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Resumen

El principio de la reproduccion establece que las hormonas esteroides regulan el proceso de
proliferacion celular del endometrio uterino, sin embargo, alin no se conoce como las hormonas esteroides
regulan el crecimiento de los epitelios uterinos. En el presente estudio se determind el inicio de la
proliferacion celular de los epitelios luminal y glandular del Gtero de la rata y su correlacion con el patrén
de expresion de las proteinas del receptor a estrogenos o (RE-a), c-Fos, ciclina D1, ciclina D3 y cinasas 4
y 6 dependientes de ciclinas (Cdk4 y Cdke, respectivamente), como parte de la cascada de eventos que
inducen la proliferacion celular de los epitelios uterinos durante la transicion estro-metaestro del ciclo
estral. Por otra parte, una de las estrategias para estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la
proliferacion celular inducida por los estrdgenos, es el uso de antagonistas del RE, por lo que en este
estudio se determino el efecto del tratamiento con ICI 182, 780 (ICI), antagonista estrogénico, sobre la
proliferacion celular de los epitelios uterinos y la expresién tanto del RE-a como del receptor a
progesterona A+B (RP) en el Gtero de ratas durante el ciclo estral y en ratas ovariectomizadas (ovx)
tratadas con 17B-estradiol (E,). Ademas, en el (tero de ratas intactas, se analizé el efecto del ICI sobre la
expresion de proteinas reguladas por el E; como ciclina D1, Akt y cinasa 3-B sintetasa de glucégeno
(Gsk3-B de glycogen synthase kinase 3-p).

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 proliferacién 3 h después. Durante la tarde del estro,
se observé un incremento tanto en la localizacion nuclear de la proteina c-Fos como la del RE-a. De forma
interesante, se detectd que las ciclinas, D1 y D3, se expresan de manera abundante en ambos epitelios
uterinos, luminal y glandular, y su inmunotincion nuclear precede a la incorporacion de 5-bromo-2°-
desoxi-uridina (BrdU) en las células uterinas. Las proteinas Cdk4 y Cdk6 fueron localizadas en el nicleo
de ambos epitelios durante todo el curso temporal estudiado. Ademas, la expresion de Cdk4 fue mas
abundante que la de Cdk6 durante los dias del estro y metaestro. Los resultados de este estudio sugieren
que hay una correlacion positiva entre la expresion secuencial de estas proteinas y la progresion del ciclo
celular en las células epiteliales uterinas durante el ciclo estral. Sin embargo, las diferencias observadas
entre condiciones fisioldgicas y farmacoldgicas en la localizacion celular, curso temporal de expresion y
los tipos celulares que expresan ambas ciclinas (D1 y D3) sugieren diferentes mecanismos de regulacion,
posiblemente debido al complejo ambiente hormonal durante el ciclo estral.

En relacion con el efecto del antagonista estrogénico, se observo que el tratamiento con ICI
inhibio significativamente (p<0.01) la expresion tanto del RE-a como la del RP en el Gtero de ratas ovx
tratadas con E,. Asi mismo, la proliferacion celular uterina fue bloqueada aproximadamente en un 70% en
estos animales. Sin embargo, durante el ciclo estral, a pesar de que el ICI provoc una reduccion del 90%
en los niveles del RE-0, no tuvo efecto sobre la expresion del RP y solo inhibié un 15 % de la
proliferacion celular del epitelio luminal, no asi la del epitelio glandular, sugiriendo la participacion de
otras vias de sefializacion adicionales a la del RE en la regulacion de la proliferacién del Utero de la rata
bajo condiciones fisioldgicas. Ademas, el aumento observado tanto en la localizacion nuclear de la ciclina
D1 como de la forma fosforilada de Gsk3p en serina 9 (p-Gsk3-B Ser®) en los epitelios uterinos después
del tratamiento con ICI sugiere que el efecto del E, sobre estas proteinas no involucra directamente la
participacion del RE-a, y que bajo condiciones fisioldgicas, el tratamiento con ICI presenta tanto
actividad agonista como antagonista sobre la expresion de proteinas reguladas por el E,.



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 o (ER-a), 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-a 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 17p-estradiol (E,). In addition, we analysed cyclin D1, AKT and
Gsk3-p (glycogen synthase kinase 3-) 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-a 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
Cdké 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-o. and PR protein expression in ovx-E, 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-o 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-B at serine 9 (p-Gsk3-B Ser®) after ICI treatment suggest that physiological E, effects on these
proteins do not directly involve ER-a. Sugestting that there are different molecular mechanisms
participating in physiological and pharmacological conditions that drive the regulation of cellular
proliferation in the rat uterus.



Introduccion

Los estrégenos han sido reconocidos como los reguladores primarios de la proliferacion,
diferenciacion y funcion de diversos tejidos. El Gtero de los roedores ha servido como un valioso modelo

para monitorear la sensibilidad de este tejido a la administracion de hormonas esteroides ovaricas.

El mecanismo mediante el cual los estrogenos inducen la replicacion del &cido
desoxirribonucleico (ADN) vy la proliferacion celular uterina ha sido ampliamente estudiado en animales
ovariectomizados (ovx). En estos animales, de todos los tipos celulares que conforman el Gtero (epitelios,
estroma y miometrio), solamente los epitelios luminal y glandular proliferan en respuesta al 17p3-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 administracion de la progesterona (P,) (Martin et
al., 1973; Kirkland et al., 1979; Tong y Pollard, 1999). Se ha reportado que el mecanismo de accion de los
estrogenos resulta de su interaccion con el receptor de estrogenos (RE), el cual es un factor de
transcripcion ligando especifico (Mendoza-Rodriguez et al., 2001). El complejo RE-ligando interacciona
con sitios de unién especificos del ADN que se llaman elementos de respuesta a estrogenos (ERE) y de
esta manera modifica la expresién de multiples genes involucrados en el proceso de proliferacién 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), asi 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 afios 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
estrogenos o y B (RE-a y RE-, respectivamente) (Howell et al., 2000; Osborne et al., 2004). En el Gtero
de animales ovx, el tratamiento con ICI inhibe diversos efectos estrogénicos, como el incremento en la
expresion de la proteina del RE-a (Branham et al., 1996; Sahlin y Eriksson, 1996; Stygar et al., 2003), la
proliferacion 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 expresién de los genes de ciclina D1 y D3 (Geum et al.,
1997), asi como la activacion de la via de sefializacion de proteina cinasa b/AKT (Lengyel et al., 2004;
Chen et al., 2005).



A pesar de que existe un gran namero de estudios que demuestran que el ICI ejerce una accion
antagonista sobre la proliferacion celular endometrial y la expresion de proteinas reguladas por E,,
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 E, (Frasor et al.,
2004). b) En neuronas del cerebro de ratas neonatas induce un incremento significativo en la fosforilacion
de la cinasas 1/2 reguladas por sefiales extracelulares (ERK 1/2 de extracellular signal regulated kinase
1/2) (Wong et al., 2003). ¢) En ovejas incrementa el peso del Utero y los niveles del &cido ribonucleico
mensajero (ARNm) de la gliceraldehido-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 secrecion de oxitocina y prostaglandina F2a (al-Matubsi et al.,
1998). e) En el higado de besugos incrementa el efecto del E, sobre los niveles de calcio plasmatico y
regula a la alta la expresién del RE-a (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. Méas aln, se ha observado que en los tejidos del tracto reproductivo la expresion de
diversos genes es diferente en animales ovx comparado con animales intactos bajo condiciones
fisiolégicas como es el ciclo estral (Molnar y Murphy, 1994; Nandha et al., 1999; Cameron et al., 2002),
por lo que la dinamica celular del Gtero durante el ciclo estral no puede ser mimetizada mediante el uso de

modelos farmacoldgicos como ratas ovx tratadas con hormonas sexuales esteroides exdgenas.

El dtero de la rata durante el ciclo estral representa un modelo adecuado para evaluar,
en condiciones fisioldgicas, la expresion de proteinas involucradas en el proceso de
proliferacion celular de este tejido, ya que los cambios ciclicos en los niveles de E, y P, inducen
la proliferacion de los epitelios uterinos durante el ciclo estral. En el presente estudio, el indice
de proliferacion celular de los epitelios uterinos (determinado por medio de la incorporacién de
BrdU al ADN) se correlaciond con el patron de expresion de las proteinas del RE-a, c-Fos,
ciclina D1, ciclina D3, Cdk4 y Cdk6 (determinadas por medio de inmunohistoquimica) durante la
transicion estro-metaestro del ciclo estral de la rata. Se comparé el efecto del tratamiento con
ICI sobre el indice de incorporacion de BrdU en las células de los epitelios uterinos, el peso
humedo del Utero y la expresion uterina tanto del RE-a como del RP (determinadas por western
blot) entre ratas durante el ciclo estral y ratas ovx tratadas con E,. Ademas se analizé el efecto
del ICI sobre la expresion y localizacion celular de Akt, Gsk3- y ciclina D1 (determinadas por

western blot e inmunohistoquimica) en el (tero de ratas intactas.



Antecedentes

Ciclo estral de la rata

Generalidades

La rata es un mamifero no estacional y de ovulacidn ciclica. La ovulacidn ocurre durante todo el
afio y no depende de una estimulacion externa, contrario a ciclos ovulatorios restringidos a una estacién
como en el caso de las ovejas 0 a la copula 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 esta constituido por cuatro etapas:
proestro, estro, metaestro y diestro. El tiempo de duracién de un ciclo estral es de 4 o 5 dias, periodo en el
que se presentan cambios morfolégicos en el tejido reproductivo y variaciones en las concentraciones

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

La forma mas comun para determinar la etapa del ciclo estral en la que se encuentra cada rata, es
por medio del estudio de los cambios morfoldgicos 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 himedo y rosado.
Estos cambios estan asociados con la cornificacion de las capas superiores durante el estro y con la
extensa descamacion al final de esta etapa, la cual se caracteriza por la presencia de células epiteliales
cornificadas carentes de nicleo y de forma irregular (Figura iA). Durante el metaestro (también llamado
diestro 1) y el diestro (también llamado diestro 1) predomina la presencia de leucocitos
polimorfonucleares y la desaparicién de las células epiteliales cornificadas (Figura iB y C). En el proestro,
los leucocitos polimorfonucleares desaparecen y se observa un gran nimero 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. Analisis citologico de frotis obtenidos de la pared vaginal de la rata. Las
células fueron tefiidas 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 dias de duracion, los niveles de E, 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 méaximo (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 E; disminuyen rapidamente y alcanzan valores basales en las primeras horas de
la mafiana del estro. El E, es secretado por las células de la teca interna y las células de la granulosa de los

foliculos de De Graaf que se encuentran en desarrollo.
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Figura ii. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral. Concentracion de progesterona, prolactina, estradiol,
LH y FSH en plasma periférico obtenido en intervalos de 2 h a través de los 4 dias del ciclo estral de la rata. Las barras
negras representan los intervalos de oscuridad en la colonia y los nimeros en la base representan la hora del dia. LH,
hormona luteinizante; FSH, hormona foliculo estimulante (Freeman, 1988).



El aumento en la concentracién de estrogenos en la sangre desencadena un estimulo neural ciclico
que activa la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) por el hipotadlamo. La GnRH
a su vez desencadena la secrecién de la hormona luteinizante (LH) por la hip6fisis. Los niveles circulantes
de LH empiezan a incrementarse alrededor de las 14:00 y 15:00 h del proestro, y alcanzan su nivel
maximo (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 concentracion plasmatica de
LH induce la ruptura folicular y la ovulacion en las primeras horas del estro. El nivel plasmético 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 mafiana del estro y permanece asi durante el metaestro y el diestro (Brown-Grant et
al., 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). El patron de secrecion de la hormona foliculo 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 plasmaticos de P, (Figura ii).
Un primer pico de P4 (24 + 3 ng/ml), secretada por el cuerpo l0teo, se observa alrededor del mediodia del
metaestro y se mantiene hasta las primeras horas de la mafiana del diestro, posteriormente la
concentracion 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 P, secretada por las células de la granulosa del foliculo
preovulatorio, el cual alcanza su valor maximo (46 + 7 ng/ml) entre las 17:00 y 21:00 h. Este incremento
sucede casi simultaneamente al incremento de LH. Los niveles de P, regresan a niveles basales (2 + 1
ng/ml) en la mafiana 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, Utero, cervix y vagina, asi como

también algunos efectos fisioldgicos generalizados (Westwood, 2008).

Cambios morfoldgicos del utero

El Gtero presenta cambios ciclicos dependientes de esteroides tanto en su estructura como en su
funcion (Figura iii). Durante cada ciclo reproductivo, el Utero inicialmente se prepara para recibir y
transportar los espermatozoides del cervix al oviducto y subsecuentemente se prepara para recibir los
embriones del oviducto. El Gtero esta compuesto por dos capas: miometrio y endometrio. EI miometrio es
la porcién de masculo 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 linfaticos y vasos sanguineos. El endometrio es el revestimiento mucoso del Utero y se



deriva de la capa externa del mesénquima ductal. Histolégicamente, 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 lGtea) las estructuras del endometrio estan controladas por la
P, producida por el cuerpo liteo, 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 glandulas crecen y secretan un fluido rico en glicoproteinas, azlicares y aminoacidos
(Figura iiiA y B). Al final de la fase lGtea, durante el diestro, el Gtero es pequefio, las glandulas son
inactivas, el endometrio se reabsorbe y es reemplazado por una pequefia 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 estrogenos producidos por los
foliculos ovaricos (fase folicular), el epitelio se convierte de un epitelio cuboidal a un epitelio columnar
bajo, su vascularizacion incrementa, las glandulas 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 constitucion liquida que contiene algunas proteinas, principalmente enzimas
proteoliticas. En esta etapa aumenta la contractibilidad y excitabilidad del endometrio (Hafez, 1970;
Westwood, 2008).
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Figura iii. Cambios morfolégicos del Gtero de la rata durante el ciclo estral. Corte transversal del Gtero de la rata
en las diferentes etapas del ciclo estral tefiido con hematoxilina y eosina. Barra= 100um (Westwood, 2008
modificado).

Proliferacion celular del utero

Uno de los principales efectos del E, sobre los diferentes tipos celulares del Gtero es la
proliferacion celular. Diversos reportes han descrito la proliferacidn celular del Gtero de la rata durante el
ciclo estral por medio de la medicién de la actividad mit6tica uterina, sin embargo los resultados de
diferentes grupos no coinciden perfectamente entre si. Marcus reportd que la actividad mitotica en el
epitelio luminal es maxima durante la noche del diestro y la mafiana del proestro, desciende rapidamente
durante el estro y presenta una elevacion secundaria durante el metaestro (Marcus, 1974). Este mismo
estudio reportd 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
dias del metaestro y diestro (Mendoza-Rodriguez et al., 2003). Estos resultados concuerdan en parte con
el estudio previo de Burroughs y col, en el cual la maxima proliferacién celular en el epitelio luminal se
observo durante el metaestro y el diestro, mientras que la proliferacidn celular del epitelio glandular fue



observada solamente durante el dia del metaestro (Burroughs et al., 2000). En el estroma endometrial,
Marcus reporté que la mitosis ocurre en la tarde del diestro y en la mafiana del proestro, mientras que
Bertalanffy y Lau la detectan principalmente en el estro y metaestro. En el miometrio, la maxima

proliferacion ocurre durante el proestro (Marcus, 1974).

