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RESUMEN

Con el propbsito de conocer los efectos de la --
progesterona scbre la expresibn génica, se ovariectomiza~
ron 36 ratas Wistar adultas a las cuales se les adminis
tr6 estradiol durante tres semanas, al término de éstas,
se obtuvieron muestras del cuerno uterino derecho de ca-
da aAimal, las cuales se procesaron para microscopia ---
electrbénica mediante la técnica de Bernhard, al mismo --
tiempo se administraron 5 mg. de progesterona por rata,
tom&ndose muestras del cuerno contra lateral a tiempos -
variables después de la administraci6én, procesf&ndose de
la misma forma que las muestras del cuerno derecho. A --
partir de las fotografias obtenidas por microscopia elec
trénica se realizaron célculos estercol8gices los cuales
muestran que la progesterona administrada después de un
tratamiento con estradiol es capaz de producir cambios -
en el volumen nucleolar (P4 0.05). Sin embargo aparenten
mente este tratamiento no produce cambios significativos
en la cantidad de gr8nulos pericromatinianos por unidad
de superficie nuclear (P» 0,05), asf como en el total de
estructuras ribonucleoproteicas no nucleolares (PP 0.0%)
Estos resultados sugieren vue la progesterona induce -~-
cambios a nivel génico sblo en un reducido ntmero de es-
tructuras especifjcas involucradas en la transcripcién;
o bien que la progesterona es capaz de inducir cambios «

masivos de estructuras ribonucleoprotefcas involucradas

en la transcripcién génica en un perfodo mayor de tiempo

que el requerido por los estrénenos,




INTRODUCCION

El nGcleo es el responsable del cantrol de nu-
merosas actividades en la célula. La informacién necesa--
ria para el control de estas actividades se encuentra co-
dificada en moléculas de Acido desoxirribonucleico (DNA).
A pesar de que todos los nficleos de las células de un or-
ganismo contienen la misma informacién genética, existe ~
una gran diversidad de formas, funciones y tipos celula--
res. Esto se debe a una fcrma diferente de utilizar el --
DNA y el mecanismo por el cual sucede se basa en la exis-
tencia de una accién represora o activadora de un gen es-~
pecifico. La duplicacibén del DNA es un fenfémeno indispen-
sable para la conservacién de la continuidad genética y =~
s6lo ocurre durante una determinada etapa del ciclo celu-
lar conocida como interfase. También en esta etapa ocu~--
rren la sintesis de RNA y la mayor parte de la sintesis -
proteica (2). La mayorfa de los nﬁclgos de un individuo -
adulto se encuentran en interfase (18). Entre los compo--
nentes del nficleo interf&sico ademfs de la envoltura nu--
clear, matriz nuclear y cromatina se encuentra el nucleo-
lo y diversas particulas o estructuras ribonucleoprotfi--
cas (RNP) no nucleolares (14, 16, 20) algunas de las cua~-
les tienen probeda siynificancia citofisiolfyica (20,21).

El nucleolo se ha descrito como la estrictura -
intranuclear de mayor tamafo relacionada con el metabolis
mo del &cido ribonucléico (RNA). Su morfologfa es la de -
una estructura esférica cuyo difmetro es de 1»%ﬂn.Gracias
al empleo de técnicas histoaquimicas es posible distinguir
dos componentes principales dentro del nucleolo:r uno deno
minade cuerpo nucleolar constitufdo por ribonfcleoprotef-
nags (RNP) y el otro de cromatina condensada denominado --
cromatina nucleolar. I'l cuerpo nucleolar contiere tres ti
pos de componentes: fibrillas de 50-10 A® de grosor, qrl-
nulos de 150 a éno A°de difimetro y un material difuso, --
amorfo, denominado matriz la cual contiene a lot otros ~--




