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DNA Acido desoxirribonucleico
RNA Acido ribonucleico
MRNA Acido ribonucleico mensajero
rRNA Acido ribonucleico ribosomal
tRNA Acido ribonucleico de tranferencia
Apaf-1 Factor de activacion de la proteasa apoptética 1
ATP Adenosina trifosfato
Bcl-2 B-cell lymphoma 2
CcoO Mondxido de carbono
DISC Complejo de sefalizacion, inductor de muerte
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FSH Hormona foliculo estimulante
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tween
PDCD5 Proteina de muerte celular 5
RE Receptor estrogénico
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Smac/DIABLO Segundo activador de caspasas derivado de mitocondria
TAJ/TROY Receptor unico de la familia TNF
TNF Factor de necrosis tumoral
TNFR Receptor del factor de necrosis tumoral
TRADD Proteina asociada al receptor TNF-1
TRAIL Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF
TUNEL Etiquetado de extremo de dUTP mediado por TdT
Ur/Pb Uranilo/Plomo

UTP

Uridina trifosfato
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1. Resumen

Se realiz6 un estudio comparativo sobre células endometriales de utero de rata con
y sin tratamiento de la hormona 17- estradiol para analizar su morfologia, asi como
su vitalidad con el fin de comprender la respuesta de las células epiteliales uterinas

bajo diferentes tratamientos.

Se fijaron muestras de Utero de ratas jovenes adultas de la cepa Wistar normales,
castradas, castradas tratadas con estradiol durante 2 horas y castradas tratadas
con estradiol durante 8 horas, se incluyeron en epén y posteriormente se realizaron
cortes semifinos de este material. Estos se tifieron con azul de toluidina para
posteriormente realizar un estudio morfolégico y cuantitativo. Se realizé un conteo
de células del epitelio endometrial que estaban en proceso de muerte celular y en
mitosis. También, se midi6 el tamafio tanto de las células como de su nudcleo y

nucleolo.

El estudio morfoldgico y cuantitativo revel6 en primer lugar, que la castracion altera
la morfologia de las células epiteliales habiendo una recuperacion de la misma con
tratamiento de 2 y 8 horas de estradiol, pero sin volver a su estado normal. En
cuanto a la cuantificacion, en el epitelio de utero de rata castrada, hay un mayor
porcentaje de células en proceso de muerte respecto al epitelio de rata normal y con
el tratamiento de estradiol tanto de 2 y 8 horas, hay una disminucion de este
porcentaje de muerte. Por otro lado, el porcentaje de actividad mitotica es mayor en
células epiteliales de rata normal, sin embargo, en las células de ratas castradas,
esta actividad disminuye y so6lo aumenta con tratamiento de 8 horas de
estradiol. También se llevaron a cabo inmunolocalizaciones del anticuerpo caspasa
3-activa en cortes de Utero de rata fijados en Lowicryl para monitorear la muerte
celular por apoptosis en el epitelio, ya que es una de las proteinas responsables de
los cambios morfologicos y bioquimicos en células apoptoticas. En estos resultados
se observé que hay presencia de muerte celular por apoptosis, pero también existe
otro mecanismo de muerte parecido a la paraptosis que anteriormente no habia sido

descrito en el epitelio de Utero de rata.




2. Introducciodn

2.1. Utero

El dtero es un organo que forma parte del sistema reproductor femenino. Este
organo estd suspendido de la pared dorsal del cuerpo por el mesometrio, que
comparte ligamentos que transportan sangre y vasos linfaticos, asi como
abundantes nervios. La rata no tiene un verdadero cuerpo uterino, posee un utero
bicornio que consiste de dos cuernos uterinos separados, pero parcialmente
fusionados de manera caudal. El diametro de cada cuerno uterino de este roedor,
es de aproximadamente 1.75 mm (Boyd et al., 2018; Picut & Remick, 2016).

Las funciones del Utero consisten en recibir al blastocito para su implantacion,
proteger, alimentar y proporcionar un medio adecuado para su desarrollo; también
funge como regulador de la funcion ovérica durante el estro. Los cambios que sufre
el atero en su morfologia son causados por la variacion en los niveles hormonales
ovaricos (Boyd et al., 2018; Wynn & Jollie, 1989).

La pared uterina esta dividida en tres capas (Fig. 1): perimetrio (serosa o adventicia),

miometrio (muscular) y endometrio (mucosa).




Figura 1. Corte histolégico de Utero de rata. Epitelio endometrial (punta de flecha),

Endometrio (E), Miometrio (M), Perimetrio (P) y Lumen (L). (Recuperado en 2022 de
http://www.histoemb.fmed.edu.uy/node/224)

2.1.1. Perimetrio (serosa o adventicia)

El perimetrio es la capa serosa o peritoneal que cubre el cuerpo del Utero y consiste
en una capa delgada de tejido conectivo laxo recubierta por una capa de células
mesoteliales en el que se pueden encontrar fibras musculares lisas, vasos

sanguineos, vasos linfaticos y nervios (Ham & Cormack, 1984; Krause, 2005).
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2.1.2. Miometrio (muscular)

El atero estd mayormente constituido por el miometrio o capa muscular y esta
compuesta por fibras de muasculo liso separadas por tejido conectivo que contiene
fibroblastos, fibras colagenas y reticulares, mastocitos y macrofagos. EI musculo
forma tres capas que no estan bien definidas: interna, media y externa. Las capas
interna y externa son delgadas, estan formadas por células musculares lisas
dispuestas de forma circular y longitudinal, respectivamente. La capa media es mas
gruesa y la disposicion de las células musculares lisas no muestra regularidad. Esta
capa también contiene grandes arterias, vasos linfaticos y venas (Ham & Cormack,
1984, Krause, 2005).

2.1.3. Endometrio (mucosa)

El endometrio es una membrana mucosa que reviste el cuerpo y fondo del Utero, su
estructura y funcion cambia en respuesta al ciclo ovarico. Consiste en una lamina
propia (estroma endometrial) de tejido conectivo y una capa epitelial de superficie.
(Boyd, 2018; Ham & Cormack, 1984; Krause, 2005).

El estroma contiene glandulas endometriales, que son glandulas tubulares simples
ramificadas que se extienden hasta el miometrio, estas glandulas estan sostenidas
por una red de tejido conectivo en el que se dispersan linfocitos, leucocitos
granulares y macrofagos. El endometrio se compone de dos zonas: la capa
superficial o zona funcional y la capa profunda o zona basal. La zona funcional esta
constituida por un epitelio de revestimiento de tipo cilindrico simple y por una capa
de tejido conjuntivo vascularizado; esta zona se degenera total o parcialmente
durante el ciclo estral. La zona basal es una capa delgada de tejido conjuntivo laxo
vascularizado con menos células que la funcional y permanece persistente durante
todo el ciclo (Krause, 2005 & Linares et al., 2010).

El epitelio glandular comienza a desarrollarse como invaginaciones del epitelio

luminal que invaden progresivamente el estroma en forma de yemas, lo que




finalmente da como resultado una extensa red de glandulas epiteliales que se
extienden hasta el miometrio. La génesis de las glandulas uterinas implica la
diferenciacion y gemacion de glandulas endometriales del epitelio luminal, la
penetracion del estroma uterino por los conductos de las glandulas y el extenso
enrollamiento y ramificacion de las mismas (Gray et al., 2001 & Cooke et al., 2012).

El endometrio es un tejido muy dinAmico que experimenta diferentes procesos para
recibir el ovulo fecundado. En mamiferos que presentan ciclo estral definido, el
endometrio se somete a procesos de regeneracion, diferenciacion y regresion por
apoptosis de la capa funcional. Estos, estan influidos por complejos mecanismos
neuroendocrinos relacionados con la secrecidon ovarica de estradiol y progesterona
(Sanchez et al., 2007).

Con la ovariectomia, se elimina la fuente primaria de estrogeno y progesterona
endogenos, lo que da como resultado un endometrio atrofico delgado que contiene
pocas glandulas y un epitelio luminal disminuido en numero y tamafio. La
administracion de estrogenos (E2) produce una regeneracion rapida y sustancial del
endometrio, con proliferacion y restauraciéon del epitelio luminal, aumento del
namero de glandulas, proliferacion de células epiteliales y del estroma (Gargett,
Nguyen & Ye, 2012).

Gargett, Nguyen & Ye, 2012 reportan que las células glandulares comienzan a
proliferar cuando ya se ha completado la reparacién epitelial luminal en un momento
en gue los niveles de estrégeno son muy bajos por lo que, sugieren que, las células
madre/progenitoras desempefian un papel menor en la regeneracion regular del
epitelio luminal y glandular de los ratones en ciclo y que las células epiteliales
maduras pueden autoduplicarse para reponer las células epiteliales sensibles al

estrogeno agotadas por una falta del mismo.

Las células madre/progenitoras estan ubicadas en regiones perivasculares, cerca
de la union endometrial-miometrial (Fig. 2). Una célula progenitora epitelial recibe

sefales proliferativas indirectas de una célula de nicho estromal subepitelial




adyacente, que puede liberar factores de crecimiento (EGF, TGFa) que promueven
la actividad de la unidad formadora de colonias epiteliales. Se postula que las
células progenitoras se autorenuevan y diferencian en respuesta a los estrogenos
para mantener la poblacion progenitora y regenerar las glandulas endometriales y
el epitelio luminal en cada ciclo menstrual y estral (Gargett, Nguyen & Ye, 2012).
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Figura 2. a) Nichos de células madre/progenitoras endometriales. Las células ERa" se
autorenuevan y diferencian (flechas curvas) en respuesta a los estrégenos para mantener la
poblacion progenitora y regenerar glandulas endometriales y el epitelio luminal. b) Células
madre/estromal mesenquimales endometriales. Estas células inician la proliferacién en
respuesta al estrogeno, son responsables de la angiogénesis y la regeneraciéon del estroma

endometrial durante la fase proliferativa del ciclo estral (Tomado de Gargett, Nguyen & Ye, 2012).

2.2. Ciclo estral y eje hipotalamo-hipofisis gonadal

Los ciclos reproductivos en las hembras de mamiferos no-primates, son llamados
ciclos estrales. En la rata, tiene una duracion aproximada de 4-5 dias, cada ciclo
consta de cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y diestro (Fig. 3). Estos ciclos
se caracterizan por el crecimiento de uno o varios foliculos ovaricos. Los foliculos
son la unidad fundamental del ovario y son las estructuras que comandan los
procesos reproductivos y las fases del ciclo estral. El foliculo contiene al ovocito,
célula germinal femenina, que se desarrolla y alcanza la madurez ovulatoria dentro
del mismo. El foliculo ovérico tiene las funciones de producir hormonas y ovocitos

aptos para ser fecundados (Filipiak, Viqueira & Bielli, 2016).




El ciclo estral esta bajo el control hipotalamo-hipofisiario. La maduracién del ovocito
ocurre fundamentalmente por estimulacion mediada por la hormona foliculo
estimulante (FSH). Los foliculos ovaricos a su vez secretan estrogenos que tienen
efecto de retroalimentacion positiva sobre la secrecion de la hormona luteinizante
(LH) por la adenohipofisis, alcanzandose un pico de LH al final del proestro,
disparando asi la ovulacion. Los estrégenos inducen acumulacion de fluido en el
Utero. Tras el estro, los foliculos que han liberado 6vulos se transforman en cuerpos
liteos durante la fase de diestro. En el Gtero se inicia en diestro la degeneracion
epitelial, incluida la regresion glandular por apoptosis si no ha habido fertilizacién
del 6vulo. Al final de la fase de diestro, vuelve a comenzar la maduracion de otros
foliculos ovéricos y a regenerar epitelio endometrial uterino (De la Cruz & Pasaro,
1998).