En las ratas inmaduras una sola dosis de E, (50 ng/rata) induce la proliferacién de todos los tejidos
uterinos: epitelios, estroma y miometrio (Kaye et al., 1972; Kirkland et al., 1979; Quarmby y Korach,
1984). El indice mitdtico en el epitelio luminal alcanza su maximo valor 24 h después del tratamiento
(Kaye et al., 1972; Kirkland et al., 1979). En el estroma y miometrio el méximo indice mitotico se observa
hacia las 24 h (Kaye et al., 1972) y 36-48 h (Kirkland et al., 1979). El Utero de la rata adulta no responde
de la misma manera a los estrégenos, ya que la mitosis en el estroma de ratas ovx solamente se presenta si
la rata ha sido pretratada con P,. Las ratas adultas ovariectomizadas que han sido tratadas con E, (0.2
ug/rata) solo presentan mitosis en los epitelios luminal y glandular, pero no en el estroma. En el epitelio
luminal el indice mitdtico empieza a aumentar 12 h después del tratamiento con E,, alcanza su maximo
valor a las 24 h y regresa a niveles basales a las 36 h. En el epitelio glandular el indice mitético empieza a
aumentar a las 12 h y presenta el maximo valor a las 48 h, regresando a niveles basales 72 h después del
tratamiento con E, (Tachi et al., 1972). En ratas ovx que han sido tratadas con dipropionato de E; el indice
mitotico en el epitelio luminal empieza a aumentar a las 36 h y alcanza su méaximo valor a las 48 h. En el
epitelio glandular el indice mit6tico presenta el méximo valor a las 48 h después del tratamiento hormonal
(Gunin, 1997). El pretratamiento con P, suprime la accion mitogénica del E, tanto en el epitelio luminal
como en el glandular y causa una respuesta mitdtica en el estroma en respuesta al E,. El estroma comienza
a proliferar 6 h después del cotratamiento con P4 (2 mg diarios por 3 dias) + E; (0.6 pg/rata), se presenta el
maximo indice mitdtico a las 12 h y regresa a niveles basales a las 24 h (Rider et al., 2003). La P, sola no
produce mitosis en ninguno de los tejidos (Clark, 1971; Tachi et al., 1972; Rider et al., 2003).

Receptores a estrdgenos y progesterona

Los receptores a E, y P, son miembros de la superfamilia de receptores nucleares (RN). Esta
superfamilia se ha organizado en tres grupos. El grupo | incluye los receptores a hormonas esteroides
dentro de los cuales se encuentran el RE-a, el RE-B, el RP, el receptor a glucocorticoides (RG), el receptor
a mineralocorticoides (RM) y el receptor a andrégenos (RA). En el grupo Il se encuentran los receptores
de acido retinoico (RAR o/B/y), el receptor a vitamina D (RVD) y el receptor a tirosina (RTa/B). El grupo
Il 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 E; y la P, son hormonas esteroides derivadas del colesterol que regulan diversos procesos
bioldgicos como la reproduccion, la diferenciacion, la proliferacion celular, el crecimiento, el desarrollo,
la apoptosis, el metabolismo, la homeostasis, entre otros (Tsai y O'Malley, 1994; Edwards, 2005). La
sintesis de E, se lleva a cabo en el reticulo endoplasmaético 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 P, se sintetiza principalmente en el reticulo endoplasmatico liso de las células del cuerpo
liteo del ovario (Hsueh et al., 1984; Hutchison et al., 1986), corteza adrenal, placenta (Perrot-Aplanat y
David-Ferreira, 1982; Pomata et al., 2000), testiculo (Weisz y Ward, 1980; Dalkin et al., 1992) y cerebro
(Ukena et al., 1999; Zwain y Yen, 1999). La sintesis de ambas hormonas es regulada por diversas
hormonas como la LH, FSH, prostanglandinas y adrenalina (Graham y Clarke, 1997).

Los efectos bioldgicos del E; son mediados a través de su interaccién especifica con uno de los
dos subtipos del RE, RE-a y RE-B, mientras que la P4 lo hace a través de su interaccién con una de las dos
isoformas del RP, RP-A y RP-B. Tanto el RE como el RP funcionan como factores de transcripcion
activados por ligando (Edwards, 2005; Ellmann et al., 2009). El RE-a. y el RE-f son productos de
diferentes genes, ESR1 y ESR2 respectivamente, localizados en diferentes cromosomas. La proteina
codificada por el gen ESR1, localizado en el cromosoma 6 (6024.5), esta constituida por 599 aminoacidos
con una masa molecular de 66 kDa, mientras que el gen ESR2 esta localizado en el cromosoma 14
(14923.2) y codifica a una proteina constituida por 549 aminoacidos con una masa molecular de 61 kDa.
La diferencia en tamafio entre ambos receptores a estrogenos se debe a que el RE-B tiene una regién
amino terminal mas corta que el RE-o (Matthews y Gustafsson, 2003; Ellmann et al., 2009).

Los receptores a estrogenos se encuentran ampliamente distribuidos en el organismo. El RE-a se
expresa en forma primaria en Gtero, glandula mamaria, rifion, higado y corazén mientras que el RE-B en
ovario, préstata, pulmon y sistema nervioso central (SNC). Ambos receptores se coexpresan en un gran
namero de tejidos como glandula mamaria, tiroides, hueso, epididimo, entre otros (Kuiper et al., 1996;
Kuiper y Gustafsson, 1997; Diel, 2002; Matthews y Gustafsson, 2003). Se ha sugerido que el RE-a es el
subtipo dominante en el Gtero de la rata (Buchanan et al., 1999; Wang et al., 1999; Mendoza-Rodriguez et
al., 2003).

La actividad del RE-a es regulada en el Gtero y en el oviducto por cambios ciclicos en los niveles
hormonales. En ratas inmaduras ovx, los niveles del RE-a disminuyen 24 h después del tratamiento con
E,, manteniendo niveles bajos de expresion hasta 6 dias después del tratamiento hormonal (Kraus y
Katzenellenbogen, 1993). El E;, y la P, administrados a ratas adultas ovx tienen efectos tanto inductores



como represores sobre la expresién del RE-a en los epitelios y estroma del Gtero de la rata. Se ha
demostrado que el E; en estos animales regula (primero inhibiendo y después induciendo) los niveles del
ARNmM y de la proteina del RE-a. Tanto el ARNm como la proteina del RE-o disminuyen 6 h después de
la administracidn de E; en las células de los epitelios uterinos. Sin embargo, 24 h después del tratamiento
con E, los niveles tanto del mensajero como de la proteina 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 P, también reduce la expresion del RE-a en
el epitelio luminal de ratas ovx pretratadas con E, (Wang et al., 1999). En el Gtero de la rata durante el
ciclo estral se ha demostrado que el RE-a presenta los niveles mas bajos de expresion durante los dias del
proestro y estro, cuando las concentraciones de E, y P4 son las mas altas del ciclo. En cambio, la expresién
del RE-pB no fue detectada en ambos epitelios uterinos durante todo el ciclo estral (Mendoza-Rodriguez et

al., 2003), sustentando la idea de que el RE-a. 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 (11922.1). Estas isoformas difieren solo en que el RP-B contiene una extension adicional amino
terminal de aproximadamente 165 aminoacidos resultando en una proteina de una masa molecular de 116
kDa, mientras que la proteina del RP-A tiene una masa molecular de 94 kDa (Kraus et al., 1993; Edwards,
2005; Ellmann, 2009). EI RP se expresa en diversos tejidos del aparato reproductivo como las células de la
granulosa del ovario, tubas uterinas, Gtero, vagina, testiculo y glandula mamaria (Conneely et al., 2002),
asi como en otros tejidos no reproductivos como timo, pulmén, tejido éseo y en diversas areas del SNC
(Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000). En el Gtero, la expresion del RP es regulada por cambios
ciclicos en los niveles hormonales. En el Utero de animales ovx se ha demostrado que el tratamiento con
E, induce un incremento tanto en los niveles del ARNm como de la proteina del RP 24 h después del
tratamiento hormonal. Los niveles de la proteina del RP contindan incrementando hasta el sexto dia del
tratamiento, mientras que los niveles del ARNm disminuyen (Kraus y Katzenellenbogen, 1993). El
tratamiento con P, reduce la expresion y la intensidad de la inmunotincion para el RP en el Gtero de ratas
ovx (Ohta et al., 1993). En el Gtero de ratas intactas se ha demostrado que la expresién del RP aumenta en
el dia del diestro, mientras que en el estro y metaestro disminuye (Ohta et al., 1993; Ramos et al., 2002).

Estructura de los receptores a estrgenos y progesterona

Los receptores a hormonas esteroides estdn compuestos de seis dominios funcionales (Figura iv).
En la regién amino terminal de ambos receptores se encuentran los dominios A/B que contienen la
funcion de activacion 1 (AF-1) independiente de ligando. Para el caso del RP-B existe otro dominio de
activacion de la transcripcion conocido como funcién de activacion 3 (AF-3) o BUS (de B-upstream



segment) (Giangrande et al., 1997; Ellmann, 2009). En la regién central, se encuentra el dominio C o
dominio de unién al ADN (DBD de DNA binding domain), cuya estructura se compone por dos dedos de
zinc los cuales juegan un papel importante en la dimerizacion del receptor y la unién de los mismos a
secuencias especificas del ADN. Los dimeros del RE-a y del RE-B se unen a los elementos de respuesta a
estrogenos (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 region de bisagra, es una region rica en aminoécidos basicos (arginina y lisina) que
contiene la sefial de localizacion nuclear. En la regién carboxilo terminal se encuentran los dominios E/F
que contienen el dominio de union al ligando (LBD de Ligand binding domain), la funcion de activacion 2
(AF-2) dependiente de ligando y una region de dimerizacion (Couse y Korach, 1999; Matthews y
Gustafsson, 2003; Edwards, 2005; Heldring, 2007). Ambos receptores de estrégenos presentan un alto
grado de homologia 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).

REG J:mn:-_—,l -C
17%: 96% 54%
REB N N —DED— B ESSEEDEEE-C
AF-3 AF-1 AF-2
RPB N- TS DED . BENIEDE -C
100%
RPA N- s —DRED— NSRRI -C

Figura iv. Estructura de los receptores a estrogenos y progesterona. En el diagrama se muestra la organizacion
de los diferentes dominios que conforman a cada receptor. Se muestra el LBD, Dominio de unién al ligando; DBD,
Dominio de union al ADN; AF, Dominio de activacion de la transcripcion (AF-1, AF-2, AF-3). Los porcentajes
indican la homologia en la secuencia de aminoacidos entre los dominios del RE-a y RE-p y entre las isoformas A y
B del RP (Edwards, 2005 modificado).

Mecanismo de accién del receptor a estrégenos

Los mecanismos moleculares mediante los cuales el E, puede llevar a cabo sus efectos se dividen
en dos: gendmico y no genémico. El primero involucra la unién de los REs a su secuencia blanco en el

ADN o su interaccion con otras proteinas 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 dias (Hall et al., 2001;
Nilsson et al., 2001; Edwards, 2005; Cheskis et al., 2007). El segundo es el mecanismo no genémico el
cual ocurre de manera rapida en el orden de segundos a minutos y es mediado por REs extranucleares 0
por receptores no cléasicos unidos a la membrana celular los cuales permiten la activacion de diferentes
vias de sefializacion, tales como la via de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK de mitogen-
activated protein kinase), la via de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K de phosphatidylinositol 3-
kinase)/AKT, de proteina cinasa C (PKC de protein kinase C), entre otras (Edwards, 2005; Cheskis et al.,
2007; Fu y Simoncini, 2008; Levin, 2008).

El mecanismo gendmico consiste en la activacién del receptor por la unién de la hormona
induciendo un cambio conformacional en la estructura del receptor, su disociacion de las proteinas de
choque térmico y su posterior dimerizacién e interaccion con los ERE en el ADN. Estos ERE son
secuencias palindrémicas de ADN de 15-20 pares de bases localizadas en el extremo 5 (o incluso dentro
del gen) de genes regulados por los estrgenos. Por otra parte, se ha demostrado que el complejo
hormona-RE también puede interactuar con factores de transcripcion como AP-1 y SP-1 para promover la
transcripcion de genes cuyo promotor no contiene ERE (Couse y Korach, 1999; Hall et al., 2001; Nilsson
etal., 2001).

Se ha demostrado que después de que el receptor activado interacciona con el ADN, los receptores
son capaces de reclutar diversas proteinas correguladoras. A la fecha se han identificado alrededor de 300
diferentes proteinas correguladoras que estan involucradas en la activacion de la transcripcion de genes
regulados por receptores nucleares (Mckenna et al., 1999; Ellmann, 2009). Muchas de estas proteinas son
coactivadores bifuncionales ya que no sélo contribuyen a activar la transcripcion de genes sino que ademas,
tienen una actividad enzimatica, que a su vez modifica la transcripcion. Entre las actividades enzimaticas que
se han caracterizado en diferentes coactivadores se encuentran dominios con actividad de acetiltransferasa,
metiltransferasa, ATPasa, cinasa y ubiquitin-ligasa, los cuales actdan sobre histonas, receptores, complejos de
cofactores y factores generales de la transcripcion basal facilitando la entrada subsecuente de diferentes
complejos, lo que prepara al promotor para la iniciacién de la transcripcion. El incremento en la acetilacion
del extremo amino terminal de las histonas se ha correlacionado con la activacién de la transcripcion, mientras
que la hipoacetilacién se ha asociado con represion. En la actualidad se considera que la hiperacetilacion 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 mas accesible a
los factores de transcripcion (Wolffe y Pruss, 1996). Ademés la acetilacion 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 enzimatica de acetiltransferasa son: la familia de proteinas p160/SRC



(p160/Steroid Receptor Coactivator), p300/CBP (p300/ CREB binding protein) y PCAF/GCNS5. Otros
coactivadores que alteran la estructura del nucleosoma son aquellos que tienen actividad intrinseca 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 region del enhancer/promotor,
estableciendo un vinculo directo con los factores generales de la transcripcion y la ARN polimerasa I, lo cual
resulta en la estabilizacion del complejo de preiniciacion y la activacion de la transcripcion (McKenna y
O'Malley, 2000).

Regulacion de la expresion 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 categorias: a)
factores de crecimiento y sus receptores; b) mediadores de las vias de la transduccion de sefales
intracelulares y c¢) factores de transcripcién (Bishop, 1987). La interaccion y cooperacion entre los
productos de las diferentes clases de proto-oncogenes juega un papel muy importante durante la

proliferacion, crecimiento, diferenciacion y desarrollo celular.

La expresion 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 estimulos, tales como mitdgenos, factores de diferenciacion y
de crecimiento, agentes farmacoldgicos especificos (como ésteres de forbol, nicotina, bario y acido
fosfatidico), estrés y choque cal6rico (Ransone y Verma, 1990). Su induccidn es rapida y pasajera y ocurre
a nivel de transcripcion, por lo que también son conocidos como genes de expresion temprana. Diversos
autores han reportado el efecto modulador de los estrégenos sobre la expresion de proto-oncogenes. Se ha
demostrado que en el Utero de ratas ovx el E, induce la proliferacion de los epitelios luminal y glandular
por medio de la expresion, en forma primaria y rapida, de factores de transcripcion, 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
concentracion del ARNm de estos genes empieza a incrementarse, en el Gtero de la rata, 15 a 60 min
después de la administracion de E, y jun-B empieza aumentar 60 a 90 min después de la administracion de
la hormona (Murphy et al., 1987; Weisz y Bresciani, 1988).

Por hibridacion in situ, se ha podido detectar en qué tipo celular del Gtero se presenta este aumento
en la expresion de los diferentes proto-oncogenes. En el Gtero de ratas ovx tratadas con E, 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 expresion en el miometrio (Nephew
et al., 1994; Nephew et al., 1995). Estos incrementos son aln notorios 12 h después de la administracion
de la hormona y regresan a niveles basales a las 24 h. En cambio, c-jun presenta un patrén totalmente
diferente. En las ratas tratadas con vehiculo, 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 E, el ARNm de c-jun
practicamente 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 E, es bloqueado por actinomicina D (inhibidor de la transcripcién), pero no por puromicina o
cicloheximida (inhibidores de la sintesis de proteinas) (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 E, sobre la expresién 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 proteina de éstos; se ha observado que las proteinas c-Fos y Jun-B se incrementan 2-3 h después de
la administracién de E; en las células de los epitelios luminal y glandular (Papa et al., 1991; Webb et al.,
1993).

