 

E2, manteniendo niveles bajos de expresión hasta 6 días después del tratamiento hormonal (Kraus y 

Katzenellenbogen, 1993). El E2 y la P4 administrados a ratas adultas ovx tienen efectos tanto inductores 



como represores sobre la expresión del RE-α en los epitelios y estroma del útero de la rata. Se ha 

demostrado que el E2 en estos animales regula (primero inhibiendo y después induciendo) los niveles del 

ARNm y de la proteína del RE-α. Tanto el ARNm como la proteína del RE-α disminuyen 6 h después de 

la administración de E2 en las células de los epitelios uterinos. Sin embargo, 24 h después del tratamiento 

con E2, los niveles tanto del mensajero como de la proteína se incrementan respecto a los niveles 

observados antes del tratamiento, regresando a sus niveles basales a las 72 h (Sahlin y Eriksson, 1996; 

Nephew et al., 2000; Stygar et al., 2003). El tratamiento con P4 también reduce la expresión del RE-α en 

el epitelio luminal de ratas ovx pretratadas con E2 (Wang et al., 1999). En el útero de la rata durante el 

ciclo estral se ha demostrado que el RE-α presenta los niveles más bajos de expresión durante los días del 

proestro y estro, cuando las concentraciones de E2 y P4 son las más altas del ciclo. En cambio, la expresión 

del RE-β no fue detectada en ambos epitelios uterinos durante todo el ciclo estral (Mendoza-Rodríguez et 

al., 2003), sustentando la idea de que el RE-α es el subtipo dominante en los epitelios uterinos.  

 

Las isoformas del RP (RP-A y RP-B) son productos de un mismo gen localizado en el cromosoma 

11 (11q22.1). Estas isoformas difieren sólo en que el RP-B contiene una extensión adicional amino 

terminal de aproximadamente 165 aminoácidos resultando en una proteína de una masa molecular de 116 

kDa, mientras que la proteína del RP-A tiene una masa molecular de 94 kDa (Kraus et al., 1993; Edwards, 

2005; Ellmann, 2009). El RP se expresa en diversos tejidos del aparato reproductivo como las células de la 

granulosa del ovario, tubas uterinas, útero, vagina, testículo y glándula mamaria (Conneely et al., 2002), 

así como en otros tejidos no reproductivos como timo, pulmón, tejido óseo y en diversas áreas del SNC 

(Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000). En el útero, la expresión del RP es regulada por cambios 

cíclicos en los niveles hormonales. En el útero de animales ovx se ha demostrado que el tratamiento con 

E2 induce un incremento tanto en los niveles del ARNm como de la proteína del RP 24 h después del 

tratamiento hormonal. Los niveles de la proteína del RP continúan incrementando hasta el sexto día del 

tratamiento, mientras que los niveles del ARNm disminuyen (Kraus y Katzenellenbogen, 1993). El 

tratamiento con P4 reduce la expresión y la intensidad de la inmunotinción para el RP en el útero de ratas 

ovx (Ohta et al., 1993). En el útero de ratas intactas se ha demostrado que la expresión del RP aumenta en 

el día del diestro, mientras que en el estro y metaestro disminuye (Ohta et al., 1993; Ramos et al., 2002).  

 

Estructura de los receptores a estrógenos y progesterona 

 

Los receptores a hormonas esteroides están compuestos de seis dominios funcionales (Figura iv). 

En la región amino terminal de ambos receptores se encuentran los dominios A/B que contienen la 

función de activación 1 (AF-1) independiente de ligando. Para el caso del RP-B existe otro dominio de 

activación de la transcripción conocido como función de activación 3 (AF-3) o BUS (de B-upstream 



segment) (Giangrande et al., 1997; Ellmann, 2009). En la región central, se encuentra el dominio C o 

dominio de unión al ADN (DBD de DNA binding domain), cuya estructura se compone por dos dedos de 

zinc los cuales juegan un papel importante en la dimerización del receptor y la unión de los mismos a 

secuencias específicas del ADN. Los dímeros del RE-α y del RE-β se unen a los elementos de respuesta a 

estrógenos (ERE) y regulan un set similar de genes (Klinge, 2001) mientras que el RP reconoce una 

secuencia de ADN denominada elemento de respuesta a progesterona (ERP). El dominio D o también 

conocido como región de bisagra, es una región rica en aminoácidos básicos (arginina y lisina) que 

contiene la señal de localización nuclear. En la región carboxilo terminal se encuentran los dominios E/F 

que contienen el dominio de unión al ligando (LBD de Ligand binding domain), la función de activación 2 

(AF-2) dependiente de ligando y una región de dimerización (Couse y Korach, 1999; Matthews y 

Gustafsson, 2003; Edwards, 2005; Heldring, 2007). Ambos receptores de estrógenos presentan un alto 

grado de homología en su secuencia en el dominio C (96%), mientras que el dominio menos conservado 

entre los dos RE es el A/B (17%) (Couse y Korach, 1999; Edwards, 2005) (Figura iv).  

 

 
 

Figura iv. Estructura de los receptores a estrógenos y progesterona. En el diagrama se muestra la organización 
de los diferentes dominios que conforman a cada receptor. Se muestra el LBD, Dominio de unión al ligando; DBD, 
Dominio de unión al ADN; AF, Dominio de activación de la transcripción (AF-1, AF-2, AF-3). Los porcentajes 
indican la homología en la secuencia de aminoácidos entre los dominios del RE-α y RE-β y entre las isoformas A y 
B del RP (Edwards, 2005 modificado).  
 
 

Mecanismo de acción del receptor a estrógenos 

 

Los mecanismos moleculares mediante los cuales el E2 puede llevar a cabo sus efectos se dividen 

en dos: genómico y no genómico. El primero involucra la unión de los REs a su secuencia blanco en el 

ADN o su interacción con otras proteínas para alterar la actividad génica. Este tipo de mecanismo ocurre 



de manera lenta, de modo que el proceso se lleva a cabo en horas o incluso en días (Hall et al., 2001; 

Nilsson et al., 2001; Edwards, 2005; Cheskis et al., 2007). El segundo es el mecanismo no genómico el 

cual ocurre de manera rápida en el orden de segundos a minutos y es mediado por REs extranucleares ó 

por receptores no clásicos unidos a la membrana celular los cuales permiten la activación de diferentes 

vías de señalización, tales como la vía de proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK de mitogen-

activated protein kinase), la vía de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K de phosphatidylinositol 3-

kinase)/AKT, de proteína cinasa C (PKC de protein kinase C), entre otras (Edwards, 2005; Cheskis et al., 

2007; Fu y Simoncini, 2008; Levin, 2008). 

   

El mecanismo genómico consiste en la activación del receptor por la unión de la hormona 

induciendo un cambio conformacional en la estructura del receptor, su disociación de las proteínas de 

choque térmico y su posterior dimerización e interacción con los ERE en el ADN. Estos ERE son 

secuencias palindrómicas de ADN de 15-20 pares de bases localizadas en el extremo 5  ́(o incluso dentro 

del gen) de genes regulados por los estrógenos. Por otra parte, se ha demostrado que el complejo 

hormona-RE también puede interactuar con factores de transcripción como AP-1 y SP-1 para promover la 

transcripción de genes cuyo promotor no contiene ERE (Couse y Korach, 1999; Hall et al., 2001; Nilsson 

et al., 2001). 

 

Se ha demostrado que después de que el receptor activado interacciona con el ADN, los receptores 

son capaces de reclutar diversas proteínas correguladoras. A la fecha se han identificado alrededor de 300 

diferentes proteínas correguladoras que están involucradas en la activación de la transcripción de genes 

regulados por receptores nucleares (Mckenna et al., 1999; Ellmann, 2009). Muchas de estas proteínas son 

coactivadores bifuncionales ya que no sólo contribuyen a activar la transcripción de genes sino que además, 

tienen una actividad enzimática, que a su vez modifica la transcripción. Entre las actividades enzimáticas que 

se han caracterizado en diferentes coactivadores se encuentran dominios con actividad de acetiltransferasa, 

metiltransferasa, ATPasa, cinasa y ubiquitin-ligasa, los cuales actúan sobre histonas, receptores, complejos de 

cofactores y factores generales de la transcripción basal facilitando la entrada subsecuente de diferentes 

complejos, lo que prepara al promotor para la iniciación de la transcripción. El incremento en la acetilación 

del extremo amino terminal de las histonas se ha correlacionado con la activación de la transcripción, mientras 

que la hipoacetilación se ha asociado con represión. En la actualidad se considera que la hiperacetilación de 

los extremos amino terminales de las histonas resulta en alteraciones de las interacciones entre las cargas 

positivas de las histonas y las cargas negativas del ADN, creando, por lo tanto, un ambiente más accesible a 

los factores de transcripción (Wolffe y Pruss, 1996). Además la acetilación de los residuos de lisina de los 

extremos amino terminales de las histonas altera la estructura de la cromatina (Rhodes, 1997). Algunos 

cofactores que presentan la actividad enzimática de acetiltransferasa son: la familia de proteínas p160/SRC 



(p160/Steroid Receptor Coactivator), p300/CBP (p300/ CREB binding proteín) y PCAF/GCN5. Otros 

coactivadores que alteran la estructura del nucleosoma son aquellos que tienen actividad intrínseca de ATPasa 

como los productos de los genes brm (brahma) y brg-1 (brahma-related gene 1) (McKenna et al., 1999). 

Todos estos coactivadores  producen alteraciones en el nucleosoma, en la región del enhancer/promotor, 

estableciendo un vinculo directo con los factores generales de la transcripción y la ARN polimerasa II, lo cual 

resulta en la estabilización del complejo de preiniciación y la activación de la transcripción (McKenna y 

O'Malley, 2000).  

 
 

 Regulación de la expresión de proto-oncogenes por hormonas esteroides 
 

 Los proto-oncogenes son genes celulares que al sufrir mutaciones pueden transformarse en 

oncogenes activos. Los proto-oncogenes se clasifican funcionalmente en tres grandes categorías: a) 

factores de crecimiento y sus receptores; b) mediadores de las vías de la transducción de señales 

intracelulares y c) factores de transcripción (Bishop, 1987). La interacción y cooperación entre los 

productos de las diferentes clases de proto-oncogenes juega un papel muy importante durante la 

proliferación, crecimiento, diferenciación y desarrollo celular. 

  

La expresión de los proto-oncogenes (como c-fos, c-jun, jun B, jun D, entre otros)  es inducida en 

respuesta a una gran variedad de agentes y estímulos, tales como mitógenos, factores de diferenciación y 

de crecimiento, agentes farmacológicos específicos (como ésteres de forbol, nicotina, bario y ácido 

fosfatídico), estrés y choque calórico (Ransone y Verma, 1990). Su inducción es rápida y pasajera y ocurre 

a nivel de transcripción, por lo que también son conocidos como genes de expresión temprana. Diversos 

autores han reportado el efecto modulador de los estrógenos sobre la expresión de proto-oncogenes. Se ha 

demostrado que en el útero de ratas ovx el E2 induce la proliferación de los epitelios luminal y glandular 

por medio de la expresión, en forma primaria y rápida, de factores de transcripción, los cuales incluyen 

diversos proto-oncogenes como son c-myc, n-myc (Murphy et al., 1987), c-fos, c-jun, jun-B y jun-D 

(Weisz y Bresciani, 1988; Weisz et al., 1990; Cicatiello et al., 1992). En el caso de c-fos, c-jun y jun-D, la 

concentración del ARNm de estos genes empieza a incrementarse, en el útero de la rata, 15 a 60 min 

después de la administración de E2 y jun-B empieza aumentar 60 a 90 min después de la administración de 

la hormona (Murphy et al., 1987; Weisz y Bresciani, 1988).  

 

 Por hibridación in situ, se ha podido detectar en qué tipo celular del útero se presenta este aumento 

en la expresión de los diferentes proto-oncogenes. En el útero de ratas ovx tratadas con E2  se incrementan 

los niveles del ARNm de c-fos, jun-B y jun-D en las células de los epitelios luminal y glandular. En el 



caso del gen de jun-D también se observa un ligero incremento en su expresión en el miometrio (Nephew 

et al., 1994; Nephew et al., 1995). Estos incrementos son aún notorios 12 h después de la administración 

de la hormona y regresan a niveles basales a las 24 h. En cambio, c-jun presenta un patrón totalmente 

diferente. En las ratas tratadas con vehículo, el transcrito de c-jun se detecta en las células del epitelio 

luminal y débilmente en el miometrio. Después de 3 h de tratamiento con E2, el ARNm de c-jun 

prácticamente desaparece del epitelio luminal y presenta un incremento importante en miometrio (Nephew 

et al., 1994). Este incremento en los niveles del ARNm de los proto-oncogenes c-fos, c-jun, jun-B y jun-D 

por E2 es bloqueado por actinomicina D (inhibidor de la transcripción), pero no por puromicina o 

cicloheximida (inhibidores de la síntesis de proteínas) (Loose-Mitchell et al., 1988; Weisz et al., 1990). 

Esto, aunado a los ensayos de “nuclear run-on transcription” (Weisz y Bresciani, 1988; Cicatiello et al., 

1992), indican que los efectos del E2 sobre la expresión de estos proto-oncogenes ocurren a nivel 

transcripcional. El aumento en los niveles del ARNm de los proto-oncogenes se traduce en un incremento 

en la proteína de éstos; se ha observado que las proteínas c-Fos y Jun-B se incrementan 2-3 h después de 

la administración de E2 en las células de los epitelios luminal y glandular (Papa et al., 1991; Webb et al., 

1993). 

 

La P4 inhibe la proliferación celular inducida por E2 y causa la diferenciación del endometrio a 

uno de tipo secretor. Diversos autores han reportado que el tratamiento con P4 reduce los niveles del 

ARNm de c-fos inducido por el E2 y bloquea el efecto represivo del E2 sobre la expresión de c-jun en el 

tejido epitelial (Kirkland et al., 1992; Bigsby y Li, 1994). El cotratamiento con E2 + P4 no altera la 

expresión de jun-B observada en el útero de las ratas tratadas solamente con E2, lo que sugiere que uno de 

los mecanismos mediante el cual la P4 inhibe la proliferación celular de los epitelios uterinos inducida por 

E2 es a través de la supresión de la transcripción de c-fos y la inducción de c-jun en el epitelio uterino 

(Kirkland et al., 1992, Bigsby y Li, 1994). Los datos descritos anteriormente han sido determinados en el 

modelo farmacológico de ratas ovx tratadas con E2. 

  

Durante el ciclo estral de la rata, por hibridación in situ se detectó que el mayor contenido del 

ARNm de c-fos en los epitelios luminal y glandular del útero se observa en el día del metaestro. En el caso 

de     c-jun detectaron que el contenido de ARNm se mantiene constante y se expresa en bajos niveles en 

el útero durante todos los días del ciclo estral. Los niveles de expresión nuclear de la proteína c-Fos se 

mantienen elevados durante los días del metaestro y diestro tanto en el epitelio luminal como en el 

glandular (Mendoza-Rodríguez et al., 2003).  

 

La regulación del E2 en la expresión de proto-oncogenes nucleares es tejido-específica. Se ha 

determinado que la expresión de estos proto-oncogenes no es inducida por E2 en pulmón, riñón, hígado, 



músculo, bazo, corazón e intestino grueso (Murphy et al., 1987; Weisz y Bresciani, 1988, Weisz et al., 

1990), pero si en el útero de animales ovx. Así mismo, se ha observado que estos efectos también son 

hormona específicos, ya que mientras que el E2 induce la expresión de estos proto-oncogenes en útero de 

ratas ovx, otras hormonas como glucocorticoides, andrógenos o P4 no inducen la expresión de estos genes 

(Loose-Mitchell et al., 1988; Nephew et al., 1993; Webb et al., 1993; Nephew et al., 1995). 

 

 

Función de AP-1 en la proliferación celular 
 
 

AP-1 (proteína activadora-1) es un factor de transcripción que regula la expresión de genes 

vinculados con diferentes procesos celulares como proliferación, apoptosis, invasión y angiogénesis, entre 

otros (Shaulian et al., 2001; Eferl et al., 2003). Se sabe que las proteínas de la familia de Jun (c-Jun, Jun B 

y Jun D) pueden formar homodímeros así como heterodímeros con las proteínas de la familia de Fos (c-

Fos, Fos B, Fra 1 y Fra 2), mientras que las proteínas de la familia de Fos no son capaces de asociarse 

entre sí pero pueden formar heterodímeros con las proteínas de la familia de Jun. Los diferentes complejos 

que se forman reciben el nombre de AP-1. Estos complejos AP-1 se unen principalmente a regiones 

promotoras que contienen el elemento de respuesta a TPA (12-o-tetradecanoil-forbol-13-acetato) llamado 

TRE (de TPA response element) y el elemento de respuesta a AMPc llamado CRE (de cAMP response 

element), cuyas secuencias consenso son 5 -́TGAGTCA-3  ́y  5´-TGACGTCA-3´, respectivamente. 