dos componentes (20). Diversos estudios citogquimicos muestran
que principalmente el RNA nucleolar se concentra en las fibri
llas y grénulos los cuales componen la mayor parte del cuerpo
nucleolar. Estudios autorradiogré&ficos suagieren que la por---
cibn fibrilar es precursora de la porcién granular y que am~-
bas dan origen al RNA ribos6mico (RNA) que una vez formado --
emigra al citdplasma (12). La cromatina asociada al nucleolo
aparece generalmente en alguno de lox extremos de &ste y en -
ocasiones es posible apreciar ademis cromatina intranucleolar.
La cromatina asociada al nucleolo es la responsable de la ma-
yor parte de RNA, sintetizado (1®). Sc ha observado que en mu
chos organismos, los nucleolos se fijan a regiones especiales
de cromosomas especificos; estas regiones reciben el nombre -
de organizador del nucleolo. Los estudios de hibridacién mo--
lecular, permiten afirmar que las regiones organizadoras del
nucleolo cont:ienen la informacién genética correspondiente al
RNA ribosfmico. El tamafio de los nucleolos guarda relacibén --
con la intensidad de sintesis protéica que se desarrolla en
la célula (12, 18) por lo qgue el volumen nucleolar es un indi
cador morfométrico del estado de la transcripcién de los ge--
nes del organizador nucleolar (24), Existen cinco tipos de ~--
estructuras ribonucleoprotéicas no nucleolares, &éstas sont --
fibrillas pericromatfnicas, grfnulos intercromatfnicos, fi=--=
bras intercromatinianas, fibras espiraladas y grfnulos peri--
cromatinianos. Los gqrfnulos pericromatinianos han sido descri
tos como partfculas esféricas que miden de 300 a 500 x de ---
difimetro y frecuentemente se les localiza en la periferia de
la heterocromatina aunque también en la zona interheterocromf
ticay una caracterfstica de esta estructura yribonucleoprotei-
ca es8 la de estar rodeada de un halo claro de aproximadamente
250 R de espesor, Los datos citoqufmicos y morfométricos su--
gieren que tanto en artrfpodos como en vertebrados dichos gr§
nulos contienen &cido ribonucleico producto de la transcrip--
cifn del gen a' cual son adyacentes (20, d). Los trabajcs --
comparativos {20, 2!) entre arénulos pericromatinianos de he
patocitos de rata y qrBnulos de los anillos de Balbiani de ~-

cromosomas politénicos de Chivonomus sugieren que estos gré-
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nulos realizan una funcibén de almacén y/o transporte intranu-
clear de &cido ribonucleico mensajero o premensajero.

Por otra parte tenemos que las hormonas oviricas --
producen importantes cambios morfofuncionales en los diversos
tejidos del aparato reproductor(l,?,9,ll),cambios que incluyen
modificaciones en la transcripcién genética del epitelio endo
metrial. Existen trabajos en los que se egtudia el efecto de
la administracién de las hormonas ovlricas sobkre las diferen-
tes estructuras del aparato reproductor (4,5,6,10,13,)7,19 -
22,24,25), trabajos incluso en los cuales se estudian los =---
efectos del estradiol sobre los grfnulos pericromatinianos de
las células epiteliales del endometrio de rata. Uno de estos
trabajos estudia "in vitro", el efecto del estradiol sobre la
cantidad de gr&nulos pericromatinianos del epitelio endome---
trial de rata, y sefala que dicha hormona produce una disminu
cibn significativa de la cantidad de estos grénulos en la pri
mera hora posterior a la administracién de la hormona (25).
Estos autores también registran que al mismo tiempo que dismi
nuye la cantidad de gr8nulos en el nficleo hay un aumento de -
RMA citoplféismico. Por ello postulan que el estradiol es el --
responsable de un incremento en transporte de RNA al citoplas
ma. Estos resultados apoyan también la hip6tesis de que los -
grénulos pericromatinianos scn la expresibén morfolbgica de un
estado metah6lico del RNA.

Por otra parte estudios sobre la variacién de los -
grénulos pericromatinianos durante el ciclo estral de la ra--
ta (7) muestran que existe un incremento en el n@mero de es--
tos grAnulns durante la etapa de diestro la cual es una fase
asociada a altos niveles plasmlticos de proaesterona. Sin em-
bargo para asequrar que esta hormona es la responsable de es-
te efecto es necesarjo realizar experimentos en animales ova-
riectomizados y tratados con progesterons. Asf pues el propb-
Bito del presentc trabajo es ¢l de estudiar el efecto de la -
progesterona sobre la variacibn en nlmero de los grfnulos ---
pericromatinianos y volumen nuclenlar de las cflulas del epi-
telio luminal del endometrio de rata.




MATERIAL Y METODOS

Se ovariectomizaron 3€ ratas Wistar de tres meses
de edad, bajo arestesia con éter, a las cuales se les apli
caron inmediatamente 0.133 mars/rata de fosfato de polies-
tradiol una vez por semana durante 3 semanas. Al cabo de -

las cuales se procedi6 a realizar el experimento. Fste con
sistib en:

1) Reseccién del cuerno uterino derecho de todas
las ratas del cual se tomaron muestras, las =--
cuales se fijaron para microscopia electrénica.