La P, inhibe la proliferacién celular inducida por E, y causa la diferenciacion del endometrio a
uno de tipo secretor. Diversos autores han reportado que el tratamiento con P4 reduce los niveles del
ARNmM de c-fos inducido por el E, y bloguea el efecto represivo del E, sobre la expresion de c-jun en el
tejido epitelial (Kirkland et al., 1992; Bigsby y Li, 1994). El cotratamiento con E, + P, no altera la
expresion de jun-B observada en el Gtero de las ratas tratadas solamente con E,, lo que sugiere que uno de
los mecanismos mediante el cual la P4 inhibe la proliferacion celular de los epitelios uterinos inducida por
E, es a través de la supresion de la transcripcion de c-fos y la induccién 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 farmacolégico de ratas ovx tratadas con E,.

Durante el ciclo estral de la rata, por hibridacion in situ se detecté que el mayor contenido del
ARNmM de c-fos en los epitelios luminal y glandular del Gtero se observa en el dia 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 Gtero durante todos los dias del ciclo estral. Los niveles de expresion nuclear de la proteina c-Fos se
mantienen elevados durante los dias del metaestro y diestro tanto en el epitelio luminal como en el

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

La regulacion del E, en la expresién de proto-oncogenes nucleares es tejido-especifica. Se ha

determinado que la expresién de estos proto-oncogenes no es inducida por E, en pulmon, rifién, higado,



masculo, bazo, corazon e intestino grueso (Murphy et al., 1987; Weisz y Bresciani, 1988, Weisz et al.,
1990), pero si en el Gtero de animales ovx. Asi mismo, se ha observado que estos efectos también son
hormona especificos, ya que mientras que el E, induce la expresion de estos proto-oncogenes en Utero de
ratas ovx, otras hormonas como glucocorticoides, androgenos o P, no inducen la expresion de estos genes
(Loose-Mitchell et al., 1988; Nephew et al., 1993; Wehb et al., 1993; Nephew et al., 1995).

Funcion de AP-1 en la proliferacion celular

AP-1 (proteina activadora-1) es un factor de transcripcion que regula la expresion de genes
vinculados con diferentes procesos celulares como proliferacion, apoptosis, invasion y angiogénesis, entre
otros (Shaulian et al., 2001; Eferl et al., 2003). Se sabe que las proteinas de la familia de Jun (c-Jun, Jun B
y Jun D) pueden formar homodimeros asi como heterodimeros con las proteinas de la familia de Fos (c-
Fos, Fos B, Fra 1 y Fra 2), mientras que las proteinas de la familia de Fos no son capaces de asociarse
entre si pero pueden formar heterodimeros con las proteinas 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 informacidn respecto a la estructura y regulacién del
complejo AP-1, aln no se sabe con certeza el papel que juega en la proliferacion celular. Diversas
observaciones sugieren que el complejo AP-1 puede controlar la expresion de genes involucrados en la
proliferacion celular. Se ha observado que la expresién tanto de c-jun como la de c-fos es rapidamente
inducida en varios tipos celulares en respuesta a mitdgenos como suero, factor de crecimiento epidermal
(EGF de Epidermal growth factor), factor o de crecimiento tumoral (TGFa de Tumor growth factor o),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF de Platelet-derived growth factor), estrégenos,
entre otros (Weisz y Bresciani, 1988; Quantin y Breathnach, 1988). Células en crecimiento logaritmico
contienen niveles mas altos del ARNm de c-jun que las células privadas de suero (Angel et al., 1988). La
expresion desregulada tanto de c-jun como de c-fos lleva a la transformacion neoplésica de fibroblastos de
rata (Miller et al., 1989; Schiite et al., 1989). La microinyeccién de anticuerpos anti-Fos o la transfeccién
del ARN antisentido de c-fos en fibroblastos en cultivo inhibe la sintesis de ADN y la proliferacién celular
(Holt et al., 1986; Riabowol et al., 1988). Estos experimentos indican que el complejo AP-1 es un blanco
nuclear para la vias de transmision de sefiales inducidas por mitégenos o por oncoproteinas. Hasta hace

poco, los Unicos genes involucrados en la induccidn de la proliferacidn que se conocian, cuya expresion es



regulada por AP-1, son genes cuyos productos son factores de crecimiento como interleucina 2 (IL-2),
TGFa, y TGFB (Kim et al., 1990; Muegge et al., 1989). A pesar de que estos genes modifican la
proliferacion celular, no explican cdmo los complejos AP-1 regulan la replicacién del ADN después de un

estimulo mitogénico.

Uno de los multiples factores de transcripcion 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 region 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). Asi mismo, se ha reportado que varias proteinas AP-1 se unen a
estos sitios, incluyendo c-Jun, JunB, c-Fos y ATF, y regulan la transcripcion 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 E, induce la replicacion del ADN vy la proliferacion
celular en el Utero de ratas ovx debido a que estos pueden inducir a las ciclinas que participan en la
transicion de la fase G1 a S del ciclo celular. La region 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 quizas 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 division celular debe ocurrir, asegurando que cada célula hija
reciba un complemento genético igual e idéntico para asegurar la perpetuacion de la estirpe celular. En los
organismos la ocurrencia de estos eventos de manera coordinada esta 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 proliferacion celular las
células entran a la fase S (de sintesis), en la cual el ADN se duplicara; posteriormente, en la fase G2 (gap
2), se asegurara 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 serd movilizada hacia extremos opuestos de la célula, lo que permitiré la

formacion de dos nuevas células cada una con idéntica informacion genética. Si las condiciones celulares



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

manera promover la proliferacion celular.

Regulacion de la fase G1 del ciclo celular por estrogenos

La estimulacion de la proliferacién celular requiere de la activacidn inicial de un complejo ciclina-
Cdk. En los mamiferos, la progresion de la fase G1 del ciclo celular es regulada por tres ciclinas tipo D
(D1, D2 y D3), las cuales se unen a subunidades cataliticas especificas llamadas Cdk4 y Cdk6. Estos
complejos son importantes no solo porque le dan inicio y direccion al ciclo, si no porque también
funcionan en el acoplamiento del ciclo con las condiciones del medio ambiente que determinan la
iniciacion de los eventos moleculares que dan inicio a la proliferacion celular. La actividad de cinasa de
estos complejos es altamente regulada por estimulos 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 transduccion de sefiales que finalmente activan
al complejo con actividad de cinasa. Este complejo sera inhibido por proteinas especificas en G1 si las
condiciones del medio ambiente no son propicias para iniciar los eventos del ciclo celular. La funcion mas
relevante de los complejos ciclinas tipo D-Cdk es fosforilar a los miembros de la familia de proteinas de
retinoblastoma (pRb, p107 y p130), lo que resulta en su inactivacion, permitiendo la liberacion del factor
transcripcional conformado por las proteinas E2F (E2F 1-8)/DP y por ende la transcripcion 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): proteinas 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 6 kinase inhibitor protein) (p21, p27 y p57) que
tienen como blanco a los complejos ciclina D-Cdk4 6 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 E, sobre la expresion y actividad de ciclinas y
Cdks en el atero de ratas ovx. Los resultados indican que el tratamiento con E, induce la activacion de
varias Cdks como la 4,5y 6, no asi la Cdk2, acompafiada de un incremento en la expresion del ARNm de
las ciclinas D1, D3, Ay E. Anélisis de extractos de ARN del endometrio de ratas tratadas con E, muestran
una acumulacién temprana del ARNm de ciclinas D1 y D3, pero no de ciclina D2, que se presenta después
de la acumulacién transitoria del ARNm de c-fos (Altucci et al., 1997). Por otra parte, se ha reportado que
en el modelo farmacol6gico de ratones inmaduros, la administracion de E, induce los ARNm de ciclinas



D1 y D3 2.5 veces respecto a los animales no tratados, y esta induccion se presenta después del pico de
ARNmM de c-fos y antes del pico de ARNm de timidina cinasa. La expresion de los genes de ciclinas D1y
D3 inducida por el E, es bloqueada por el tratamiento con antiestrégenos, como tamoxifeno e IC1 182,780.
La administracion de cicloheximida (CHX) a animales primados con E, 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 E, 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 expresién de los genes de ciclinas D1 y D3 en
la progresion del ciclo celular uterino de los ratones (Geum et al., 1997). De forma interesante, un estudio
previo indica que el tratamiento con E; a ratas ovx induce la localizacién nuclear de las proteinas ciclinas
D1y D3 en los epitelios glandular y luminal respectivamente, indicando la existencia de una regulacion
diferencial de la proliferacion en estos tipos celulares (Zhuang et al., 2001). Sin embargo, hasta el
momento se desconoce si la expresidn de estas proteinas es tejido-especifica en los epitelios uterinos de la
rata durante el ciclo estral.

Via de Sefalizacion de Akt/PKB y su regulacion por estrégenos

Las proteinas PI3K comprenden una extensa y compleja familia de cinasas implicadas en un
amplio rango de vias de sefializacion asociadas con la proliferacion celular, supervivencia, sintesis de
proteinas, angiogénesis y crecimiento tumoral (Chen et al., 2005; Duronio, 2008). De acuerdo a su
estructura y a sus sustratos especificos, las proteinas PI3K se han clasificado en tres tipos denominadas I,
I1'y I, y éstas a su vez, en multiples subunidades e isoformas (Kandel y Hay, 1999; Chen et al., 2005;
Duronio, 2008; Franke, 2008). Las PI3K de tipo | han sido las mas estudiadas ya que se han asociado con
diversas funciones celulares incluyendo crecimiento, proliferacion y supervivencia celular. Méas adn, las
alteraciones de los genes que codifican a estas cinasas, como su mutacion y amplificacién, se encuentran
implicadas en diversos tipos de cancer (Meng et al., 2006; Zhao y Vogt, 2008). Las proteinas tipo |
consisten de dos subfamilias: la clase 1A y la clase IB. Las proteinas PI3K de clase IA son heterodimeros
que consisten de una subunidad catalitica (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 proteinas tirosina cinasa tipo-Src. La clase IB esta compuesta de heterodimeros de
una subunidad regulatoria (p101) y una subunidad catalitica (p110y) y son activadas por receptores
acoplados a proteinas G (GPCR de G protein-coupled receptors) (Lopez-llasaca et al., 1999; Hawkins et
al., 2006; Franke, 2008).



Una vez que el ligando se une a los RTK provoca la activacion de la PI3K lo cual induce la
sintesis 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 proteina cinasa B (PKB de Protein Kinase B) o bien conocida como
Akt a la membrana celular para su subsecuente activacion (Marte y Downward, 1997; Chen et al., 2005)
(Figura v). Akt, es una proteina cinasa de serina-treonina que funciona como un regulador critico de
diferentes procesos como son la supervivencia celular, la proliferacién celular, la apoptosis, entre otros.
En los mamiferos, se han identificado 3 proteinas Akt denominadas Akt 1 (6 PKBa), Akt 2 (6 PKBB) v
Akt 3 (6 PKBy), las cuales son productos de diferentes genes localizados en los cromosomas 14932,
19913 y 144, respectivamente (Song et al., 2005). Estructuralmente, Akt posee en el extremo amino
terminal un dominio homélogo a plecstrina (PH de Pleckstrin homology) que interacciona con lipidos de
membrana como el PIP3 producto de la accion de la PI3K. En la region central, tiene un dominio
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catalitico de cinasa que contiene un residuo de treonina 308 (Thr™™), cuya fosforilacién es necesaria para

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

473

segundo sitio de fosforilacion en serina 473 (Ser"™) también necesario para la activacion de esta cinasa

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

308 473

de Akt mediante la fosforilacion en Thr™y Ser®™ ocurre a través de la activacion de PI3K en respuesta a
diversos factores de crecimiento y estimulos extracelulares como IGF-I, insulina, E, 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 E; sobre la expresion y actividad
de Akt. En células endometriales se ha reportado que la administracién de E, y tamoxifeno induce un
incremento tanto en los niveles de expresion como en la localizacion nuclear de la forma fosforilada de la
proteina Akt en Ser*”® (p-Akt Ser*”®) 15 min después del tratamiento hormonal, regresando a niveles

basales a los 90 min. La expresion de p-Akt Ser*

inducida por el E; es bloqueada por el tratamiento con
wortmanina (inhibidor de PI3K), no asi con ICI (Guzeloglu-Kayisli et al., 2004), lo que sugiere que la
activacion de Akt es independiente del RE. Sin embargo, se ha reportado que el E; no induce la
fosforilacion de Akt en células endometriales de ratones Knock out para RE-o, sugiriendo que esta
activacion es dependiente del RE-a (Klotz et al., 2002). Estudios in vivo han demostrado que en el (tero
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de ratones ovx el tratamiento con E; induce un incremento en la expresion de p-Akt tanto en Ser™ como

en Thr*® 2 h después del tratamiento hormonal, alcanzando su méxima expresion a las 8 h'y regresando a
niveles basales 16 h después de la administracion de E,. El pretratamiento con P, atenGa la accion del E;
sobre la fosforilacion de ambos residuos Ser*”® 'y Thr*®® de Akt (Chen et al., 2005). En el Gtero de ratas

473

ovx la fosforilacion de Akt en Ser*™ es constitutiva mientras que el tratamiento con E, induce la



fosforilacion de Akt sélo en Thr*® 2 h después del tratamiento hormonal, alcanzando su maxima
expresion 6 h después de la administracion de E, (Lengyel et al., 2004), lo que sugiere que en ratas ovx la

activacion de Akt via fosforilacion en Thr¥®

es dependiente de E,. Durante el ciclo estral de la rata se han
demostrado altos niveles de expresion 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 expresion disminuyen

(Dery et al., 2003).

En la via de sefializacion de Akt, una de las proteinas blanco es la cinasa 3 de la sintetasa de
glucégeno (Gsk3 de glycogen synthase kinase 3). Gsk3 es una cinasa de serina-treonina involucrada en
diversos procesos celulares como apoptosis, regulacién génica, ciclo celular, migracién celular, entre otros
(Grimes y Jope, 2001; Jope et al., 2007). Se ha demostrado que la fosforilacion de las dos isoformas de
Gsk3 es una de las formas de regular su actividad enzimatica. La fosforilacién de los residuos de tirosina
279 (Tyr’™) y tirosina 216 (Tyr*'®) incrementan la actividad de Gsk3a y Gsk3p respectivamente, mientras
que la fosforilacion de los residuos de Ser” y Ser® las regula negativamente. Existen diversas cinasas
como AKT, PKA (de protein kinase A) y PKC capaces de inducir la fosforilacion de Gsk3 en los residuos
de Ser (Jope et al., 2007). Se ha demostrado que Gsk3p promueve la protedlisis de la ciclina D1 a través
de su fosforilacion en la Thr*®® lo cual promueve su exportacion del nicleo al facilitar su asociacién 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 (Gsk3p) sobre la ciclina D1 es regulada de forma
negativa a través de su fosforilacion en Ser® (Hughes et al., 1993; Wang et al., 1994; Diehl et al., 1998)
(Figura v).
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Figura v. Via de sefializacion de PI3K/AKT/Gsk3p. La union del factor de crecimiento a RTK induce la
activacion de PI3K, la cual cataliza la sintesis de PIP3 a partir de PIP2. PIP3 promueve el reclutamiento de AKT a la
membrana celular para su subsecuente activacion via su fosforilacion en los residuos Thr*® y Ser*”®. La forma activa
de Gsk3p fosforila a la ciclina D1 en Thr®® facilitando su exportacion nuclear por CRM1, ubiquitinizacion y
degradacion por el proteosoma 26S. Akt inhibe la actividad catalitica de Gsk3p a través de su fosforilacion en Ser®
(Jope et al., 2007 modificado).