 

A pesar de que existe una gran cantidad de información respecto a la estructura y regulación del 

complejo AP-1, aún no se sabe con certeza el papel que juega en la proliferación celular. Diversas 

observaciones sugieren que el complejo AP-1 puede controlar la expresión de genes involucrados en la 

proliferación celular. Se ha observado que la expresión tanto de c-jun como la de c-fos es rápidamente 

inducida en varios tipos celulares en respuesta a mitógenos como suero, factor de crecimiento epidermal 

(EGF de Epidermal growth factor), factor α de crecimiento tumoral (TGFα de Tumor growth factor α), 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF de Platelet-derived growth factor), estrógenos, 

entre otros (Weisz y Bresciani, 1988; Quantin y Breathnach, 1988). Células en crecimiento logarítmico 

contienen niveles más altos del ARNm de c-jun que las células privadas de suero (Angel et al., 1988). La 

expresión desregulada tanto de c-jun como de c-fos lleva a la transformación neoplásica de fibroblastos de 

rata (Miller et al., 1989; Schüte et al., 1989). La microinyección de anticuerpos anti-Fos o la transfección 

del ARN antisentido de c-fos en fibroblastos en cultivo inhibe la síntesis de ADN y la proliferación celular 

(Holt et al., 1986; Riabowol et al., 1988). Estos experimentos indican que el complejo AP-1 es un blanco 

nuclear para la vías de transmisión de señales inducidas por mitógenos o por oncoproteínas. Hasta hace 

poco, los únicos genes involucrados en la inducción de la proliferación que se conocían, cuya expresión es 



regulada por AP-1, son genes cuyos productos son factores de crecimiento como interleucina 2 (IL-2), 

TGFα, y TGFβ (Kim et al., 1990; Muegge et al., 1989). A pesar de que estos genes modifican la 

proliferación celular, no explican cómo los complejos AP-1 regulan la replicación del ADN después de un 

estímulo mitogénico. 

 

Uno de los múltiples factores de transcripción que regulan el gen de ciclina D1 es AP-1. Dos 

sitios AP-1 (5´-TGAGTCA-3  ́ Y 5´-TAACGTCA-3 )́ han sido identificados en la región promotora del 

gen humano de la ciclina D1 (Cyc D1) (Herber et al., 1994; Albanese et al., 1995; Pestell et al., 1999; 

Shen et al., 2007; Klein y Assoian, 2008). Así mismo, se ha reportado que varias proteínas AP-1 se unen a 

estos sitios, incluyendo c-Jun, JunB, c-Fos y ATF, y regulan la transcripción de Cyc D1 (Brown et al., 

1998; Beier et al., 1999; Wisdom et al., 1999; Bakiri et al., 2000). Estas secuencias regulatorias han sido 

propuestas como el mecanismo mediante el cual el E2 induce la replicación del ADN y la proliferación 

celular en el útero de ratas ovx debido a que estos pueden inducir a las ciclinas que participan en la 

transición de la fase G1 a S  del ciclo celular. La región promotora de las ciclinas D1 y D3 en roedores 

tiene secuencias regulatorias parecidas a AP-1 cuya secuencia consenso es       5´-TGTCTCA-3´ 

(Kitazawa et al., 1999; Eto, 2000; Klein y Assoian, 2008).  

 

 

 Ciclo celular   

 
La capacidad de una célula para reproducirse es quizás la propiedad fundamental de la vida. Para 

que las células puedan proliferar, tres eventos deben ocurrir: la masa celular debe aumentar, el material 

genético debe ser duplicado y el proceso de división celular debe ocurrir, asegurando que cada célula hija 

reciba un complemento genético igual e idéntico para asegurar la perpetuación de la estirpe celular. En los 

organismos la ocurrencia de estos eventos de manera coordinada está dada por el proceso conocido como 

ciclo celular. El ciclo celular se ha dividido en dos fases: interfase y mitosis, donde la primera comprende 

las fases G1, S y G2, y la segunda se divide en profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis. Durante 

la fase de G1 (de gap o espacio), las células perciben las condiciones medio-ambientales y comienzan una 

etapa de crecimiento celular; posteriormente, si el entorno es adecuado para la proliferación celular las 

células entran a la fase S (de síntesis), en la cual el ADN se duplicará; posteriormente, en la fase G2 (gap 

2), se asegurará que el ADN ha sido correctamente duplicado para que éste se pueda repartir. Finalmente, 

durante la mitosis, los cromosomas duplicados son compactados y alineados en el plano de metafase, y 

cada copia de los cromosomas será movilizada hacia extremos opuestos de la célula, lo que permitirá la 

formación de dos nuevas células cada una con idéntica información genética. Si las condiciones celulares 



son óptimas, estas células entrarán de nuevo a la fase G1 para dar inicio a un nuevo ciclo celular y de esta 

manera promover la proliferación celular.  

 

Regulación de la fase G1 del ciclo celular por estrógenos 

 

La estimulación de la proliferación celular requiere de la activación inicial de un complejo ciclina-

Cdk. En los mamíferos, la progresión de la fase G1 del ciclo celular es regulada por tres ciclinas tipo D 

(D1, D2 y D3), las cuales se unen a subunidades catalíticas específicas llamadas Cdk4 y Cdk6. Estos 

complejos son importantes no solo porque le dan inicio y dirección al ciclo, si no porque también 

funcionan en el acoplamiento del ciclo con las condiciones del medio ambiente que determinan la 

iniciación de los eventos moleculares que dan inicio a la proliferación celular. La actividad de cinasa de 

estos complejos es altamente regulada por estímulos intracelulares y extracelulares, como son la presencia 

de hormonas y factores de crecimiento, entre otros (Hunter y Pines, 1994; Sherr, 1994; Altucci et al., 

1997; Mullany et al., 2008), todas las cuales promueven la transducción de señales que finalmente activan 

al complejo con actividad de cinasa. Este complejo  será inhibido por proteínas específicas en G1 si las 

condiciones del medio ambiente no son propicias para iniciar los eventos del ciclo celular. La función más 

relevante de los complejos ciclinas tipo D-Cdk es fosforilar a los miembros de la familia de proteínas de 

retinoblastoma (pRb, p107 y p130), lo que resulta en su inactivación, permitiendo la liberación del factor 

transcripcional conformado por las proteínas E2F (E2F 1-8)/DP y por ende la transcripción de genes 

necesarios para que continué el ciclo celular como ciclina E, ciclina A, cdc2, y Cdk2 (Dalton, 1992; 

Furukawa et al., 1994; Ohtani et al., 1995; Schulze et al., 1995; Tommasi y Pfeifer, 1995; Botz et al., 

1996; Geng et al., 1996; Huet et al., 1996). La actividad del complejo ciclina D-Cdk4 es regulada por 2 

familias de inhibidores de cinasa dependientes de ciclina (CKI): proteínas inhibidoras de Cdk4 (Ink4 de 

inhibitor of Cdk4) (p16, p15, p18 y p19) que disminuyen la actividad de Cdk4 y Cdk6 durante la fase G1 

y los denominados  Cip/Kip (de Cdk interacting protein ó kinase inhibitor protein) (p21, p27 y p57) que 

tienen como blanco a los complejos ciclina D-Cdk4 ó ciclina E-Cdk2 (Polyak et al., 1994; Toyoshima y 

Hunter, 1994; Chen et al., 1995, LaBaer et al., 1997). 

 

Diversos estudios han demostrado los efectos del E2 sobre la expresión y actividad de ciclinas y 

Cdks en el útero de ratas ovx. Los resultados indican que el tratamiento con E2 induce la activación de 

varias Cdks como la 4, 5 y 6, no así la Cdk2, acompañada de un incremento en la expresión del ARNm de 

las ciclinas D1, D3, A y E. Análisis de extractos de ARN del endometrio de ratas tratadas con E2 muestran 

una acumulación temprana del ARNm de ciclinas D1 y D3, pero no de ciclina D2, que se presenta después 

de la acumulación transitoria del ARNm de c-fos (Altucci et al., 1997). Por otra parte, se ha reportado que 

en el modelo farmacológico de ratones inmaduros, la administración de E2 induce los ARNm de ciclinas 



D1 y D3 2.5 veces respecto a los animales no tratados, y esta inducción se presenta después del pico de 

ARNm de c-fos y antes del pico de ARNm de timidina cinasa. La expresión de los genes de ciclinas D1 y 

D3 inducida por el E2 es bloqueada por el tratamiento con antiestrógenos, como tamoxifeno e ICI 182,780. 

La administración de cicloheximida (CHX) a animales primados con E2 produce una superinducibilidad 

del ARNm de ciclina D3 pero no de ciclina D1. Estos resultados sugieren que los ARNm de ciclinas D1 y 

D3 son expresados constitutivamente en el tejido uterino y se inducen por E2 en la fase G1 del ciclo 

celular uterino de los ratones. Sin embargo, la superinducibilidad y el cambio temporal de ciclina D3 por 

CHX sugieren un mecanismo regulatorio diferencial de la expresión de los genes de ciclinas D1 y D3 en 

la progresión del ciclo celular uterino de los ratones (Geum et al., 1997). De forma interesante, un estudio 

previo indica que el tratamiento con E2 a ratas ovx induce la localización nuclear de las proteínas ciclinas 

D1 y D3 en los epitelios glandular y luminal respectivamente, indicando la existencia de una regulación 

diferencial de la proliferación en estos tipos celulares (Zhuang et al., 2001). Sin embargo, hasta el 

momento se desconoce si la expresión de estas proteínas es tejido-específica en los epitelios uterinos de la 

rata durante el ciclo estral. 

 

 

 Vía de Señalización de Akt/PKB y su regulación por estrógenos 

 
Las proteínas PI3K comprenden una extensa y compleja familia de cinasas implicadas en un 

amplio rango de vías de señalización asociadas con la proliferación celular, supervivencia, síntesis de 

proteínas, angiogénesis y crecimiento tumoral (Chen et al., 2005; Duronio, 2008). De acuerdo a su 

estructura y a sus sustratos específicos, las proteínas PI3K se han clasificado en tres tipos denominadas I, 

II y III, y éstas a su vez, en múltiples subunidades e isoformas (Kandel y Hay, 1999; Chen et al., 2005; 

Duronio, 2008; Franke, 2008). Las PI3K de tipo I han sido las más estudiadas ya que se han asociado con 

diversas funciones celulares incluyendo crecimiento, proliferación y supervivencia celular. Más aún, las 

alteraciones de los genes que codifican a estas cinasas, como su mutación y amplificación, se encuentran 

implicadas en diversos tipos de cáncer (Meng et al., 2006; Zhao y Vogt, 2008). Las proteínas tipo I 

consisten de dos subfamilias: la clase IA y la clase IB. Las proteínas PI3K de clase IA son heterodímeros 

que consisten de una subunidad catalítica (p110) y una subunidad regulatoria (p85), las cuales son 

activadas por receptores que poseen actividad de tirosina cinasa (RTK de Receptor tyrosine kinase) o 

receptores acoplados a proteínas tirosina cinasa tipo-Src. La clase IB esta compuesta de heterodímeros de 

una subunidad regulatoria (p101) y una subunidad catalítica (p110γ) y son activadas por receptores 

acoplados a proteínas G (GPCR de G protein-coupled receptors) (Lopez-Ilasaca et al., 1999; Hawkins et 

al., 2006; Franke, 2008). 

 



Una vez que el ligando se une a los RTK provoca la activación de la PI3K lo cual induce la 

síntesis del segundo mensajero fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3 de phosphatidylinositol-3,4,5-

triphosphate) a partir de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2 de phosphatidylinositol-4,5-biphosphate). 

PIP3 promueve el reclutamiento de la proteína cinasa B (PKB de Protein Kinase B) o bien conocida como 

Akt a la membrana celular para su subsecuente activación (Marte y Downward, 1997; Chen et al., 2005) 

(Figura v). Akt, es una proteína cinasa de serina-treonina que funciona como un regulador crítico de 

diferentes procesos como son la supervivencia celular, la proliferación celular, la apoptosis, entre otros. 

En los mamíferos, se han identificado 3 proteínas Akt denominadas Akt 1 (ó PKBα), Akt 2 (ó PKBβ) y 

Akt 3 (ó PKBγ), las cuales son productos de diferentes genes localizados en los cromosomas 14q32, 

19q13 y 1q44, respectivamente (Song et al., 2005). Estructuralmente, Akt posee en el extremo amino 

terminal un dominio homólogo a plecstrina (PH de Pleckstrin homology) que interacciona con lípidos de 

membrana como el PIP3 producto de la acción de la PI3K. En la región central, tiene un dominio 

catalítico de cinasa que contiene un residuo de treonina 308 (Thr308), cuya fosforilación es necesaria para 

la activación de Akt. En el extremo carboxilo terminal posee un dominio regulatorio que contiene un 

segundo sitio de fosforilación en serina 473 (Ser473) también necesario para la activación de esta cinasa 

(Nicholson y Anderson, 2002; Song et al 2005; Shtilbans et al., 2008). Se ha demostrado que la activación 

de Akt mediante la fosforilación en Thr308 y Ser473 ocurre a través de la activación de PI3K en respuesta a 

diversos factores de crecimiento y estímulos extracelulares como IGF-I, insulina, E2, factor de necrosis 

tumoral, PDGF, prolactina, factor inhibitorio de leucemia (LIF de Leukaemia inhibitory factor), EGF, 

entre otros (Kandel y Hay, 1999; Toyofuku et al., 2006; Shtilbans et al., 2008). 

 

Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado los efectos del E2 sobre la expresión y actividad 

de Akt. En células endometriales se ha reportado que la administración de E2 y tamoxifeno induce un 

incremento tanto en los niveles de expresión como en la localización nuclear de la forma fosforilada de la 

proteína Akt en Ser473 (p-Akt Ser473) 15 min después del tratamiento hormonal, regresando a niveles 

basales a los 90 min. La expresión de p-Akt Ser473 inducida por el E2 es bloqueada por el tratamiento con 

wortmanina (inhibidor de PI3K), no así con ICI (Guzeloglu-Kayisli et al., 2004), lo que sugiere que la 

activación de Akt es independiente del RE. Sin embargo, se ha reportado que el E2 no induce la 

fosforilación de Akt en células endometriales de ratones Knock out para RE-α, sugiriendo que esta 

activación es dependiente del RE-α (Klotz et al., 2002). Estudios in vivo han demostrado que en el útero 

de ratones ovx el tratamiento con E2 induce un incremento en la expresión de p-Akt tanto en Ser473 como 

en Thr308 2 h después del tratamiento hormonal, alcanzando su máxima expresión a las 8 h y regresando a 

niveles basales 16 h después de la administración de E2. El pretratamiento con P4 atenúa la acción del E2 

sobre la fosforilación de ambos residuos Ser473  y Thr308 de Akt (Chen et al., 2005). En el útero de ratas 

ovx la fosforilación de Akt en Ser473 es constitutiva mientras que el tratamiento con E2 induce la 



fosforilación de Akt sólo en Thr308 2 h después del tratamiento hormonal, alcanzando su máxima 

expresión 6 h después de la administración de E2 (Lengyel et al., 2004), lo que sugiere que en ratas ovx la 

activación de Akt vía fosforilación en Thr308 es dependiente de E2. Durante el ciclo estral de la rata se han 

demostrado altos niveles de expresión de p-Akt durante el proestro, metaestro y diestro en las células de 

los epitelios luminal y glandular, mientras que durante el estro estos niveles de expresión disminuyen 

(Dery et al., 2003).  

 

En la vía de señalización de Akt, una de las proteínas blanco es la cinasa 3 de la sintetasa de 

glucógeno (Gsk3 de glycogen synthase kinase 3). Gsk3 es una cinasa de serina-treonina involucrada en 

diversos procesos celulares como apoptosis, regulación génica, ciclo celular, migración celular, entre otros 

(Grimes y Jope, 2001; Jope et al., 2007). Se ha demostrado que la fosforilación de las dos isoformas de 

Gsk3 es una de las formas de regular su actividad enzimática. La fosforilación de los residuos de tirosina 

279 (Tyr279) y tirosina 216 (Tyr216) incrementan la actividad de Gsk3α y Gsk3β respectivamente, mientras 

que la fosforilación de los residuos de Ser21 y Ser9 las regula negativamente. Existen diversas cinasas 

como AKT, PKA (de protein kinase A) y PKC capaces de inducir la fosforilación de Gsk3 en los residuos 

de Ser (Jope et al., 2007). Se ha demostrado que Gsk3β promueve la proteólisis de la ciclina D1 a través 

de su fosforilación en la Thr286 lo cual promueve su exportación del núcleo al facilitar su asociación con 

una exportina nuclear (CRM1 de Chromosome Region Maintenance 1) (Diehl et al., 1998; Gladden y 

Diehl, 2005; Alao, 2007). La actividad de esta cinasa (Gsk3β) sobre la ciclina D1 es regulada de forma 

negativa a través de su fosforilación en Ser9 (Hughes et al., 1993; Wang et al., 1994; Diehl et al., 1998) 

(Figura v). 