El hipotdlamo secreta la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), la cual,
actuando sobre las células gonadotropas de la hipofisis anterior, estimula la
secrecion de dos hormonas: la FSH y la LH. Actuando conjuntamente, estas dos
gonadotropinas estimulan la formacién de gametos y la produccion de las hormonas

gonadales involucradas en la reproduccion de los animales (Frias & Ortega, 2013).

En la hembra la FSH estimula el crecimiento de los foliculos ovaricos y la produccion
de estrogenos por las células foliculares. Por su parte, la LH estimula la maduracién
final de los foliculos ovaricos. La produccién de estrégenos, desencadena la
ovulacion y favorece la formacion del cuerpo liteo y la secrecidén de progesterona

por esta estructura (Frias & Ortega, 2013).

Los estrdgenos provocan una mayor vascularizacién y flujo sanguineo en el Gtero.
El desarrollo del epitelio y de las glandulas endometriales, incrementan el tono del
muasculo uterino y lo sensibilizan para responder a la oxitocina y a las
prostaglandinas; también aumentan los niveles de anticuerpos y la proteccion local

contra la infeccion. La progesterona también tiene como 6rgano blanco al utero, en




el cual favorece el desarrollo adicional del epitelio y de las gldndulas endometriales

y estimula su secrecion (Frias & Ortega, 2013).
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Figura 3. Cambios hormonales durante el ciclo estral de la rata. La duracién del ciclo es de

aproximadamente 4 dias y medio (Tomado y modificado de Frias & Ortega, 2013).

En las hembras de mamiferos se distingue entre el ciclo menstrual de los primates
y el ciclo estral de los mamiferos no-primates (Eckert et al., 1988). Una de las
diferencias principales consiste en que, en el ciclo menstrual, el endometrio uterino
se descama y se produce una degeneracion del tejido que involucra tanto procesos
de necrosis como de apoptosis provocando hemorragia, proceso que se conoce
como menstruacion. Dicha menstruacion esta ausente en las hembras de
mamiferos no-primates donde el endometrio uterino se elimina parcialmente en

cada ciclo estral (De la Cruz & Pasaro, 1998).

La morfologia del endometrio del roedor cambia segun la etapa del ciclo estral:




La etapa del estro comienza con la degeneracion celular por apoptosis, en las
glandulas del estroma en primer lugar y después, continua en el epitelio donde se
hace mas notoria. Al inicio de esta etapa hay una disminucion de la mitosis en el
epitelio de revestimiento y ausencia de leucocitos, al final del estro, parte de la
actividad mitotica del epitelio regresa y los leucocitos comienzan a infiltrarse entre
las células epiteliales de la superficie y las vacuolas citoplasmaticas se hacen
visibles. También, al final de esta fase, la mayor parte del epitelio queda
desprendido permaneciendo solo pequefios remanentes que sirven como areas de
reserva para la posterior regeneracion del epitelio superficial endometrial. Estas
areas de regeneracion se agrandan rapidamente durante el diestro | y para el
segundo dia del diestro, la cavidad uterina esta nuevamente cubierta por epitelio
(Bertalanffy & Lau, 1963 & Mendoza-Rodriguez et al., 2003).

En el metaestro, no hay dilatacion luminal y el epitelio endometrial uterino muestra
continua degeneracion celular apoptotica, pero también un marcado retorno de la
actividad mitética epitelial, por lo que ambos procesos (muerte y proliferacién) se
ven juntos. Las células epiteliales tienen por lo general una corta vida y un elevado
indice de regeneracién producida por divisiones celulares a partir del estrato basal.
La mayoria de las células epiteliales mueren por apoptosis, pero inusualmente, una
minoria muere por necrosis. En esta etapa, también hay una infiltracion prominente
de leucocitos (Bertalanffy & Lau, 1963 & Russel, 2008).

Al comienzo del diestro, los cuernos uterinos estan revestidos por un epitelio
cilindrico bajo que muestra en ocasiones, células degeneradas. Hay pocas mitosis
en el epitelio de revestimiento al comienzo de la etapa y hay un aumento en la
actividad mitética durante la progresion de la fase. En esta etapa, la pared uterina
se colapsa y se observa infiltraciébn de leucocitos y cambios regenerativos en el
endometrio. A diferencia de los humanos, quienes son animales que tienen ciclos
menstruales, la mucosa uterina se fagocita en lugar de desprenderse durante el
diestro (Boyd, 2018; Russel, 2008).




Durante el proestro, el Gtero esta distendido y el epitelio progresa hacia células
cilindricas altas. Se observan frecuentes mitosis en las células epiteliales y
degeneracion celular limitada tanto en las glandulas endometriales como en el
epitelio. Se presenta poca infiltracion de leucocitos y las figuras mitGticas
desaparecen al final de la etapa. La vasculatura endometrial se vuelve mas
prominente, y el estroma puede mostrar algo de edema y la luz generalmente se

dilata notablemente hacia el final de la etapa (Boyd, 2018; Russel, 2008).

Por otro lado, el epitelio que recubre las glandulas uterinas permanece cuboidal
durante todo el ciclo estral. Estas células son mas grandes en el diestro cuando
elaboran y almacenan material de secrecion, en cambio, durante el celo tardio, las
células son mas pequefias después de haber descargado dicho material. Los
limenes glandulares son mas pequefios durante el diestro. Las glandulas se
muestran distendidas y a menudo presentan secreciones mucosas durante el
proestro y el estro temprano. Las mitosis de las células glandulares ocurren en
metaestro y la tasa mitética disminuye gradualmente durante el diestro cuando las
células elaboran secreciones y es alun mas baja en la siguiente etapa secretora de
las células (Bertalanffy & Lau, 1963).

2.3. Estrégenos

El Gtero es un tejido blanco para el estrogeno y se expresan niveles significativos
de éste, estimulando la divisién celular en todos los componentes tisulares uterinos:
epitelio de revestimiento y glandular, estroma y miometrio. Los estrégenos ejercen
sus acciones en los compartimentos uterinos a través de las proteinas del receptor
estrogeénico alfa (RE-a). Este receptor contiene 6 dominios funcionales, similares a
los de otros miembros de la superfamilia de receptores esteroideos. El complejo de
receptor-estrégeno se une al DNA y estabiliza a otro complejo de proteinas que
incluyen a la RNA polimerasa y otras proteinas necesarias para el inicio eficaz de la
sintesis de RNA (Quarmby & Korach, 1983; Winuthayanon et al., 2010).
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Los estrégenos son secretados por el ovario de las hembras de mamiferos no
prefiadas y otras cantidades menores son producidas por las glandulas
suprarrenales. De los estrégenos, el mas activo y potente producido por el

organismo, es el 17-f estradiol (Brahmachari, 2015).

El estradiol es una molécula esteroide de 18 carbonos, que contiene un anillo
fendlico A (un anillo aromatico con un grupo hidroxilo en el carbono 3) y un grupo -
hidroxilo o cetona en la posicion 17 del anillo D. El anillo A es la principal
caracteristica estructural, de la cual depende la union selectiva y de alta afinidad a

receptores de estrogenos (Wawrzak, 1988), (Fig. 4).

HO

Figura 4. Estructura del 17-f estradiol (Tomado de Brahmachari, 2015).

Este estrogeno, estimula la proliferacién del epitelio uterino y es esencial para la
morfogénesis del epitelio, citodiferenciacién y actividad secretora. Las hormonas
esteroides modulan numerosas actividades de las células blanco, modificando la
actividad genética de las mismas mediante la union del complejo receptor-hormona

con el DNA y con varias proteinas dentro del nucleo (Yamamoto, 1985).

Los cambios morfoldgicos en el Utero durante el ciclo estral incluyen la proliferaciéon
del epitelio en respuesta al incremento de los niveles de estradiol antes de la
ovulacion, siendo regulada por la progesterona y la degeneracion parcial después
de la misma. Tras la estimulacion de estrogenos, las células epiteliales uterinas dan
inicio a la sintesis de ADN vy division celular de los remanentes de epitelio que
guedan después de la etapa de estro (Sandow et al., 1979; Quarmby & Korach,
1984; Sato et al., 1997; Huang et al., 2012).
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Se ha demostrado que, en células epiteliales endometriales de ratas castradas, la
muerte celular mas frecuente es por apoptosis (Sato et al., 1997). También se ha
visto que la castracion produce una marcada disminucién en tamafo nucleolar y
reduccion de &reas granulares del nucléolo, pero a partir de 2 horas después de la
inyeccidn con estradiol el tamafio nucleolar incrementa y las areas granulares solo

presentan pequefios cambios con este tiempo (Vazquez-Nin et al., 1978).
2.3.1 Receptor de estradiol

Los estrégenos llevan a cabo su funcion mediante receptores, de los cuales, han
sido bien descritos dos factores de transcripcién activados por ligando: el receptor
de estroégenos-a (RE-a) y el receptor de estrogenos-p (RE-B) (Sanchez-Suarez &
Benitez-Bribiesca, 2003).

Los RE pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares (RN), los cuales son
factores de transcripcion que regulan la expresion génica de manera dependiente
de su union al ligando y en respuesta especifica a sefiales fisioldgicas y patoldgicas
(Sanchez-Suarez & Benitez-Bribiesca, 2003; Noriega-Reyes & Langley, 2008).
Estos receptores son codificados por diferentes genes y su expresion varia
dependiendo del tipo de tejido. El RE-a es expresado principalmente en 6rganos
reproductivos como Utero, mama y ovarios, asi como en el higado y en el sistema
nervioso central. Por otro lado, el RE-B se expresa en mayor medida en hueso,
endotelio, pulmones, tracto urogenital, ovario, sistema nervioso central y prostata
(Sanchez-Suarez & Benitez-Bribiesca, 2003; Cahua-Pablo, Flores-Alfaro & Cruz,
2016).

El receptor ay B, estan formados por una sola cadena de 565 y 530 aminoacidos,
respectivamente. Estos receptores estan conformados por seis dominios denotados
de la A ala F, codificados por 8-9 exones (Fig. 5). El dominio amino-terminal (regién
A/B) es la mas variable tanto en tamafio como en secuencia de aminoacidos, tiene
una region de activacion transcripcional independiente de ligando (AF-1). Los
dominios de unién al DNA (DBD o regién C) contienen dos dedos de zinc que son

altamente conservados, se une a secuencias especificas en el promotor o a los
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sitios enhancer de genes regulados por estrogenos. El dominio bisagra (regién D)
cumple una funcion importante en la dimerizacion de estos receptores y en la union
de proteinas de choque térmico. La region carboxilo-terminal del receptor constituye
el dominio de union a ligando (LDB o regién E/F), tiene una regién de activacion
transcripcional dependiente de hormonas (AF-2) por lo que reconoce a los
estrégenos naturales como 17B-estradiol. Todos los receptores de esteroides,
incluyendo el ER-q, son fosforilados después de la unién a sus ligandos respectivos
patologicas (Sanchez-Suarez & Benitez-Bribiesca, 2003; Noriega-Reyes & Langley,
2008).

-

hERa ol B F]

NTD DBD Bisagra LDB
530
hERB
Activacion Transcripcional AF-1
Traslocacion Muclear
Dimerizacion I ]
Unidn a DNA [
Unién a hsp90 .
Unién a Coactivadores [ ] [ ]
Unién Correpresores O

Figura 5. Estructura de los receptores de estrogeno a y B (Tomado de Noriega-Reyes &
Langley, 2008).

Actualmente, se han descrito cuatro mecanismos mediante los cuales el RE regula
el crecimiento y proliferacién celular: I. La activacion transcripcional de genes
blancos ocurre mediante la union de ligando que activa al ER induciendo su
interaccion con el DNA. Il. En ausencia de ligando, la activacion de ER y sus
proteinas es inducida por cinasas de las redes de sefializacion de factores de
crecimiento. Ill. El ER unido a su ligando puede activar promotores mediante su
unién a otros factores de transcripcion. IV. Activacion de otras cascadas de
transduccion de sefiales por medio de un receptor estrégeno-regulado anclado a la

membrana (Noriega-Reyes & Langley, 2008).
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El nivel de expresion del RE varia en funcion del ciclo estral, alcanzando su punto
maximo durante el proestro de acuerdo con la elevacién de E: circulante para
provocar una respuesta proliferativa y disminuye a niveles basales después de la

ovariectomia (Winuthayanon et al., 2010; Wood et al., 2007).