Diversos estudios han demostrado el papel de las hormonas esteroides en la regulacion de la
actividad de Gsk3p. En el Utero de ratones ovx el tratamiento con E, induce un incremento en los niveles
de expresion de la forma fosforilada de la proteina Gsk3p-Ser® 2 h después del tratamiento hormonal,
alcanzando su maxima expresién a las 8 h y regresando a niveles basales 16 h después de la
administracién de E; (Chen et al., 2005; Kazi et al., 2009). Ademas de forma paralela a la induccién de la
fosforilacion inhibitoria de Gsk3B-Ser® por E,, se reportd un incremento en la acumulacion nuclear de
ciclina D1 en las células epiteliales del Utero. El pretratamiento con P, disminuye tanto los niveles de
expresion de la forma fosforilada de Gsk3p-Ser® inducida por el E; como los niveles de expresion nuclear
de la ciclina D1 en las células epiteliales uterinas. Tanto el tratamiento con E, como con P, no modifica
los niveles de expresion de la forma fosforilada de Gsk3p-Tyr?'® (Chen et al., 2005). Estos datos sugieren
que las hormonas sexuales esteroides regulan la actividad de Gsk3p a través de su fosforilacion en Ser® lo
cual juega un papel importante en la localizacion celular de la ciclina D1 y el progreso del ciclo celular en

las células epiteliales uterinas.

Antiestrogenos

Los antiestrogenos pueden ser clasificados en tres grandes grupos de acuerdo a su estructura y
actividad bioldgica: los antiestrogenos puros, como el ICI 182,780, (tipo 1), son antiestrogenos
esteroidales (Figura vi) que pertenecen a una nueva clase de terapia antihormonal denominada SERDs (de
Selective Estrogen Receptor Down-regulators). Los SERDs actlian como potentes antagonistas induciendo
una rapida degradacion del RE y no presentan actividad agonista en los tejidos blanco de los estrégenos,
por lo que difieren en su mecanismo de accién con los SERMs (de Selective Estrogen Receptor
Modulators), representados por los andlogos del raloxifeno (tipo I1) y analogos del tamoxifeno o sus
metabolitos (Tipo IlI), los cuales son compuestos no esteroidales (Figura vi) que pueden actuar como
agonistas mimetizando el efecto biol6gico de los estrégenos, o como antagonistas inhibiendo la accién
estrogénica dependiendo del tejido blanco donde actien (Katzenellenbogen et al., 1995; Macgregor y
Jordan, 1998; Hall et al., 2001).
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Figura vi. Estructura quimica del 17p-estradiol y de algunos antiestrégenos. Estructura quimica del ICI
182,780, antiestrégeno esteroidal; raloxifeno y tamoxifeno, antiestrégenos no esteroidales.

Mecanismo de accién del antiestrogeno I1CI 182,780

Uno de los antagonistas estrogénicos mas ampliamente utilizados es el ICI 182,780 (ICl,
Fulvestrant o Faslodex), el cual es un analogo 7a- alquilsulfonil del E, (Figura vi). EI mecanismo de
accion del ICI es el de un antagonista puro para el RE-o y el RE-B en tejidos blanco de los estrégenos
como es el Utero (Wakeling et al., 1991, 1995). ICI, al igual que el tamoxifeno, inhibe competitivamente
la union del E, con el RE, sin embargo, ICI posee mayor afinidad que el tamoxifeno por el RE.
Comparando la afinidad de unién del E;, por el RE (1.0), la afinidad de union del ICI y tamoxifeno es 0.89
y 0.025 respectivamente (Wakeling y Bowler, 1987; Wakeling et al., 1991).

El mecanismo de accidn del ICI involucra su unién con el RE, una vez formado el complejo ICI-
RE se induce un cambio conformacional en el dominio de union de ligando del RE, especificamente en la
posicion de la hélice 12, lo cual previene la dimerizacion del receptor, el traslado del receptor del
citoplasma al niicleo y su unién al ADN (Fawell et al., 1990; Dauvois et al., 1993; Long y Nephew, 2006).
Si algin complejo ICI-RE entra al nucleo es transcripcionalmente inactivo porque las dos funciones de



activacion del RE (AF-1 y AF-2) se encuentran blogueadas, ademas de que este complejo es inestable
resultando en una acelerada degradacién de la proteina del RE (Nicholson et al., 1995b). Esta regulacién
negativa de la proteina del RE ocurre sin una disminucion del ARNm. Por lo tanto el ICI se une, bloquea y
acelera la degradacion de la proteina del RE, permitiendo una completa inhibicion de la via de
sefializacion del E; a través del RE-o. y RE-B (Figura vii) (Osborne et al., 1995; Wakeling et al., 1995,
2000; Wardley, 2002; Osborne et al., 2004).
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Figura vii. Mecanismo de accion del 17p-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 activacion de la transcripcion inducida por E involucra la
interaccion de las dos funciones de activacion (AF1 y AF2) del ER con coactivadores transcripcionales lo que
estimula la actividad de la RNA Pol Il. B) El F se une al ER, induce la degradacion del ER, reduce la dimerizacion,
localizacion nuclear, e interaccion del complejo F-ER con los ERE. Las dos funciones de activacion (AF1 y AF2) del
ER estan inactivas, bloqueando el proceso de transcripcion. E, estradiol; F, fulvestrant (ICI); ERE, elementos de
respuesta a estrogenos; ER, receptor a estrégenos (Dowsett et al., 2005, modificado).



Diversos estudios in vitro e in vivo han descrito los efectos antagonistas del tratamiento con ICI
sobre la proliferacién celular y la expresién de proteinas reguladas por el E,. En cultivos de células MCF-
7, T47D y ZR75-1 se ha demostrado que el tratamiento con ICI disminuye la expresion de la proteina del
RE-a y del RP inducida por el E; (Nicholson et al., 1995a; Watts et al., 1995; McClelland et al., 1996;
Wijayaratne et al., 1999), disminuye los niveles de expresion total y de la forma fosforilada de la proteina
de EGFR (Hutcheson et al., 2003), disminuye los niveles de expresion tanto del ARNm como de la
proteina 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 proporcion de células en la fase S del
ciclo celular e induce un incremento en la expresion de la proteina Rb hipofosforilada (Watts et al., 1995).
Los niveles del ARNm y de la proteina de ciclina D3, ciclina E, Cdk2 y Cdk4 inducidos por el tratamiento
con E; en células T47D y MCF-7 no son afectados por el tratamiento con antiestrogenos (Musgrove et al.,
1993; Watts et al., 1995; Wilken et al., 1996). En ratones ovx, el cotratamiento con ICI + E, bloquea la
proliferacion de los epitelios uterinos inducida por el E; (Zhu y Pollard, 2007), disminuye el 90 % del peso
del Utero y vagina inducidos por el E,, benzoato de E; y estrona (Wakeling y Bowler, 1992; Martel et al.,
1998a). En el Gtero de ratas postnatales, el tratamiento con ICI (0.1-100 pg/rata) disminuye el peso del
atero y la inmunotincion del RE en los epitelios luminal y glandular, asi como en el estroma, comparado
tanto en animales sin tratamiento como en animales tratados con tamoxifeno (agonista estrogénico en
utero) (Branham et al., 1996). En el Gtero de ratas inmaduras ovx, el tratamiento con ICI (3 mg/kg)
bloguea 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 E, (40 pg/kg) y tamoxifeno (1 mg/kg) ( Huynth y Pollak,
1993; Hyder et al., 1997). Se ha reportado que el ICI es 3 veces mas afin al RE que su antecesor ICI
164,384 mostrando una afinidad de union por el RE uterino de 0.89 y 0.19 respectivamente comparado
con el E; (Martel et al., 1998b). El pretratamiento con ICI (500pg/rata) reduce la unién del [*H]E, al RE
en (tero, glandula 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 expresion de la proteina
del RP (Clark et al., 2003) inducido tanto por el benzoato de E, como por el E,. La expresion tanto del
ARNmM como de la proteina del RE incrementa 24 h después del tratamiento con 2.5 g de E,/rata en el
atero de ratas adultas ovx, el incremento en la expresién de esta proteina, no asi la del ARNm, es
bloqueada por el cotratamiento con 100 ¢ 1000 ug de ICI + 2.5 ug E,/ rata (Sahlin y Eriksson, 1996). En
mujeres postmenopausicas con carcinoma mamario el tratamiento con ICI (6 mg 6 18 mg) induce una

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

A pesar de que existe un gran nimero de estudios que demuestran que el ICI ejerce una accion
antagonista sobre la proliferacion celular endometrial y la expresion de proteinas reguladas por E,,

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 E; (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
fosforilacion de ERK 1/2 (Wong et al., 2003), en ovejas incrementa el peso del Gtero 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 secrecion de oxitocina y prostaglandina F2o (al-Matubsi et al.,
1998), en el higado de besugos incrementa el efecto del E, sobre los niveles de calcio plasmético y regula
a la alta la expresién del RE-o (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.
Ademas se ha observado que en los tejidos del tracto reproductivo la expresion de diversos genes es
diferente en animales ovx comparado con animales intactos bajo condiciones fisiol6gicas como es el ciclo
estral (Molnar y Murphy, 1994; Nandha et al., 1999; Cameron et al., 2002), por lo que la dindmica celular
del utero durante el ciclo estral no puede ser mimetizada mediante el uso de modelos farmacoldgicos

como ratas ovx tratadas con hormonas sexuales esteroides exdgenas.



Planteamiento del Problema

Se ha propuesto que los estrogenos inducen la replicacién del ADN vy la proliferacion celular en el
atero de animales ovx mediante la induccidon de proto-oncogenes y proteinas que participan en la
transicion de la fase G1 a S del ciclo celular. En este modelo se ha demostrado que el tratamiento con E,
induce la localizacion nuclear de las proteinas ciclinas D1 y D3 en los epitelios glandular y luminal
respectivamente, sugiriendo la existencia de una regulacién diferencial de la proliferacion en estos tipos
celulares. Sin embargo, no se ha estudiado bajo condiciones fisioldgicas si existe una expresion diferencial
de las ciclinas D1 y D3 en los epitelios uterinos y si ésta se correlaciona con el patrén de proliferacion
celular uterina durante la transicién 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
proliferacion celular y la expresion de proteinas reguladas por el E, En el Gtero de ratas ovx, se ha
demostrado que el ICI se comporta como un antagonista estrogénico puro. Sin embargo, se desconoce si
bajo condiciones fisiolgicas el ICI presenta actividad antiestrogénica en el Gtero de la rata durante el
ciclo estral y de ser asi, la manera que afecta la regulacion de la proliferacion celular de los epitelios

uterinos y la expresion de proteinas reguladas por el E,,



Hipdtesis de Trabajo

En el modelo farmacoldgico de induccion de la proliferacion celular con E; en el Gtero 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 progresion del ciclo celular, y su expresion depende de la accion del E; via su REa. Por lo tanto,
se espera que en el modelo fisioldgico, el patron de expresion de estas proteinas esté regulada por los
cambios hormonales que se presentan durante el ciclo estral y que la administracion de ICI, antagonista
del RE, inhiba la proliferacion del epitelio uterino y la expresion de proteinas reguladas por el E,.



Objetivos

Objetivo General

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

transicion estro—metaestro bajo condiciones fisioldgicas, tales como el ciclo estral de la rata.

Objetivos Particulares

e Analizar el patron de proliferacion celular de los epitelios luminal y glandular del Gtero de la rata
durante la transicion estro-metaestro del ciclo estral.

e Analizar el patron de expresion de las proteinas RE-a, c-Fos, Ciclina D1, Ciclina D3, Cdk4 y
Cdkeé en los epitelios luminal y glandular del dtero de la rata durante la transicion estro-metaestro
del ciclo estral.

e Analizar los niveles séricos de E, y P, durante la transicion estro-metaestro del ciclo estral de la
rata.

o Analizar el efecto de ICI, antagonista del RE-a, sobre la proliferacion celular, peso himedo del
Gtero, expresién de las proteinas del RE-a y del RP, en el Gtero de ratas ovx tratadas con E.

e Analizar el efecto de ICI sobre la proliferacion celular, peso hiimedo del Gtero, expresion de las
proteinas RE-a, RP, Ciclina D1, Akt y Gsk3-f en el (tero de ratas intactas durante el ciclo estral.

e Analizar los niveles séricos de E, y P, 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 Quimica de la
Universidad Nacional Autébnoma de México, aprobaron los protocolos experimentales. Los animales
fueron manipulados de acuerdo con la guia de cuidado y uso de animales de laboratorio de los Institutos
Nacionales de Salud y la guia oficial mexicana de la secretaria de agricultura (SAGARPA NOM-062-Z00-
1999) publicada en 2001. Se tomaron las medidas necesarias para minimizar el nimero 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 dias de duracién, cada cual fue determinado por medio del analisis microscépico de
frotis vaginales diarios. Dos horas antes de sacrificar a los animales por decapitacién se les administré por
via intraperitoneal (i.p) 50 mg/kg de peso corporal de BrdU en PBS. Inmediatamente después de sacrificar
a los animales se obtuvo el Utero, se pesd y se procesd para determinacion de proliferacion celular,
inmunohistoquimica y western blot. La sangre se recolecté para cuantificacién de E, y P4 en suero. Tres

grupos experimentales fueron utilizados:

Grupo 1: Grupos de 5 ratas hembras intactas se sacrificaron a diferentes tiempos durante la transicion
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 via subcutanea (s.c) con 500 pg/rata de
ICI 6 propilenglicol (vehiculo) 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 via s.c con 500 pg/rata de ICI 0
propilenglicol (vehiculo) 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 via incision lateral abdominal bajo anestesia con Ketamina (Inoketam, virbac).
Dos horas antes de sacrificar a los animales se les administré por via i.p 50 mg/kg de peso corporal de
BrdU en PBS. Inmediatamente después de sacrificar a los animales por decapitacion se obtuvo el Gtero, se
pesd y se procesd para determinacion de proliferacién celular, inmunohistoquimica y western blot. La

sangre se recolectd para cuantificacion de E, y P, en suero. Dos grupos experimentales fueron utilizados:

Grupo 1: Dos semanas después de ovariectomizar a ratones hembras adultas se les administrd por via s.c
100 ng de E,/ ratén por dos dias. Seis dias después se les administro:

a) via s.c propilenglicol (V); b) via s.c 50 ng de Ex/ratdn (E); c) via s.c 1 mg/100 g de ICI, 2 h después via
s.c 50 ng de Ey/ ratén (E, + ICI); d) via 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 administr6 por via s.c 10
ug de E,/ rata por dos dias. Seis dias después se les administro:

a) via s.c propilenglicol (V); b) via s.c 5ug de Ey/rata (E,); ¢) via s.c 500ug de ICl/rata, 2 h después via s.c
5ug de Ej/rata (E, + ICI); d) via s.c 500ug de ICl/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 E, en donde los efectos del E, fueron bloqueados por la administracion de ICI en un rango
100-1000 pg/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 determinacion de proliferacion celular e inmunohistoquimica: Los Uteros fueron
fijados en paraformaldehido al 4% en PBS durante 2 h a 4° C, posteriormente fueron deshidratados,
impregnados e incluidos en parafina. Se hicieron cortes de 4-5 um de grosor y se colocaron en laminillas

tratadas con poli-L-lisina (Sigma).

Para western blot: Los Gteros se colocaron en solucién amortiguadora de lisis con inhibidores de
proteasas (DTT 1 mM, Tris-HCI 10 mM, glicerol 30%, EDTA 1 mM, Tritdn X-100 1%, leupeptina 5
ug/mL, aprotinina 5 pg/mL, pepstatina 2 pg/mL, PMSF 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, azida de



sodio 15 mM, disuelto en PBS) aproximadamente 1 mL de solucién por cada 100 mg de tejido y se
homogeneizaron usando un politron (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 4° C, el sobrenadante fue recolectado y almacenado a -20°C. La
concentracion de proteina total fue determinada por el método de Bradford (Laboratorio Bio-Rad,
Hercules, CA) (Bradford, 1976).

Determinacion de proliferacion celular

Los cortes histologicos que previamente se habian colocado en laminillas tratadas con poli-L-
lisina (Sigma) se desparafinaron y se rehidrataron. Se llevé a cabo la recuperacion del antigeno 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 triton X-100 al
0.5% por 10 min. Se bloqueo con albimina 5% 30 min y posteriormente se incubd con el anticuerpo
primario monoclonal anti-BrdU en una dilucion 1:10 en buffer de incubacion (66 mM Tris, 0.66 mM
MgCl,, 1 mM 2-mercptoetanol) por 1 h a 37° C. Los cortes se lavaron en PBS y se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-mouse-lgG-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, Japdn). Se midi6 la cantidad de nucleos BrdU positivos en los epitelios luminal
y glandular y se expres6 como el porcentaje del nimero total de células epiteliales. Se analizaron cinco
cortes por animal. N=5 animales por tiempo estudiado 6 tratamiento realizado.