 
 

 

 
Figura v. Vía de señalización de PI3K/AKT/Gsk3β. La unión del factor de crecimiento a RTK induce la 
activación de PI3K, la cual cataliza la síntesis de PIP3 a partir de PIP2. PIP3 promueve el reclutamiento de AKT a la 
membrana celular para su subsecuente activación vía su fosforilación en los residuos Thr308 y Ser473. La forma activa 
de Gsk3β fosforila a la ciclina D1 en Thr286 facilitando su exportación nuclear por CRM1, ubiquitinización y 
degradación por el proteosoma 26S. Akt inhibe la actividad catalítica de Gsk3β a través de su fosforilación en Ser9 

(Jope et al., 2007 modificado). 
 

 



Diversos estudios han demostrado el papel de las hormonas esteroides en la regulación de la 

actividad de Gsk3β. En el útero de ratones ovx el tratamiento con E2 induce un incremento en los niveles 

de expresión de la forma fosforilada de la proteína Gsk3β-Ser9 2 h después del tratamiento hormonal, 

alcanzando su máxima expresión a las 8 h y regresando a niveles basales 16 h después de la 

administración de E2 (Chen et al., 2005; Kazi et al., 2009). Además de forma paralela a la inducción de la 

fosforilación inhibitoria de Gsk3β-Ser9 por E2, se reportó un incremento en la acumulación nuclear de 

ciclina D1 en las células epiteliales del útero. El pretratamiento con P4 disminuye tanto los niveles de 

expresión de la forma fosforilada de Gsk3β-Ser9 inducida por el E2 como los niveles de expresión nuclear 

de la ciclina D1 en las células epiteliales uterinas. Tanto el tratamiento con E2 como con P4 no modifica 

los niveles de expresión de la forma fosforilada de Gsk3β-Tyr216 (Chen et al., 2005). Estos datos sugieren 

que las hormonas sexuales esteroides regulan la actividad de Gsk3β a través de su fosforilación en Ser9 lo 

cual juega un papel importante en la localización celular de la ciclina D1 y el progreso del ciclo celular en 

las células epiteliales uterinas.  

 

 Antiestrógenos 

 

Los antiestrógenos pueden ser clasificados en tres grandes grupos de acuerdo a su estructura y 

actividad biológica: los antiestrógenos puros, como el ICI 182,780, (tipo I), son antiestrógenos 

esteroidales (Figura vi) que pertenecen a una nueva clase de terapia antihormonal denominada SERDs (de 

Selective Estrogen Receptor Down-regulators). Los SERDs actúan como potentes antagonistas induciendo 

una rápida degradación del RE y no presentan actividad agonista en los tejidos blanco de los estrógenos, 

por lo que difieren en su mecanismo de acción con los SERMs (de Selective Estrogen Receptor 

Modulators), representados por los análogos del raloxifeno (tipo II) y análogos del tamoxifeno o sus 

metabolitos (Tipo III), los cuales son compuestos no esteroidales (Figura vi) que pueden actuar como 

agonistas mimetizando el efecto biológico de los estrógenos, o como antagonistas inhibiendo la acción 

estrogénica dependiendo del tejido blanco donde actúen (Katzenellenbogen et al., 1995; Macgregor y 

Jordan, 1998; Hall et al., 2001).   

 

 



                               
 
 

                                 
 

Figura vi.  Estructura química del 17β-estradiol y de algunos antiestrógenos. Estructura química del ICI 
182,780, antiestrógeno esteroidal; raloxifeno y tamoxifeno, antiestrógenos no esteroidales. 

 

 

Mecanismo de acción del antiestrógeno ICI 182,780  

 

Uno de los antagonistas estrogénicos más ampliamente utilizados es el ICI 182,780 (ICI, 

Fulvestrant o Faslodex), el cual es un análogo 7α- alquilsulfonil del E2 (Figura vi). El mecanismo de 

acción del ICI es el de un antagonista puro para el RE-α y el RE-β en tejidos blanco de los estrógenos 

como es el útero (Wakeling et al., 1991, 1995). ICI, al igual que el tamoxifeno, inhibe competitivamente 

la unión del E2 con el RE, sin embargo, ICI posee mayor afinidad que el tamoxifeno por el RE. 

Comparando la afinidad de unión del E2 por el RE (1.0), la afinidad de unión del ICI y tamoxifeno es 0.89 

y 0.025 respectivamente (Wakeling y Bowler, 1987; Wakeling et al., 1991). 

 

El mecanismo de acción del ICI involucra su unión con el RE, una vez formado el complejo ICI-

RE se induce un cambio conformacional en el dominio de unión de ligando del RE, específicamente en la 

posición de la hélice 12, lo cual previene la dimerización del receptor, el traslado del receptor del 

citoplasma al núcleo y su unión al ADN (Fawell et al., 1990; Dauvois et al., 1993; Long y Nephew, 2006). 

Si algún complejo ICI-RE entra al núcleo es transcripcionalmente inactivo porque las dos funciones de 



activación del RE (AF-1 y AF-2) se encuentran bloqueadas, además de que este complejo es inestable 

resultando en una acelerada degradación de la proteína del RE (Nicholson et al., 1995b). Esta regulación 

negativa de la proteína del RE ocurre sin una disminución del ARNm. Por lo tanto el ICI se une, bloquea y 

acelera la degradación de la proteína del RE, permitiendo una completa inhibición de la vía de 

señalización del E2 a través del RE-α y RE-β (Figura vii) (Osborne et al., 1995; Wakeling et al., 1995, 

2000; Wardley, 2002; Osborne et al., 2004). 

 

              
 
 
Figura vii. Mecanismo de acción del 17β-estradiol y fulvestrant (ICI). A) El E se une al ER, el complejo E-ER 
dimeriza e interacciona con los ERE en el ADN. La activación de la transcripción inducida por E involucra la 
interacción de las dos funciones de activación (AF1 y AF2) del ER con coactivadores transcripcionales lo que 
estimula la actividad de la RNA Pol II. B) El F se une al ER, induce la degradación del ER, reduce la dimerización, 
localización nuclear, e interacción del complejo F-ER con los ERE. Las dos funciones de activación (AF1 y AF2) del 
ER están inactivas, bloqueando el proceso de transcripción. E, estradiol; F, fulvestrant (ICI); ERE, elementos de 
respuesta a estrógenos; ER, receptor a estrógenos (Dowsett et al., 2005, modificado).  
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Diversos estudios in vitro e in vivo han descrito los efectos antagonistas del tratamiento con ICI 

sobre la proliferación celular y la expresión de proteínas reguladas por el E2. En cultivos de células MCF-

7, T47D y ZR75-1 se ha demostrado que el tratamiento con ICI disminuye la expresión de la proteína del 

RE-α y del RP inducida por el E2 (Nicholson et al., 1995a; Watts et al., 1995; McClelland et al., 1996; 

Wijayaratne et al., 1999), disminuye los niveles de expresión total y de la forma fosforilada de la proteína 

de EGFR (Hutcheson et al., 2003), disminuye los niveles de expresión tanto del ARNm como de la 

proteína de ciclina D1 (Watts et al., 1995; Wilken et al., 1996; Doisneau-Sixou et al., 2003; Tan et al., 

2009), induce un arresto en la fase G1 del ciclo celular, disminuye la proporción de células en la fase S del 

ciclo celular e induce un incremento en la expresión de la proteína Rb hipofosforilada (Watts et al., 1995). 

Los niveles del ARNm y de la proteína de ciclina D3, ciclina E, Cdk2 y Cdk4 inducidos por el tratamiento 

con E2 en células T47D y MCF-7 no son afectados por el tratamiento con antiestrógenos (Musgrove et al., 

1993; Watts et al., 1995; Wilken et al., 1996). En ratones ovx, el cotratamiento con ICI + E2 bloquea la 

proliferación de los epitelios uterinos inducida por el E2 (Zhu y Pollard, 2007), disminuye el 90 % del peso 

del útero y vagina inducidos por el E2, benzoato de E2 y estrona (Wakeling y Bowler, 1992; Martel et al., 

1998a). En el útero de ratas postnatales, el tratamiento con ICI (0.1-100 µg/rata) disminuye el peso del 

útero y la inmunotinción del RE en los epitelios luminal y glandular, así como en el estroma, comparado 

tanto en animales sin tratamiento como en animales tratados con tamoxifeno (agonista estrogénico en 

útero) (Branham et al., 1996). En el útero de ratas inmaduras ovx, el tratamiento con ICI (3 mg/kg) 

bloquea el incremento en los niveles del ARNm de c-fos, del factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF de Vascular endothelial growth factor) y del factor de crecimiento parecido a insulina (IGF-I de 

Insulin-like growth factor-1) inducidos por el E2 (40 µg/kg) y tamoxifeno (1 mg/kg) ( Huynth y Pollak, 

1993; Hyder et al., 1997). Se ha reportado que el ICI es 3 veces más afín al RE que su antecesor ICI 

164,384 mostrando una afinidad de unión por el RE uterino de 0.89 y 0.19 respectivamente comparado 

con el E2 (Martel et al., 1998b). El pretratamiento con ICI (500µg/rata) reduce la unión del [3H]E2 al RE 

en útero, glándula pituitaria y tejido adiposo (Wade et al., 1993), disminuye el peso uterino (Wade et al., 

1993; Sahlin y Eriksson, 1996; Dipippo y Powers, 1997; Clark et al., 2003) y la expresión de la proteína 

del RP (Clark et al., 2003) inducido tanto por el benzoato de E2 como por el E2. La expresión tanto del 

ARNm como de la proteína del RE incrementa 24 h después del tratamiento con 2.5 µg de E2/rata en el 

útero de ratas adultas ovx, el incremento en la expresión de esta proteína, no así la del ARNm, es 

bloqueada por el cotratamiento con 100 ó 1000 µg de ICI + 2.5 µg E2/ rata (Sahlin y Eriksson, 1996). En 

mujeres postmenopáusicas con carcinoma mamario el tratamiento con ICI (6 mg  ó 18 mg) induce una 

disminución en los niveles de expresión del RE y Ki-67 (De Friend et al., 1994).  

A pesar de que existe un gran número de estudios que demuestran que el ICI ejerce una acción 

antagonista sobre la proliferación celular endometrial y la expresión de proteínas reguladas por E2, 

diversos autores reportan algunos efectos estrogénicos del ICI en modelos tanto in vitro como in vivo. En 



células MCF-7, el tratamiento con ICI induce 5% de los genes regulados a la alta por E2 (Frasor et al., 

2004), en células endometriales humanas el tratamiento con ICI no induce efectos antiproliferativos (Wu y 

Guo, 2006), en neuronas del cerebro de ratas neonatas induce un incremento significativo en la 

fosforilación de ERK 1/2 (Wong et al., 2003), en ovejas incrementa el peso del útero y los niveles del 

ARNm de la GAPDH en el estroma y el epitelio glandular uterino (Robertson et al., 2001), durante el 

ciclo estral de ovejas intactas induce la secreción de oxitocina y prostaglandina F2α (al-Matubsi et al., 

1998), en el hígado de besugos incrementa el efecto del E2 sobre los niveles de calcio plasmático y regula 

a la alta la expresión del RE-α (Pinto et al., 2006). Lo anterior demuestra que el ICI tiene efectos agonistas 

y antagonistas sobre diversas respuestas estrogénicas en diferentes tejidos y modelos experimentales. 

Además se ha observado que en los tejidos del tracto reproductivo la expresión de diversos genes es 

diferente en animales ovx comparado con animales intactos bajo condiciones fisiológicas como es el ciclo 

estral (Molnar y Murphy, 1994; Nandha et al., 1999; Cameron et al., 2002), por lo que la dinámica celular 

del útero durante el ciclo estral no puede ser mimetizada mediante el uso de modelos farmacológicos 

como ratas ovx tratadas con hormonas sexuales esteroides exógenas. 

 

 

 

 



 Planteamiento del Problema 
 
 
 

Se ha propuesto que los estrógenos inducen la replicación del ADN y la proliferación celular en el 

útero de animales ovx mediante la inducción de proto-oncogenes y proteínas que participan en la 

transición de la fase G1 a S del ciclo celular. En este modelo se  ha demostrado que el tratamiento con E2 

induce la localización nuclear de las proteínas ciclinas D1 y D3 en los epitelios glandular y luminal 

respectivamente, sugiriendo la existencia de una regulación diferencial de la proliferación en estos tipos 

celulares. Sin embargo, no se ha estudiado bajo condiciones fisiológicas si existe una expresión diferencial 

de las ciclinas D1 y D3 en los epitelios uterinos y si ésta se correlaciona con el patrón de proliferación 

celular uterina durante la transición estro-metaestro del ciclo estral de la rata. En diversos modelos 

experimentales se ha demostrado que el ICI presenta actividad agonista y antagonista sobre la 

proliferación celular y la expresión de proteínas reguladas por el E2. En el útero de ratas ovx, se ha 

demostrado que el ICI se comporta como un antagonista estrogénico puro. Sin embargo, se desconoce si 

bajo condiciones fisiológicas el ICI presenta actividad antiestrogénica en el útero de la rata durante el 

ciclo estral y de ser así, la manera que afecta la regulación de la proliferación celular de los epitelios 

uterinos y la expresión de proteínas reguladas por el E2. 

 



Hipótesis de Trabajo 
 
 
 
 En el modelo farmacológico de inducción de la proliferación celular con E2 en el útero de ratas 
ovx, se sabe que las ciclinas tipo D y las cinasas 4 y 6 dependientes de ciclinas son importantes para el 
inicio y progresión del ciclo celular, y su expresión depende de la acción del E2 vía su REα. Por lo tanto, 
se espera que en el modelo fisiológico, el patrón de expresión de estas proteínas esté regulada por los 
cambios hormonales que se presentan durante el ciclo estral y que la administración de ICI, antagonista 
del RE, inhiba la proliferación del epitelio uterino y la expresión de proteínas reguladas por el E2. 



Objetivos 
 
Objetivo General 
 
 

Estudiar los mecanismos moleculares que regulan la proliferación de los epitelios uterinos durante la 

transición estro–metaestro bajo condiciones fisiológicas, tales como el ciclo estral de la rata. 

 
 

 
Objetivos Particulares 
 
 

 Analizar el patrón de proliferación celular de los epitelios luminal y glandular del útero de la rata 
durante la transición estro-metaestro del ciclo estral.  

 
 Analizar el patrón de expresión de las proteínas RE-α, c-Fos, Ciclina D1, Ciclina D3, Cdk4 y 

Cdk6 en los epitelios luminal y glandular del útero de la rata durante la transición estro-metaestro 
del ciclo estral. 

 
 Analizar los niveles séricos de E2 y P4 durante la transición estro-metaestro del ciclo estral de la 

rata. 
 

 Analizar el efecto de ICI, antagonista del RE-α, sobre la proliferación celular, peso húmedo del 
útero, expresión de las proteínas del RE-α y del RP, en el útero de ratas ovx tratadas con E2. 

 
 Analizar el efecto de ICI sobre la proliferación celular, peso húmedo del útero, expresión de las 

proteínas RE-α, RP, Ciclina D1, Akt y Gsk3-β en el útero de ratas intactas durante el ciclo estral.  
 

 Analizar los niveles séricos de E2 y P4 en animales intactos tratados con ICI. 
 
 
 
 

 
  

 
 

 



Materiales y Métodos 
  
Animales 

 
Se usaron ratas hembras adultas de la cepa Wistar (Rattus Norvegicus) de 200-250 g y ratones 

hembras adultas de la cepa CD-1 de 25-35 g (Harlan, México). Todos los animales fueron mantenidos en 

un ciclo luz:oscuridad (12 h: 12 h), con agua y comida ad libitum.  

 

Los comités institucionales de cuidado y uso de animales de la Facultad de Química de la 

Universidad Nacional Autónoma de México, aprobaron los protocolos experimentales. Los animales 

fueron manipulados de acuerdo con la guía de cuidado y uso de animales de laboratorio de los Institutos 

Nacionales de Salud y la guía oficial mexicana de la secretaría de agricultura (SAGARPA NOM-062-Z00-

1999) publicada en 2001. Se tomaron las medidas necesarias para minimizar el número de animales 

usados y su sufrimiento. 