2.4. Nlcleo celular

El nacleo contiene el material genético constituido por el acido desoxirribonucleico
(DNA) y el acido ribonucleico (RNA). Este organelo se halla delimitado por una
envoltura nuclear formada por dos membranas conceéntricas. La envoltura nuclear
estd sostenida por dos redes de filamentos proteicos: una, denominada lamina
nuclear que sostiene a la membrana nuclear interna y otra rodea a la membrana

nuclear externa (Alberts & Bray, 2006).

Existen numerosos poros nucleares a través de los cuales se producen los
intercambios entre el nucleo y el citoplasma. Por medio de los poros, se exportan
las subunidades grandes y pequefias del RNA ribosomal, igualmente, a través de
estas estructuras salen al citoplasma los RNA mensajeros (mMRNA) para ser
traducidos en proteinas, las cuales entran al nicleo atravesando los poros nucleares
para cumplir su funcién. El nicleo de una célula que no esta dividiéndose (célula en
interfase), estd formado por cromatina, nucléolo, nucleoplasma y la envoltura
nuclear, ademas, por una region intercromatiniana y una regién pericromatiniana
(Echeverria & Vazquez-Nin, 1995; Vazquez-Nin et al., 2003; Ross & Pawlina, 2015).

En el nucleo celular interfasico existe una distribucion de distintas estructuras de
naturaleza ribonucleoprotreica. Las particulas ribonucleoproteicas que no forman
parte del nucléolo estan relacionadas principalmente con el mRNA y su
procesamiento, desde su transcripcidbn hasta el splicing. Estos componentes
ribonucleoproteicos involucran principalmente 4 estructuras caracteristicas:

granulos  pericromatinianos (GPC), granulos intercromatinianos, fibras
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pericormatinianas (RNA recién sintetizado) y cuerpos espiralados (Echeverria &
Ontiveros, 2001).

Los granulos pericromatinianos se encuentran en todos los nucleos celulares
interfdsicos de las células eucariontes y estdn involucrados tanto en el
almacenamiento como transporte del nucleo al citoplasma de RNA maduro en
equilibrio entre la transcripcion y su migracion al citoplasma. La abundancia de GPC
depende de la relacion entre la velocidad de sintesis de RNA y su migracion al
citoplasma. El numero de GPC también varia inversamente con la concentracion de
estradiol durante el ciclo estral en ratas normales. Son descritos como cuerpos
esféricos que se localizan cerca de conglomerados de cromatina compacta, tienen
30 a 50 nm de didmetro y estan rodeados de un halo claro de 20 a 25 nm. Los GPC
se originan por el enrollamiento de una fibra pericromatiniana (Vazquez-Nin &
Bernhard, 1971; Vazquez-Nin et al., 1997; Echeverria & Ontiveros, 2001; Vazquez-
Nin et al., 2003; Biggiogera, 2007).

Las fibras pericromatinianas estan situadas preferencialmente en la periferia de
algunos grumos de cromatina compacta, aunque también puede hallarse en el
nucleoplasma y contienen el RNA premensajero. Los granulos intercromatinianos
estan ubicados en la region intercromatiniana y son reservorios de acidos nucleicos
y proteinas que constituyen la maquinaria bioquimica de splicing. Los cuerpos
espiralados estan formados por fibras de 40 a 60 nm de espesor, se encuentran en
la regidn intercromatiniana y estan asociados al nucléolo (Echeverria & Vazquez-
Nin, 1995; Vazquez-Nin et al., 2003).

2.5. Nucléolo

El nucléolo existe en todas las células eucariontes y es la estructura

ribonucleoproteica (RNP) méas grande de la célula, es un subcompartimento
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altamente organizado, sin membrana y unido al nucleo (Echeverria & Vazquez,
1995; Gerbi et al., 2003). En esta estructura se encuentra la maquinaria necesaria
para la biogénesis de las subunidades ribosomales (Hernandez-Verdum, 2005;
Boisvert et al., 2007). Este proceso implica la sintesis de proteinas, procesamiento
y maduracion de los ribosomas (Gerbi et al., 2003).

Los ribosomas son estructuras ribonucleoproteicas citoplasmaticas que constituyen
la parte mas importante de la maquinaria de la sintesis de proteinas de la célula
(Echeverria & Vazquez-Nin, 1995).

La sintesis del ARN ribosomal y la formacion de las subunidades ribosomales, las
cuales son funciones principales del nucléolo, ocurren en distintas subregiones del
mismo. Estas subregiones son llamadas: centros fibrilares, el componente denso
fibrilar y el componente granular, asi como por los espacios nucleolares (intersticios
y/o vacuolas) (Vazquez-Nin, Echeverria & Jiménez 2003; Echeverria & Ontiveros,
2001; Boisvert et al., 2007).

En eucariontes, la expresion de genes tiene lugar a través de la sintesis de una
molécula precursora de mRNA (pre-mRNA) que requiere, de manera esencial, ser
procesada para su maduracion, salida del nacleo y traducciéon a proteina en el
citoplasma (Segura-Valdez et al., 2007).

Los RNA en eucariontes, son sintetizados a partir del DNA gendmico por medio del
proceso denominado transcripcion, el cual es la generacién de una sola cadena de
RNA idéntica a una de las cadenas del DNA. La sintesis de ribosomas requiere el
esfuerzo coordinado de las RNA polimerasas |, Il y Il dependientes de DNA
(Soberdn, 2003; Cavanaugh et al., 2004).

Se han identificado tres clases de RNA: el RNA mensajero (MRNA), el RNA de
transferencia (tRNA), el RNA ribosomal (rRNA).
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El mRNA codifica para una sola proteina; es sintetizado en el ndcleo y requiere ser
transportado al citoplasma para su traduccion (Soberdn, 2003). Cabe mencionar
que trabajos de Echeverria, Santini & Vazquez-Nin (1991) y Vazquez-Nin et al.
(1997) reportaron que la exportacion de mMmRNA al citoplasma incrementa
inmediatamente después de la administracion de hormonas como el estradiol y que

ese incremento tiene lugar antes del aumento en la tasa de transcripcion.

La maduracién del mRNA se basa en la adicion de una cola de poli-A que consiste
en aproximadamente 50-250 nucledtidos de adenina, esto constituye la
modificacién del extremo 3’ del mRNA maduro. Ademds, durante el proceso de
maduracién, ocurre un evento nombrado splicing que involucra en primer lugar, la
eliminacién de secuencias no codificantes denominadas intrones y después, la
union de secuencias codificantes llamadas exones. Esta reaccion de corte y
empalme es catalizada por un gran complejo de ribonucleoproteinas (RNPS)
llamado espleiceosoma. En células eucariotas, las RNPs son parte de la
transcripcion y de la maquinaria del splicing, y estan siempre organizadas como
estructuras reconocibles morfol6gicamente (Jiménez-Garcia et al., 2004; Biggiogera
et al., 2007; Segura-Valdez et al., 2007).

El rRNA es un elemento fundamental en el mecanismo de la traduccion, ya que esta
clase de RNA son elementos constitutivos y conformacionales de los ribosomas. La
RNA polimerasa | que se encuentra localizada en el nucléolo, transcribe el gen de
rRNA que codifica el precursor 45S de los rRNA 28S, 18S y 5.8S. La RNA
polimerasa Il participa en la transcripcion del pre-mRNA o RNA heterogéneo nuclear
(hnRNA, algunos tipos de pequeiios RNA (U1, U2, U3, U4, U5, etc.) y del rRNA 5S;
los rRNA 18S, 28S y 5.8S se asocian con el rRNA 5S y con las proteinas asociadas
a ribosomas para formar un complejo denominado preribosoma 80S, éste se
procesa adicionalmente para generar las subunidades ribosémicas 40S y 60S
(Soberdn, 2003; Cavanaugh et al., 2004).
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La RNA polimerasa lll participa en la transcripcion del pre-tRNA. Los tRNA son los
RNA mas pequeiios y su funcién es la de activar aminoacidos durante la sintesis de

proteinas (Soberon, 2003; Cavanaugh et al., 2004).

2.6. Muerte celular

La muerte celular es un proceso importante durante el desarrollo de los organismos
dado que mantiene un balance entre la proliferacion y diferenciacion celular, asi
como la renovacioén de tejido celular en la edad adulta. La reproducibilidad en tiempo
y espacio en el que se lleva a cabo este proceso ha dado lugar a la denominacion
de muerte celular programada (MCP) ya que este tipo de muerte, esta disefiada
para controlar la masa celular de algunos érganos e interviene en el recambio
continuo de epitelios, su precision obedece a factores ambientales del organismo.
La MCP es generalmente definida como una serie de pasos morfolégicos y
bioquimicos dirigidos a las células en proceso de muerte. La MPC también tiene
lugar en los organismos adultos para controlar la masa celular de algunos 6rganos,
igualmente esta involucrado en el recambio continuo de algunos epitelios. A partir
de estudios de morfologia de células muertas, se han identificado formas distintas
de eliminacién celular: apoptosis, autofagia y necrosis (Fig. 6). Recientemente se
ha descrito otro tipo de muerte celular, que es la paraptosis (Castro & Covarrubias,
2003; Escobar et al., 2011; Torres et al., 2016).
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Figura 6. Caracteristicas morfoldgicas de diferentes tipos de muerte celular
(Modificado de Saikumar & Venkatachalam, 2009)

2.6.1. Apoptosis

La apoptosis, término acufiado por Kerr et al. (1972) para describir un patron
morfologico especifico en células en proceso de muerte, es una forma de muerte
celular programada que puede ser desencadenada tanto por estimulos extrinsecos
como intrinsecos. Es un mecanismo necesario para remover células individuales
que no son necesarias 0 que presentan una funciébn anormal. La principal
caracteristica de la apoptosis es eliminar células sin inducir una respuesta
inflamatoria local. Dentro del aspecto morfolégico, se puede encontrar: la formacién
de ampollas por parte de la membrana, contraccion del citoplasma, condensacion
de la cromatina (picnosis), fragmentacion nuclear e intranucleosomal del DNA,
formacion de cuerpos apoptéticos que contienen organelos intactos y fragmentos
nucleares, los cuales finalmente seran fagocitados. Este mecanismo es altamente

complejo, involucra una secuencia de sefializacion intracelular a través de diversas
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proteinas y factores regulatorios, algunos inhibitorios y otros inductores de la muerte
(Vinatier et al., 1996; Meresman, 2009; Escobar et al., 2011).

Las alteraciones degenerativas en el epitelio uterino durante el estro incluyen la
muerte celular por apoptosis que también se encuentra después de la ovariectomia

por la ausencia de E2 (Fig. 7) (Sandow et al, 1979).

Célula epitelial Condensacién y Fragmentacion Fragmentacion Fagocitosis de los
normal marginacion de la  nuclear; cambio en celular fragmentos celulares
cromatina; la forma celular

condensacion

citoplasmatica

Figura 7. Esquema de los cambios morfolégicos que caracterizan a la apoptosis en el epitelio
endometrial (Tomado y modificado de Sandow et al., 1979).