Inmunohistoquimica

Los cortes histoldgicos que previamente se habian colocado en laminillas pretratadas con poli-L-
lisina se desparafinaron y se rehidrataron. Se llevo a cabo la recuperacion del antigeno hirviendo los cortes
en citrato de sodio 10 mM pH=6 (2 veces por 10 min). Se bloqueé la peroxidasa enddgena con H,0, al
3% en PBS durante 30 min. Se permeabiliz6é con tritdn X-100 al 0.5% y se bloqueé con albumina 5%-
H,0, 1% durante 30 min. Posteriormente se incubd toda la noche con los diferentes anticuerpos primarios
en las siguientes diluciones: RE-a 1:100; c-Fos 1:200; ciclina D1 1:100; ciclina D3 1:100; Cdk4 1:100;
Cdk6 1:100; p-Gsk3-B Ser’ 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 cdmara himeda a 4° C. Para el
control negativo, se omitié el anticuerpo primario. Después de lavar con PBS, se incubé con el anticuerpo
secundario biotinilado goat anti-rabbit 1gG (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) por 2 h a
una dilucion 1:100 y después con el complejo avidina-biotina (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa



Cruz, CA) por 1 h a TA. El revelado se realizé con diaminobencidina (DAB) y se contratifié 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 ¢ 4 por tratamiento realizado. El score
de tincién nuclear fue el siguiente: - no hay ndcleos inmunopositivos; + ndmero bajo de nucleos
inmunopositivos; ++ nimero moderado de nlcleos inmunopositivos; +++ nimero grande de nicleos

inmuopositivos. El score histol6gico fue realizado por tres observadores independientes.

Western blot

Se utilizaron 30 pg de proteina total de Utero a los cuales se les adiciond solucién amortiguadora
de carga (Tris 0.5 M pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%, -mercapto etanol 5%) en una proporcion 1:1 en
volumen. Los extractos proteicos se calentaron a 94° C por 5 min y se separaron mediante electroforesis
SDS-PAGE al 10% a 95 volts durante 2 h. Las proteinas 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 blogqueadas por 2 h a TA con una solucién 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-o, 1:2000; RP, 1:1000; cyclin D1, 1:1000; Akt, 1:2000; p-Akt Ser*”, 1:1000;
Gsk3-P, 1:2000; p-Gsk3-p Ser®, 1:1000; a-tubulina, 1:5000 (sc-542, sc-1492, sc-717,5¢-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-raton (IgG-HRP, Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) en una dilucion 1:20,000 por 1 h a TA. Las membranas fueron
reveladas por quimioluminiscencia (Amersham Biosciences, Fairfield CT). El analisis densitométrico de
las proteinas de interés y de a-tubulina se llevd a cabo mediante la digitalizacion de las placas
radiograficas usando el aparato Scan Primax Colorado 600p (Primax, Utrecht, The Netherlands) y la
imagen se analiz6 con el programa KODAK 1D 3.6. Los resultados se expresan como el contenido de la
proteina de interés con respecto a la expresién del control de carga a-tubulina.

Radioinmunoensayo

La cuantificacion de los niveles séricos de E, y P, en los animales de estudio se realiz6 con el Kit
Coat-A-Count (Diagnostics Products Corporation, Los Angeles CA, USA). La sensibilidad de este método
para la deteccion de E, fue de 5.4 pg/mL y de 8.3 ng/mL para la P,. Los coeficientes de variacion intra e
inter ensayo fueron de 5.3% y 8 % para E, respectivamente y 6.5% y 10% para P, respectivamente.



Andlisis estadistico

Los datos de incorporacion de BrdU, western blot y radioinmunoanalisis fueron analizados usando
la prueba de Andlisis de Varianza de una sola via (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

Patréon de proliferacion celular de los epitelios uterinos de la rata durante la transicion
estro-metaestro

Para determinar el patrén de proliferacion de las células epiteliales uterinas durante la transicion
estro-metaestro se evalué la incorporacion de BrdU, como indice de sintesis de ADN, en las células de los
epitelios luminal y glandular del Gtero de la rata.

Durante la transicion estro-metaestro se observé que el epitelio glandular fue el primer tipo de
epitelio en presentar nicleos BrdU positivos, los cuales fueron detectados desde las 21:00 h del estro
(Figs. 1y 2). Un incremento significativo en el nimero de nucleos marcados se observo a las 00:00 h del
mestaestro (30.9 + 4.9%), presentando su maxima actividad proliferativa a las 03:00 h del metaestro (56.9
+ 8.3%), y manteniendo estos niveles de proliferacion hasta las 13:00 h del metaestro (Figs. 1y 2).

En cambio, en el epitelio luminal la proliferacion celular inicia a las 03:00 h del metaestro
presentando un porcentaje de nicleos BrdU positivos del 10.1 + 1.7%, estos niveles incrementan en las
siguientes horas, presentando un valor maximo (38.7 + 5.5%) a las 13:00 h del metaestro (Figs. 1 y 2). De
forma interesante, en el epitelio luminal se observé que las células que proliferan forman “islas de
proliferacion” conformadas de grupos de células BrdU positivas rodeadas por areas donde no hay
proliferacion, 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.
Incorporacion de BrdU en los epitelios uterinos de la rata en los diferentes tiempos de estudio durante la transicion
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 nucleos positivos para la incorporacién de BrdU. E,
estro; M, metaestro; LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma. Barra= 100um.
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Horas de estro-metaestro

Figura 2. Cuantificacion de la incorporacion de BrdU en los epitelios uterinos durante la transicion estro-
metaestro. Se cuantificaron los nucleos inmunofluorescentes en el (A) epitelio luminal y en el (B) epitelio glandular
del Gtero 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.



Expresion de la proteina del RE-a en los epitelios uterinos de la rata durante la transicion
estro-metaestro

La expresion de la proteina del RE-a en el Utero de animales intactos durante la transicion estro-
metaestro fue detectada por medio de inmunohistoquimica. La inmunoreactividad para el RE-o fue
detectada en nucleo y en citoplasma de ambos epitelios uterinos (Fig. 3). EI nimero méas bajo de nlcleos
positivos para el RE-a fue detectado a las 13:00 h del estro (Fig. 3 y Tabla 1). Un incremento significativo
de nlcleos positivos para el RE-a se observo en el epitelio luminal a las 21:00 h del estro (Fig. 3C). El
ndmero de ndcleos positivos aumento hasta las 09:00 h del metaestro (Fig. 3G) y estos niveles se
mantuvieron hasta las 13:00 h del metaestro (Fig. 31 y Tabla 1). En el epitelio glandular se observé una
intensa inmunotincion nuclear durante todo el curso temporal de estudio (Figs. 3B, D, F, H, Jy Tabla 2).

Expresion de la proteina c-Fos en los epitelios uterinos de la rata durante la transicion estro-
metaestro

Para determinar si hay una correlacion positiva entre la iniciacion de la proliferacion de las células
del endometrio y la expresion de c-Fos en el Utero de animales intactos, se detectd mediante
inmunohistoquimica la expresion de la proteina de c-Fos durante la transicion estro-metaestro del ciclo
estral de la rata. La menor cantidad de nlcleos 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 inmunotincién
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 inmunotincion nuclear fue observada durante todo el curso
temporal (Figs. 4B, D, F, H, J y Tabla 2).
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Figura 3. La localizacion nuclear del RE-a precede a la proliferacion celular de los epitelios uterinos de la rata
durante la transicion estro-metaestro. Localizacién de la proteina del RE-a por inmunohistoquimica en: (A y B) E
13:00 h; (Cy D) E 21:00 h; (Ey F) M 03:00 h; (GyH) M 09:00 h; (IeJ) M 13:00 h; (K y L) Control negativo. Las
flechas indican nucleos marcados. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; E, estro; M, metaestro.
Barra= 10pm




Figura 4. Localizacion celular de la proteina de c-Fos en los epitelios uterinos de la rata durante la transicion
estro-metaestro. (A y B) E 13:00 h; (Cy D) E 21:00 h; (E y F) M 03:00 h; (G y H) M 09:00 h; (1 e J) M 13:00 h; (K
y L) Control negativo. Las flechas indican nucleos marcados. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma;

E, estro; M, metaestro. Barra= 10pum



Curso temporal de expresion de ciclinas D1y D3 durante la proliferaciéon de las células
epiteliales uterinas

Para determinar si existe un patron de expresion diferencial en cuanto a los tipos celulares uterinos
entre las ciclinas D1 y D3, se detectd la localizacion celular de ambas ciclinas mediante
inmunohistoquimica durante la transicion estro-metaestro del ciclo estral de la rata. La expresion de las
proteinas ciclinas D1 y D3 se detecté en ambos epitelios uterinos (luminal y glandular), y presentan una
localizacién tanto nuclear como citoplasmatica (Figs. 5y 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 nucleo celular a
las 17:00 h del estro. En este estudio temporal se observo un incremento en la inmunotincion nuclear de
las proteinas ciclinas D1 y D3 desde las 13:00 hasta las 21:00 h del estro, el cual precede a la
incorporacion de BrdU. A las 21:00 h del estro se detectd el mayor nimero de ndcleos inmunopositivos
para ciclinas D1 y D3 (Figs. 5C y 6C, Tabla 1). Una reduccion en la localizacién nuclear de ambas
ciclinas fue detectada en el epitelio luminal desde las 00:00 hasta las 13:00 h del metaestro (Figs. 5y 6,
Tabla 1). Sin embargo, la localizacion nuclear de la ciclina D3 disminuye mas rapidamente que la de la
ciclina D1. A las 13:00 h del metaestro se detectd una intensa tincion citoplasmatica de ambas ciclinas, sin
presentar localizacion nuclear de la ciclina D1, mientras que algunos nlcleos presentaron tincion para la
ciclina D3 (Figs. 51 y 6l).

En el epitelio glandular, la ciclina D1 se detect6 en el nlcleo a las 13:00 h del estro (Fig. 5B,
Tabla 2), presentando una méxima tincion 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 localizacion citoplasmatica a las 13:00 h del metaestro (Fig. 5J). En cambio, la
ciclina D3 se detectdé predominantemente en el citoplasma a las 13:00 h del estro (Fig. 6B), ésta se
relocaliza en el nicleo 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 nucleos de las células del
epitelio glandular presentan inmunotincién para la ciclina D3 (Fig. 3J, Tabla 2). El periodo de localizacion
nuclear y el sitio de induccion 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 localizacion de ciclina D1 del citoplasma al ndcleo de las células epiteliales del Gtero
de la rata durante la transicion estro-metaestro. Localizacién inmunchistoquimica de la proteina ciclina D1 en:
(A'yB) E13:00 h; (CyD) E 21:00 h; (E y F) M 03:00 h; (G y H) M 09:00 h; (IeJ) M 13:00 h; (K y L) Control
negativo. Las flechas indican ndcleos marcados. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; E, estro; M,
metaestro. Barra= 10um
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Figura 6. Ciclina D3 presenta una breve expresion nuclear en los epitelios uterinos de la rata durante la
transicion estro-metaestro. Localizacién inmunohistoquimica de la proteina ciclina D3 en: (A y B) E 13:00 h; (C y
D) E 21:00 h; (Ey F) M 03:00 h; (G y H) M 09:00 h; (I eJ) M 13:00 h; (K y L) Control negativo. Las flechas
indican nucleos marcados. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; E, estro; M, metaestro. Barra=

10um



CdK4 y CdK6 presentan una constante localizacion nuclear en los epitelios uterinos a lo largo
de la transicion estro-metaestro

Las subunidades cataliticas de las ciclinas tipo D son las Cdks 4 y 6. Se estudid la expresién de
estas proteinas durante la transicion estro-metaestro del ciclo estral de la rata. La inmunotincién de Cdk4
se detectd en ndcleo 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
namero de nicleos positivos para Cdké 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 nimero de nucleos
inmunopositivos incrementa a niveles similares a los observados a las 13:00 h del estro (Fig. 8).

Concentracion sérica de E, y P, durante el ciclo estral de la rata

Los niveles de E, y P, fueron determinados en todos los animales de estudio. De forma
interesante, los niveles mas bajos de E, se encontraron durante la transicion estro-metaestro comparado
contra el proestro y diestro. En cambio los niveles méas altos de P, se detectaron a las 13:00 h del
metaestro (Tabla 3).
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Figura 7. Localizacion nuclear permanente de Cdk4 en los epitelios uterinos de la rata durante la transicion
estro-metaestro. Localizacion inmunohistoquimica de la proteina 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 nicleos marcados.
LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma; E, estro; M, metaestro. (A —F). Barra= 50 um. (G) Barra=
100 pm.
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Figura 8. Localizacion inmunohistoquimica de la proteina Cdke6 en los epitelios uterinos de la rata durante la
transicion 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 nicleos marcados. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S,
estroma; E, estro; M, metaestro. (A —F) Barra= 50 um. (G) Barra= 100 pm.
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Figura 9. Representacion esquematica de la secuencia de eventos que estan involucrados en la inducciéon de la
proliferacion celular de los epitelios uterinos. (A) Epitelio Luminal. (B) Epitelio Glandular. Las flechas
representan el curso temporal durante el cual las proteinas estudiadas y la incorporacion de BrdU son detectadas en
el nacleo de las células de los epitelios uterinos.

Tabla 1l
Inmunotincion nuclear de las proteinas estudiadas en el epitelio luminal uterino durante la transicion estro-
metaestro

E13:00 E17.00 E21:00 M00:00 M 03:00 M06:00 M09:00 M13:00

Brdl - - = - ¥ # H i
ERa + H # H H + HH Hi
Fos + + + Ht H + H H
¢yeD1 - - H H H + + -

cyeD3 - + H H - - - +

odkd +H + 4 Ht H +Ht H +H
cdkb +H H t H # +4 . Hi

-, nlcleos inmunopositivos no detectados; +, nimero bajo de ndcleos inmunopositivos; ++, nimero moderado de
nacleos inmunopositivos; +++, nimero alto de nucleos inmunopositivos. BrdU: incorporacién de 5-bromo-2°-
desoxi-uridina; cyc D1, ciclina D1; cyc D3, ciclina D3.



Tabla 2

Inmunotincion nuclear de las proteinas estudiadas en el epitelio glandular uterino durante la transicion

estro-metaestro

E13:00 E17:00 E21:00 M00:00 M03:00 M 06:00 M 09:00 M13:00

BrdU = = = # e e t #
FRa 4 44 44 . Hi H4 Hi 44
Fos H t e + H tH +H #t
yeDt HH t e + H # # B

oyeD3 - 4 44 +# 4 - - +

cdkd 4 t 4 H 4 4 H 4
cdkb Ht t+ # HH e 4 t 4

-, nlcleos inmunopositivos no detectados; +, nimero bajo de ndcleos inmunopositivos; ++, nimero moderado de
nacleos inmunopositivos; +++, nimero alto de nucleos inmunopositivos. BrdU: incorporacién de 5-bromo-2°-
desoxi-uridina; cyc D1, ciclina D1; cyc D3, ciclina D3.