 
 Tratamientos 
  

Dos modelos experimentales fueron utilizados: ratas hembras intactas con ciclos estrales regulares 

y ratas y ratones hembras ovx. 

  
  Animales intactos: Se utilizaron ratas hembras adultas que presentaron por lo menos 3 ciclos 

estrales regulares de 4 días de duración, cada cual fue determinado por medio del análisis microscópico de 

frotis vaginales diarios. Dos horas antes de sacrificar a los animales por decapitación se les administró por 

vía intraperitoneal (i.p) 50 mg/kg de peso corporal de BrdU en PBS. Inmediatamente después de sacrificar 

a los animales se obtuvo el útero, se pesó y se procesó para determinación de proliferación celular, 

inmunohistoquímica y western blot. La sangre se recolectó para cuantificación de E2 y P4 en suero. Tres 

grupos experimentales fueron utilizados: 

 

Grupo 1: Grupos de 5 ratas hembras intactas se sacrificaron a diferentes tiempos durante la transición 

estro-metaestro: 13:00, 17:00 y 21:00 h del estro y 00:00, 03:00, 06:00, 09:00 y 13:00 h del metaestro. 

  

Grupo 2: Grupos de 4 ratas hembras intactas fueron inyectadas por vía subcutánea (s.c) con 500 µg/rata de 

ICI ó propilenglicol (vehículo) a las 08:00 h del proestro. Las ratas se sacrificaron a las 13:00 h del 

metaestro. 

 

Grupo 3: Grupos de 4 ratas hembras intactas fueron inyectadas por vía s.c con 500 µg/rata de ICI ó 

propilenglicol (vehículo) a las 00:00 h del estro. Las ratas se sacrificaron a las 13:00 h del metaestro. 



 

 Animales ovariectomizados: Ratas y ratones hembras adultas de 10 a 12 semanas de edad 

fueron ovariectomizadas vía incisión lateral abdominal bajo anestesia con Ketamina (Inoketam, virbac). 

Dos horas antes de sacrificar a los animales se les administró por vía i.p 50 mg/kg de peso corporal de 

BrdU en PBS. Inmediatamente después de sacrificar a los animales por decapitación se obtuvo el útero, se 

pesó y se procesó para determinación de proliferación celular, inmunohistoquímica y western blot. La 

sangre se recolectó para cuantificación de E2 y P4 en suero. Dos grupos experimentales fueron utilizados: 

 

Grupo 1: Dos semanas después de ovariectomizar a ratones hembras adultas se les administró por vía s.c 

100 ng de E2/ ratón  por dos días. Seis días después se les administró: 

a) vía s.c propilenglicol (V); b) vía s.c 50 ng de E2/ratón (E2); c) vía s.c 1 mg/100 g de ICI, 2 h después vía 

s.c 50 ng de E2/ ratón (E2 + ICI); d) vía s.c 1 mg/100 g de ICI (ICI). Los animales se sacrificaron 15 h 

después de los tratamientos hormonales. 

  

Grupo 2: Dos semanas después de ovariectomizar a ratas hembras adultas se les administró por vía s.c 10 

µg de E2 / rata por dos días. Seis días después se les administró: 

a) vía s.c propilenglicol (V); b) vía s.c 5µg de E2/rata (E2); c) vía s.c 500µg de ICI/rata, 2 h después vía s.c 

5µg de E2/rata (E2 + ICI); d) vía s.c 500µg de ICI/rata (ICI). Los animales se sacrificaron 15 h después de 

los tratamientos hormonales. 

 

La dosis de ICI usada en este estudio fue seleccionada en base a previos estudios en animales ovx 

tratados con E2 en donde los efectos del E2 fueron bloqueados por la administración de ICI en un rango 

100-1000 µg/rata (Wakeling y Bowler, 1992; Wade et al., 1993; Sahlin y Eriksson, 1996; Dipippo y 

Powers, 1997; Clark et al., 2003; Stygar et al., 2003; Zhu y Pollard, 2007) 

 

 Procesamiento del Tejido 
 
  Para determinación de proliferación celular e inmunohistoquímica: Los úteros fueron 

fijados en paraformaldehído al 4% en PBS durante 2 h a 4o C, posteriormente fueron deshidratados, 

impregnados e incluidos en parafina. Se hicieron cortes de 4-5 µm de grosor y se colocaron en laminillas 

tratadas con poli-L-lisina (Sigma). 

 

  Para western blot: Los úteros se colocaron en solución amortiguadora de lisis con inhibidores de 

proteasas (DTT 1 mM, Tris-HCl 10 mM, glicerol 30%, EDTA 1 mM, Tritón X-100 1%, leupeptina 5 

µg/mL, aprotinina 5 µg/mL, pepstatina 2 µg/mL, PMSF 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, azida de 



sodio 15 mM, disuelto en PBS) aproximadamente 1 mL de solución por cada 100 mg de tejido y se 

homogeneizaron usando un politrón (Brinkmann, Westbury, New York). Se transfirieron las muestras 

homogeneizadas a tubos eppendorf de 1.5 mL. Los tubos se mantuvieron en hielo por 30 minutos y se 

centrifugaron a 12,000 rpm por 30 min a 4o C, el sobrenadante fue recolectado y almacenado a -20o C. La 

concentración de proteína total fue determinada por el método de Bradford (Laboratorio Bio-Rad, 

Hercules, CA) (Bradford, 1976). 

 
 Determinación de proliferación celular 
 

Los cortes histológicos que previamente se habían colocado en laminillas tratadas con poli-L-

lisina (Sigma) se desparafinaron y se rehidrataron. Se llevó a cabo la recuperación del antígeno hirviendo 

los cortes en citrato de sodio 10 mM pH=6 (2 veces por 10 min), se dejo enfriar el citrato de sodio a 

temperatura ambiente (TA). Después de lavar los cortes con PBS se permeabilizaron con tritón X-100 al 

0.5%  por 10 min. Se bloqueo con albúmina 5% 30 min y posteriormente se incubó con el anticuerpo 

primario monoclonal anti-BrdU en una dilución 1:10 en buffer de incubación (66 mM Tris, 0.66 mM 

MgCl2, 1 mM 2-mercptoetanol) por 1 h a 37o C. Los cortes se lavaron en PBS y se incubaron con el 

anticuerpo secundario anti-mouse-IgG-fluoresceinado 1:10 en PBS durante 2 h a TA. Después de lavar los 

tejidos con PBS fueron montados con medio de montaje para fluorescencia (DAKO Corporation, 

Carpinteria, CA). Las células marcadas se observaron en un microscopio de fluorescencia Eclipse E600 

(Nikon Co, LTD, Tokio, Japón). Se midió la cantidad de núcleos  BrdU positivos en los epitelios luminal 

y glandular y se expresó como el  porcentaje del número total de células epiteliales. Se analizaron cinco 

cortes por animal. N=5 animales por tiempo estudiado ó tratamiento realizado. 

 

 Inmunohistoquímica 
 

Los cortes histológicos que previamente se habían colocado en laminillas pretratadas con poli-L-

lisina se desparafinaron y se rehidrataron. Se llevó a cabo la recuperación del antígeno hirviendo los cortes 

en citrato de sodio 10 mM pH=6 (2 veces por 10 min). Se bloqueó la peroxidasa endógena con H2O2 al 

3% en PBS durante 30 min. Se permeabilizó con tritón X-100 al 0.5% y se bloqueó con albúmina 5%-

H2O2 1% durante 30 min. Posteriormente se incubó toda la noche con los diferentes anticuerpos primarios 

en las siguientes diluciones: RE-α 1:100; c-Fos 1:200; ciclina D1 1:100; ciclina D3 1:100; Cdk4 1:100; 

Cdk6 1:100; p-Gsk3-β Ser9 1:100 (sc-542, sc-52, sc-717, sc-182, sc-260, sc-7181, sc-11757-R, 

respectivamente, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) en cámara húmeda a 4o C. Para el 

control negativo, se omitió el anticuerpo primario. Después de lavar con PBS, se incubó con el anticuerpo 

secundario biotinilado goat anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) por 2 h a 

una dilución 1:100 y después con el complejo avidina-biotina (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 



Cruz, CA) por 1 h a TA. El revelado se realizó con diaminobencidina (DAB) y se contratiñó con 

hematoxilina. Las células marcadas se observaron en un microscopio de Luz (Nikon, Modelo E600). Se 

analizaron 5 cortes por animal. N= 5 animales por tiempo estudiado ó 4 por tratamiento realizado. El score 

de tinción nuclear fue el siguiente: - no hay núcleos inmunopositivos; + número bajo de núcleos 

inmunopositivos; ++ número moderado de núcleos inmunopositivos; +++ número grande de núcleos 

inmuopositivos. El score histológico fue realizado por tres observadores independientes. 

 

 Western blot 

 

Se utilizaron 30 µg de proteína total de útero a los cuales se les adicionó solución amortiguadora 

de carga (Tris 0.5 M pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%, β-mercapto etanol 5%) en una proporción 1:1 en 

volumen. Los extractos proteicos se calentaron a 94º C por 5 min  y se separaron mediante electroforesis 

SDS-PAGE al 10% a 95 volts durante 2 h. Las proteínas fueron transferidas a membranas de fluoruro de 

polivinilideno (PVDF, Millipore Co, Billerica, Massachusetts) a 20 volts durante 1 h a TA. Posteriormente 

las membranas fueron bloqueadas por 2 h a TA con una solución de leche descremada en polvo al 10 % en 

TBS-Tween (TBS + Tween 20 al 0.1%). Las membranas fueron incubadas durante 2 h a TA con los 

siguientes anticuerpos RE-α, 1:2000; RP, 1:1000; cyclin D1, 1:1000; Akt, 1:2000; p-Akt Ser473, 1:1000; 

Gsk3-β, 1:2000; p-Gsk3-β Ser9, 1:1000; α-tubulina, 1:5000 (sc-542, sc-1492, sc-717,sc-8312, sc-7985-R, 

sc-9166, sc-11757-R, sc-5286, respectivamente, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) en 

TBS-Tween 20. Las membranas fueron lavadas con TBS-Tween 20, 3 veces por 10 min. Posteriormente 

las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario anti-conejo y anti-ratón  (IgG-HRP, Santa 

Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) en una dilución 1:20,000 por 1 h a TA. Las membranas fueron 

reveladas por quimioluminiscencia (Amersham Biosciences, Fairfield CT). El análisis densitométrico de 

las proteínas de interés y de α-tubulina  se llevó a cabo mediante la digitalización de las placas 

radiográficas usando el aparato Scan Primax Colorado 600p (Primax, Utrecht, The Netherlands) y la 

imagen se analizó con el programa KODAK 1D 3.6. Los resultados se expresan como el contenido de la 

proteína de interés con respecto a la expresión del control de carga α-tubulina. 

 

 Radioinmunoensayo 

 
La cuantificación de los niveles séricos de E2 y P4 en los animales de estudio se realizó con el Kit 

Coat-A-Count (Diagnostics Products Corporation, Los Angeles CA, USA). La sensibilidad de este método 

para la detección de E2 fue de 5.4 pg/mL y de 8.3 ng/mL para la P4. Los coeficientes de variación intra e 

inter ensayo fueron de 5.3% y 8 % para E2 respectivamente y 6.5% y 10% para P4 respectivamente.  



 

 Análisis estadístico 

 
Los datos de incorporación de BrdU, western blot y radioinmunoanálisis fueron analizados usando 

la prueba de Análisis de Varianza de una sola vía (ANOVA) seguida por una prueba de Tukey. El 

programa Prism 2.01 (Graph Pad, San Diego, CA) fue usado para calcular los valores de probabilidad. 



Resultados 

 
 
 Patrón de proliferación celular de los epitelios uterinos de la rata durante la transición                   
estro-metaestro 
 

Para determinar el patrón de proliferación de las células epiteliales uterinas durante la transición 

estro-metaestro se evaluó la incorporación de BrdU, como índice de síntesis de ADN, en las células de los 

epitelios luminal y glandular del útero de la rata. 

 

Durante la transición estro-metaestro se observó que el epitelio glandular fue el primer tipo de 

epitelio en presentar núcleos BrdU positivos, los cuales fueron detectados desde las 21:00 h del estro 

(Figs. 1 y 2). Un incremento significativo en el número de núcleos marcados se observó a las 00:00 h del 

mestaestro (30.9 + 4.9%), presentando su máxima actividad proliferativa a las 03:00 h del metaestro (56.9 

+ 8.3%), y manteniendo estos niveles de proliferación hasta las 13:00 h del metaestro (Figs. 1 y 2). 

 

En cambio, en el epitelio luminal la proliferación celular inicia a las 03:00 h del metaestro 

presentando un porcentaje de núcleos BrdU positivos del 10.1 + 1.7%, estos niveles incrementan en las 

siguientes horas, presentando un valor máximo (38.7 + 5.5%) a las 13:00 h del metaestro (Figs. 1 y 2). De 

forma interesante, en el epitelio luminal se observó que las células que proliferan forman “islas de 

proliferación” conformadas de grupos de células BrdU positivas rodeadas por áreas donde no hay 

proliferación, como se muestra en las Figs. 1E y F.   
 

 

 



 
Figura 1. El epitelio glandular uterino de la rata prolifera antes que el epitelio luminal durante el ciclo estral.  
Incorporación de BrdU en los epitelios uterinos de la rata en los diferentes tiempos de estudio durante la transición 
estro-metaestro del ciclo estral. (A) E 13:00 h, (B) E 17:00 h, (C)  E 21:00 h, (D) M 00:00 h, (E) M 03:00 h, (F) M 
06:00 h, (G) M 09:00 h, (H) M 13:00 h. Las flechas indican núcleos positivos para la incorporación de BrdU. E, 
estro; M, metaestro; LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma. Barra= 100µm. 



 
Figura 2. Cuantificación de la incorporación de BrdU en los epitelios uterinos durante la transición estro-
metaestro. Se cuantificaron los núcleos inmunofluorescentes en el (A) epitelio luminal y en el (B) epitelio glandular 
del útero de 5 animales por cada tiempo estudiado. E, estro; M, metaestro. Los resultados se expresan como la media 
± ESM. En (A) *p < 0.05 comparado con E 13:00, 17:00, 21:00 h y M 00:00. En (B) *p < 0.05 comparado con E 
13:00, 17:00 y 21:00 h. 
 
 



 Expresión de la proteína del RE-α en los epitelios uterinos de la rata durante la transición 
estro-metaestro 

 

La expresión de la proteína del RE-α en el útero de animales intactos durante la transición estro-

metaestro fue detectada por medio de inmunohistoquímica. La inmunoreactividad para el RE-α fue 

detectada en núcleo y en citoplasma de ambos epitelios uterinos (Fig. 3). El número más bajo de núcleos 

positivos para el RE-α fue detectado a las 13:00 h del estro (Fig. 3 y Tabla 1). Un incremento significativo 

de núcleos positivos para el RE-α se observó en el epitelio luminal a las 21:00 h del estro (Fig. 3C). El 

número de núcleos positivos aumento hasta las 09:00 h del metaestro (Fig. 3G) y estos niveles se 

mantuvieron hasta las 13:00 h del metaestro (Fig. 3I y Tabla 1). En el epitelio glandular se observó una 

intensa inmunotinción nuclear durante todo el curso temporal de estudio (Figs. 3B, D, F, H, J y Tabla 2). 

 

 Expresión de la proteína c-Fos en los epitelios uterinos de la rata durante la transición estro-
metaestro 
 

Para determinar si hay una correlación positiva entre la iniciación de la proliferación de las células 

del endometrio y la expresión de c-Fos en el útero de animales intactos, se detectó mediante 

inmunohistoquímica la expresión de la proteína de c-Fos durante la transición estro-metaestro del ciclo 

estral de la rata. La menor cantidad de núcleos inmunopositivos para c-Fos en el epitelio luminal fue 

detectada a las 13:00 y 17:00 h del estro (Fig. 4A, Tabla 1). Un incremento notorio en la inmunotinción 

nuclear de c-Fos fue observado desde las 21:00 h del estro hasta las 13:00 h del metaestro (Figs. 4C, E, G 

e I). En el epitelio glandular una intensa inmunotinción nuclear fue observada durante todo el curso 

temporal (Figs. 4B, D, F, H, J y Tabla 2). 