Bioguimicamente, la muerte celular apoptética es ejecutada por una serie de
proteasas llamadas caspasas. La familia de las caspasas esta caracterizada por la
presencia de residuos de cisteina en su sitio activo. Se sintetizan como precursores
inactivos que se convierten en la forma activa por su rotura proteolitica, una vez
activadas, las caspasas producen la hidrolisis a partir de residuos de acido aspartico
en la proteina sustrato. De esta forma, la activacion inicial de una caspasa provoca
una reaccion en cadena que conduce a la activacion de otras caspasas y a la muerte
de la célula (Cascales, 2003; Garcia & Vecino, 2003; Escobar et al., 2011). Una
cascada de caspasas desempefia un papel ejecutor central al escindir varias
proteinas citosolicas y nucleares en células de mamiferos que cumplen roles en la

division celular, en el mantenimiento de la estructura del citoesqueleto, en la
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replicacion y en la reparacion del DNA, asi como en el empalme de RNA y otros

procesos celulares (Saikumar & Venkatachalam, 2009).

En mamiferos, se han descrito dos vias de activacion de las caspasas: extrinseca
(mediada por receptores de muerte y sus ligandos) e intrinseca (mitocondrial) (Fig.
8).

2.6.1.1. Via extrinseca

La via extrinseca o via de receptores involucra a la familia de receptores de muerte
(DRs) que se encuentran en la membrana citoplasmatica y ligandos de muerte tales
como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), Fas ligando (FasL/CD95 ligando) y
ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) para sus receptores de
superficie celular afines TNFR1, CD95/Fas, TRAIL-R1, TRAIL-R2. La unién en la
superficie celular del receptor de la muerte con su ligando especifico da como
resultado la trimerizacion del receptor, y el reclutamiento de proteinas adaptadoras
como la proteina asociada al receptor TNF-1 (TRADD) y Fas asociada a través del
dominio de muerte (FADD o MORT1) implica interacciones homofilicas proteina-
proteina. Este complejo provoca el reclutamiento de la caspasa-8 y caspasa-10, lo
que resulta en la formacion de un complejo multiproteico llamado complejo de
sefalizacion inductor de muerte (DISC). DISC actda como un controlador celular y
en presencia de estimulo, comienza la oligomerizacion de sus constituyentes para
formar la plataforma oligomérica activa, en la que se produce la union del ligando.
Todo el proceso de reclutamiento y oligomerizacién de caspasa-8 en el DISC da
como resultado la activacion autocatalitica de caspasa-8 y/o caspasa-10. La
caspasa-8 activa inicia la denominada cascada de caspasas, procesando a la
caspasa-3, que resulta en su activacion y otorga la sefial a endonucleasas para la
ejecucion de la muerte celular (Meresman, 2009, Saikumar & Venkatachalam, 2009;
Escobar et al., 2011).

2.6.1.2. Viaintrinseca
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Esta via que es disparada por eventos tales como dafio al DNA y por agentes
toxicos, es también llamada via mitocondrial. La via intrinseca induce la
oligomerizacion del factor de activacion de la proteasa apoptotica citosolica-1 (Apaf-
1) y la formacion de apoptosomas por la liberacion de citocromo-c desde las
mitocondrias. La mayoria de los mecanismos apoptoticos que tienen lugar en la
mitocondria estan regulados por el equilibrio entre los miembros de la familia Bcl-2.
Dentro de esta familia podemos encontrar proteinas proapoptoéticas como Bax y
Bak, factores apoptogénicos como citocromo-c y Smac/DIABLO (Zhang & Paria,
2006; Meresman, 2009; Escobar et al., 2011).

La via intrinseca esta comprometida por la regulacién transcripcional o
postranscripcional de las proteinas de la familia Bcl-2 que impactan directamente
en la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial. La activacion de
proteinas proapoptéticas de esta familia, produce un poro en la membrana externa
de las mitocondrias que permite la liberaciébn de numerosas proteinas del espacio
intermembranal; entre ellas, el citocromo-c. En caso de concretarse la salida del
citocromo-c del espacio intermembranal mitocondrial, ocurre la oligomerizacion del
factor de activacién de Apaf-1 y da como resultado la formacién del apoptosoma, un
heptamero compuesto por siete moléculas adaptadoras de Apaf-1, cada una unida
a una molécula de citocromo-c y un dimero del iniciador caspasa-9. Este complejo,
a su vez, recluta y activa a procaspasa-9 por medio de un cambio alostérico y
dimerizacion, luego, esta caspasa activa a las caspasas ejecutoras -3 y -7. El
apoptosoma hidroliza la procaspasa-3 a caspasa-3 activa, la cual, se encarga de
desencadenar las Ultimas fases de la apoptosis (Chipuk & Green, 2005; Pérez &
Eliécer, 2012; Meresman, 2009; Escobar et al., 2011).
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(Recuperado y modificado de Saikumar & Venkatachalam, 2009)

2.6.2. Autofagia

La autofagia es un proceso homeostatico y de degradacion de los constituyentes
celulares por lisosomas. La autofagia implica el secuestro de citosol u organulos
citoplasméticos dentro de membranas dobles, creando asi autofagosomas o
vacuolas autofagicas. Posteriormente, los autofagosomas se fusionan con los
lisosomas, formando asi los autofagosolisomas, también llamados autolisosomas y
es en donde ocurre la degradacion del material biolégico por las enzimas hidroliticas
del lisosoma. Es un proceso lento que inicialmente afecta tanto a organelos como a
compartimentos celulares (Escobar et al., 2008; Ramirez & Rojas, 2009; Escobar et
al.,, 2011; Pefia-Sanoja & Bautista, 2013; Maciel-Herrerias & Cabrera-Benitez,
2016).
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La muerte celular autofagica involucra la degradacion de proteinas en ausencia
prolongada de nutrientes, como fuentes de energia y la remocidon de organelos
dafiados para su posterior reposicion. También, se ha demostrado que la activacion
de la autofagia es un mecanismo de supervivencia celular frente a diversas
condiciones de estrés, incluyendo el estrés oxidativo, la inflamacion, la agregacion
de proteinas, el estrés del reticulo endoplasmico, el estrés metabdlico, la presencia
de patdégenos y alteraciones de la funcion mitocondrial (Pefia-Sanoja & Bautista,
2013; Maciel-Herrerias & Cabrera-Benitez, 2016).

Las células en las primeras etapas de la autofagia contienen varias vacuolas
autofagicas y tanto el nucleoplasma como el citoplasma aparecen ligeramente
oscurecidos, aunque la estructura nuclear todavia parece normal. Las mitocondrias
y el reticulo endoplasmico a veces se dilatan, y el aparato de Golgi a menudo se
agranda. La membrana plasmética pierde especializaciones como
microvellosidades y complejos de union. Durante las etapas tardias, aumentan tanto

el nimero como el tamafio de las vacuolas (Escobar et al., 2011).

2.6.3. Necrosis

La necrosis es definida como muerte celular accidental no apoptética. Este tipo de
muerte se presenta como resultado de una catastrofe bioenergética a causa del
agotamiento del ATP a un nivel incompatible con la supervivencia celular, cuando
hay alteraciones de las funciones dependientes de oxigeno y del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, privacion de nutrientes o cuando hay cambios extremos de
temperatura (Fink & Cookson, 2005; Golstein & Kroemer, 2007; Ramirez & Rojas,
2009).

Los agentes comunes en la muerte celular necrética, independientemente del
estimulo, son las especies de calcio y especies reactivas al oxigeno (ROS). ROS
inicia el dafo a los lipidos, las proteinas y el ADN generando disfuncién mitocondrial,
desregulacion del equilibrio i6nico y pérdida de la integridad de la membrana
(Vanlangenakker et al., 2008).
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Se ha entendido que las células necroticas llevan consigo una serie de eventos que
conducen a la vacuolizacion del citoplasma, ruptura de la membrana citoplasmatica
y la consecuente salida de material intracelular a la matriz extracelular, 1o que
desencadena una respuesta inflamatoria en los tejidos circundantes atribuible a la
liberacién de contenidos celulares y moléculas proinflamatorias (Sanchez, 2001;
Edinger & Thomson, 2004; Golstein & Kroemer, 2007; Ramirez & Rojas, 2009).

A diferencia de las células apoptoticas, las células que mueren por necrosis exhiben
con frecuencia cambios en la morfologia nuclear pero no la condensacion
organizada de cromatina, ademas, sufren autolisis con liberacion de enzimas vy
desencadenan asi una reaccion inflamatoria que atrae leucocitos y proteinas
plasmaticas. La autolisis incluye todos los cambios que dependen de alteraciones
en los componentes celulares: disolucidn progresiva de la cromatina, pérdida de la
basofilia por esparcimiento de las ribonucleoproteinas, pérdida de los
compartimientos celulares y la tumefaccién de las mitocondrias. Finalmente, tiene
lugar la fagocitosis de los restos celulares por los macrofagos (Edinger & Thomson,
2004; Ramirez & Rojas, 2009).

2.6.4. Paraptosis

La paraptosis, es un tipo de muerte celular no apoptética e independiente de
caspasa que ha sido descrita recientemente. Se mostré que este mecanismo
también es programado porque requiere de expresion génica (Sperandio et al.,
2000).

Las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de la paraptosis son distintas de la
apoptosis. La paraptosis es caracterizada principalmente por un proceso de
vacuolizacion citoplasmatica que comienza por un alargamiento fisico del reticulo
endoplasmico, hinchazén y aglomeracion de mitocondrias; ausencia tanto de
cromatina compacta, fragmentacién nuclear, asi como carencia de cuerpos
apoptoticos (Zhang et al., 2015; Khalili & Radosevich, 2018).
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La vacuolizacion citoplasmatica también es observada en paraptosis, sin embargo,
no se observan vacuolas autofagicas y no es afectada por inhibidores de la muerte
celular autofagica. Por otro lado, en este tipo de muerte celular, la membrana
permanece intacta a diferencia de otras vias de muerte (Sperandio et al., 2000;
Khalili & Radosevich, 2018).

La paraptosis es negativa para el ensayo de TUNEL y caspasa-3 activa, ademas,
es un proceso independiente de Apaf-1. La activacion de dicha caspasa, es
considerada una de las principales caracteristicas de la apoptosis, sin embargo, se
ha reportado que esta ausente en la muerte celular paraptética (Sperandio et al.,
2000; Yumnam et al., 2014; Torres et al., 2016).

Yumnam et al. (2014) describieron que la paraptosis estd mediada por proteinas
quinasas activadas por mitdbgeno y puede también ser desencadenada por
TAJ/ITRQY, el cual es miembro de la superfamilia del receptor del factor de necrosis
tumoral (TNFR). La sobreexpresion de TAJ/TROY da como resultado una
regulacion positiva significativa de PDCD5 endogeno celular, una proteina
promotora de apoptosis que también puede promover la muerte celular paraptética
inducida por TAJ/TRQOY. Por lo tanto, PDCD5 es un regulador importante tanto de
la apoptosis como de la paraptosis (Eby et al., 2000; Wang et al., 2003; Broker et

al., 2007).

La hinchazon en la morfologia celular es el resultado del desequilibrio i6nico, la
retencién de agua y finalmente, la lisis osmotica. El contenido intracelular como la
adenosina trifosfato (ATP), la uridina trifosfato (UTP), la proteina B1 del grupo de
alta movilidad (HMGBL1), las proteinas de choque térmico y varias proteasas se
liberan y actian como "sefiales de peligro”, promoviendo una extensa inflamacion
celular (Khalili & Radosevich, 2018).

El mecanismo de induccién de la paraptosis fue estudiado por Hoa et al. (2009) en
células del glioma humano a través de la interrupcion homeostatica ionica y la

activacion de canales potasicos de gran conductancia dependientes de calcio
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(canales BK). Estos canales estan regulados indirectamente por el oxigeno y por
dos proteinas enzimaticas: la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato 450
(NADPHA450) reductasa, y la hemoxigenasa-2, que producen un mensajero
secundario, monoxido de carbono (CO), en respuesta al oxigeno. Los canales BK
se han encontrado en el reticulo endoplasmico y en las mitocondrias, lo que podria
explicar por qué estos dos organulos estan especificamente afectados en la

paraptosis.