Tabla 3

Variaciones de los niveles de E, y P, en suero durante el ciclo estral de la rata

Dia del ciclo

E, pg/mL (pmol/L)

P, ng/mL (nmol/L)

Proestro 13:00
Estro 13:00
Estro 17:00
Estro 21:00
Metaestro 00:00
Metaestro 03:00
Metaestro 06:00
Metaestro 09:00
Metaestro 13:00
Diestro 13:00

65.3 + 7.89%%(239.72 £+ 28.96)

16.6 +2.17 (60.94 + 7.97)
18.7+5.21 (68.65 + 19.13)
14.3 +3.73 (52.49 + 13.69)
18.3+4.27(67.18 + 15.68)
25.5+2.07 (93.61 + 7.60)
15.7+ 4.68 (57.63 + 17.18)

28.5+4.68 (104.62 + 17.18)

24.5£2.60(89.94 +9.54)

33.0 + 5.11%(121.14 + 18.76)

16.9=4.11 (53.74 £ 13.07)
10.3+3.69 (32.75+ 11.73)
23.7+6.19 (75.37+ 19.68)
18.3+5.02 (58.19 + 15.96)
19.0 + 8.49 (60.42 + 27.00)
29.9 + 7.89%%(95.08 + 25.09)
22.9+7.12 (72.82 + 22.64)
29.5 +6.07%(93.81 + 19.30)
33.8+ 6.54**(107.48 + 20.80)
8.4+0.69 (26.71 +2.19)

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 E, **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 P, **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 incorporacion 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 induccién de la sintesis de ADN en
los epitelios uterinos después de la administracion de la hormona. En este estudio se evalu¢ el efecto del
ICI sobre la incorporacién de BrdU en las células epiteliales uterinas de ratones y ratas ovxs tratadas con
E,. Los resultados nos indican un bajo porcentaje de nicleos 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 vehiculo (Figs. 10 y 11). Como se esperaba, el tratamiento con E, induce un incremento
significativo en el porcentaje de ndcleos BrdU positivos en los epitelios luminal y glandular de ratones
(89.89 + 2.8% y 66.44 + 6.1%) Yy ratas (20.96 + 0.7% y 32.18 + 3.5%) ovxs. El incremento en la sintesis
de ADN inducida por el E, 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 sintesis de ADN al de los animales
tratados con vehiculo (Figs. 10 y 11).

El mecanismo molecular por el cual el E, induce la proliferacion celular uterina ha sido
ampliamente estudiado en animales ovx. Sin embargo, poco estudios han sido realizados bajo condiciones
fisiologicas como es el ciclo estral. Nuestros resultados muestran que durante el ciclo estral, los niveles de
E, en circulacién periférica alcanzan un maximo valor durante la mafiana 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 maximo de proliferacién a las 13:00 h del mismo dia (Fig. 2).
Para evaluar si este proceso depende de la via de sefializacion del RE-a, se administré ICI antes de que los
niveles de E;, en circulacion periférica alcancen su maximo valor (08:00 h del proestro) o 24 h antes de
que inicie la proliferacion celular uterina (00:00 h del estro). De forma interesante, se observé que la
administracién de ICI en la mafiana del proestro (08:00 h) induce una disminucion significativa (de 48.31
+4.9 % a32.38 + 2.9 %) en el porcentaje de células BrdU positivas del epitelio luminal, mientras que fue
completamente ineficaz para inhibir la proliferacion celular del epitelio glandular (59.27 + 3.73 %)
comparado con el vehiculo (54.15 + 3.48%) (Fig. 12A, 12B y 12E). Por otro lado, cuando el antagonista
del RE-a (ICI) se administr6 a las 00:00 h del estro, 24 h antes de que inicie la proliferacion celular, la
proliferacion celular del epitelio luminal (44.63 + 2.9%) y del epitelio glandular (51.36 + 1.42%) no se
afectd en comparacion con los animales tratados con vehiculo (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 E,, en los cuales el ICI inhibe significativamente la proliferacion celular de ambos epitelios
uterinos (Figs. 10 y 11).
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Figura 10. ICI 182,780 bloquea la proliferacion de los epitelios uterinos inducida por E, en ratones ovx. La
proliferacion de los epitelios uterinos fue medida mediante la incorporacién de BrdU en el tejido uterino después de
la administracion de (A) vehiculo, (B) E,, (C) E, + ICI 182,780 y (D) ICI 182,780. Las flechas indican nucleos
positivos para la incorporacion de BrdU. E, Cuantificacién de la incorporacion 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, vehiculo; E,, estradiol. Barra= 100pum.
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Figura 11. ICI 182,780 bloquea la sintesis de ADN en los epitelios uterinos luminal y glandular de ratas ovx
tratadas con E,. La proliferacién de los epitelios uterinos fue medida mediante la incorporacién de BrdU en ratas
ovx después de uno de los siguientes tratamientos (A) vehiculo, (B) E;, (C) E, + ICI 182,780 (D) ICI 182,780. Las
flechas indican nlcleos positivos para la incorporacion de BrdU. (E) Cuantificacion de la incorporacion 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, vehiculo; E,, estradiol. Barra= 100um
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Figura 12. Proliferacion de los epitelios luminal y glandular de la rata después del tratamiento con ICI
182,780 en animales durante el ciclo estral. La proliferacion de los epitelios uterinos fue medida mediante la
incorporacién de BrdU en ratas tratadas con ICI 182,780 en cada uno de los tiempos estudiados. (A) Ratas tratadas
con vehiculo 6 (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 vehiculo 6 (D) ICI 182,780 a las 00:00 h del estro y sacrificadas a las 13:00 h del metaestro. Las flechas
indican nucleos positivos para la incorporacion de BrdU. (E-F) Cuantificacion de la incorporacion 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 vehiculo 08:00 h. LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma. Barra= 200um.



Cambios inducidos por ICI 182,780 sobre el peso himedo del Utero en ratas ovx tratadas con
E, y en ratas intactas durante el ciclo estral

El aumento en el peso himedo del Utero es una clasica respuesta estrogénica que ha sido
ampliamente utilizada como un ensayo biolégico para la caracterizacién de compuestos antiestrogénicos.
Como se puede observar, en ratas ovx el tratamiento con E, induce un incremento significativo en el peso
himedo del Gtero (210.80 + 14.7 mg) en comparacién con los animales ovx tratados con vehiculo (120.15
+ 7.1 mg). En contraste, el tratamiento con el antagonista estrogénico ICI, induce una reduccion del 28%
(p<0.01) (151.55 + 5.6 mg) en el peso humedo del Gtero inducido por E; (Fig. 13). Sin embargo, cuando se
administra solo el ICI, este no tiene ningun efecto sobre el peso himedo del Gtero de ratas ovx (111.80 +
2.3 mg). Estos resultados sugieren que ICI no presenta actividad agonista estrogénica sobre el Utero y
bloquea el efecto del E, sobre el peso himedo del Gtero. Por otro lado, el peso himedo del Gtero 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 vehiculo (151.1 +
13.5 mg), mostrando una reduccion del 21% del peso himedo del Gtero (Fig. 14). Sin embargo, cuando el
ICI se administré a las 00:00 h del estro, el antagonista estrogénico no tuvo ningun efecto sobre el peso
himedo del Gtero (143.02 + 30.8 mg) en comparacion con ratas intactas tratadas con vehiculo a las 00:00
h del estro (150.05 + 0.8 mg) (Fig.14).
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Figura 13. ICI 182,780 reduce el peso hiumedo del Gtero en animales ovx tratados con E,. Peso himedo del
Utero de animales ovx tratados con vehiculo (V), estradiol (E,), E; + ICI 182,780 (E, + 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.
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Figura 14. Efecto de ICI 182,780 sobre el peso himedo del Gtero de ratas intactas durante el ciclo estral. Peso
himedo del Utero de ratas tratadas con vehiculo o ICI 182,780 a las 08:00 h del proestro y vehiculo 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 vehiculo 08:00 h.

Efecto de ICI 182,780 sobre la expresion de la proteina RE-a en animales ovx tratados con E;
y en animales intactos durante el ciclo estral

Los niveles de proteina del RE-o en el Utero de animales ovx tratados con E, y de animales
intactos durante el ciclo estral fueron evaluados mediante western blot después del tratamiento con ICI. El
Utero de ratas ovx tratadas con vehiculo presentaron los niveles més altos de expresion del RE-a (Fig. 15A
y 15B). Asi mismo, se midio el efecto del E, sobre su propio receptor, en donde se observé que los niveles
del RE-a disminuyen 27% del valor observado en ratas ovx tratadas con vehiculo. En el Gtero de ratas
ovx, el cotratamiento con ICI + E, induce una disminucion del 90% de los niveles totales de proteina del
RE-a comparados con el tratamiento con E, (Fig. 15A y 15B). Por otra parte, en animales ovx tratados
solo con ICI se observd que los niveles de proteina del RE-o también disminuyen un 90% del valor
observado en ratas ovx tratadas con vehiculo (Fig. 15A y 15B). De forma interesante, cuando los niveles
del RE-a se midieron en el Utero de animales intactos después de la administracién de ICI a los dos
diferentes tiempos estudiados durante el ciclo estral (08:00 h del proestro y 00:00 h del estro), se observd
74% y 78% de inhibicién en los niveles de la proteina del RE-o comparados con el observado en animales

tratados con vehiculo (Fig. 15C y 15D).
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Figura 15. Inhibicion de la expresion del RE-a por el tratamiento con ICI en el Utero de animales ovx tratados
con E, y en animales intactos. (A) Western blot representativo de la expresion del RE-a en el (tero de ratas ovx
después de uno de los siguientes tratamientos: vehiculo control (V), estradiol (E,), E, + ICI 182,780 (E, + ICI) 6 ICI
182,780 (ICI). a-tubulina se utiliz6 como un control de carga de proteina total. (B) Analisis densitométrico del efecto
de cada uno de los tratamientos indicados previamente sobre la expresion del RE-o normalizado respecto al de a-
tubulina en el Gtero de ratas ovx. (C) Western blot representativo del RE-a en el Gtero de ratas durante el ciclo estral
después de uno de los siguientes tratamientos: vehiculo (V) 6 ICI 182,780 (ICI) administrado a las 08:00 h del
proestro y vehiculo (V) 6 ICI 182,780 (ICI) administrado a las 00:00 h del estro. Todos los animales fueron
sacrificados a las 13:00 h del metaestro. a-tubulina se utiliz6 como un control de carga de proteina total. (D) Anélisis
densitométrico del efecto de cada uno de los tratamientos indicados previamente sobre la expresion de RE-a
normalizado respecto al de a-tubulina en el Gtero 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 E,. En D *p<0.01 comparado con su respectivo vehiculo.



Efecto de ICI 182,780 sobre la expresion de la proteina RP en animales ovx tratados con E; y
en animales intactos durante el ciclo estral

Para determinar si los niveles del RP son afectados como consecuencia de la regulacion a la baja
del RE-a inducida por el ICI en animales ovx y durante el ciclo estral, se analiz6 mediante western blot los
niveles uterinos del RP después del tratamiento con ICI. El analisis del western blot de proteina total de
tero de ratas ovx muestra que la expresion de RP-A 'y RP-B, aunque es detectable, es minima en ratas
ovx tratadas con vehiculo (Fig. 16A). Como se ha reportado, en el Gtero de animales ovx tratados con E,
se observé un aumento en la expresion de ambas isoformas del RP. En cambio, el cotratamiento con el
antagonista estrogénico ICI + E, disminuyd la expresién del RP inducida por el E; en el Gtero de ratas ovx
(Fig. 16A). En el utero de ratas intactas tratadas con vehiculo, aunque la expresion de RP-A es mayor a la
de RP-B, la expresion de ambas isoformas es minima en el dia de metaestro (Fig. 16B). Contrario a lo
observado en ratas ovx, en animales intactos los niveles de expresion uterina del RP-A y RP-B no fueron
afectados por la administracion de ICI antes del pico de E, (08:00 h del proestro) ni cuando se administro
24 h antes de que se inicie la proliferacion celular uterina (00:00 h del estro) (Fig. 16B).

Expresion y localizacién de ciclina D1 en el Gtero de animales intactos durante el ciclo estral
después del tratamiento con ICI

Para determinar el efecto de ICI sobre la expresién de ciclina D1 en el Gtero de animales intactos,
se evaluo el efecto de este antiestrogeno sobre la localizacion y los niveles de expresion de la proteina
ciclina D1 a las 13:00 h del metaestro. El tratamiento con ICI (a las 08:00 h del proestro ¢ a las 00:00 h
del estro) no tuvo efecto sobre la expresion protéica de ciclina D1 (Fig. 17A-C). Sin embargo, en ambos
tratamientos experimentales con ICI, se observé una marcada localizacion nuclear de ciclina D1 en los

epitelios luminal y glandular del Gtero comparado con las ratas tratadas con vehiculo (Fig. 18).
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Figura 16. La inhibicion del RE-a inducida por el tratamiento con ICI afecta la expresion del RP en el Utero
de ratas ovx tratadas con E, pero no durante el ciclo estral. (A) Western blot representativo de RP en el Gtero de
ratas ovx después de uno de los siguientes tratamientos: vehiculo control (V), estradiol (E,), E; + ICI 182,780 (E, +
ICI) 6 ICI 182,780 (ICI). a-tubulina se utiliz6 como un control de carga de proteina total. Anlisis densitométrico del
efecto de cada uno de los tratamientos indicados previamente sobre la expresion del RP normalizado respecto al de
a-tubulina. Barras blancas, RP-B; Barras negras, RP-A. *p<0.01 comparado con los otros tratamientos en RP-B,
**n< 0.05 comparado con E, y E, + ICI en PR-B, ¥p<0.05 comparado con los otros tratamientos estudiados en RP-A
y #4p<0.05 comparado con V, E, y E, + ICI en PR-A. (B) Western blot representativo del RP en el Gtero de ratas
durante el ciclo estral después de uno de los siguientes tratamientos: vehiculo (V) 6 ICI 182,780 (ICI) a las 08:00 h
del proestro y vehiculo (V) 6 ICI 182,780 (ICI) a las 00:00 h del estro. Todos los animales fueron sacrificados a las
13:00 h del metaestro. a-tubulina se utilizé6 como un control de carga de proteina total. Analisis densitométrico del
efecto de cada uno de los tratamientos indicados previamente sobre la expresion de RP normalizado respecto al de a-
tubulina en el Gtero 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.
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Figura 17. Efecto de ICI 182,780 sobre la expresion de la proteina ciclina D1 en el Gtero de animales durante
el ciclo estral. (A) Western blot representativo de la expresion de ciclina D1 en el dtero de animales en metaestro
después de uno de los siguientes tratamientos: vehiculo (V) 6 ICI 182,780 (ICI) administrado a las 08:00 h del
proestro y vehiculo (V) 6 ICI 182,780 (ICI) administrado a las 00:00 h del estro. Todos los animales fueron
sacrificados a las 13:00 h del metaestro. a-tubulina se utiliz6 como un control de carga de proteina total. B-C,
Andlisis densitométrico del efecto de cada uno de los tratamientos sobre la expresion de ciclina D1 normalizado
respecto al de a-tubulina en el Gtero de ratas durante el ciclo estral. Los resultados se expresan como la media £ ESM
de 4 animales por tratamiento estudiado.