 
 



 
Figura 3. La localización nuclear del RE-α precede a la proliferación celular de los epitelios uterinos de la rata 
durante la transición estro-metaestro. Localización de la proteína del RE-α por inmunohistoquímica en: (A y B) E 
13:00 h; (C y D) E 21:00 h; (E y F) M 03:00 h; (G y H) M 09:00 h; (I e J)  M 13:00 h; (K y L) Control negativo. Las 
flechas indican núcleos marcados. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; E, estro; M, metaestro. 
Barra= 10µm 



 
Figura 4. Localización celular de la proteína de c-Fos en los epitelios uterinos de la rata durante la transición 
estro-metaestro. (A y B) E 13:00 h; (C y D) E 21:00 h; (E y F) M 03:00 h; (G y H) M 09:00 h; (I e J) M 13:00 h; (K 
y L) Control negativo. Las flechas indican núcleos marcados. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; 
E, estro; M, metaestro. Barra= 10µm 
 
 



 Curso temporal de expresión de ciclinas D1 y D3 durante la proliferación de las células 
epiteliales uterinas 
 

Para determinar si existe un patrón de expresión diferencial en cuanto a los tipos celulares uterinos 

entre las ciclinas D1 y D3, se detectó la localización celular de ambas ciclinas mediante 

inmunohistoquímica durante la transición estro-metaestro del ciclo estral de la rata. La expresión de las 

proteínas ciclinas D1 y D3 se detectó en ambos epitelios uterinos (luminal y glandular), y presentan una 

localización tanto nuclear como citoplasmática (Figs. 5 y 6). 

 

 En el epitelio luminal, la ciclina D1 se localiza predominantemente en el citoplasma durante las 

13:00 y 17:00 h del estro, mientras que la ciclina D3 fue la primera en ser detectada en el núcleo celular a 

las 17:00 h del estro. En este estudio temporal se observó un incremento en la inmunotinción nuclear de 

las proteínas ciclinas D1 y D3 desde las 13:00 hasta las 21:00 h del estro, el cual precede a la 

incorporación de BrdU. A las 21:00 h del estro se detectó el mayor número de núcleos inmunopositivos 

para ciclinas D1 y D3 (Figs. 5C y 6C, Tabla 1). Una reducción en la localización nuclear de ambas 

ciclinas fue detectada en el epitelio luminal desde las 00:00 hasta las 13:00 h del metaestro (Figs. 5 y 6, 

Tabla 1). Sin embargo, la localización nuclear de la ciclina D3 disminuye más rápidamente que la de la 

ciclina D1. A las 13:00 h del metaestro se detectó una intensa tinción citoplasmática de ambas ciclinas, sin 

presentar localización nuclear de la ciclina D1, mientras que algunos núcleos presentaron tinción para la 

ciclina D3 (Figs. 5I y 6I).  

 

En el epitelio glandular, la ciclina D1 se detectó en el núcleo a las 13:00 h del estro (Fig. 5B, 

Tabla 2), presentando una máxima tinción nuclear a las 21:00 h del estro (Fig. 5D), posteriormente los 

niveles decrecen lentamente durante las siguientes horas de estudio (Figs. 5F y H), presentando 

predominantemente una localización citoplasmática a las 13:00 h del metaestro (Fig. 5J). En cambio, la 

ciclina D3 se detectó predominantemente en el citoplasma a las 13:00 h del estro (Fig. 6B), ésta se 

relocaliza en el núcleo a las 17:00 h del estro (Tabla 2) y regresa al citoplasma desde las 06:00 hasta las 

09:00 h del metaestro (Fig. 6H). Finalmente a las 13:00 h del metaestro algunos núcleos de las células del 

epitelio glandular presentan inmunotinción para la ciclina D3 (Fig. 3J, Tabla 2). El periodo de localización 

nuclear y el sitio de inducción inicial de ambas ciclinas (D1 y D3) en las células de los epitelios luminal y 

glandular se representan en la Fig. 9. 



 
Figura 5. Cambios en la localización de ciclina D1 del citoplasma al núcleo de las células epiteliales del útero 
de la rata durante la transición estro-metaestro. Localización inmunohistoquímica de la proteína ciclina D1 en: 
(A y B) E 13:00 h; (C y D) E 21:00 h; (E y F) M 03:00 h; (G y H) M 09:00 h; (I e J)  M 13:00 h; (K y L) Control 
negativo. Las flechas indican núcleos marcados. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; E, estro; M, 
metaestro. Barra= 10µm 



 
Figura 6. Ciclina D3 presenta una breve expresión nuclear en los epitelios uterinos de la rata durante la 
transición estro-metaestro. Localización inmunohistoquímica de la proteína ciclina D3 en: (A y B) E 13:00 h; (C y 
D) E 21:00 h; (E y F) M 03:00 h; (G y H) M 09:00 h; (I e J) M 13:00 h; (K y L) Control negativo. Las flechas 
indican núcleos marcados. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; E, estro; M, metaestro. Barra= 
10µm 
 



 CdK4 y CdK6 presentan una constante localización nuclear en los epitelios uterinos a lo largo 
de la transición estro-metaestro 
 

Las subunidades catalíticas de las ciclinas tipo D son las Cdks 4 y 6. Se estudió la expresión de 

estas proteínas durante la transición estro-metaestro del ciclo estral de la rata. La inmunotinción de Cdk4 

se detectó en núcleo y en citoplasma de ambos epitelios (luminal y glandular), manteniéndose casi 

constante durante todo el periodo de estudio (Fig. 7, Tabla 1 y 2). En contraste en el epitelio luminal, el 

número de núcleos positivos para Cdk6 presenta un ligero descenso desde las 13:00 h del estro hasta las 

00:00 h del metaestro. En las siguientes horas (de 03:00 a 13:00 h del metaestro), el número de núcleos 

inmunopositivos incrementa a niveles similares a los observados a las 13:00 h del estro (Fig. 8). 

 

 

 Concentración sérica de E2 y P4 durante el ciclo estral de la rata 

  

Los niveles de E2 y P4 fueron determinados en todos los animales de estudio. De forma 

interesante, los niveles más bajos de E2 se encontraron durante la transición estro-metaestro comparado 

contra el proestro y diestro. En cambio los niveles más altos de P4 se detectaron a las 13:00 h del 

metaestro (Tabla 3). 

 



 
Figura 7. Localización nuclear permanente de Cdk4 en los epitelios uterinos de la rata durante la transición 
estro-metaestro. Localización inmunohistoquímica de la proteína Cdk4 en: (A) E 13:00 h; (B) E 21:00 h; (C) M 
00:00 h; (D) M 03:00 h; (E) M 09:00 h; (F) M 13:00 h; (G) Control negativo. Las flechas indican núcleos marcados. 
LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; E, estro; M, metaestro. (A –F). Barra= 50 µm. (G) Barra= 
100 µm. 



 
 
 
Figura 8.  Localización inmunohistoquímica de la proteína Cdk6 en los epitelios uterinos de la rata durante la 
transición estro-metaestro. (A) E 13:00 h; (B) E 21:00 h; (C) M 00:00 h; (D) M 03:00 h; (E) M 09:00 h; (F) M 
13:00 h; (G) Control negativo. Las flechas indican núcleos marcados. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, 
estroma; E, estro; M, metaestro. (A –F) Barra= 50 µm. (G) Barra= 100 µm. 
 



  E 13:00 h          E 17:00 h          E 21:00 h         M 00:00 h          M 03:00 h         M 06:00 h          M 09:00 h         M 13:00 h 

 Proliferación 
 Localización nuclear de RE-α y c-Fos 

  Localización nuclear de Ciclina D1 
   Localización nuclear de Ciclina D3 

 Localización nuclear de Cdk4 y Cdk6 

  B. EPITELIO GLANDULAR 
 

     A. EPITELIO LUMINAL 
  Proliferación 

Localización nuclear de RE-α y c-Fos 
   Localización nuclear de Ciclina D1 

    Localización nuclear de Ciclina D3 
 Localización nuclear de Cdk4 y Cdk6 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Representación esquemática de la secuencia de eventos que están involucrados en la inducción de la 
proliferación celular de los epitelios uterinos. (A) Epitelio Luminal. (B) Epitelio Glandular. Las flechas 
representan el curso temporal durante el cual las proteínas estudiadas y la incorporación de BrdU son detectadas en 
el núcleo de las células de los epitelios uterinos.  
 
 
 
 
 
Tabla 1 
Inmunotinción nuclear de las proteínas estudiadas en el epitelio luminal uterino durante la transición estro-
metaestro 
 

 
 
-, núcleos inmunopositivos no detectados; +, número bajo de núcleos inmunopositivos; ++, número moderado de 
núcleos inmunopositivos; +++, número alto de núcleos inmunopositivos. BrdU: incorporación de 5-bromo-2´-
desoxi-uridina; cyc D1, ciclina D1; cyc D3, ciclina D3. 
 
 
 
 
 



Tabla 2 
Inmunotinción nuclear de las proteínas estudiadas en el epitelio glandular uterino durante la transición 
estro-metaestro 
 

 
 
-, núcleos inmunopositivos no detectados; +, número bajo de núcleos inmunopositivos; ++, número moderado de 
núcleos inmunopositivos; +++, número alto de núcleos inmunopositivos. BrdU: incorporación de 5-bromo-2´-
desoxi-uridina; cyc D1, ciclina D1; cyc D3, ciclina D3. 
 
 
 

 
Tabla 3 
Variaciones de los niveles de E2 y P4 en suero durante el ciclo estral de la rata 

 

 
 

Los niveles hormonales fueron determinados por RIA. Los resultados son expresados como la media + ESM de 5 
animales por cada tiempo estudiado del ciclo estral. En E2 **p< 0.001 comparado con todos los tiempos estudiados; 
*p< 0.05 comparado con E 13:00, E 17:00, E 21:00, M 00:00 y M 06:00 h. En P4 **p<0.01 comparado con P 13:00, 
E 13:00, E 21:00, D 13:00; *p< 0.05 comparado con P 13:00, E 13:00 y D 13:00 h.   



 ICI 182,780 bloquea la incorporación del BrdU en los epitelios uterinos de ratones y ratas ovx 
pero no en ratas intactas durante el ciclo estral 

 

Uno de los principales efectos de la actividad estrogénica es la inducción de la síntesis de ADN en 

los epitelios uterinos después de la administración de la hormona. En este estudio se evaluó el efecto del 

ICI sobre la incorporación de BrdU en las células epiteliales uterinas de ratones y ratas ovxs tratadas con 

E2. Los resultados nos indican un bajo porcentaje de núcleos BrdU positivos tanto en el epitelio luminal 

como en el glandular de ratones (3.67 + 0.6% y 5.93 + 0.9%) y ratas (1.99 + 0.5% y 2.21 + 0.9%) ovxs 

tratadas con vehículo (Figs. 10 y 11). Como se esperaba, el tratamiento con E2 induce un incremento 

significativo en el porcentaje de núcleos BrdU positivos en los epitelios luminal y glandular de ratones 

(89.89 + 2.8% y 66.44 + 6.1%) y ratas (20.96 + 0.7% y 32.18 + 3.5%) ovxs. El incremento en la síntesis 

de ADN inducida por el E2 fue bloqueado por el pretratamiento con ICI tanto en el epitelio luminal como 

en el glandular de ratones (7.67 + 0.5% y 17.4 + 2.8%) y ratas (2.04 + 0.6% y 5.74 + 1.5%) ovxs, mientras 

que los animales que recibieron solo ICI presentan niveles similares de síntesis de ADN al de los animales 

tratados con vehículo (Figs. 10 y 11).  

 

El mecanismo molecular por el cual el E2 induce la proliferación celular uterina ha sido 

ampliamente estudiado en animales ovx. Sin embargo, poco estudios han sido realizados bajo condiciones 

fisiológicas como es el ciclo estral. Nuestros resultados muestran que durante el ciclo estral, los niveles de 

E2 en circulación periférica alcanzan un máximo valor durante la mañana del proestro (Tabla 3) y las 

células epiteliales uterinas comienzan a proliferar aproximadamente 40 h después (00:00 a 03:00 h del 

metaestro) (Figs. 1 y 2), presentando el pico máximo de proliferación a las 13:00 h del mismo día (Fig. 2). 

Para evaluar si este proceso depende de la vía de señalización del RE-α, se administró ICI antes de que los 

niveles de E2 en circulación periférica alcancen su máximo valor (08:00 h del proestro) o 24 h antes de 

que inicie la proliferación celular uterina (00:00 h del estro). De forma interesante, se observó que la 

administración de ICI en la mañana del proestro (08:00 h) induce una disminución significativa (de 48.31 

+ 4.9 % a 32.38 + 2.9 %) en el porcentaje de células BrdU positivas del epitelio luminal, mientras que fue 

completamente ineficaz para inhibir la proliferación celular del epitelio glandular (59.27 + 3.73 %) 

comparado con el vehículo (54.15 + 3.48%) (Fig. 12A, 12B y 12E). Por otro lado, cuando el antagonista 

del RE-α (ICI) se administró a las 00:00 h del estro, 24 h antes de que inicie la proliferación celular, la 

proliferación celular del epitelio luminal (44.63 + 2.9%) y del epitelio glandular (51.36 + 1.42%) no se 

afectó en comparación con los animales tratados con vehículo (43.91 + 1.72% y 56.10 + 3.18%, 

respectivamente) (Fig. 12C, 12D y 12F). Estos resultados difieren de lo observado en animales ovx 

tratados con E2, en los cuales el ICI inhibe significativamente la proliferación celular de ambos epitelios 

uterinos (Figs. 10 y 11). 



 

 E 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. ICI 182,780 bloquea la proliferación de los epitelios uterinos inducida por E2 en ratones ovx. La 
proliferación de los epitelios uterinos fue medida mediante la incorporación de BrdU en el tejido uterino después de 
la administración de (A) vehículo, (B) E2, (C) E2 + ICI 182,780 y (D) ICI 182,780. Las flechas indican núcleos 
positivos para la incorporación de BrdU. E, Cuantificación de la incorporación de BrdU en los epitelios uterinos 
después de los tratamientos mostrados en el eje de las X. Barras blancas, LE; Barras negras, GE. Los resultados se 
expresan como la media + ESM de 4 animales estudiados por tratamiento. En E *p<0.001 comparado con los otros 
tratamientos estudiados en LE, **p<0.001 comparado con los otros tratamientos estudiados en GE. LE, epitelio 
luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; V, vehículo; E2, estradiol. Barra= 100µm. 



  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 11. ICI 182,780 bloquea la síntesis de ADN en los epitelios uterinos luminal y glandular de ratas ovx 
tratadas con E2. La proliferación de los epitelios uterinos fue medida mediante la incorporación de BrdU en ratas 
ovx después de uno de los siguientes tratamientos (A) vehículo, (B) E2, (C) E2 + ICI 182,780 (D) ICI 182,780. Las 
flechas indican núcleos positivos para la incorporación de BrdU. (E) Cuantificación de la incorporación de BrdU en 
los epitelios uterinos después de los tratamientos mostrados en el eje de las X. Barras blancas, LE; Barras negras, 
GE. Los resultados se expresan como la media + ESM de 4 animales estudiados por tratamiento. En E *p<0.001 
comparado con los otros tratamientos estudiados en LE, **p<0.001 comparados con los otros tratamientos 
estudiados en GE. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; V, vehículo; E2, estradiol. Barra= 100µm 



  
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Proliferación de los epitelios luminal y glandular de la rata después del tratamiento con ICI 
182,780 en animales durante el ciclo estral. La proliferación de los epitelios uterinos fue medida mediante la 
incorporación de BrdU en ratas tratadas con ICI 182,780 en cada uno de los tiempos estudiados. (A) Ratas tratadas 
con vehículo ó  (B) ICI 182,780 a las 08:00 h del proestro y sacrificadas a las 13:00 h del metaestro y (C) ratas 
tratadas con vehículo ó (D) ICI 182,780 a las 00:00 h del estro y sacrificadas a las 13:00 h del metaestro. Las flechas 
indican núcleos positivos para la incorporación de BrdU. (E-F) Cuantificación de la incorporación de BrdU en los 
epitelios uterinos después de los tratamientos mostrados en el eje de las X. Barras blancas, LE; Barras negras, GE. 
Los resultados se expresan como la media + ESM de 4 animales estudiados por tratamiento. En E *p<0.05 
comparado con el LE del vehículo 08:00 h. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma. Barra= 200µm. 



 Cambios inducidos por ICI 182,780 sobre el peso húmedo del útero en ratas ovx tratadas con 
E2 y en ratas intactas durante el ciclo estral 
 

El aumento en el peso húmedo del útero es una clásica respuesta estrogénica que ha sido 

ampliamente utilizada como un ensayo biológico para la caracterización de compuestos antiestrogénicos. 