El mecanismo molecular de la muerte celular que conduce a la paraptosis segun

Hoa et al. (2009) implica varios pasos:

El evento iniciador es la produccion de ROS por contacto de los macrofagos con
células del glioma U251 que expresan el factor estimulante de colonias de
macréfagos. Después de este contacto, ROS produce CO por la hemoxigenasa y
P450. EI mondxido de carbono causa la apertura de los canales de BK en la
membrana celular, reticulo endoplasmico y mitocondrias, resultando en un flujo
hacia los espacios membranares. El sodio ingresa a la célula, seguido de agua, para
producir inflamacion celular y vacuolizacion, enseguida, se activan los mecanismos
homeostéticos celulares para expulsar el exceso de Na+. Para eliminar el exceso
de Na+ y mantener la homeostasis idnica, la célula necesita mas ATP lo que lleva

a un lento agotamiento del mismo.

En otro estudio, Sperandio et al. (2004) mostraron que la paraptosis inducida por el
receptor del factor de crecimiento 1 (IGF1R) estd mediada por dos vias de
sefalizacion: la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) y la quinasa N-
terminal C-Jun (JNK1). Los autores también describieron el primer inhibidor de la
paraptosis, AIP-1/Alix, una proteina multifuncional que es importante en la
transduccion de sefiales y en ultima instancia, la integridad celular. La activacion de
JNK 'y MAPK por IGF1R se redujo por la sobreexpresion de AIP1/Alix. La funcion de
AIP1/Alix no esta completamente definida, pero puede cooperar en la activacion de

la apoptosis y tener un papel potencial en la regulacion de la paraptosis.
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Otro grupo de investigadores como Jambrina et al. (2003), describieron un modelo
distinto de muerte celular rapida desencadenada por sobrecarga de Ca?* intracelular
causando disfuncion y dafio mitocondrial que conduce a la muerte celular
paraptotica en las células Jurkat (linea celular de leucemia linfoide aguda) a través
de la expresion del receptor vanilloide subtipo 1 (VR1), que es un canal especifico

de Ca?* operado por el receptor.
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3. Antecedentes

El endometrio, atraviesa por eventos de remodelacion celular que consiste en la
muerte por apoptosis y renovacion por proliferacion, respondiendo a los cambios en
la secrecion hormonal (Fig. 9) (Sandow et al., 1979). En diferentes trabajos de
Vazquez- Nin et al., 1978, 1979, 1991 y 1997 ya se habian descrito los cambios
morfologicos de los nucleos y nucleolos de las células epiteliales uterinas de rata y
las respuestas rapidas que sufren estos con y en ausencia de estradiol. Sin
embargo, no se habian realizado estudios a nivel citoplasmatico y con tiempos mas

prolongados de estradiol.

En este trabajo, se evaluaron los cambios morfol6gicos que sufre el epitelio uterino
de rata Wistar tanto a nivel estructural como ultraestructural en presencia y ausencia

de estradiol.

Mitosis/Hipertrofia Apoptosis/Atrofia Quiescencia Mitosis/Hipertrofia

Figura 9. Esquema de los cambios morfoldgicos que sufre el epitelio endometrial uterino a lo
largo del ciclo estral murino (Tomado y modificado de Sandow et al., 1979).
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4. Justificacion

El epitelio uterino de rata ha sido ampliamente estudiado a nivel ultraestructural, sin
embargo, también es importante conocer las diferentes caracteristicas estructurales
gue sufre este tejido bajo distintos tratamientos. Diversos estudios indican que el
recambio celular en el epitelio uterino esta mediado por los cambios hormonales.
Se ha observado que la via principal de eliminacion de las células epiteliales en el
Utero es la apoptosis, aunque algunos autores han observado indicios de necrosis.
Considerando que actualmente se conocen varios tipos de muerte que pueden ser
identificables a nivel ultraestructural, es importante hacer un analisis profundo y
detallado de la forma de eliminacién celular en un modelo experimental en ratas
ovariectomizadas y reinyectadas con estradiol, para caracterizar los cambios
ultraestructurales que originan la privacion de hormonas, asi como la reconstitucion

de las mismas.
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5. Hipotesis

La proliferacion y eliminacion del epitelio uterino es regulado principalmente por la

secrecion ovarica de la hormona 17-B estradiol. Por lo que se espera que, en

organismos castrados y re-inyectados con estradiol, se pueda documentar los

posibles cambios estructurales y ultraestructurales que sufren las células epiteliales

bajo estas condiciones.

6. Objetivo general

Analizar los cambios morfoldgicos y ultraestructurales que sufren las células

epiteliales uterinas de rata bajo diferentes tratamientos: normal, castrada e

inyectada con la hormona 17-B estradiol a las 2 y 8 horas después de la castracion.

6.1. Objetivos particulares

Describir la morfologia Optica y ultraestructural de células epiteliales
endometriales de Utero de rata normal, castrada e inyectada con la hormona
E>.

Realizar mediciones de las células epiteliales endometriales relacionando el
tamafo del nucleo con respecto al citoplasma en las diferentes condiciones
experimentales.

Comparar el numero de nucléolos presentes en células epiteliales
endometriales de ratas normales, castradas e inyectadas con Ex.
Cuantificar células en proceso mitético en cada uno de los tratamientos.
Identificar la presencia de alteraciones morfolégicas notables que sugieran la
proximidad de la muerte y comparar su frecuencia en el epitelio endometrial
de ratas normales, castradas e inyectadas con Eo.

Determinar en los niveles de microscopia optica y electrénica mediante
inmunolocalizaciones de la proteina caspasa 3-activa, la posible participacion
de apoptosis.

Por medio de las caracteristicas ultraestructurales de las células alteradas,

identificar otros tipos de muerte.
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7. Material y métodos

a) Obtencion de las muestras

En total, se utilizaron muestras de 12 ratas adultas jévenes virgenes de la cepa
Wistar de 250 gr de peso aproximadamente. Estas se dividieron en cuatro grupos

de tres individuos cada uno:

- Primer grupo: 3 ratas sin ningun tratamiento, cuyos Uteros se fijaron a los 21
dias después de iniciado el experimento.

- Segundo grupo: 3 ratas cuyos uteros se fijaron 21 dias después de haber
sido ovariectomizadas.

- Tercer grupo: 3 ratas con 21 dias de haber sido ovariectomizadas a las que
se les inyectd 1 ml de 17-B estradiol en concentracion de 20 pg/ml de manera
intraperitoneal y cuyos Uteros fueron fijados 2 horas después de la inyeccion.

- Cuarto grupo: 3 ratas con 21 dias después de la ovariectomia a las que se
les aplic6 1 ml de 17-B estradiol en concentracion de 20 pg/ml de forma

intraperitoneal y cuyos Uteros fueron fijados 8 horas después de la inyeccién.

Las muestras de utero se obtuvieron de la parte media de los cuernos uterinos y

posteriormente, se fijaron.

La manipulacion de las ratas fue siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de
animales de laboratorio” (NOM, 1999).

Dicho material fue procesado y almacenado anteriormente bajo el Proyecto “Acervo
de bloques almacenados en el Laboratorio de Microscopia Electronica de la
Facultad de Ciencias, UNAM” con numero de folio PI_2019 09 001y aprobado por
la Comision de ética y responsabilidad Cientifica de la Facultad de Ciencias.

b) Inclusion en Epon
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Las muestras de Utero fueron fijadas con una mezcla de fijadores compuesta por
glutaraldehido al 2.5% y paraformaldehido al 4% en PBS durante 1.5 horas, a
temperatura ambiente. Se hicieron 3 lavados con PBS de 10 min cada uno.
Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas con alcoholes de diferentes
concentraciones (etanol 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 96%) dejandolas 10 minutos
en cada uno. Después, se dejaron en etanol absoluto, 2 cambios de 20 minutos
cada uno. La deshidratacién se termind con 2 cambios de oOxido de propileno
durante 15 minutos cada uno. Luego, se preincluyeron en epon-oxido de propileno
con una proporcion 1:1 durante 24 horas. Posteriormente, se dejaron en epon-6xido
de propileno proporcion 2:1 durante 24 horas y, por ultimo, se incluyeron en moldes

de plastico con resina epon, dejando polimerizar 48 horas en una estufa a 60°C.

c) Inclusion en Lowicryl K4M

Las muestras fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS durante 1.5 horas
a 4°C. Se realizaron 3 lavados con PBS de 10 min cada uno a 4°C. Después, las
muestras fueron deshidratadas con alcoholes graduales (metanol 30%, 50%, 60%,
70%, 80%) dejandolas 10 min en cada uno a una temperatura de
-20°C. Posteriormente, se colocaron en metanol 90% durante 30 minutos a -20°C.
Luego, se hizo una preinclusion de metanol-Lowicryl (1:1) y metanol-Lowicryl (1:2)
durante 60 minutos cada uno a una temperatura de -20°C. Por ultimo, se dejé en
resina pura a -20°C durante toda la noche, se incluyeron en cépsulas de gelatina
con Lowicryl se polimerizaron en una camara de luz ultravioleta durante 48 horas a

-20°C y 24 horas a temperatura ambiente en camara de luz ultravioleta.

d) Inclusion en epon

Las muestras de Gtero fueron fijadas en una mezcla conformada de glutaraldehido
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al 2.5% y paraformaldehido al 4% en PBS durante 1.5 horas, a temperatura
ambiente. Se hicieron 3 lavados con PBS de 10 min cada uno. Posteriormente, las
muestras fueron deshidratadas con alcoholes con diferente concentracion (etanol
30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 96%) dejandolas 10 minutos en cada uno. Después,
se dejaron en etanol absoluto, 2 cambios de 20 minutos cada uno y 2 cambios con
oxido de propileno de 15 minutos cada uno. Luego, se preincluyeron en epon-oxido
de propileno con una proporcion 1:1 durante 24 horas. Posteriormente, se dejaron
en epon-oxido de propileno proporcién 2:1 durante 24 horas y, por ultimo, se
incluyeron en moldes de plastico con resina epon, dejando polimerizar 48 horas en

una estufa a 60°C.

e) Cortes ultrafinos

El material incluido en Lowicryl y epon se cort6 en un ultramicrotomo Leica Ultracut

R a espesores de 800 nm para cortes semifinos y de 60-80 nm para cortes ultrafinos.

Los cortes semifinos se colocaron en portaobjetos, se fijaron con calor, y
posteriormente se tifieron con azul de toluidina al 1%, los portaobjetos pasaron por
una fuente de calor hasta que se formara un halo verde metalico. Finalmente, se

enjuagaron con agua destilada y se secaron con calor.

Los cortes ultrafinos del material incluido en epdn se colocaron en rejillas de cobre
y los cortes ultrafinos del material incluido en Lowicryl en rejillas de niquel. Los
cortes del material incluido en ep6n se contrastaron con la técnica general acetato
de uranilo 3% y citrato de plomo 0.3% por 20 y 10 minutos respectivamente. Los
cortes del material incluido en Lowicryl, se utilizaron para realizar las
inmunolocalizaciones de la proteina caspasa 3-activa y posterior contraste con

acetato de uranilo 3% durante 15-20 segundos.

f) Inmunolocalizacidon de la caspasa 3-activa en cortes de Lowicryl

Los cortes colocados en rejillas de niquel fueron suspendidos en una serie de gotas

de diferentes soluciones. En primer lugar, se colocaron en PBS durante 3 minutos
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y después en NGS (1/50) por media hora. Pasado este tiempo, se incubd en una
solucion 1/100 de anticuerpo anticaspasa-3 activa en PBS-BSA-Tween, a
temperatura de 37°C durante 2 horas. Luego, se realizd una serie de lavados,
primero PBS-Tween por goteo y enseguida, 3 lavados de PBS por flotacion de 5
minutos cada uno. Después, las rejillas se colocaron en NGS 1/50 durante 10
minutos, transcurrido este tiempo, se dejé en Multilink durante 20 minutos y a
continuacion, se realizd otra serie de lavados, uno con PBS por goteo y 3 lavados
con PBS por flotacion durante 1 minuto cada uno, igualmente se dejé en NGS 1/50
durante 10 minutos para después incubar a temperatura ambiente durante 20
minutos con el anticuerpo Proteina A acoplado a oro de 20 nm. De la misma manera,
se hizo un lavado con PBS por goteo, 3 lavados con PBS por flotacion de 5 minutos

cada uno y 3 lavados con agua bidestilada de 5 minutos cada uno.
g) Capturay procesamiento de imagenes

Las imagenes de los cortes semifinos para el andlisis morfométrico fueron
capturadas con una camara digital DXM1200F acoplada a un microscopio de campo
claro Nikon Eclipse E600 y analizadas con la ayuda del software ImageJ/FIJI.