2) Inyeccibn intraperitoneal de 5 ma/rata de pro-
gesterona,

3) Reseccién del cuerno uterino izouierdo 1/2 ho-
ra, 1, 2, 4, 8 horas después de la inyeccién,
tomando muestras para fijacién en las mismas -
condiciones que para el cuerno contralateral.

La fijacién se llevb6 a cabo con alutaraldehido al
2.5% en amortiquador de cacodilatos al 0.16 M a pH 7.3.

La deshidratacién e inclusifn se realizaron de --
acuerdo a los métodos habituales en microscopfa electrbni-
ca. 8¢ realizaron cortes ultrafinos de 90 nnm de espesor, -
los cuales se contrastaron con la técnica de EDTA de Ber--
nhard (3) para ribonucleoprotefnas (RNP). Se utilizd un --
microscopio electrénico EM95S para olservar vy fotografiar
los preparados siempre a un mismo aumento, I'l aumento final
de la fotoaraffa es de 30,000 X,

El anflisis cuantitativo de qrénulos pericromati-
niano consistié en el contco de los arfnulos pericromati--
nianos contenjdos en cada uno de los nfcleos fotoarafiados
en un corte ultrafino. El anfilisis cuantitativo de otras -
partfculas rihonucleoprotefcas comot fihras pericromatinia
nas e intercromatinianas as{ como de qrfnulos intercroma--
tinianos se basb en el conteo estadfstico de dichas estruc
turas en cada uno de los nflcleos contenidos c¢n los cortes
ultrafinos., Il cllculo de la densidad por Brea se bhasb en
los m8todos usuales de andlisis estereolégicos (21)




Las mediciones del volumen nucleolar se realizaron
en un microscopio 6ptico axiomat (Carl Zeiss) provisto de -
vernier en la lente intermedia. Estas mediciones se efectua
ron a un aumento final de 3200 X. Debido al elevado n@mero
de muestras se utilizé una microcomputadora HP 9825 (Hewlett-
Packard) para realizar los cllculos esteriolbgicos, archivo
de la informacibn, célculos estadisticos y expresién gréfi-
ca de los resultados. La prueba estadistica a la cue se so-
metieron los resultados es la T de Student para muestras --
apareadas y no aparcadas.




RESULTADOS

El nfcleo en los diferentes tipos de tratamiento
presentd invariablemente gr&nulos pericromatinianos e in
tercromatinianos, filbras pericromatinianas e intercroma-
tinlianas y nucleolo (Fig. 1).

El efecto de la progesteron: sobre las estructu-
ras nucleares repercutid principalmente en el nucleolo -~
donde se observS una disminucidén en el volumen nucleolar
durante la primera media hora de tratamiento (P <€ 0.05),
sequida de un aumento gradual hasta alcanzar un valor --
significativo a las 2 hrs. post-tratamiento (Gr&fica 1).
Los grénulos pericromatinianos visualizados después de
la técnica de EDTA para ribonucleoprotefnas se presenta-
ron en mayor nfimero en los tratados que en los grupos ==
control, pero esta diferencia no fue significativa v~---
(P» 0.05) (GrAfica 2). Tampoco se pregentaron variacior-
nes en la cantidad total de partfculas rihonucleoprotef-
cas no nucleolares a lo largo del experimento (P%» 0.05),
(Gr&fica 3), ni se apreciaron cambjios notahles en la mor

fologfa nuclear.




FIGURA 1 Microfotograffa electrénica que muestra
la presencia de gré&rulos pericromatinia
nos (flechas grandes), grfnulos inter--
cromatinianos (flechas pequefias) as{ co
mo del nucleolo (Nu) Y grumos de croma-
tina condensada (C) en el nGcleo de una
célula del epitelio luminal del endome-
trio de rata tratado con progesterona -
30,000 X
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DISCUSION

Los resultados muestran que la progesterona es capaz
de producir cambios morfolbgicos en el nucleolo el cual es
una estructura involucrada en los procesos de transcripci6n
génica. Sin embargo en los tiempos que incluye el diseho --
experimental del presente trabajo se observa que la proges-
terona no es capaz de producir cambios cuantitativoes del --
nfimero de gr&nulos pericromatinianos, asf como del total de
las otras particulas ribonucleoproteicas.