Como se puede observar, en ratas ovx el tratamiento con E2 induce un incremento significativo en el peso 

húmedo del útero (210.80 + 14.7 mg) en comparación con los animales ovx tratados con vehículo (120.15 

+ 7.1 mg). En contraste, el tratamiento con el antagonista estrogénico ICI, induce una reducción del 28% 

(p<0.01) (151.55 + 5.6 mg) en el peso húmedo del útero inducido por E2 (Fig. 13). Sin embargo, cuando se 

administra solo el ICI, este no tiene ningún efecto sobre el peso húmedo del útero de ratas ovx (111.80 + 

2.3 mg). Estos resultados sugieren que ICI no presenta actividad agonista estrogénica sobre el útero y 

bloquea el efecto del E2 sobre el peso húmedo del útero. Por otro lado, el peso húmedo del útero de 

animales intactos tratados con ICI a las 08:00 h del proestro y sacrificadas a las 13:00 h del metaestro fue 

significativamente menor (119.1 + 6.8 mg)  al observado en ratas intactas tratadas con vehículo (151.1 + 

13.5 mg), mostrando una reducción del 21% del peso húmedo del útero (Fig. 14). Sin embargo, cuando el 

ICI se administró a las 00:00 h del estro, el antagonista estrogénico no tuvo ningún efecto sobre el peso 

húmedo del útero (143.02 + 30.8 mg) en comparación con ratas intactas tratadas con vehículo a las 00:00 

h del estro (150.05 + 0.8 mg) (Fig.14).  

 
 
Figura 13. ICI 182,780 reduce el peso húmedo del útero en animales ovx tratados con E2. Peso húmedo del 
útero de animales ovx tratados con vehículo (V), estradiol (E2), E2 + ICI 182,780 (E2 + ICI) o ICI 182,780 (ICI). Los 
resultados se expresan como la media + ESM de 4 animales estudiados por tratamiento. *p<0.01 comparado con los 
otros tratamientos estudiados. 



 
 
 
Figura 14. Efecto de ICI 182,780 sobre el peso húmedo del útero de ratas intactas durante el ciclo estral. Peso 
húmedo del útero de ratas tratadas con vehículo o ICI 182,780 a las 08:00 h del proestro y vehículo o ICI 182,780 a 
las 00:00 h del estro. Todos los animales fueron sacrificados a las 13:00 h del metaestro. Los resultados se expresan 
como la media + ESM de 4 animales estudiados por tratamiento. *p<0.05 comparado con el vehículo 08:00 h. 
 
 
 Efecto de ICI 182,780 sobre la expresión de la proteína RE-α en animales ovx tratados con E2 
y en animales intactos durante el ciclo estral 
 
 

Los niveles de proteína del RE-α en el útero de animales ovx tratados con E2 y de animales 

intactos durante el ciclo estral fueron evaluados mediante western blot después del tratamiento con ICI. El 

útero de ratas ovx tratadas con vehículo presentaron los niveles más altos de expresión del RE-α (Fig. 15A 

y 15B). Así mismo, se midió el efecto del E2 sobre su propio receptor, en donde se observó que los niveles 

del RE-α disminuyen 27% del valor observado en ratas ovx tratadas con vehículo. En el útero de ratas 

ovx, el cotratamiento con ICI + E2 induce una disminución del 90% de los niveles totales de proteína del 

RE-α comparados con el tratamiento con E2 (Fig. 15A y 15B). Por otra parte, en animales ovx tratados 

solo con ICI se observó que los niveles de proteína del RE-α también disminuyen un 90% del valor 

observado en ratas ovx tratadas con vehículo (Fig. 15A y 15B). De forma interesante, cuando los niveles 

del RE-α se midieron en el útero de animales intactos después de la administración de ICI a los dos 

diferentes tiempos estudiados durante el ciclo estral (08:00 h del proestro y 00:00 h del estro), se observó 

74% y 78% de inhibición en los niveles de la proteína del RE-α comparados con el observado en animales 

tratados con vehículo (Fig. 15C y 15D). 



 
 
Figura 15. Inhibición de la expresión del RE-α por el tratamiento con ICI en el útero de animales ovx tratados 
con E2 y en animales intactos. (A) Western blot representativo de la expresión del RE-α en el útero de ratas ovx 
después de uno de los siguientes tratamientos: vehículo control (V), estradiol (E2), E2 + ICI 182,780 (E2 + ICI) ó ICI 
182,780 (ICI). α-tubulina se utilizó como un control de carga de proteína total. (B) Análisis densitométrico del efecto 
de cada uno de los tratamientos indicados previamente sobre la expresión del RE-α normalizado respecto al de α-
tubulina en el útero de ratas ovx. (C) Western blot representativo del RE-α en el útero de ratas durante el ciclo estral 
después de uno de los siguientes tratamientos: vehículo (V) ó ICI 182,780 (ICI) administrado a las 08:00 h del 
proestro y vehículo (V) ó ICI 182,780 (ICI) administrado a las 00:00 h del estro. Todos los animales fueron 
sacrificados a las 13:00 h del metaestro. α-tubulina se utilizó como un control de carga de proteína total. (D) Análisis 
densitométrico del efecto de cada uno de los tratamientos indicados previamente sobre la expresión de RE-α 
normalizado respecto al de α-tubulina en el útero de ratas durante el ciclo estral. En A y B los resultados se expresan 
como la media ± ESM de 4 animales estudiados por tratamiento. En B *p<0.05 comparado con los otros tratamientos 
estudiados y **p<0.01 comparado con V y E2. En D *p<0.01 comparado con su respectivo vehículo. 



 Efecto de ICI 182,780 sobre la expresión de la proteína RP en animales ovx tratados con E2 y 
en animales intactos durante el ciclo estral  
 
 

Para determinar si los niveles del RP son afectados como consecuencia de la regulación a la baja 

del RE-α inducida por el ICI en animales ovx y durante el ciclo estral, se analizó mediante western blot los 

niveles uterinos del RP después del tratamiento con ICI. El análisis del western blot de proteína total de 

útero de ratas ovx muestra que la expresión de RP-A y RP-B, aunque es detectable, es mínima en ratas 

ovx tratadas con vehículo (Fig. 16A). Como se ha reportado, en el útero de animales ovx tratados con E2 

se observó un aumento en la expresión de ambas isoformas del RP. En cambio, el cotratamiento con el 

antagonista estrogénico ICI + E2 disminuyó la expresión del RP inducida por el E2 en el útero de ratas ovx 

(Fig. 16A). En el útero de ratas intactas tratadas con vehículo, aunque la expresión de RP-A es mayor a la 

de RP-B, la expresión de ambas isoformas es mínima en el día de metaestro (Fig. 16B). Contrario a lo 

observado en ratas ovx, en animales intactos los niveles de expresión uterina del RP-A y RP-B no fueron 

afectados por la administración de ICI antes del pico de E2 (08:00 h del proestro) ni cuando se administró 

24 h antes de que se inicie la proliferación celular uterina (00:00 h del estro) (Fig. 16B). 

 

 Expresión y localización de ciclina D1 en el útero de animales intactos durante el ciclo estral 
después del tratamiento con ICI 
 

Para determinar el efecto de ICI sobre la expresión de ciclina D1 en el útero de animales intactos, 

se evaluó el efecto de este antiestrógeno sobre la localización y los niveles de expresión de la proteína 

ciclina D1 a las 13:00 h del metaestro. El tratamiento con ICI (a las 08:00 h del proestro ó a las 00:00 h 

del estro) no tuvo efecto sobre la expresión protéica de ciclina D1 (Fig. 17A-C). Sin embargo, en ambos 

tratamientos experimentales con ICI, se observó una marcada localización nuclear de ciclina D1 en los 

epitelios luminal y glandular del útero comparado con las ratas tratadas con vehículo (Fig. 18).     

 
 
 
 
 
 
 
 



 

  
 
Figura 16. La inhibición del RE-α inducida por el tratamiento con ICI afecta la expresión del RP en el útero 
de ratas ovx tratadas con E2 pero no durante el ciclo estral. (A) Western blot representativo de RP en el útero de 
ratas ovx después de uno de los siguientes tratamientos: vehículo control (V), estradiol (E2), E2 + ICI 182,780 (E2 + 
ICI) ó ICI 182,780 (ICI). α-tubulina se utilizó como un control de carga de proteína total. Análisis densitométrico del 
efecto de cada uno de los tratamientos indicados previamente sobre la expresión del RP normalizado respecto al de 
α-tubulina. Barras blancas, RP-B; Barras negras, RP-A. *p<0.01 comparado con los otros tratamientos en RP-B, 
**p< 0.05 comparado con E2 y E2 + ICI en PR-B, &p<0.05 comparado con los otros tratamientos estudiados en RP-A 
y &&p<0.05 comparado con V, E2 y E2 + ICI en PR-A. (B) Western blot representativo del RP en el útero de ratas 
durante el ciclo estral después de uno de los siguientes tratamientos: vehículo (V) ó ICI 182,780 (ICI) a las 08:00 h 
del proestro y vehículo (V) ó ICI 182,780 (ICI) a las 00:00 h del estro. Todos los animales fueron sacrificados a las 
13:00 h del metaestro. α-tubulina se utilizó como un control de carga de proteína total. Análisis densitométrico del 
efecto de cada uno de los tratamientos indicados previamente sobre la expresión de RP normalizado respecto al de α-
tubulina en el útero de ratas durante el ciclo estral. Barras blancas, RP-B; barras negras, RP-A. En A y B, los 
resultados se expresan como la media ± ESM de 4 animales por tratamiento estudiado.  
 



  
 

Figura 17. Efecto de ICI 182,780 sobre la expresión de la proteína ciclina D1 en el útero de animales durante 
el ciclo estral. (A) Western blot representativo de la expresión de ciclina D1 en el útero de animales en metaestro 
después de uno de los siguientes tratamientos: vehículo (V) ó ICI 182,780 (ICI) administrado a las 08:00 h del 
proestro y vehículo (V) ó ICI 182,780 (ICI) administrado a las 00:00 h del estro. Todos los animales fueron 
sacrificados a las 13:00 h del metaestro. α-tubulina se utilizó como un control de carga de proteína total. B-C, 
Análisis densitométrico del efecto de cada uno de los tratamientos sobre la expresión de ciclina D1 normalizado 
respecto al de α-tubulina en el útero de ratas durante el ciclo estral. Los resultados se expresan como la media ± ESM 
de 4 animales por tratamiento estudiado. 
 
 
 
 La inhibición de la vía de señalización del RE-α por ICI induce un aumento en la 
fosforilación de Gsk3-β Ser9 en el útero de animales intactos durante el ciclo estral 

 

Para determinar si la vía de señalización del RE-α puede regular la localización celular de ciclina 

D1 modificando la actividad de Gsk3-β, se analizó el efecto del tratamiento con ICI sobre la localización 

celular y fosforilación de Gsk3-β en el útero después de los diferentes tratamientos. Los niveles de 

proteína total de Gsk3-β se mantienen constantes en el útero de ratas bajo ambos tratamientos 

experimentales con ICI comparada con los niveles observados en ratas tratadas con vehículo (Fig. 19). Sin 

embargo, los niveles de expresión de la forma fosforilada de Gsk3-β en Ser9 fueron mínimos o no se 

detectaron en animales tratados con vehículo, mientras que en el útero de animales tratados con ICI se 

observó un incremento en la expresión de la forma fosforilada de la proteína de Gsk3-β Ser9 (Fig. 19). 

Además, se observó una marcada localización nuclear de la forma fosforilada de Gsk3-β Ser9 en los 

epitelios luminal y glandular bajo ambos tratamientos con ICI (08:00 h del proestro y 00:00 h del estro) 

(Fig. 20), lo cual probablemente determine la localización nuclear de ciclina D1 (Fig. 18). 

 



 
Figura 18. ICI 182,780 induce la localización nuclear de ciclina D1 en el útero de ratas durante el ciclo estral. 
Se presenta una inmunohistoquímica representativa para ciclina D1 en el útero de ratas durante el ciclo estral después 
de uno de los siguientes tratamientos: vehículo (A y C) ó ICI 182,780 (B y D) administrado a las 08:00 h del 
proestro; vehículo (E y G) ó ICI 182,780 (F y H) administrado a las 00:00 h del estro; control negativo (I y J). Todos 
los animales fueron sacrificados a las 13:00 h del metaestro. Las flechas indican células marcadas. LE, epitelio 
luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma. Barra=10µm. 

 



 
 
 

           
 
 
 
Figura 19. El tratamiento con ICI 182,780 resulta en el incremento de la expresión de P-Gsk3-β en el útero de 
ratas durante el ciclo estral. (A) Western blot representativo de la expresión de Gsk3-β total y P-Gsk3-β Ser9 en el 
útero de animales en metaestro después de uno de los siguientes tratamientos: vehículo (V) ó ICI 182,780 (ICI) 
administrado a las 08:00 h del proestro y vehículo (V) ó ICI 182,780 (ICI) administrado a las 00:00 h del estro. α-
tubulina se utilizó como un control de carga de proteína total. Todos los animales fueron sacrificados a las 13:00 h 
del metaestro. B-C, Análisis densitométrico del efecto de cada uno de los tratamientos sobre la expresión de Gsk3-β 
total y P-Gsk3-β Ser9 normalizado respecto al de α-tubulina. Barras blancas, Gsk3-β total; barras negras, P-Gsk3-β. 
Los resultados se expresan como la media ± ESM de 4 animales por tratamiento estudiado. En B *p< 0.05 
comparado con vehículo 08:00h en P-Gsk3-β. En C *p<0.05 comparado con vehículo 00:00 h en P-Gsk3-β. 
 



 

 
Figura 20. ICI 182,780 induce la localización nuclear de p-Gsk3-β en el útero de ratas durante el ciclo estral. 
Se presenta una inmunohistoquímica representativa para p-Gsk3-β Ser9 en el útero de ratas durante el ciclo estral 
después de uno de los siguientes tratamientos: vehículo (A y C) ó ICI 182,780 (B y D) administrado a las 08:00 h del 
proestro; vehículo (E y G) ó ICI 182,780 (F y H) administrado a las 00:00 h del estro; control negativo (I y J). Todos 
los animales fueron sacrificados a las 13:00 h del metaestro. Las flechas indican células marcadas. LE, epitelio 
luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma. Barra=10µm. 



 La expresión de la forma fosforilada de Akt en el útero de animales durante el ciclo estral es 
afectada por el antagonista estrogénico 
 

Se sabe que Gsk3-β es un blanco río abajo de la vía de señalización de PI3k/Akt. Para investigar 

los niveles de expresión de Akt fosforilado inducido por los estrógenos y su inhibición por ICI, se 

determinó la expresión de Akt bajo los diferentes tratamientos. Los resultados indican que bajo todos los 

tratamientos previamente descritos, la expresión de Akt total no cambia significativamente (Fig. 21). En 

ratas intactas, el tratamiento con ICI a las 08:00 h del proestro induce una disminución significativa en la 

expresión de la forma fosforilada de Akt en Ser473 comparada con lo observado en ratas tratadas con 

vehículo. Sin embargo, cuando el ICI se administró a las 00:00 h del estro, no se observó ningún efecto 

sobre los niveles de expresión de la forma fosforilada de Akt en Ser473 comparado con lo observado en 

ratas tratadas con vehículo (Fig. 21).   

 

 

 
Figura 21. Cambios en la fosforilación de Akt en el útero de ratas durante el ciclo estral después del 
tratamiento con ICI 182,780. (A) Western blot representativo de la expresión de Akt total y P-Akt Ser473 en el útero 
de animales en metaestro después de uno de los siguientes tratamientos: vehículo (V) ó ICI 182,780 (ICI) 
administrado a las 08:00 h del proestro y vehículo (V) ó ICI 182,780 (ICI) administrado a las 00:00 h del estro. α-
tubulina se utilizó como un control de carga de proteína total. Todos los animales fueron sacrificados a las 13:00 h 
del metaestro. B-C, Análisis densitométrico del efecto de cada uno de los tratamientos sobre la expresión de Akt total 
y P-Akt Ser473 normalizado respecto al de α-tubulina en el útero de ratas durante el ciclo estral. Barras blancas, Akt 
total; barras negras, P-Akt. Los resultados se expresan como la media ± ESM de 4 animales por tratamiento 
estudiado. En B *p< 0.01 comparado con vehículo 08:00 h en P-Akt. 



Concentración sérica de E2 y P4 en animales intactos después de la administración de ICI 
 

Los niveles de E2 y P4 fueron determinados en todos los animales usados. De forma interesante se 

observó que ambos tratamientos con ICI (08:00 h del proestro y 00:00 h del estro) inducen un aumento 

significativo en los niveles de E2 y P4 comparado con los niveles observados en los animales tratados con 

vehículo (Tabla 4). 

 

Tabla 4 
Concentración sérica de E2 y P4 en animales en metaestro. 

 aTodos los animales fueron sacrificados a las 13:00 h del metaestro. Los niveles hormonales fueron determinados 
por RIA. Los resultados son expresados como la media ± ESM de los valores obtenidos de 4 animales por 
tratamiento. E2, estradiol; P4, progesterona. En E2 *p < 0.05 comparado con vehículo 08:00 h y **p < 0.05 
comparado con vehículo 00:00 h. En  P4 *p < 0.05 comparado con vehículo 00:00 h. 
 