Las imagenes de cortes ultrafinos fueron observadas y capturadas en un
microscopio electronico de transmision Jeol 1010 con camara digital Hamamatsu
(CCD-300-RC, MT 1).

Todas las imagenes obtenidas fueron procesadas con los programas Microsoft
PhotoDraw versiéon 2 y Adobe Photoshop CC 2019.

h) Cuantificacion

Con ayuda del software ImageJ/FIJI, se analizaron los cortes semifinos. Se contaron
células del epitelio endometrial que presentaban alteraciones que pudieran indicar

algun proceso de muerte celular y las que evidenciaban figuras mitéticas. También
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se midi6 la altura tomando en cuenta desde la base hasta el 4pice, tanto de las
células como de su nucleo. Por ultimo, se contd el nimero de nucléolos presentes
en cada célula. Para todo lo anterior, se evaluaron 300 células epiteliales por cada

tratamiento, utilizando un aumento total de 600X.

Se consideraron células en proceso de muerte cuando presentaban cromatina
compacta, condensacion citoplasmatica, fragmentacion nuclear o presencia de
cuerpos apoptéticos y, por otro lado, también se tomaron en cuenta células con
zonas tan alteradas en el citoplasma que parecieran espacios vacios. Las células
mitéticas se identificaron por su forma esférica y cromatina condensada o bien,

cuando presentaban cromosomas en alguna fase de division.
i) Analisis estadistico

Los resultados del conteo se expresaron como indice de células en mitosis e indice

de células con alteracion morfologica del total de células epiteliales.

Las diferencias estadisticas entre medias se determinaron mediante el andlisis de
varianza ANOVA de una via con una posterior prueba de comparacién multiple
Tukey (P<0.05).

8. Resultados

Descripcion morfologica

36

—
| —



Las preparaciones tefiidas con azul de toluidina en cortes semifinos nos permitieron
evaluar las condiciones morfolégicas del epitelio uterino de las ratas con los
diferentes tratamientos. En el epitelio de utero de rata normal, las células tienen
forma cilindrica, predomina la cromatina laxa, el ndcleo es ovoide y presentan mas
de un nucleolo. Entre las células del epitelio, también se hallan algunas células
epiteliales con cromatina compacta y con algunas alteraciones como disminucion

en el tamafio celular y vesiculas alargadas en el espacio citoplasmatico (Fig. 10).
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Figura 10. Cortes semifinos de epitelio uterino de ratas normales. Tincién: azul de toluidina. a)
Vista panoramica en donde se observa el endometrio (E), se muestra la continuidad del epitelio
(puntas de flecha) y el lumen del cuerno uterino (L), ademas se sefialan algunas células con
cromatina compacta (flechas). b) Aumento de a) en donde se pueden observar los nicleos (N)
y nucléolos (punta de flecha) de las células, el tejido conectivo (TC), células del tejido conectivo
(M) y algunas células epiteliales alteradas en posible proceso de muerte (flecha).
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En el epitelio uterino de ratas castradas se aprecia una disminucion en la altura del
epitelio. La mayoria de los nucleos de las células son esféricos, aunque, también se
encuentran nucleos ovoides. Se presenta abundante cromatina compacta en las
células, sobre todo, en la periferia y algunos grumos distribuidos en el interior del
ndcleo. También se logran observar algunos cuerpos apoptéticos entre las células
epiteliales y los nucléolos de las células son poco visibles dado su tamafio pequefio
(Fig. 11).

39

—
| —



Figura 11. Células del epitelio uterino de rata castrada. Corte semifino tefiido con azul de
toluidina. a) Imagen de bajo aumento que muestra una vista panordmica del endometrio (E)
donde se visualiza el epitelio (puntas de flecha) el cual, es més aplanado que el de las ratas
normales, también se sefiala una glandula uterina (G), el lumen (L) y una célula con cromatina
compacta (flecha). b) aumento de a) que permite visualizar las células epiteliales con escaso
citoplasma y nucleos grandes e irregulares; asi mismo, se observan algunos cuerpos
apoptéticos en ese mismo tipo celular (flechas). Se aprecian otras estructuras como el nucleolo
(puntas de flecha), el nicleo (N), la distribucién del tejido conectivo (TC) y las células del tejido
conectivo (M).
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En las ratas castradas y tratadas con estradiol durante 2 hrs, se aprecia que las
células epiteliales presentan un citoplasma hialino. Hay cambios notables en los
ndcleos ya que tienen una ligera recuperacion en su morfologia con respecto a las
castradas y no inyectadas con estradiol. En el nucleo, la cromatina compacta
disminuye considerablemente y también se observan algunas figuras mitoticas (Fig.
12).
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Figura 12. Epitelio uterino de rata castrada tratada durante 2 horas con estradiol. Cortes
semifinos tefiidos con azul de toluidina. a) Vista panoramica del endometrio (E) donde se
visualiza algunas glandulas (G) y el lumen (L). Las células epiteliales muestran un citoplasma
claro (puntas de flecha) y se puede distinguir alguna célula alterada (flecha). b) Detalle del
epitelio que permite distinguir la morfologia de las células, su nucleo (N) y nucleolos (puntas de
flecha) y alguna figura mitética (flecha). TC: tejido conectivo, M: células del tejido conectivo.
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En las células de las ratas que tienen tratamiento de 8 horas de estradiol (Fig. 13),
se observO una mayor recuperacion morfologica en relacion con las otras
condiciones. Las células comienzan a tomar su caracteristica forma cilindrica y los
nacleos presentan morfologia ovoide, aunque no logran su normalidad total, ya que,
el citoplasma aun con este tiempo de tratamiento, se observa anormal con
cromatina todavia compacta y la base de las células se muestra irregular.
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con estradiol. Tincién: azul de toluidina. a) Imagen de bajo aumento que permite apreciar la
morfologia general del tejido. Las células epiteliales se observan muy tefidas (puntas de flecha)
y con mayor altura que en las condiciones de castracion y del tratamiento post-inyeccion de
estradiol durante 2 hrs. E: endometrio, L: Ilumen, flecha: cuerpo apoptético.
b) Aumento de a) en que se identifica el citoplasma de las células epiteliales fuertemente tefiido
y sus nucleolos (puntas de flecha), asi como algunos cuerpos apoptéticos (flechas). M: células

del tejido conectivo, N: nucleo, TC: tejido conectivo.
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Los datos cuantitativos evidenciaron que las células epiteliales de los organismos
gque no recibieron ningun tratamiento (normales), poseen una longitud del
citoplasma que mide en promedio 29.3 um, el ndcleo 9.37 um y el nucléolo 1.4 um
(Fig. 14). Por otro lado, en el epitelio de rata castradas, hay una reduccién del
citoplasma, nucleo y nucléolo bastante notable, llegando a medir hasta 8.2 um, 4.7

pum y 0.7 um, respectivamente (Fig. 14).

Las ratas castradas e inyectadas con diferentes tiempos de estradiol, evidenciaron
una paulatina recuperacion en la altura del epitelio (Fig. 14), ya que después de 2
hrs con tratamiento, el citoplasma mantiene una altura pequefia de 8.6 um en
promedio, por lo que no hay diferencia significativa en comparacion al tamafio del
citoplasma de células epiteliales de rata castrada y sus nucleos miden
aproximadamente 5.9 um. EI 87% de estas células posee un sélo nucléolo de 0.74
pum en promedio, los cuales, son significativamente mas grandes comparados con
los de epitelio de rata castrada. Y a las 8 hrs de tratamiento con estradiol, la altura
del citoplasma tiene un promedio 6.98 um. A pesar de ello, hay diferencia
significativa en el tamafio de los nucleos y nucléolos con 8 hrs de E2 respecto a los
de células de ratas castradas, ya que llegan a alcanzar una altura de 5.19 y 0.99

pHm, respectivamente.
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Figura 14. Tamafio celular, nuclear y nucleolar de células de epitelio de Utero de ratas en
diferentes condiciones experimentales. Para las mediciones se tomaron en cuenta 300 células
epiteliales por cada tratamiento. Las barras representan la desviacion estandar. Para el andlisis
de los datos, se realiz6 el analisis de varianza ANOVA de una via con una posterior prueba de
comparacion multiple Tukey (p<0.05) observandose diferencias significativas en el tamafio del
ndcleo entre todos los tratamientos. También se observaron diferencias significativas entre los
4 tratamientos en cuanto al tamafio del citoplasma y nucleolo, excepto entre el grupo de ratas
castradas y ratas tratadas con dos horas de estradiol en donde no se encontraron diferencias

significativas.

Cuantificaciéon de nucléolos

Se realiz6 un conteo del numero de nucléolos en cada una de las células tomadas
en cuenta para cada tratamiento (n=100). En células normales se encontraron 75
células con 1 solo nucléolo, 22 con 2 nucléolos y 3 con 3 nucléolos; en células de
ratas castradas se contabilizaron 71 células con 1 nucléolo, 22 con 2 nucléolos 'y 7
con 3 nucléolos, respecto a las células de ratas tratadas con 2 horas de estradiol,
se hallaron 87 con un nucléolo, 12 con 2 nucléolos y 1 sola célula con 3 nucléolos;

en cuanto a las células de ratas tratadas durante 8 horas con estradiol, se
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observaron 91 células con 1 nucléolo, 7 con 2 nucléolos y solo 2 células con 3
nucléolos (Fig. 15).

120
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40
" An. HN

normales castradas 2 horas 8 horas

o

o

Numero de nucléolos por cada tratamiento

¥ 1 nucleolos ™ 2 nucleolos ™ 3 nucleolos

Figura 15. Numero de nucléolos presentes en cada una de las 100 células cuantificadas para
cada tratamiento. Las barras representan la desviacion estandar.

Cuantificacion de células mitéticas

La proliferacién celular se hace presente en el epitelio uterino, sin embargo, se
observd poca actividad mitética entre los epitelios uterinos de los diferentes
tratamientos habiendo 4% en el epitelio de rata normal, 2% en el epitelio de rata
castrada, 3% y 5% en el epitelio de rata castrada con tratamiento de 2 y 8 horas con
estradiol, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas entre los

indices mitoticos de los diferentes tratamientos (Fig. 16).
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Figura 16. Porcentaje de células en proceso de mitosis presentes en el epitelio endometrial
uterino en cada tratamiento (n=100 células). Las barras representan la desviacion estandar.

Cuantificaciéon de células con morfologia alterada

En el epitelio uterino también existen células con morfologia alterada o bien, con
caracteristicas morfolégicas pertenecientes a la muerte celular apoptética. Entre
estas caracteristicas se encuentra la cromatina compacta (nucleos picnéticos),
fragmentacioén citoplasmatica y nuclear. Igualmente, se hacen presentes células en
las que el nucleo tiene apariencia normal y cuyas alteraciones se encuentran en el

citoplasma.