La inhibicion de la via de sefalizacion del RE-a por ICI induce un aumento en la
fosforilacion de Gsk3-p Ser’en el Gtero de animales intactos durante el ciclo estral

Para determinar si la via de sefializacion del RE-o puede regular la localizacion celular de ciclina
D1 modificando la actividad de Gsk3-p, se analizd el efecto del tratamiento con ICI sobre la localizacién
celular y fosforilacion de Gsk3-B en el Gtero después de los diferentes tratamientos. Los niveles de
proteina total de Gsk3-p se mantienen constantes en el Utero de ratas bajo ambos tratamientos
experimentales con ICI comparada con los niveles observados en ratas tratadas con vehiculo (Fig. 19). Sin
embargo, los niveles de expresion de la forma fosforilada de Gsk3-B en Ser® fueron minimos o no se
detectaron en animales tratados con vehiculo, mientras que en el Gtero de animales tratados con ICI se
observé un incremento en la expresion de la forma fosforilada de la proteina de Gsk3-B Ser® (Fig. 19).
Ademés, se observé una marcada localizacion nuclear de la forma fosforilada de Gsk3-p Ser’ 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 localizacion nuclear de ciclina D1 (Fig. 18).
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Figura 18. ICI 182,780 induce la localizacion nuclear de ciclina D1 en el Utero de ratas durante el ciclo estral.
Se presenta una inmunohistoquimica representativa para ciclina D1 en el Gtero de ratas durante el ciclo estral después
de uno de los siguientes tratamientos: vehiculo (A y C) 6 ICI 182,780 (B y D) administrado a las 08:00 h del
proestro; vehiculo (E y G) 6 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=10pum.
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Figura 19. El tratamiento con ICI1 182,780 resulta en el incremento de la expresion de P-Gsk3-p en el Utero de
ratas durante el ciclo estral. (A) Western blot representativo de la expresion de Gsk3-p total y P-Gsk3-p Ser® en el
Utero de animales en metaestro después de uno de los siguientes tratamientos: vehiculo (V) ¢ ICI 182,780 (IClI)
administrado a las 08:00 h del proestro y vehiculo (V) 6 ICI 182,780 (ICI) administrado a las 00:00 h del estro. a-
tubulina se utilizd como un control de carga de proteina total. Todos los animales fueron sacrificados a las 13:00 h
del metaestro. B-C, Analisis densitométrico del efecto de cada uno de los tratamientos sobre la expresion de Gsk3-f
total y P-Gsk3-p Ser® normalizado respecto al de a-tubulina. Barras blancas, Gsk3-B total; barras negras, P-Gsk3-B.
Los resultados se expresan como la media + ESM de 4 animales por tratamiento estudiado. En B *p< 0.05
comparado con vehiculo 08:00h en P-Gsk3-f. En C *p<0.05 comparado con vehiculo 00:00 h en P-Gsk3-.
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Figura 20. ICI 182,780 induce la localizacion nuclear de p-Gsk3-$ en el Gtero de ratas durante el ciclo estral.
Se presenta una inmunohistoquimica representativa para p-Gsk3-B Ser® en el Gtero de ratas durante el ciclo estral
después de uno de los siguientes tratamientos: vehiculo (A y C) 6 ICI 182,780 (B y D) administrado a las 08:00 h del
proestro; vehiculo (E y G) 6 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=10pum.
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La expresion de la forma fosforilada de Akt en el Utero de animales durante el ciclo estral es
afectada por el antagonista estrogénico

Se sabe que Gsk3-B es un blanco rio abajo de la via de sefializacion de PI3k/Akt. Para investigar
los niveles de expresion de Akt fosforilado inducido por los estrogenos y su inhibicion por ICI, se
determind la expresion de Akt bajo los diferentes tratamientos. Los resultados indican que bajo todos los
tratamientos previamente descritos, la expresion de Akt total no cambia significativamente (Fig. 21). En
ratas intactas, el tratamiento con ICI a las 08:00 h del proestro induce una disminucion significativa en la
expresion de la forma fosforilada de Akt en Ser*”® comparada con lo observado en ratas tratadas con
vehiculo. Sin embargo, cuando el ICI se administr6 a las 00:00 h del estro, no se observé ningun efecto
sobre los niveles de expresion de la forma fosforilada de Akt en Ser*”® comparado con lo observado en

ratas tratadas con vehiculo (Fig. 21).
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Figura 21. Cambios en la fosforilacion de Akt en el Utero de ratas durante el ciclo estral después del
tratamiento con ICI 182,780. (A) Western blot representativo de la expresion de Akt total y P-Akt Ser*” en el Gtero
de animales en metaestro después de uno de los siguientes tratamientos: vehiculo (V) 6 ICI 182,780 (ICI)
administrado a las 08:00 h del proestro y vehiculo (V) 6 ICI 182,780 (ICI) administrado a las 00:00 h del estro. a-
tubulina se utilizd como un control de carga de proteina total. Todos los animales fueron sacrificados a las 13:00 h
del metaestro. B-C, Analisis densitométrico del efecto de cada uno de los tratamientos sobre la expresion de Akt total
y P-Akt Ser*”® normalizado respecto al de o-tubulina en el Gtero 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 vehiculo 08:00 h en P-Akt.



Concentracidn sérica de E; y P4 en animales intactos después de la administracion de ICI

Los niveles de E; y P, fueron determinados en todos los animales usados. De forma interesante se
observé que ambos tratamientos con ICI (08:00 h del proestro y 00:00 h del estro) inducen un aumento
significativo en los niveles de E, y P, comparado con los niveles observados en los animales tratados con
vehiculo (Tabla 4).

Tabla 4

Concentracidn sérica de E, y P4 en animales en metaestro.
Tratamiento” E> pg/mL (pmol/L) P4 ng/mL (nmol/L)
Vehiculo 08:00 h 245+ 205(89.94 +7.53) 15.0+1.91(47.70 + 6.07)
ICI 08:00 h 31.2+0.52" (114.54 +1.9) 25.0 +6.50 (79.5 + 20.67)
Vehiculo 00:00 h 23.2+1.87 (8517 + 6.86) 18.6 +5.14 (59.15 + 16.39)
ICI 00:00 h 416+7.26™ (152.71+26.65) 31.7 +6.52* (100.80 + 20.73)

Todos 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. E, estradiol; P4, progesterona. En E, *p < 0.05 comparado con vehiculo 08:00 h y **p < 0.05
comparado con vehiculo 00:00 h. En P4 *p < 0.05 comparado con vehiculo 00:00 h.



Discusion

El Gtero de la rata es un tejido blanco para la accién de hormonas esteroides. Uno de los principales
efectos de los estrdgenos sobre este 6rgano es la induccién de la proliferacién celular. Es bien conocido que la
concentracion de estas hormonas esteroides varia a lo largo del ciclo estral, lo cual induce cambios ciclicos en
la estructura y funcién del Gtero. A pesar de que los mecanismos moleculares por los cuales las hormonas
esteroides inducen la proliferacion 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 fisioldgicas, como lo es el ciclo estral (Bertalanffy y
Lau, 1963; Marcus, 1974; Burroughs et al., 2000; Mendoza-Rodriguez et al., 2003; Dery et al., 2003). Por lo
tanto, el Gtero de la rata durante el ciclo estral representa un excelente modelo para estudiar, en condiciones
fisiolégicas, los mecanismos moleculares por los que las hormonas esteroides regulan la proliferacion celular

uterina.

En el presente estudio se determind la proliferacion celular de los epitelios luminal y glandular del
atero de la rata y su correlacion con la expresion del RE-a, c-Fos, ciclina D1, ciclina D3, Cdk4 y Cdk6
durante la transicion estro-metaestro del ciclo estral. Ademas, se evalud el efecto de la administracion de ICI,
antagonista estrogénico, sobre la proliferacion celular en ambos epitelios uterinos, el peso himedo del Gtero,
la expresion del RE-a y del RP en ratas ovx tratadas con E; y ratas intactas durante el ciclo estral, asi como el
efecto de ICI sobre la expresién de ciclina D1, Akt y Gsk3-B como parte de las moléculas que participan en la

cascada de eventos que inducen la proliferacion celular en el epitelio uterino de la rata durante el ciclo estral.

Proliferacion de los epitelios uterinos durante la transicion estro-metaestro del ciclo estral de la
rata

Se sabe que la homeostasis del tejido uterino resulta de un balance entre la proliferacion,
diferenciacion y muerte celular por apoptosis. Se ha establecido que durante el ciclo estral de la rata, las
células del dtero proliferan y después mueren por apoptosis. La proliferacion, durante el ciclo estral, de
cada uno de los tipos celulares del Gtero ha sido determinada mediante la medicion de la actividad mit6tica
uterina e incorporacion 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 cuando y en
qué epitelio uterino comienza la proliferacion celular. En este estudio, mediante el ensayo de

incorporacion de BrdU a las células como indice de sintesis de ADN, se determind el inicio de la



proliferacion celular del epitelio uterino de la rata durante la transicion estro-metaestro. Nuestros
resultados indican que los niveles minimos de proliferacion 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 minima actividad proliferativa, al igual que en nuestro estudio, durante el
estro, etapa en la cual mediante datos de microscopia electronica y TUNEL se ha reportado que se
presenta el maximo indice apoptético de ambos epitelios uterinos (Spornitz et al., 1994; Burroughs et al.,
2000; Mendoza-Rodriguez et al., 2002). Durante la transicion estro-metaestro, los niveles maximos de
proliferacion 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 maxima proliferacién celular
de los epitelios uterinos durante la etapa del metaestro.

Nuestros resultados confirman y extienden los datos de proliferacion celular uterina publicados
recientemente, ya que en este estudio se observd un inicio diferencial de la proliferacion celular entre
ambos epitelios uterinos de la rata, encontrando que el epitelio glandular fue el primero en presentar
nacleos 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 estan 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 E, en circulacién periférica alcanzan su maximo valor en la mafiana del proestro (Tabla 3)
(Freeman, 1988) y las células epiteliales uterinas inician su proliferacion 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 E, alcancen su maximo valor. Estos resultados difieren de lo observado en animales ovx
tratados con E,, en donde la proliferacion celular de los epitelios uterinos alcanzan su maximo valor 12-24
h después del tratamiento con E, (Tachi et al., 1972; Martin et al., 1973; Martin et al., 1976; Quarmby y
Korach, 1984), presentando niveles maximos de esta hormona en circulacion periférica de 1 a 6 h después
del tratamiento, dependiendo la via de administracion (Barton et al., 1988). Estas diferencias en el tiempo
de respuesta, sugieren que en condiciones fisioldgicas la accion mitogénica del E, puede involucrar
diferentes cascadas de sefializacion.

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 renovacién
endometrial, de manera similar a las que han sido previamente observadas en las células del endometrio
del ratdn (Liy Xie, 2005; Gargett y Chan, 2006).



Patrdn de expresion del RE-a, c-Fos, Ciclina D1, Ciclina D3, Cdk4 y Cdk6 durante la transicién estro-
metaestro del ciclo estral de la rata

Se ha demostrado que en el Gtero de ratas ovx, el E, induce la proliferacion celular uterina por
medio de la induccién de factores de transcripcion 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 induccién de c-Fos por el E, en el Gtero de ratas ovx ha sido demostrada por diferentes metodologias
como son “Northern Blot” (Weisz y Bresciani, 1988; Loose-Mitchell et al., 1988; Bigsby y Li, 1994),
inmunohistoquimica (Papa et al., 1991) e hibridacion in situ (Nephew et al., 1995). Diversos estudios han
demostrado los efectos del E, sobre la expresién y actividad de ciclinas y Cdks en el Utero de ratas ovx.
Sin embargo, estos experimentos se han realizado en condiciones farmacol6gicas y tienen la desventaja de
no presentar las mismas condiciones fisiolégicas 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 mayoria de los mamiferos la actividad del RE-a en el Utero y en el oviducto es regulada
por cambios ciclicos 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 ciclicos en las concentraciones de E, y Py, los cuales inducen variaciones
en la proliferacién celular del Gtero, se decidié evaluar el patron de expresion de moléculas clave en la
induccion de la progresion del ciclo celular como son: RE-a, c-Fos, ciclina D1, ciclina D3, Cdk4 y Cdk6
en el (tero de la rata durante la transicion estro-metaestro del ciclo estral. Nuestros resultados indican que
la proliferacion epitelial uterina es precedida por una expresion nuclear secuencial de estas proteinas,
como se puede observar en las Tablas 1y 2 y Fig. 9.

Durante el ciclo estral, se ha reportado la localizacion nuclear de las proteinas del RE-a y c-Fos en
ambos epitelios uterinos durante la etapa del estro. Estos niveles de expresion nuclear aumentan en la
etapa del metaestro (Mendoza-Rodriguez et al., 2003). Nuestros resultados concuerdan con lo anterior, ya
que tanto en el epitelio luminal como en el glandular se detect6 la localizacién del RE-a y c-Fos en el
nacleo de las células desde las 13:00 h del estro (Figs. 3,4, 9 y Tablas 1 y 2) cuando los niveles de E, y P,
son bajos (Tabla 3). Posteriormente, conforme avanzan los tiempos de estudio durante la transicion estro-
metaestro, se incrementa el nimero de nucleos positivos para ambas proteinas (RE-a y c-Fos), mientras
que los niveles de ambas hormonas también aumentan (Tabla 3). Mas aln, es importante mencionar que
en el epitelio glandular se observé un mayor nimero de ndcleos inmunopositivos para el RE-a y c-Fos
comparado con el epitelio luminal durante las primeras horas de estudio (de 13:00 h a 21:00 h del estro),
ademas de que en el epitelio glandular la localizacion nuclear de ciclina D1 se detect6 desde las 13:00 h



del estro (Figs. 5, 9 y Tabla 2), mientras que la localizacién nuclear de ciclina D3 se observé a partir de
las 17:00 h del estro (Figs. 6, 9 y Tabla 2). En el epitelio luminal, la localizacion nuclear de ambas ciclinas
(D1 y D3) se observo 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 localizacién nuclear de las ciclinas pueden ser la causa de que el
inicio de la proliferacién 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 E, expresan marcadores de la fase S (ciclina A 'y
PCNA) antes que el epitelio luminal mostrando asi 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 transicion de la fase G1 a S en respuesta a sefiales del medio extracelular. En el caso del
atero, se ha establecido que uno de los principales reguladores de la proliferacion celular son los
estrogenos. La participacion de las ciclinas D1 y D3 en la regulacién de la proliferacion de los epitelios
uterinos ha sido estudiada durante muchos afios en animales ovx tratados con E, (Altucci et al., 1997;
Tong y Pollard, 1999; Zhuang et al., 2001). En este modelo, se ha reportado que el tratamiento con E, no
modifica la concentracion celular de la proteina ciclina D1, pero induce su relocalizacién del citoplasma al
nacleo. La expresion nuclear de ciclina D1 ha sido detectada en ambos epitelios uterinos, aunque es mas
evidente en el epitelio glandular, y su localizacion nuclear se ha observado (4- 12 h después del
tratamiento con E,) antes de la presencia de marcadores de la fase S del ciclo celular, mientras que la
expresion nuclear de ciclina D3 se ha detectado exclusivamente en las células del epitelio luminal (32 h
después del tratamiento con E,), después de la presencia de marcadores de la fase S del ciclo celular, lo
que sugiere que estas proteinas probablemente actlen de manera tejido-especifica en este modelo de
estudio (Zhuang et al., 2001). En concordancia con estos resultados, en este trabajo se observo que en el
epitelio luminal, la ciclina D3 fue la primer ciclina que se detecté en el nucleo celular a las 17:00 h del
estro, mientras que en el epitelio glandular la ciclina D1 fue la primera en detectarse en el nicleo de las
células a las 13:00 h del estro (Fig. 9). No obstante, durante el ciclo estral, se detecté la expresion de
ambas ciclinas, D1 y D3, en el nucleo de las células de ambos epitelios uterinos, luminal y glandular,
antes de la incorporacién 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 proliferacion celular en el epitelio
luminal mientras que la ciclina D1 del epitelio glandular, ambas ciclinas participan en la regulacién de la
proliferacion de los epitelios uterinos durante el ciclo estral. De forma interesante, se observd que la
expresion nuclear de ciclina D3 en los epitelios luminal y glandular se da en un periodo de tiempo mas
corto que el de ciclina D1. Estos resultados sugieren la presencia de un mecanismo de regulacion diferente
subyacente a la expresion de los genes de ciclina D1 y ciclina D3 en el Gtero de la rata durante el ciclo



estral lo cual concuerda con lo reportado por Geum y col. en ratones prepUberes cebados con E, (Geum et
al., 1997).

La ciclina D1 ha sido reconocida como uno de los inductores mas importantes de la proliferacion
celular ya que la amplificacion del gen y su sobreexpresion 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 participacion en diversas rutas metabdlicas incluyendo aquellas
que involucran los receptores nucleares particularmente PPARy, RE, RA y receptor a tiroides, asi como
funciones mitocondriales y de lipélisis (Coqueret, 2002; Fu et al., 2004; Sakamaki et al., 2006). La
expresion de ambas ciclinas, D1 y D3, en los epitelios luminal y glandular introduce una nueva
interrogante acerca del papel de estas proteinas en otras funciones celulares, ademas de la regulacion del
ciclo celular en el Gtero, las cuales deben ser investigadas. Nuestros datos respecto al diferente curso
temporal de localizacion nuclear de ciclina D1 y ciclina D3 en ambos epitelios pueden estar en relacion a
su participacion en la progresion del ciclo celular. La expresion nuclear de ciclina D1 es detectada
tempranamente en el epitelio glandular por lo que puede iniciar en este epitelio la transicion 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 1y 2).