 



 Discusión 
 

 

El útero de la rata es un tejido blanco para la acción de hormonas esteroides. Uno de los principales 

efectos de los estrógenos sobre este órgano es la inducción de la proliferación celular. Es bien conocido que la 

concentración de estas hormonas esteroides varía a lo largo del ciclo estral, lo cual induce cambios cíclicos en 

la estructura y función del útero. A pesar de que los mecanismos moleculares por los cuales las hormonas 

esteroides inducen la proliferación celular del endometrio uterino ha sido ampliamente estudiado en animales 

ovx (Clark et al., 1971; Kaye et al., 1971; Tachi et al., 1972; Kirkland et al., 1979; Murphy et al., 1987; 

Altucci et al., 1997; Gunin, 1997; Tong y Pollard, 1999; Rider et al., 2003; Chen et al., 2005; Kazi et al., 

2009), pocos estudios se han realizados bajo condiciones fisiológicas, como lo es el ciclo estral (Bertalanffy y 

Lau, 1963; Marcus, 1974; Burroughs et al., 2000; Mendoza-Rodríguez et al., 2003; Dery et al., 2003). Por lo 

tanto, el útero de la rata durante el ciclo estral representa un excelente modelo para estudiar, en condiciones 

fisiológicas, los mecanismos moleculares por los que las hormonas esteroides regulan la proliferación celular 

uterina. 

 

En el presente estudio se determinó la proliferación celular de los epitelios luminal y glandular del 

útero de la rata y su correlación con la expresión del RE-α, c-Fos, ciclina D1, ciclina D3, Cdk4 y Cdk6 

durante la transición estro-metaestro del ciclo estral. Además, se evaluó el efecto de la administración de ICI, 

antagonista estrogénico, sobre la proliferación celular en ambos epitelios uterinos, el peso húmedo del útero, 

la expresión del RE-α y del RP en ratas ovx tratadas con E2 y ratas intactas durante el ciclo estral, así como el 

efecto de ICI sobre la expresión de ciclina D1, Akt y Gsk3-β como parte de las moléculas que participan en la 

cascada de eventos que inducen la proliferación celular en el epitelio uterino de la rata durante el ciclo estral. 

 

 Proliferación de los epitelios uterinos durante la transición estro-metaestro del ciclo estral de la 
rata 
 

Se sabe que la homeostasis del tejido uterino resulta de un balance entre la proliferación, 

diferenciación y muerte celular por apoptosis. Se ha establecido que durante el ciclo estral de la rata, las 

células del útero proliferan y después mueren por apoptosis. La proliferación, durante el ciclo estral, de 

cada uno de los tipos celulares del útero ha sido determinada mediante la medición de la actividad mitótica 

uterina e incorporación de BrdU a las células uterinas (Bertalanffy y Lau, 1963; Leroy et al., 1969; 

Marcus, 1974; Burroughs et al., 2000; Mendoza-Rodriguez et al 2003), sin embargo, estos estudios han 

sido realizados cada 24 h abarcando todas las etapas del ciclo estral por lo que no se conoce cuándo y en 

qué epitelio uterino comienza la proliferación celular. En este estudio, mediante el ensayo de 

incorporación de BrdU a las células como índice de síntesis de ADN, se determinó el inicio de la 



proliferación celular del epitelio uterino de la rata durante la transición estro-metaestro. Nuestros 

resultados indican que los niveles mínimos de proliferación celular en los epitelios glandular y luminal 

ocurren durante el estro. Estos resultados concuerdan con estudios previos en donde reportan que ambos 

epitelios uterinos presentan una mínima actividad proliferativa, al igual que en nuestro estudio, durante el 

estro, etapa en la cual mediante datos de microscopía electrónica y TUNEL se ha reportado que se 

presenta el máximo índice apoptótico de ambos epitelios uterinos (Spornitz et al., 1994; Burroughs et al., 

2000; Mendoza-Rodríguez et al., 2002). Durante la transición estro-metaestro, los niveles máximos de 

proliferación celular en los epitelios glandular y luminal ocurren durante el metaestro (03:00 h y 13:00 h 

del metaestro, respectivamente) (Figs. 1y 2). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Burroughs 

et al., (2000) y Mendoza-Rodriguez, et al., (2003) los cuales observan una máxima proliferación celular 

de los epitelios uterinos durante la etapa del metaestro.   

 

Nuestros resultados confirman y extienden los datos de proliferación celular uterina publicados 

recientemente, ya que en este estudio se observó un inicio diferencial de la proliferación celular entre 

ambos epitelios uterinos de la rata, encontrando que el epitelio glandular fue el primero en presentar 

núcleos BrdU positivos, teniendo un 30% de las células del epitelio glandular en la fase S del ciclo celular 

a las 00:00 h del metaestro, mientras que solo el 10% de las células del epitelio luminal están en la misma 

fase del ciclo a las 03:00 h del metaestro (Figs. 1 y 2). De forma interesante, durante el ciclo estral los 

niveles de E2 en circulación periférica alcanzan su máximo valor en la mañana del proestro (Tabla 3) 

(Freeman, 1988) y las células epiteliales uterinas inician su proliferación celular durante las primeras 

horas del metaestro (00:00 h - 03:00 h) (Fig. 2), lo cual ocurre aproximadamente 40 h después de que los 

niveles de E2 alcancen su máximo valor. Estos resultados difieren de lo observado en animales ovx 

tratados con E2, en donde la proliferación celular de los epitelios uterinos alcanzan su máximo valor 12-24 

h después del tratamiento con E2 (Tachi et al., 1972; Martin et al., 1973; Martin et al., 1976; Quarmby y 

Korach, 1984), presentando niveles máximos de esta hormona en circulación periférica de 1 a 6 h después 

del tratamiento, dependiendo la vía de administración (Barton et al., 1988). Estas diferencias en el tiempo 

de respuesta, sugieren que en condiciones fisiológicas la acción mitogénica del E2 puede involucrar 

diferentes cascadas de señalización. 

 

 Por otra parte, es importante mencionar que en ambos epitelios uterinos se identificaron grupos 

de células marcadas con BrdU rodeados de grupos de células sin marca, sugiriendo la presencia de un 

nicho de células epiteliales stem like/ progenitoras el cual puede ser el responsable de la renovación 

endometrial, de manera similar a las que han sido previamente observadas en las células del endometrio 

del ratón (Li y Xie, 2005; Gargett y Chan, 2006). 

 



 Patrón de expresión del RE-α, c-Fos, Ciclina D1, Ciclina D3, Cdk4 y Cdk6 durante la transición estro-
metaestro del ciclo estral de la rata 
 

Se ha demostrado que en el útero de ratas ovx, el E2 induce la proliferación celular uterina por 

medio de la inducción de factores de transcripción los cuales incluyen diversos proto-oncogenes (Travers 

y Knowler 1987; Murphy et al., 1987; Weisz y Bresciani, 1988; Loose-Mitchell et al., 1988; Weisz et al., 

1990; Papa et al., 1991; Nephew et al., 1993; Webb et al., 1993; Bigsby y Li, 1994; Nephew et al., 1995). 

La inducción de c-Fos por el E2 en el útero de ratas ovx ha sido demostrada por diferentes metodologías 

como son “Northern Blot” (Weisz y Bresciani, 1988; Loose-Mitchell et al., 1988; Bigsby y Li, 1994), 

inmunohistoquímica (Papa et al., 1991) e hibridación in situ (Nephew et al., 1995). Diversos estudios han 

demostrado los efectos del E2 sobre la expresión y actividad de ciclinas y Cdks en el útero de ratas ovx. 

Sin embargo, estos experimentos se han realizado en condiciones farmacológicas y tienen la desventaja de 

no presentar las mismas condiciones fisiológicas que se observan durante el ciclo estral. Se ha establecido 

en diversos modelos de roedores, que los animales ovx y los intactos responden de manera diferente a las 

hormonas esteroides (Molnar y Murphy, 1994; Nandha et al., 1999; Cameron et al., 2002). Por otro lado, 

se sabe que en la mayoría de los mamíferos la actividad del RE-α en el útero y en el oviducto es regulada 

por cambios cíclicos en los niveles hormonales (Kraus y Katzenellenbogen, 1993; Sahlin y Eriksson, 

1996; Wang et al., 1999; Nephew et al., 2000; Stygar et al., 2003). Tomando en cuenta que durante el 

ciclo estral se presentan cambios cíclicos en las concentraciones de E2 y P4, los cuales inducen variaciones 

en la proliferación celular del útero, se decidió evaluar el patrón de expresión de moléculas clave en la 

inducción de la progresión del ciclo celular como son: RE-α, c-Fos, ciclina D1, ciclina D3, Cdk4 y Cdk6 

en el útero de la rata durante la transición estro-metaestro del ciclo estral. Nuestros resultados indican que 

la proliferación epitelial uterina es precedida por una expresión nuclear secuencial de estas proteínas, 

como se puede observar en las Tablas 1 y 2 y Fig. 9. 

 

Durante el ciclo estral, se ha reportado la localización nuclear de las proteínas del RE-α y c-Fos en 

ambos epitelios uterinos durante la etapa del estro. Estos niveles de expresión nuclear aumentan en la 

etapa del metaestro (Mendoza-Rodríguez et al., 2003). Nuestros resultados concuerdan con lo anterior, ya 

que tanto en el epitelio luminal como en el glandular se detectó la localización del RE-α y c-Fos en el 

núcleo de las células desde las 13:00 h del estro (Figs. 3, 4, 9 y Tablas 1 y 2) cuando los niveles de E2 y P4 

son bajos (Tabla 3). Posteriormente, conforme avanzan los tiempos de estudio durante la transición estro-

metaestro, se incrementa el número de núcleos positivos para ambas proteínas (RE-α y c-Fos), mientras 

que los niveles de ambas hormonas también aumentan (Tabla 3). Más aún, es importante mencionar que 

en el epitelio glandular se observó un mayor número de núcleos inmunopositivos para el RE-α y c-Fos 

comparado con el epitelio luminal durante las primeras horas de estudio (de 13:00 h a 21:00 h del estro), 

además de que en el epitelio glandular la localización nuclear de ciclina D1 se detectó desde las 13:00 h 



del estro (Figs. 5, 9 y Tabla 2), mientras que  la localización nuclear de ciclina D3 se observó a partir de 

las 17:00 h del estro (Figs. 6, 9 y Tabla 2). En el epitelio luminal, la localización nuclear de ambas ciclinas 

(D1 y D3) se observó varias horas después, a las 21:00 h del estro (Figs. 5, 6, 9 y Tabla 1). Estas 

diferencias en el curso temporal de la localización nuclear de las ciclinas pueden ser la causa de que el 

inicio de la proliferación de ambos epitelios sea distinto, siendo el epitelio glandular el que prolifera 

primero. Estos resultados concuerdan con los datos reportados por Zhuang y col. (Zhuang et al., 2001) en 

donde el epitelio glandular de ratas ovx tratadas con E2 expresan marcadores de la fase S (ciclina A y 

PCNA) antes que el epitelio luminal mostrando así una ligera diferencia en la cinética de entrada a la fase 

S del ciclo celular.  

 

Es bien conocido que las ciclinas tipo D son componentes de la maquinaria del ciclo celular que 

gobiernan la transición de la fase G1 a S en respuesta a señales del medio extracelular. En el caso del 

útero, se ha establecido que uno de los principales reguladores de la proliferación celular son los 

estrógenos. La participación de las ciclinas D1 y D3 en la regulación de la proliferación de los epitelios 

uterinos ha sido estudiada durante muchos años en animales ovx tratados con E2 (Altucci et al., 1997; 

Tong y Pollard, 1999; Zhuang et al., 2001). En este modelo, se ha reportado que el tratamiento con E2 no 

modifica la concentración celular de la proteína ciclina D1, pero induce su relocalización del citoplasma al 

núcleo. La expresión nuclear de ciclina D1 ha sido detectada en ambos epitelios uterinos, aunque es más 

evidente en el epitelio glandular, y su localización nuclear se ha observado (4- 12 h después del 

tratamiento con E2) antes de la presencia de marcadores de la fase S del ciclo celular, mientras que la 

expresión nuclear de ciclina D3 se ha detectado exclusivamente en las células del epitelio luminal (32 h 

después del tratamiento con E2), después de la presencia de marcadores de la fase S del ciclo celular, lo 

que sugiere que estas proteínas probablemente actúen de manera tejido-específica en este modelo de 

estudio (Zhuang et al., 2001). En concordancia con estos resultados, en este trabajo se observó que en el 

epitelio luminal, la ciclina D3 fue la primer ciclina que se detectó en el núcleo celular a las 17:00 h del 

estro, mientras que en el epitelio glandular la ciclina D1 fue la primera en detectarse en el núcleo de las 

células a las 13:00 h del estro (Fig. 9). No obstante, durante el ciclo estral, se detectó la expresión de 

ambas ciclinas, D1 y D3, en el núcleo de las células de ambos epitelios uterinos, luminal y glandular, 

antes de la incorporación de BrdU a las células uterinas (Figs. 5, 6, 9, Tablas 1 y 2). Estos resultados 

sugieren que a pesar de que la ciclina D3 pueda inducir el inicio de la proliferación celular en el epitelio 

luminal mientras que la ciclina D1 del epitelio glandular, ambas ciclinas participan en la regulación de la 

proliferación de los epitelios uterinos durante el ciclo estral. De forma interesante, se observó que la 

expresión nuclear de ciclina D3 en los epitelios luminal y glandular se da en un periodo de tiempo más 

corto que el de ciclina D1. Estos resultados sugieren la presencia de un mecanismo de regulación diferente 

subyacente a la expresión de los genes de ciclina D1 y ciclina D3 en el útero de la rata durante el ciclo 



estral lo cual concuerda con lo reportado por Geum y col. en ratones prepúberes cebados con E2 (Geum et 

al., 1997). 

 

La ciclina D1 ha sido reconocida como uno de los inductores más importantes de la proliferación 

celular ya que la amplificación del gen y su sobreexpresión han sido frecuentemente encontrados en 

diversos tipos de neoplasmas malignos en el humano (Mullany et al., 2008). Las ciclinas tipo D son 

expresadas diferencialmente en diferentes tejidos e inducen diversos efectos moleculares. Recientemente 

se ha reportado que tienen una importante participación en diversas rutas metabólicas incluyendo aquellas 

que involucran los receptores nucleares particularmente PPARγ, RE, RA y receptor a tiroides, así como 

funciones mitocondriales y de lipólisis (Coqueret, 2002; Fu et al., 2004; Sakamaki et al., 2006). La 

expresión de ambas ciclinas, D1 y D3, en los epitelios luminal y glandular introduce una nueva 

interrogante acerca del papel de estas proteínas en otras funciones celulares, además de la regulación del 

ciclo celular en el útero, las cuales deben ser investigadas. Nuestros datos respecto al diferente curso 

temporal de localización nuclear de ciclina D1 y ciclina D3 en ambos epitelios pueden estar en relación a 

su participación en la progresión del ciclo celular. La expresión nuclear de ciclina D1 es detectada 

tempranamente en el epitelio glandular por lo que puede iniciar en este epitelio la transición de la fase G1 

a S del ciclo celular. Por otra parte, la ciclina D3 es inducida de forma primaria en el epitelio luminal (Fig. 

9, Tablas 1 y 2).  

 

La expresión de Cdk4 y Cdk6, subunidades catalíticas de las ciclinas tipo D, fue detectada en el 

núcleo y citoplasma de ambos epitelios uterinos durante todo el curso temporal estudiado (estro – 

metaestro). Estos resultados concuerdan, en parte, con lo reportado en estudios previos en animales ovx 

(Tong y Pollard, 1999), en los cuales ambas Cdks fueron localizadas en el núcleo y citoplasma de las 

células de ambos epitelios uterinos en ratas ovx y ovx tratadas con E2. Contrario a nuestros resultados, en 

ese estudio los niveles de expresión de la proteína de Cdk6 se mantienen elevados durante 15 h después 

del tratamiento con E2, mientras que nosotros observamos un ligero descenso en la expresión de Cdk6 

desde las 17:00 h del estro hasta las 03:00 h del metaestro (Tabla 1). Así mismo, en el estudio de Tong y 

Pollard (1999) la expresión nuclear de Cdk4 aumenta en respuesta al tratamiento con E2, alcanzando un 

valor máximo a las 4 h después del tratamiento hormonal. En nuestro estudio, no se observaron cambios 

en la intensidad de la tinción nuclear de estas proteínas, Cdk4 y Cdk6, en ambos epitelios uterinos (Tablas 

1 y 2). Se ha reportado que las proteínas Cdk4 y Cdk6 son expresadas de forma marcada y estable en la 

mayoría de lo tipos celulares, por lo que se cree que su regulación está dada a través de la regulación de 

las ciclinas (Morgan, 1995). Nuestros resultados sugieren que este podría ser el caso de las células 

epiteliales del útero durante la transición estro-metaestro. 