En las células epiteliales de las ratas normales y de las ratas ovariectomizadas, se
observé un mayor indice de células con morfologia alterada respecto al epitelio de
Gtero de rata con tratamiento de estradiol (Fig. 17). Se presentaron valores de 31%,
22%, 18% y 15% de células alteradas con algun grado de muerte celular en el
epitelio de rata normal, castrada, castrada con tratamiento de 2 y 8 horas de
17-B estradiol, respectivamente.
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Figura 17. Porcentaje de células con morfologia alterada o con caracteristicas de apoptosis
presentes en el epitelio endometrial uterino en cada tratamiento (n=100 células). Las barras
representan la desviacion estandar.
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Descripcion ultraestructural

A nivel ultraestructural se distinguieron cambios morfolégicos en los nucleos del

epitelio uterino en los diferentes tratamientos. En las células epiteliales de Gtero de

rata normal se observan nucleos alargados (Fig. 18a) con nucléolos bien definidos

(Fig. 18b) asi como células en alguna fase de apoptosis. Los nlcleos de las células

presentan poca cromatina adosada a la membrana interna de la envoltura nuclear.

(
\
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Figura 18. Micrografia electrénica de células
epiteliales de utero de rata normal con
contraste Ur/Pb. En la imagen a) se
observan los nicleos (N) y citoplasma (C) de
las células. También se indican las
microvellosidades (punta de flecha) del
ndcleo, el lumen (L) del cuerno uterino, asi
como algunas células con algun grado de
apoptosis (flechas). En la imagen b) se
observan algunos nucleos con sus nucléolos
(n). En la imagen c) se muestra una célula
apoptética siendo fagocitada (asterisco). Cc:
cromatina compacta, N: nuacleo, C:
citoplasma.
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El epitelio de Gtero de rata castrada presenta nucleos pequefios con respecto al
control, la mayoria de ellos con morfologia irregular y con cromatina compacta, los
nucléolos son apenas visibles y se presenta un alto grado de vacuolizacién en el

citoplasma de las células (Fig. 19).

Figura 19. Micrografia electrénica de
epitelio de Utero de rata castrada con
contraste Ur/Pb. En la imagen a) se logra
observar el Ilumen, microvellosidades
(punta de flecha), tejido conectivo (TC) y
células del TC con su nucleo (Np), asi
como nucleos (N) y nucléolos (n) de las
células epiteliales. La imagen b) es una
vista de mayor aumento, en donde se
distinguen el nudcleo y nucléolo de las
células. En la imagen c) se muestran
algunas vesiculas de secrecion (v) y dos
cuerpos con algun grado de apoptosis
(flechas). n: nucleolo, N: nucleo, C:
citoplasma.
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En las células epiteliales de rata castrada con tratamiento de dos horas de estradiol,
se observa una recuperacion en la morfologia de los nucleos ya que se muestran
mas alargados (Fig. 20a) respecto a los de ratas castradas. Sin embargo, siguen
presentando algun grado de compactacion en la periferia del ndcleo. Los nucléolos
se muestran mas visibles y definidos (Fig. 20b). Auln se siguen presentando células

en diferentes etapas de apoptosis.

Figura 20. Micrografias electronicas de
células epiteliales uterinas de rata
castrada tratada durante 2 horas con 173-
estradiol contrastadas con Ur/Pb. La
imagen a) es una vista panoramica en
donde se logra observar la morfologia
general de los nucleos del epitelio uterino.
En la imagen b), se observan algunas
células epiteliales normales. En la imagen
c), se muestra un par de células en
diferentes fases de apoptosis (flechas) y
cromatina compacta (Cc). TC: tejido
conectivo, células del TC con su nucleo
(Np), n: nucleolo, N: ndcleo, C:
citoplasma, v: vesiculas de secrecion.
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En el epitelio de rata castrada con tratamiento de 8 horas de estradiol, los nucleos
son mas parecidos a los de rata control (Fig. 21a), hay una disminucion de la
cromatina compacta y los nucléolos se hacen mas grandes y menos compactados
respecto a los de rata castrada tratada con 2 horas de estradiol. Las células que se

encuentran es proceso de muerte celular, poseen caracteristicas pertenecientes a

apoptosis (Fig. 21c).

Figura 21. Micrografia electrénica de
células del epitelio uterino de rata
castrada tratada durante 8 horas con 17(3-
estradiol y posterior contraste Ur/Pb. La
imagen panordmica a) muestra algunas
células normales y un par de células en
apoptosis (flechas). La imagen b) es un
acercamiento a una célula normal con
algunas vesiculas de secrecion alrededor.
En la imagen c), se observa una célula
con algun grado de apoptosis en donde se
sefiala la cromatina compacta y la
cisterna perinuclear dilatada (asterisco),
asi como algunas vesiculas. L: lumen, TC:
tejido conectivo, n: nucleolo, N: nicleo, C:
citoplasma, v: vesiculas de secrecion,
punta de flecha: microvellosidades.
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Inmunolocalizacion de la proteina caspasa 3-activa

Para corroborar la presencia de la muerte celular por apoptosis, se hicieron
inmunodetecciones a nivel ultraestructural de caspasa-3 activa. Estas
inmunolocalizaciones fueron realizadas en cortes ultrafinos de rata normal y rata
castrada, ya que es en esta condicion en la que se encontré6 un mayor indice
apoptotico respecto al epitelio de ratas con tratamiento hormonal. En los resultados
observados, se hall6 un marcaje positivo en ndcleos que contenian cromatina en
alto grado de compactacion (Fig. 22 y 25). También se observaron células con algun
estado de muerte cuyas caracteristicas eran diferentes a las de una célula
apoptotica tipica, el nicleo de estas células se notaba aparentemente normal y no
presentaba cromatina compacta, sino que se hallaban con un alto grado de
vacuolizacion citoplasmatica ademas de aglomeracion de mitocondrias hinchadas,
este tipo de células dieron negativo al marcaje de caspasa-3 activa (Fig. 23, 24 y
26).
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Figura 22. Micrografia electronica de Utero de rata normal en donde se inmunolocaliz6 a la
proteina caspasa-3 activa. En la imagen se observa una célula en proceso de apoptosis
con cromatina altamente compacta (Cc) y también se observa el espacio que deja la célula
por la misma compactacion celular (asteriso). Los granos de oro (punta de flecha) que
evidencian la presencia de caspasa-3 activa, se distribuyen en la célula fuertemente
compactada, no asi en la célula fagocitica.
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Figura 23. Micrografia electronica de utero de rata normal en donde se inmunolocalizé a la
proteina caspasa-3 activa. El marcaje fue negativo en esta célula. En la imagen se observa
el nucleo (N) de una célula con alto grado de vacuolizacion citoplasmatica y apenas sujeta

a algunos restos citoplasmaticos (flecha).
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Figura 24. Micrografia electronica de utero de rata normal en donde se inmunolocaliz6 a la
proteina caspasa-3 activa en el epitelio uterino. Se observa que esta célula dio negativo a
la técnica. En la imagen se muestra el nacleo de la célula con alto grado de vacuolizacion
citoplasmatica y apenas sujeta a algunos restos citoplasmaticos (flecha).
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Figura 25. Micrografia electronica de Utero de rata castrada en donde se realiz6 una
inmunolocalizacién de la proteina caspasa-3 activa. La célula dio positivo a la técnica
(cabeza de flecha). En la imagen se observa una célula en proceso de apoptosis con
cromatina altamente compacta (Cc) y también se observa el espacio dejado por la misma
compactacion celular (asterisco).
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Figura 26. Micrografia electronica de Utero de rata castrada en donde se realizé una
inmunolocalizacién de la proteina caspasa-3 activa. La técnica dio negativo. En la imagen
se observan tres células, una de ellas esta en proceso de muerte celular y se muestra con
un alto grado de vacuolizacion citoplasmatica (asterisco) asi como mitocondrias hinchadas
y aglomeradas (flechas), las otras dos células se encuentran menos alteradas, pero con

nucleos bien definidos. N: ndcleo, n: nucleolo.
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9. Discusién

El epitelio es un tejido muy dindmico, el cual experimenta procesos de proliferacion,
secrecion, degeneracion y regeneracion celular, que se deben a mecanismos
neuroendocrinos relacionados con la secrecion ovarica de 17- estradiol (Sandow
et al., 1979; Quarmby & Korach, 1984; Sato et al., 1997). En el presente trabajo, se
pudieron comparar y describir los cambios morfoldégicos ante la ausencia y

presencia de dicha hormona en ratas adultas
Descripcién morfoldgica (forma y tamafio)

Entre los cambios morfolégicos observados en este trabajo destacan principalmente
el tamafio tanto del citoplasma como del nucleo y nucléolo de las células epiteliales
de rata normal y de rata castrada, habiendo una notable disminucion en las
castradas y una ligera recuperacion en cuanto al tamafio cuando habia un
tratamiento hormonal posterior a la castracion. La accion del estradiol sobre el
nacleo y nucléolo del epitelio endometrial ha sido bien documentada. Sin embargo,
no se habia estudiado extensamente los cambios que sufre el citoplasma de dichas

células bajo diferentes niveles hormonales.

Las observaciones sobre el tamafo nucleolar concuerdan con estudios realizados
anteriormente por Tachi et al. (1972, 1974) quienes mencionan que los nucléolos
de células epiteliales de rata castrada son pequefios y compactos, en cambio, los
de rata castrada tratada con estradiol son grandes y prominentes. En 1978,
Vazquez-Nin et al. realizaron una investigacion en la que demostraron que la
supresion de hormonas altera las estructuras nucleares y una sola aplicacién de
estradiol no produce caracteristicas normales. Sin embargo, la fraccion del volumen
nucleolar aumenta con la inyeccién de estradiol después de 2 horas en adelante, lo
cual, es congruente con los resultados obtenidos en el presente trabajo ya que se
observd un aumento significativo en el tamafio del nucléolo de células con

tratamiento con respecto a las castradas.

El E2 modula sus acciones mediante el complejo receptor-hormona RE. En ausencia

de hormona, el RE esta secuestrado dentro de los nucleos de las células diana en
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un complejo inhibidor de multiproteinas (Hall & McDonnell, 1999). Las acciones del
E2 en la membrana resultan principalmente de la union de este esteroide a los REs,
gue activan rapidamente los sistemas de sefalizacion celular durante la union a
ligando, generando segundos mensajeros (Kelly & Levin, 2001). La fosforilacion de
RE-a en respuesta a E2 y a través de las vias de sefalizacion del segundo
mensajero, incrementa la actividad transcripcional de los receptores de estrogeno y
sin esta hormona, el RE se presenta predominantemente en forma desfosforilada
(Lannigan, 2003). La unién de E:2 al RE induce un cambio conformacional en el
dominio de unién a la hormona del receptor mejorando la dimerizacién del receptor
y su unién a secuencias de ADN especificas, o que estimula la transcripcion de
genes; en su unién al ADN el RE requiere interaccionar con coactivadores para
formar el complejo que constituye la plataforma sobre la que se ensamblaran las
proteinas de la maquinaria transcripcional (Craig, 2003; Smith & O Malley, 2004).
La mayor parte del RE-a se localiza en nucleos, especificamente en la region de
intercromatina de células blanco de hormonas y una de sus funciones es actuar
como factor de transcripcién activado por ligando el cual requiere localizacion
nuclear. En un estudio con células MCF-7 (linea celular de tumor de mama humano)
encontraron que el estradiol induce la translocacion nuclear de RE-a después de 30
min, seguida de una disminucion del receptor nuclear a nivel basal en 1 hr y
sugirieron que la disminucion observada en la localizacién nuclear de ERa es

causada por la exportaciéon del receptor (Lombardi et al., 2008).