Estos resultados difieren de los obtenidos por otros
investigadores que utilizan modelos experimentales simila--
res en la bfisqueda de los efectos transcripcionales de la -
progesterona (13) Kurl y Borthwick (13) encuentran un aumen
to de la actividad de la RNA polimerasa B (protelna relacio
nada con el metabolismo del RNA mensajero) 30 minutos des--
pués de tratamiento con progesterona, dicha actividad decli
na a la 1 hora post-tratamiento a los valores normales par-
volver a tener un ligero incremento a las 4 horas y retor--
nar a los valores normales a las 18 hrs postratamiento. Fs-
tos datos muestran que la progesterona afecta la actividad
de las RMA polimerasa B y por ende el metabolismo de RNA -~
mensajero. Sin embargo cstos estudios bioquimicos se basan
en la medicibn de la actividad de las RNA polimerasas ex--
trafda de nficleos de fragmentos de tejido uterino el cual
contiene diferentes tipos celulares como sont: cflulas mug--
culares, conjuntivas y epitellales. Frtos tipos celulares -
responden cada uno en forma diferente a la influencia hor--
monal (15). Es asf que la progesterona después de un trata-
miento con estrb8genos detiene la actividad mitética de las
células epiteliales a la vez que estimula esta actividad en
las c@lulas del estroma. Sin emb/roo afin denptro del tejido
epitelial existe varfaci6n en cuanto a la respuusta al es--
tfmulo hormonal, ya cue este mismo tratamiento suprime la -
actividad mit&tica er las células del epitelio luminal, sin
embarqgo este efecto no acontece en las cé&lulas del epitelio
glandylar (15). FPn cambio el presente trabayc cstf enfocado
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a la apreciacibn de cambios morfol6gicos en nficleo que pudie
ran delatar efectos tempranos de la progesterona sobre la --
transcripcidn génica en el epitelio luminal de rata.

En estudios morfolbgicos similares se ha utilizado Gni
camente estradiol (24, 25) y s6lo existe un trabajo que ana-
liza indirectamente la actividad de la progesterona (7). En
este iltimo se hace un anilisis del comportamiento de los -~-
grénulos pericromatinianos durante las fases del ciclo estral
de 14 rata y en &l se muestra que durante las etapas de dies
tro 1 y 2, existe un incremento en el nGmero de grénulos pe-
ricromatinianos. Esto, y los resultados del presente estudio
sugieren tres posibilidades: que los cambios que induce la -
progestercna a nivel génico afectan a un reducido nfimero de
estructuras especificas involucradas en la transcripcibn co-
mo es el caso del presente experimento el cual muestra que -
la progesterona es capaz de inducir cambios en el volumen --
nucleolar; o bien que la progesterona es capaz de inducir --
cambios masivos de estructuras ribonucleoprotéicas involu---
cradas en la transcripci6én génica en un perfodo mayor de ---
tiempo que el requerido por los estrbgenos (25) y por dltimo
la prcpuesta por T. Williams y A.W. Rogers (26) quienes dis-~
cutiendo los efectos de la progesterona sobre las células -~
del epitelio luminal del itero sugieren que la progesterona
act(la sobre estas células por un mecanismo diferente al del
estradiol el cual no involucrarfa la sintesis de RNA media-~
da por DNA,

En favor de la primera posibilidad tenemos los resulta
dos obtenidos en el presente experimento en el cual (nicamen
te se encontraron cambior significativos en la variacibn =-=--
del volumen nucleolar y no se encontr® ninguna diferencia --
significativa en la variacibn de grlnulos pericromatiniancs
as! como en el total de partfculas ribonucleoprotéicas lo --
que pugiere que la progesterona activa selectivamente al gen
dal organizador nucleolar,

Con respecto a la sequnda posibilidad er necesario con
siderar que en el ciclo estral de la rata con duracién de 4
dias la etapa de proestro tiere una duracibn de 12 horas, --
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la etapa de estro una duracién de 12 horas, la de metaestro
21l horas y la de diestro de 57 horas (4, 8), por lo que el
itero de un animal sacrificado a mitad de diestro ha estado
expuesto por lo menos a mis de 24 horas de influencia de --
progesterona y en el pregente trabajo finicamente comprence
hasta 8 horas de tratamiento,

En relaci6bn a la tercera posibilidad serfa necesario -
realizar un estudio en el cual se compare con la misma meto-
dologfa el epitelio glandular con el luminal.
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V. CONCLUSIONES

La progesterona administrada después de un
tratamiento con estradiol es capaz de producir -
camblos tempranos en la transcripcién génica a -
nivel nucleolar, sin embargo este mismo tratamien
to no produce cambios en la transcripcién génica

extrenucleolar.
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