 



Los resultados indican que hay una correlación positiva entre la expresión secuencial del RE-α, c-

Fos, la localización nuclear de ciclinas D, Cdk4, Cdk6, y la progresión del ciclo celular en los epitelios 

uterinos de la rata durante el ciclo estral. Por otra parte, las diferencias observadas en la localización 

nuclear, el curso temporal de expresión y los tipos celulares que expresan ambas ciclinas entre condiciones 

farmacológicas y fisiológicas, sugieren diferentes mecanismos de regulación de la proliferación celular 

uterina entre ambos modelos experimentales lo que se puede deber al complejo ambiente hormonal, y por 

ende a una regulación multifactorial de este proceso durante el ciclo estral.  

 

Efecto del tratamiento con ICI, antagonista estrogénico, sobre la proliferación celular y 
proteínas reguladas por el E2 en el útero de ratas ovx y durante el ciclo estral  

 

Una de las estrategias para estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la proliferación 

celular de los epitelios uterinos inducida por el E2, es bloquear la vía de señalización de los estrógenos vía 

su receptor mediante el uso de antagonistas del RE. 

 

Los resultados de este estudio indican que en el epitelio luminal, pero no en el glandular, hay una 

menor incorporación de BrdU después de la administración de ICI a las 08:00 h del proestro (Figs. 12B y 

E). Las diferencias observadas entre los epitelios luminal y glandular concuerdan con los diferentes 

mecanismos de regulación en estos tipos celulares (Zhuang et al., 2001; Baranda-Avila et al., 2009; 

Mendoza-Rodriguez et al., 2009). De forma paralela, se observó una disminución significativa en los 

niveles de proteína total del RE-α del útero y en el peso húmedo del útero (Figs. 14 y 15C); alteraciones 

en este último sugieren cambios en una variedad de procesos que incluyen alteraciones en la 

permeabilidad vascular, en la retención de agua, en el tamaño de la célula y en el número de células 

debido a la proliferación. Estos resultados indican que este tejido es sensible a la actividad estrogénica. 

Por otra parte, el porcentaje de proliferación celular de los epitelios luminal y glandular (Figs. 12D y F) y 

el peso húmedo del útero (Fig. 14) no se modificaron por el tratamiento con ICI, cuando éste fue 

administrado a las 00:00 h del estro (24 h antes de que se inicie la proliferación celular), a pesar de que los 

niveles totales del RE-α uterino disminuyeron en respuesta a la acción del antiestrógeno (Fig. 15C y 15D). 

Los diferentes efectos del ICI sobre estos parámetros durante el ciclo estral pueden ser explicados con los 

distintos periodos de tiempo en el que el útero esta bajo la exposición a los altos niveles fisiológicos del E2 

entre ambos esquemas de tratamiento con ICI. Debido a que los niveles de E2 en suero son máximos en la 

mañana del proestro, el útero de los animales a los que se les administró ICI a las 00:00 h del estro fueron 

expuestos a este pico de E2 aproximadamente 16 h antes de que el efecto de la hormona fuera bloqueada 

por el ICI. De forma contraria, en el otro grupo experimental, el ICI fue administrado (08:00 h del 

proestro) antes del pico fisiológico de E2. 



 

Los estrógenos han sido reconocidos como la principal hormona mitogénica en el tracto 

reproductivo femenino. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que durante el ciclo estral, el 

tratamiento con ICI solo bloquea el 15% de la proliferación celular del epitelio luminal, no así la del 

epitelio glandular (Fig. 12E), contrario a lo observado en el modelo farmacológico, en donde el 

tratamiento con ICI bloquea aproximadamente el 70% de la proliferación celular de ambos epitelios 

uterinos inducida por el E2 en el útero de animales ovx (Figs. 10 y 11). Estos datos sugieren la 

participación de otros factores y vías de señalización adicionales a la del RE-α que pueden modular la 

proliferación celular bajo condiciones fisiológicas. Se ha reportado que el E2 induce la proliferación 

celular en ausencia de los RE clásicos mediante el ERRα (de estrogen related receptor-α) y GPR30 (G 

protein-coupled receptor 30) (Vivacqua et al., 2006; Li et al., 2010), los cuales podrían estar participando 

de manera adicional en el proceso de proliferación celular del útero de la rata durante el ciclo estral. De 

forma interesante, ambos esquemas experimentales con ICI inducen un incremento significativo en los 

niveles séricos de E2 en los animales durante el ciclo estral (Tabla 4), de manera similar a resultados 

previamente reportados (Sibonga et al., 1998). Estos cambios en los niveles hormonales sugieren posibles 

alteraciones del eje hipotálamo-hipófisis-gónada (HPO). Sin embargo, diversos estudios reportan que el 

tratamiento con ICI induce un incremento en los niveles séricos de E2 sin modificar los niveles séricos de 

LH, FSH o prolactina (Wakeling et al., 1991; Thomas et al., 1994). Más aún, el efecto de ICI sobre los 

niveles séricos de E2 en ratas durante el ciclo estral puede explicar la proliferación celular uterina 

observada después del tratamiento con ICI. En el útero de ratones, líneas celulares humanas de endometrio 

y glándula mamaria, el tratamiento tanto con E2 como con ICI induce la expresión del ERRα de manera 

independiente al RE-α (Vivacqua et al., 2006; Li et al., 2010; Yu et al., 2010). Además, se ha demostrado 

que ambos (E2 e ICI) inducen la expresión del ERRα a través de GPR30 y pueden mimetizar los efectos 

del E2 mediante una vía de señalización no clásica que activa proteínas G y estimula acciones 

proliferativas que involucran la activación de diversas vías de cinasas, como la PI3k/AKT (Li et al., 

2010). Considerando que el tratamiento con ICI durante el ciclo estral no altera la proliferación celular 

uterina e incrementa los niveles séricos de E2, los efectos de ICI y E2 podrían estar mediados por la vía de 

señalización de GPR30/ERRα durante el ciclo estral.  

 

Es bien sabido que la expresión del gen de RP es regulada por los estrógenos. Se ha reportado que 

en el útero de diversas especies la expresión del RP es regulado a la alta por el tratamiento con E2  y a la 

baja por P4 (Kraus y Katzenellenbogen, 1993; Ohta et al., 1993). De acuerdo con estas observaciones se 

detectó un aumento significativo de las isoformas del RP en el útero de ratas ovx tratadas con E2 (Fig. 

16A). Se ha demostrado que la transcripción de genes regulados por el RE-α se inhibe como consecuencia 

de la disminución de la concentración del RE-α y la inhibición de la transactivación del RE-α por ICI 



(Sahlin y Ericsson, 1996; Klotz et al., 2002; Stygar et al., 2003). Como se esperaba, en el útero de ratas 

ovx, se detectó que el tratamiento con ICI disminuye la expresión del RP inducida por E2 (Fig. 16A) al 

disminuir significativamente la expresión de la proteína del RE-α (Fig. 15A y 15B), lo que sugiere que la 

expresión uterina del RP en ratas ovx es estrógeno y RE-α dependiente. De forma contraria, durante el 

ciclo estral, se detectó que los niveles de expresión uterina del RP (Fig. 16B) no son modificados por 

ninguno de los tratamientos con ICI, a pesar de que se observaron bajos niveles de expresión del RE-α 

después del tratamiento con ICI (Fig. 15C y 15D). El incremento en los niveles de E2 observado después 

del tratamiento con ICI (Tabla 4) puede estar equilibrando la expresión del RP ya que se ha demostrado 

que el E2 induce la expresión del RP. 

 

Se ha determinado que una de las principales vías de señalización que inducen proliferación en 

células epiteliales uterinas vía RE-α es AKT/PKB. De forma interesante, se ha establecido una correlación 

positiva entre la proliferación y el aumento en los niveles proteicos de la forma fosforilada de Akt en el 

útero de la rata durante el ciclo estral (Dery et al., 2003). En este estudio, se investigó el  efecto de ICI 

sobre la activación de Akt en el útero de ratas intactas encontrando que la administración de ICI a las 8:00 

h del proestro induce una marcada disminución en la expresión de la forma fosforilada de Akt en Ser473 

comparado con ratas tratadas con vehículo (Fig. 21), lo que sugiere que la activación de Akt es 

dependiente del RE-α. Estos resultados concuerdan con algunos estudios que demuestran que en diversas 

líneas celulares el tratamiento con E2 induce la expresión y activación de Akt  (Lengyel et al., 2004; Chen 

et al., 2005; Gentilini et al., 2007; Kazi et al., 2009). Más aún, datos recientes han demostrado que el 

complejo E2-RE-α activa la vía de señalización de PI3k/Akt (Simoncini et al., 2000), además de que en 

células endometriales de ratones Knock-out para el RE-α, el tratamiento con E2 no induce la activación de 

Akt (Klotz et al., 2002), apoyando la idea de que la activación de Akt es dependiente del RE-α. Sin 

embargo, también se ha reportado que el tratamiento con ICI no inhibe la activación de Akt inducida tanto 

por E2 como por IGF-I (Klotz et al., 2002). Resultados similares se observaron en este estudio cuando el 

tratamiento con ICI se administró a las 00:00 h del estro (Fig. 21). Los diferentes efectos detectados en la 

activación de Akt entre los dos esquemas de tratamiento con ICI durante el ciclo estral se pueden deber al 

distinto periodo de tiempo en el que el útero estuvo bajo la exposición a altos niveles fisiológicos del E2.  

 

 Gsk3-β es un blanco río abajo de la vía de señalización de PI3K/Akt. Se ha propuesto que uno de 

los mecanismos para regular la localización nuclear y activación de ciclina D1 es a través de su 

fosforilación por Gsk3-β. Gk3-β se encuentra constitutivamente activa y su actividad es regulada de forma 

negativa a través de su fosforilación en Ser9 (Diehl et al., 1998). El E2 induce la fosforilación de Gsk3-β 

en Ser9, lo cual ocurre de forma paralela a la activación de Akt (Chen et al., 2005). Contrario a lo 

reportado, en este trabajo se observó que ambos esquemas de administración del antiestrógeno (ICI a las 



08:00 h del proestro ó 00:00 h del estro) induce no solo un aumento en la expresión de la forma 

fosforilada de Gsk3-β en Ser9 (Fig. 19) sino también su localización nuclear (Fig. 20) en las células de los 

epitelios luminal y glandular del útero de la rata durante el ciclo estral. Más aún, después del tratamiento 

con ICI se observó la localización nuclear de la ciclina D1 en ambos epitelios uterinos (Fig. 18), resultado 

que se esperaba debido al estado inhibitorio de Gsk3-β observado después del tratamiento antiestrogénico. 

Estos hallazgos sugieren que el ICI parece actuar como un modulador de la actividad estrogénica en el 

útero de la rata durante el ciclo estral, de manera similar a lo reportado en  células de osteoblasto y MCF-7 

(Sibonga et al., 1998, Frasor et al., 2004).  

 

En conclusión, en el modelo farmacológico de inducción de la proliferación celular del útero de 

animales ovx tratados con E2, el ICI se comporta como un antagonista estrogénico puro al inhibir 

significativamente la expresión del RE-α, la expresión del RP, el incremento en el peso húmedo del útero 

y la proliferación celular uterina inducida por el E2. En el modelo fisiológico del útero de la rata durante el 

ciclo estral, el ICI se comporta como un agonista y antagonista estrogénico. En este modelo, los resultados 

sugieren que el bloqueo de la vía de señalización del RE-α mediante ICI no fue suficiente para inhibir la 

expresión del RP y la proliferación celular uterina durante el ciclo estral. Además, el incremento en la 

localización nuclear tanto de la ciclina D1 como de la forma fosforilada de Gsk3-β en Ser9 en los epitelios 

uterinos de la rata después del tratamiento con ICI sugiere que en condiciones fisiológicas el efecto de los 

estrógenos sobre estas proteínas no involucra directamente la participación del RE-α. Considerando que 

existen reportes en donde se ha demostrado que tanto el E2 como el ICI mimetizan los efectos del E2 al 

inducir la expresión del ERRα mediante GPR30 en ausencia de los RE clásicos, es necesario estudiar la 

participación de la vía de señalización de GPR30/ERRα sobre la proliferación celular uterina durante el 

ciclo estral de la rata.   

 

 

 
 

 



 Conclusiones 

 
De acuerdo a los objetivos de este trabajo, nuestros resultados indican que: 

 

1. El inicio de la proliferación celular uterina durante el ciclo estral se observó durante las primeras horas 

del metaestro (entre las 00:00 y las 03:00 h), lo cual ocurre 40 h después de que los niveles máximos de E2 

en suero fueran detectados.   

 

2. De los epitelios uterinos, el glandular es el primero en presentar  proliferación celular a las 21:00 h del 

estro, mientras que el luminal lo hace 3 h después, a las 00:00 h del metaestro. Los resultados de este 

estudio indican que la localización nuclear de las proteínas de c-Fos y del RE-α precede a la incorporación 

de BrdU observada en ambos epitelios uterinos y correlaciona de manera positiva con el inicio diferencial 

de la proliferación celular, siendo el epitelio glandular el que presenta un mayor número de núcleos 

inmunopositivos para c-Fos y el RE-α mucho tiempo antes de que se detecte la proliferación en este tipo 

celular comparado con el epitelio luminal. 

 

3. En este estudio se observó que la localización nuclear de las proteínas ciclina D1 y D3 ocurre en ambos 

epitelios uterinos. La expresión nuclear de la ciclina D1 precede a la de la ciclina D3 en el epitelio 

glandular, mientras que en el epitelio luminal la expresión nuclear de ciclina D3 precede a la de ciclina 

D1.  

 

4. Tanto en el epitelio luminal como en el epitelio glandular la localización nuclear de Cdk4 y Cdk6 se 

mantuvo constante durante todo el curso temporal estudiado.  

 

5. En el útero de animales ovx se observó que el tratamiento con ICI  bloquea la proliferación celular,  

disminuye la expresión de la proteína del RP y el aumento del peso del útero inducido por el E2, mientras 

que en el modelo fisiológico de ratas durante el ciclo estral el tratamiento con ICI no fue suficiente para 

inhibir la proliferación celular uterina y la expresión del RP. De forma paralela se detectó que en ambos 

modelos ocurre una disminución en la expresión del RE-α después del tratamiento con ICI, lo que sugiere 

que en el modelo farmacológico la proliferación celular y la expresión del RP dependen de la vía de 

señalización del RE-α mientras que en el modelo fisiológico podrían estar participando mecanismos 

moleculares independientes del RE-α.   

 

 



6. En el modelo fisiológico de ratas durante el ciclo estral, se observaron efectos tanto estrogénicos como 

antiestrogénicos después del tratamiento con ICI sobre la expresión uterina de ciclina D1, Gsk3-β y Akt, 

lo cual sugiere la participación de otras vías de señalización, además de la del RE-α, en la regulación de 

estas proteínas en el útero de la rata durante el ciclo estral.  



 Perspectivas 

 
 Los resultados de este estudio han demostrado diferencias en el proceso de proliferación celular del 

útero entre el modelo farmacológico de ratas ovx tratadas con E2 y el modelo fisiológico de ratas intactas 

durante el ciclo estral. Mas aún, se ha demostrado una regulación diferencial del proceso de proliferación 

celular entre el epitelio luminal y el epitelio glandular del útero de la rata durante el ciclo estral. Es por 

ello que es interesante estudiar cuales son las vías de señalización que inducen que el epitelio glandular 

comience a proliferar antes que el epitelio luminal. Análisis de microarreglos en combinación con RT-

PCR en tiempo real revelarán la expresión diferencial de genes involucrados en la regulación de este 

proceso entre los epitelios uterinos. 

  

En cuanto a los efectos del tratamiento con ICI sobre la proliferación celular uterina durante el ciclo 

estral, es importante estudiar cual es el estímulo que promueve este proceso cuando los animales se tratan 

con el ICI: es el incremento en los niveles de E2 en suero los que regulan la proliferación celular uterina de 

manera independiente del RE-α ó si es la propia acción del ICI sobre blancos adicionales que contribuyen 

a este efecto. Es por ello que un buen candidato es la vía ERRα/GPR30, ya que se ha reportado que tanto 

ICI como E2 inducen la expresión de ERRα de manera independiente del RE-α estimulando la 

proliferación celular que involucran la activación de diversas vías de cinasas, como la de PI3k/Akt.   
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