Se ha demostrado que el estradiol estimula la sintesis de ARN nuclear y su
transporte al citoplasma y paralelo a estos eventos, ocurre una disminucion de
granulos pericromatinianos. Por el contrario, la castracion provoca la inhibicion de
sintesis de ARN y, por tanto, aumenta la cantidad de GP (Hamilton, 1968, Vazquez-
Nin, et al., 1979 & Echeverria, et al., 1980). Las fibras de pericromatina contienen
ARNmM inmaduro sometido a procesamiento y los GP estan involucrados en el
almacenamiento de ARNm maduro de alto peso molecular premensajero o ARNm
parcialmente procesado, y los granulos de intercromatina, estan relacionados con
el empalme de ARN premensajero (Vazquez-Nin et al., 1991; Gonzalez-Oliver et al.,
1997). En Vazquez-Nin et al. (1991) se menciona que los cambios mas criticos
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inducidos por el E2 en la transcripcién, asi como el transporte de ARN previamente
sintetizado, ocurren durante la primera hora después de su administracion, también
se ha sugerido que el estradiol estimula de forma independiente la sintesis de ARN

y su transporte al citoplasma (Vazquez-Nin et al., 1978; Echeverria et al.,1994).

Después de que el ARN haya sido sintetizado y transportado al citoplasma, el
volumen nuclear comienza a cambiar. Es por ello que la incorporacion de uridina
tritiada (se ha de recordar que la uridina marca células que estan sintetizando ARN)
antecede a los cambios en el volumen del nucleo. Esto puede explicarse por el
tiempo necesario para aumentar el contenido de ARN y proteina del nucléolo hasta
el punto de hacer medible el aumento de volumen. Esto esta respaldado por el
hallazgo de que el volumen del nucléolo es proporcional a su contenido de ARN y
proteina (Vazquez-Nin et al., 1978, 1979, 1986). Asi como la actividad sintética y el
contenido de ARN de los nucléolos son proporcionales al volumen nucleolar total,
también se presentan diferentes equilibrios entre la tasa de sintesis de pre-ARNry
la exportacion del ARNm maduro al citoplasma (Vazquez-Nin et al., 1986). En
correlacion con nuestros resultados, vemos que tras la ovariectomia se inhibe la
sintesis de ARN ya que el tamafio del nucléolo se reduce a la mitad en comparacion
al tamafio nucleolar de células de las ratas control. En el caso del tamafio nucleolar
de células de ratas tratadas con estradiol, se observa un aumento significativo en
comparacion al de ratas castradas, lo que indica que a partir de 2 h de tratamiento
con E2 se incrementa la actividad transcripcional de las células. Sin embargo, pese
a que hay crecimiento nucleolar en las células con tratamiento de 8 h con Ez, tanto
el nacleo como el citoplasma disminuyen su tamafio, esto podria indicar un deterioro

en el transporte de ARN a partir de las 2 horas con el tratamiento.

La reduccion de la transcripcion provocada por la ovariectomia y su activacion
causada por la administracion de estradiol en ratas castradas, también estan
acompafadas por la formacion de areas de cromatina semicondensada en nucleos
de células endometriales (Echeverria et al., 1994). De acuerdo a lo anterior, la
cantidad de cromatina compacta de las células epiteliales endometriales de rata, es

proporcional a la cantidad de estradiol presente en el epitelio ya que, en los
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resultados presentados en las células de ratas castradas, se observO mayor
cantidad de cromatina condensada alrededor del nucleo a diferencia de las células
de ratas tratadas con estradiol. Sin embargo, cuando mayor era el tiempo de
tratamiento con la hormona, la cromatina volvia a condensarse; esto alude a la idea
de que las células epiteliales de ratas castradas tratadas con estradiol, tienen mayor
actividad transcripcional durante las primeras horas del tratamiento puesto que la
descondensacion de la cromatina compacta se produce simultaneamente con el

aumento en la actividad transcripcional (Vazquez-Nin et al., 1978).

Por otra parte, también se puede observar que hay una notoria pérdida de la forma
cilindrica de las células del epitelio de rata castrada a comparacién de las normales
y una notable recuperacion de la misma cuando las ratas son tratadas con estradiol.
Es bien conocido que las células dependientes de hormonas se encogen, sufren
atrofia y quedan inactivas como es el caso de las células epiteliales uterinas de rata
ovariectomizada, por lo tanto, se puede inferir que 8 horas con tratamiento de
estradiol es parcialmente suficiente para revertir las consecuencias de la
ovariectomia. En estudios con Utero de ratones ovariectomizados encontraron que
pese al tratamiento con Ez, se reduce en gran medida el tiempo de generacion de
las células, principalmente la fase G1 donde hay crecimiento celular con sintesis de
proteinas y ARN (Quarmby & Korach, 1984; Pollard et al.,, 1987). Lo anterior
explicaria por qué las células no alcanzan su normalidad morfolégica aun después
del tratamiento con E2, y por lo tanto seria necesario estudiar el comportamiento
que tienen las células con mayores tiempos de tratamiento ya que, aunque a las 8
horas la célula tiende a recuperar sus parametros morfolégicos normales, no logra

alcanzar su longitud normal y tampoco estan completamente activas.

En cuanto al nUmero de nucléolos en cada una de las células del epitelio uterino
bajo las diferentes condiciones experimentales, se encontré que la mayoria de las
células contabilizadas poseian un solo nucléolo y solo en una cantidad minima de
células se observaron 3 nucléolos. Estudios de Vazquez-Nin et al. (1986)
mencionan que no hay diferencias en la densidad de incorporacién de uridina tritiada

entre nucleos con un solo nucléolo o mas, por tanto, existe una relacion directa entre
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el volumen nucleolar total y la sintesis total de pre-ARNr de la célula. Aunque,
también observaron que tejidos con células binucleoladas con mayores volimenes
nucleolares y mayor incorporacion de uridina tienen células comprometidas con el
ciclo mitético. Sin embargo, en nuestros resultados encontramos que las células
epiteliales de ratas castradas tratadas con Ez durante 8 h poseian mayoritariamente
un solo nucléolo y en este mismo epitelio se encontré6 un mayor indice de mitosis
respecto a las otras condiciones experimentales. No obstante, este indice no es
significativo, esta insignificancia es congruente con diversos estudios donde se
sefialé que en ratas ovariectomizadas, una sola inyeccion de Ezinduce la sintesis
de ADN epitelial luminal a las 12-16 h después del tratamiento, y la mitosis sigue a
las 18-24 h (Martin y Finn, 1968, 1973; Sandow et al., 1979; Zhang et al., 1998).

Ademas de los efectos mitogénicos, el estrogeno también interviene en el control
de la apoptosis (Winuthayanon et al., 2010; Huang et al., 2012). A nivel Optico, se
evaluaron células con alteraciones morfoldgicas entre las que se destacan nucleos
con cromatina compacta y fragmentacion tanto del citoplasma como del nucleo.
Estas alteraciones ya habian sido reportadas por diversos autores, quienes hacen
alusion de que se trata de apoptosis y mencionan que este tipo de muerte celular
es diferente a la necrosis por los cambios morfolégicos en el nicleo. No obstante,
sugieren que la apoptosis no es el unico tipo de muerte celular presente en células

epiteliales uterinas.

Los resultados de microscopia Optica arrojaron que en el epitelio de rata control y
de rata ovariectomizada el indice de células con alteraciones morfologicas
congruentes con apoptosis era mayor al de epitelio de ratas tratadas con Eo.
Posteriormente, mediante la inmunolocalizacién de la proteina caspasa-3 activa nos
permitidé corroborar que la mayoria de esas alteraciones morfoldégicas observadas a
nivel 6ptico correspondian a la muerte celular apoptética. Se ha reportado que el
indice apoptotico mas alto en el epitelio luminal ocurre durante el dia del estro en
donde la tasa de secrecion de estradiol en el plasma ovarico es baja, ademas, se
ha observado que existe un aumento de proteinas proapoptoticas en esta etapa del
ciclo (Leblanc et al., 2003; Mendoza-Rodriguez et al., 2003; Levine, 2015). La
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ausencia de hormona por ovariectomia, provoca resultados similares a los de rata

normal en estro.

Es conocido que la apoptosis intrinseca es controlada por algunas proteinas
proapoptoticos y antiapoptoticos de la familia de proteinas Bcl-2, reguladoras de la
apoptosis y ejecutada por proteinas caspasas. Asi mismo, la familia Bcl-2 regula la
liberacién del citocromo ¢ (Revisado en Budihardjo et al., 1999 & Galluzi et al.,
2018). Diversos estudios en células MCF-7, han observado que la hormona E:
induce la transcripcion del gen Bcl-2 aumentando la expresion de la proteina Bcl-2
hasta 1.7 veces. Igualmente, el E2 puede crear un entorno antiapoptético mediante
la inhibicion de las proteinas pro-apoptéticas Bak y BAD. Diferentes trabajos
sefalan que estos efectos del E2 se expresan una vez que se une al receptor (Leung
& Wang, 1998; Perillo et al., 2000; Choi et al., 2001; Romaine & Jay, 2004). Los
resultados obtenidos por parte del epitelio de rata castrada tratada con E2 son
congruentes con los de Gompel et al. (2000) ya que observaron un aumento bifasico
en la expresion de Bcl-2 en células MCF-7 a las 2 y 8 h después del tratamiento con
E2, lo que coincide con la disminucion en la incidencia de células con morfologia
alterada congruente con apoptosis reportada en este trabajo. A pesar de ello, Wu et
al. (2003) mencionan que la mayoria de los genes modificados por la ovariectomia
no muestran una regulacion normal por el tratamiento de adicion de estradiol, lo que
puede reflejar la importancia de otros factores derivados del ovario para la

homeostasis uterina.

Igualmente, en los resultados obtenidos a nivel 6ptico se encontraron células en el
tejido epitelial endometrial de rata normal y de rata castrada en las que el nlcleo
estaba rodeado por un halo claro y que, a nivel ultraestructural, hacen pensar que
corresponde a otro mecanismo de muerte celular similar a paraptosis, en donde las
dilataciones alargadas que se presentan corresponden al reticulo endoplasmico
rugoso, también se encuentran grados altos de vacuolizacion y mitocondrias
hinchadas y aglomeradas (Figura 22 y 24). Sperandio et al. (2000) habia reportado
gue la muerte celular paraptotica es independiente de caspasa-3 activa. Lo anterior,

sumado a que en nuestros resultados de inmunolocalizacion de la caspasa-3 activa
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fueron negativos, son factores altamente sugerentes de una pérdida de las células
del epitelio endometrial uterino de ratas normales y castradas por la via de muerte
paraptotica, la cual no habia sido reportada en este tejido. Dado que este tipo de
muerte celular solo se presentd en epitelio ausente de E: (ratas ovariectomizadas)
0 con niveles basales de E: (ratas en estro), se sugiere que esta hormona pueda

regular este tipo de muerte con tratamiento de E-.

10. Conclusiones

% Las células epiteliales de ratas castradas tratadas con estradiol, tienen
mayor actividad transcripcional durante las primeras horas del tratamiento

% La ausencia de hormona por ovariectomia, provoca un indice alto de
células con morfologia alterada sugerente de muerte celular apoptotica.

% El tratamiento con estradiol de 2 horas en adelante muestra mas cambios

en el nucléolo que en el nucleo y citoplasma.
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A las 2 y 8 horas con tratamiento de E2 hay menor incidencia de células con
morfologia alterada congruente con apoptosis.

Se presenta un deterioro en el transporte de ARN a partir de las 2 horas con
el tratamiento.

El tratamiento con 8 horas de estradiol es parcialmente suficiente para
revertir las consecuencias de la ovariectomia.

El tratamiento con 8 horas de estradiol no es suficiente para observar un
indice mitético significativo.

Es necesario estudiar el comportamiento que tienen las células con
mayores tiempos de tratamiento.

Se sugiere que la paraptosis sea una via diferente de muerte celular

epitelial endometrial, ademas de apoptosis y necrosis.
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