La expresion de Cdk4 y Cdké, subunidades cataliticas de las ciclinas tipo D, fue detectada en el
nicleo 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 nucleo y citoplasma de las
células de ambos epitelios uterinos en ratas ovx y ovx tratadas con E,. Contrario a nuestros resultados, en
ese estudio los niveles de expresion de la proteina de Cdk6 se mantienen elevados durante 15 h después
del tratamiento con E,, mientras que nosotros observamos un ligero descenso en la expresion de Cdk6
desde las 17:00 h del estro hasta las 03:00 h del metaestro (Tabla 1). Asi mismo, en el estudio de Tong y
Pollard (1999) la expresion nuclear de Cdk4 aumenta en respuesta al tratamiento con E,, alcanzando un
valor méximo a las 4 h después del tratamiento hormonal. En nuestro estudio, no se observaron cambios
en la intensidad de la tincién nuclear de estas proteinas, Cdk4 y Cdké, en ambos epitelios uterinos (Tablas
1y 2). Se ha reportado que las proteinas Cdk4 y Cdk6 son expresadas de forma marcada y estable en la
mayoria de lo tipos celulares, por lo que se cree que su regulacién esta dada a través de la regulacion de
las ciclinas (Morgan, 1995). Nuestros resultados sugieren que este podria ser el caso de las células
epiteliales del Utero durante la transicion estro-metaestro.



Los resultados indican que hay una correlacién positiva entre la expresion secuencial del RE-a, c-
Fos, la localizacién nuclear de ciclinas D, Cdk4, Cdk6, y la progresion del ciclo celular en los epitelios
uterinos de la rata durante el ciclo estral. Por otra parte, las diferencias observadas en la localizacién
nuclear, el curso temporal de expresion y los tipos celulares que expresan ambas ciclinas entre condiciones
farmacoldgicas y fisioldgicas, sugieren diferentes mecanismos de regulacion de la proliferacion celular
uterina entre ambos modelos experimentales lo que se puede deber al complejo ambiente hormonal, y por
ende a una regulacion multifactorial de este proceso durante el ciclo estral.

Efecto del tratamiento con ICI, antagonista estrogénico, sobre la proliferacion celular y
proteinas reguladas por el E; en el Utero de ratas ovx y durante el ciclo estral

Una de las estrategias para estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la proliferacion
celular de los epitelios uterinos inducida por el E,, es bloquear la via de sefializacién de los estrégenos via
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 incorporacion de BrdU después de la administracion de ICl 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 regulacién en estos tipos celulares (Zhuang et al., 2001; Baranda-Avila et al., 2009;
Mendoza-Rodriguez et al., 2009). De forma paralela, se observé una disminucion significativa en los
niveles de proteina total del RE-a del Gtero y en el peso himedo del Gtero (Figs. 14 y 15C); alteraciones
en este Gltimo sugieren cambios en una variedad de procesos que incluyen alteraciones en la
permeabilidad vascular, en la retencion de agua, en el tamafio de la célula y en el nimero de células
debido a la proliferacion. Estos resultados indican que este tejido es sensible a la actividad estrogénica.
Por otra parte, el porcentaje de proliferacion celular de los epitelios luminal y glandular (Figs. 12Dy F) y
el peso humedo del utero (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 proliferacion celular), a pesar de que los
niveles totales del RE-o uterino disminuyeron en respuesta a la accién del antiestrdgeno (Fig. 15C y 15D).
Los diferentes efectos del ICI sobre estos parametros durante el ciclo estral pueden ser explicados con los
distintos periodos de tiempo en el que el Gtero esta bajo la exposicion a los altos niveles fisioldgicos del E,
entre ambos esquemas de tratamiento con ICI. Debido a que los niveles de E, en suero son maximos en la
mafiana del proestro, el Gtero de los animales a los que se les administr6 ICI a las 00:00 h del estro fueron
expuestos a este pico de E, 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 fisioldgico de Ex.



Los estrdgenos 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 proliferacion celular del epitelio luminal, no asi la del
epitelio glandular (Fig. 12E), contrario a lo observado en el modelo farmacoldgico, en donde el
tratamiento con ICI bloquea aproximadamente el 70% de la proliferacion celular de ambos epitelios
uterinos inducida por el E, en el Gtero de animales ovx (Figs. 10 y 11). Estos datos sugieren la
participacion de otros factores y vias de sefializacion adicionales a la del RE-a que pueden modular la
proliferacion celular bajo condiciones fisiolégicas. Se ha reportado que el E, induce la proliferacién
celular en ausencia de los RE clasicos mediante el ERRa (de estrogen related receptor-o) y GPR30 (G
protein-coupled receptor 30) (Vivacqua et al., 2006; Li et al., 2010), los cuales podrian estar participando
de manera adicional en el proceso de proliferacion celular del Utero de la rata durante el ciclo estral. De
forma interesante, ambos esquemas experimentales con ICI inducen un incremento significativo en los
niveles séricos de E; 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 hipotalamo-hipdfisis-génada (HPO). Sin embargo, diversos estudios reportan que el
tratamiento con ICI induce un incremento en los niveles séricos de E; sin modificar los niveles séricos de
LH, FSH o prolactina (Wakeling et al., 1991; Thomas et al., 1994). Més aun, el efecto de ICI sobre los
niveles séricos de E, en ratas durante el ciclo estral puede explicar la proliferacion celular uterina
observada después del tratamiento con ICI. En el Utero de ratones, lineas celulares humanas de endometrio
y glandula mamaria, el tratamiento tanto con E, como con ICI induce la expresion del ERRa de manera
independiente al RE-a (Vivacqua et al., 2006; Li et al., 2010; Yu et al., 2010). Ademas, se ha demostrado
que ambos (E; e ICI) inducen la expresion del ERRa a través de GPR30 y pueden mimetizar los efectos
del E; mediante una via de sefializacion no clasica que activa proteinas G y estimula acciones
proliferativas que involucran la activacion de diversas vias de cinasas, como la PI3K/AKT (Li et al.,
2010). Considerando que el tratamiento con ICI durante el ciclo estral no altera la proliferacién celular
uterina e incrementa los niveles séricos de E,, los efectos de ICI y E, podrian estar mediados por la via de
sefalizacion de GPR30/ERRa durante el ciclo estral.

Es bien sabido que la expresion del gen de RP es regulada por los estrogenos. Se ha reportado que
en el atero de diversas especies la expresion del RP es regulado a la alta por el tratamiento con E, y a la
baja por P, (Kraus y Katzenellenbogen, 1993; Ohta et al., 1993). De acuerdo con estas observaciones se
detectd un aumento significativo de las isoformas del RP en el Gtero de ratas ovx tratadas con E, (Fig.
16A). Se ha demostrado que la transcripcion de genes regulados por el RE-a se inhibe como consecuencia
de la disminucion de la concentracion del RE-o y la inhibicion de la transactivacion del RE-a por ICI



(Sahlin y Ericsson, 1996; Klotz et al., 2002; Stygar et al., 2003). Como se esperaba, en el Gtero de ratas
ovx, se detectd que el tratamiento con ICI disminuye la expresion del RP inducida por E, (Fig. 16A) al
disminuir significativamente la expresién de la proteina del RE-a (Fig. 15A y 15B), lo que sugiere que la
expresion uterina del RP en ratas ovx es estrdgeno y RE-a dependiente. De forma contraria, durante el
ciclo estral, se detectd que los niveles de expresion uterina del RP (Fig. 16B) no son modificados por
ninguno de los tratamientos con ICI, a pesar de que se observaron bajos niveles de expresion del RE-a
después del tratamiento con ICI (Fig. 15C y 15D). El incremento en los niveles de E, observado después
del tratamiento con ICI (Tabla 4) puede estar equilibrando la expresidn del RP ya que se ha demostrado
que el E; induce la expresion del RP.

Se ha determinado que una de las principales vias de sefializacion que inducen proliferacién en
células epiteliales uterinas via RE-a es AKT/PKB. De forma interesante, se ha establecido una correlacion
positiva entre la proliferacion y el aumento en los niveles proteicos de la forma fosforilada de Akt en el
Gtero de la rata durante el ciclo estral (Dery et al., 2003). En este estudio, se investigé el efecto de ICI
sobre la activacién de Akt en el Gtero de ratas intactas encontrando que la administracion de ICI a las 8:00
h del proestro induce una marcada disminucion en la expresion de la forma fosforilada de Akt en Ser*’®
comparado con ratas tratadas con vehiculo (Fig. 21), lo que sugiere que la activacion de Akt es
dependiente del RE-a. Estos resultados concuerdan con algunos estudios que demuestran que en diversas
lineas celulares el tratamiento con E; induce la expresion y activacion de Akt (Lengyel et al., 2004; Chen
et al., 2005; Gentilini et al., 2007; Kazi et al., 2009). Mé&s aun, datos recientes han demostrado que el
complejo E,-RE-a activa la via de sefializacién de PI3k/Akt (Simoncini et al., 2000), ademéas de que en
células endometriales de ratones Knock-out para el RE-a, el tratamiento con E, no induce la activacion de
Akt (Klotz et al., 2002), apoyando la idea de que la activacion de Akt es dependiente del RE-a. Sin
embargo, también se ha reportado que el tratamiento con ICI no inhibe la activacion de Akt inducida tanto
por E; como por IGF-I (Klotz et al., 2002). Resultados similares se observaron en este estudio cuando el
tratamiento con ICI se administr6 a las 00:00 h del estro (Fig. 21). Los diferentes efectos detectados en la
activacion 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 Utero estuvo bajo la exposicién a altos niveles fisiologicos del E,.

Gsk3-B es un blanco rio abajo de la via de sefializacion de PI3K/Akt. Se ha propuesto que uno de
los mecanismos para regular la localizacién nuclear y activacion de ciclina D1 es a través de su
fosforilacion por Gsk3-B. Gk3-f se encuentra constitutivamente activa y su actividad es regulada de forma
negativa a través de su fosforilacion en Ser® (Diehl et al., 1998). El E, induce la fosforilacion de Gsk3-p
en Ser®, lo cual ocurre de forma paralela a la activacion de Akt (Chen et al., 2005). Contrario a lo
reportado, en este trabajo se observo que ambos esquemas de administracién del antiestrégeno (ICI a las



08:00 h del proestro 6 00:00 h del estro) induce no solo un aumento en la expresion de la forma
fosforilada de Gsk3-B en Ser’® (Fig. 19) sino también su localizacion nuclear (Fig. 20) en las células de los
epitelios luminal y glandular del Utero de la rata durante el ciclo estral. Mas aln, después del tratamiento
con ICI se observo la localizacién nuclear de la ciclina D1 en ambos epitelios uterinos (Fig. 18), resultado
que se esperaba debido al estado inhibitorio de Gsk3-B observado después del tratamiento antiestrogénico.
Estos hallazgos sugieren que el ICI parece actuar como un modulador de la actividad estrogénica en el
utero 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 conclusidn, en el modelo farmacolégico de induccion de la proliferacion celular del Gtero de
animales ovx tratados con E,, el ICI se comporta como un antagonista estrogénico puro al inhibir
significativamente la expresion del RE-a, la expresion del RP, el incremento en el peso himedo del dtero
y la proliferacién celular uterina inducida por el E,. En el modelo fisiol6gico del dtero 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 blogueo de la via de sefializacidon del RE-o mediante ICI no fue suficiente para inhibir la
expresion del RP y la proliferacion celular uterina durante el ciclo estral. Ademads, el incremento en la
localizacion nuclear tanto de la ciclina D1 como de la forma fosforilada de Gsk3-p en Ser® en los epitelios
uterinos de la rata después del tratamiento con ICI sugiere que en condiciones fisioldgicas el efecto de los
estrogenos sobre estas proteinas no involucra directamente la participacion del RE-a. Considerando que
existen reportes en donde se ha demostrado que tanto el E; como el ICI mimetizan los efectos del E; al
inducir la expresion del ERRa mediante GPR30 en ausencia de los RE clésicos, es necesario estudiar la
participacion de la via de sefializacion de GPR30/ERRa sobre la proliferacion 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 proliferacion celular uterina durante el ciclo estral se observd 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 maximos de E,
en suero fueran detectados.

2. De los epitelios uterinos, el glandular es el primero en presentar proliferacion 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 localizacion nuclear de las proteinas de c-Fos y del RE-a. precede a la incorporaci6n
de BrdU observada en ambos epitelios uterinos y correlaciona de manera positiva con el inicio diferencial
de la proliferacion celular, siendo el epitelio glandular el que presenta un mayor nimero de nucleos
inmunopositivos para c-Fos y el RE-o mucho tiempo antes de que se detecte la proliferacion en este tipo

celular comparado con el epitelio luminal.

3. En este estudio se observé que la localizacion nuclear de las proteinas ciclina D1 y D3 ocurre en ambos
epitelios uterinos. La expresion nuclear de la ciclina D1 precede a la de la ciclina D3 en el epitelio
glandular, mientras que en el epitelio luminal la expresion nuclear de ciclina D3 precede a la de ciclina
D1.

4. Tanto en el epitelio luminal como en el epitelio glandular la localizacién nuclear de Cdk4 y Cdk6 se

mantuvo constante durante todo el curso temporal estudiado.

5. En el atero de animales ovx se observd que el tratamiento con ICI bloquea la proliferacion celular,
disminuye la expresion de la proteina del RP y el aumento del peso del dtero inducido por el E,, mientras
que en el modelo fisioldgico de ratas durante el ciclo estral el tratamiento con ICI no fue suficiente para
inhibir la proliferacion celular uterina y la expresion del RP. De forma paralela se detectdé que en ambos
modelos ocurre una disminucion en la expresion del RE-a después del tratamiento con ICI, lo que sugiere
que en el modelo farmacoldgico la proliferacion celular y la expresion del RP dependen de la via de
sefializacion del RE-a mientras que en el modelo fisioldgico podrian estar participando mecanismos

moleculares independientes del RE-a.



6. En el modelo fisiol6gico de ratas durante el ciclo estral, se observaron efectos tanto estrogénicos como
antiestrogénicos después del tratamiento con ICI sobre la expresion uterina de ciclina D1, Gsk3-p y Akt,
lo cual sugiere la participacion de otras vias de sefializacién, ademas de la del RE-a, en la regulacion de

estas proteinas en el Utero de la rata durante el ciclo estral.



Perspectivas

Los resultados de este estudio han demostrado diferencias en el proceso de proliferacion celular del
atero entre el modelo farmacoldgico de ratas ovx tratadas con E, y el modelo fisioldgico de ratas intactas
durante el ciclo estral. Mas aun, se ha demostrado una regulacion diferencial del proceso de proliferacion
celular entre el epitelio luminal y el epitelio glandular del Utero de la rata durante el ciclo estral. Es por
ello que es interesante estudiar cuales son las vias de sefializacion que inducen que el epitelio glandular
comience a proliferar antes que el epitelio luminal. Andlisis de microarreglos en combinacién con RT-
PCR en tiempo real revelaran la expresion diferencial de genes involucrados en la regulacion de este

proceso entre los epitelios uterinos.

En cuanto a los efectos del tratamiento con ICI sobre la proliferacién celular uterina durante el ciclo
estral, es importante estudiar cual es el estimulo que promueve este proceso cuando los animales se tratan
con el ICI: es el incremento en los niveles de E;, en suero los que regulan la proliferacion celular uterina de
manera independiente del RE-a 6 si es la propia accion del ICI sobre blancos adicionales que contribuyen
a este efecto. Es por ello que un buen candidato es la via ERRa/GPR30, ya que se ha reportado que tanto
ICI como E, inducen la expresion de ERRo de manera independiente del RE-a estimulando la

proliferacion celular que involucran la activacion de diversas vias de cinasas, como la de PI3k/Akt.
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