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I. RESUMEN.
Estudios recientes han demostrado que la administracidn
de un metabolito reducido en el anillo "A" de 1la

Noretisterona (NET) conocido como 5c¢ dihidronoretisterona (5o
NET) a conejas prepiiberes no muestra un efecto progestacional
a pesar de tener afinidad por el receptor a progesterona.
Cuando este compuesto se usa en forma combinada con
progesterona se observa un potente efecto antiprogestacional
al inhibir la expresién del gen de uteroglobina (una proteina
de secrecidn uterina en la coneja regulada por progesterona).

Con el propdsito de determinar los efectos de la 5o NET
sobre la estructura histolégica de &rganos del aparato
reproductor en conejas gestantes, se realizaron las
gsiguientes determinaciones morfoldégicas en ovarios '
oviductos y Utero en el dia 8 de la gestacidén después de una
gsemana de tratamiento con 50-NET (1.5 mg /Kg/dia): presencia
de cuerpo liteo; cuantificacién de células secretoras (PAS+)
y no secretoras (PAS-) en el tejido epitelial de dos
porciones de las tubas uterinas infundibulo-&mpula e istmo;
determinacidén planimétrica del tejido glandular uterino en
relacidn con el estroma, cuantificacidén del indice mitdtico
(I.M.) y apoptdtico (I.A.) en el tejido epitelial (luminal y
glandular), asi como la determinacién inmunohistoquimica de
uteroglobina (UTG); y el andlisis inmunohistoquimico de los
receptores a progesterona en el epitelio, estroma ¥y
miometrio.

Se utilizd un grupo de animales tratados con RU-486 como
controles de la actividad antiprogestacional y otro grupo de
conejas gestantes (tratadas con el vehiculo propilenglicol,
PPG) como controles normales.

La 5 o-NET (1.5 mwmg/Kg/dia/7 dias) ejercié efectos
morfoldégicos similares a los del RU-486 (1 mg/Kg/dia/7 dias).
Ambos compuestos indujeron modificaciones semejantes en el
comportamiento de las poblaciones celulares del oviducto: a)
En la regién infundibulo-dmpula , el nimero de células PAS -
se incrementd ligeramente con respecto a las células PAS +.



b) En el istmo ocurrié lo contrario , dichas variaciones no
fueron estadisticamente gignificativas cuando ge compararon
con el grupo control (PPG). En el idtero tanto la 5 a-NET como
el RU-486 redujeron en mds del 50 % la proporcidén del tejido
glandular/estroma. La 5 oa-NET vy el RU-486 también
disminuyeron significativamente el indice mitético de las
glandulas uterinas comparado con las conejas no gestantes |,
mientras que el indice de apoptosis no se modificé con 1los
tratamientos empleados. En el estudio inmunohistoquimico se
obsgservd en el dtero que el RU-486 y la 50-NET produjeron una
marcada diminucién en el contenido de UTG y provocaron
regulacién a la baja del receptor a progesterona.

Log datos obteni@os en el presente estudio histolégico
sugieren que la 5 a-NET ejerce efectos antiprogestacionales y
de anti-implantacién , lo cual corrobora los datos
bioquimicos y moleculares descritos previamente por nuestro
laboraratorio y proporciona mayor informacién sobre 1los
mecanismos moleculares involucrados en la accién
anticonceptiva post coito de la Noretisterona.



SUMMARY .

It has been demonstrated that the administration of the
A-ring 5 alpha reduced metabolite of norethisterone (5 alpha
NET) to prepubertal rabbits, precludes the progestational
effects of norethisterone (a potent synthetic progestin).
Furthermore when 5 alpha NET ig used in combination with
progesterone, it displays a potent antiprogestational effect,
inhibiting uteroglobin gene expression (a progesterone-
requlated protein in the rabbit uterus).

The antiprogestational effects of 5 alpha NET at the
morphological level have not been previously examined. In
order to determine the effects of 5 alpha NET on the
morphology of the rabbit female reproductive tract, adult
fertilized female rabbits were treated with 5 alpha NET 1.5
mg/Kg/day during 7. After treatments : a) the presence of
corpus luteum was evaluated in the ovarium; b) the number of
secretory cells (PAS positive), and non secretory cells (PAS
negative) were quantified in the infundibulo-ampula and istmo
; ¢) In the uterus ;glandular tigssue in relation to stroma
was determined by planimetry, the mitotic and apoptotic
indexes were quantified in epithelial tissue (luminal and
glandular). Uteroglobin and progesterone receptor were
determined by immunohistochemistry in the epithelium, stroma
and miometrium of the uterus. Animals treated with RU-486 (1
mg/Kg/day during 7 days) were used as controls of
antiprogestational activity in all procedures. Normal adult
pregnant rabbits were used as normal controls.

5 alpha NET (1.5 mg/Kg/day) exerted similar effects to
those of RU-486 (1 mg/Kg/day). Both compounds induced similar
modifications in cell populations in the oviduct: a) In
infundibulo-ampula the number of PAS negative stained
slightly increased, whereas PAS positive cells slightly
diminished, although these changes were not statistical
significantive as compared with those observed in normal
pregnant rabbits. b) In the itsmo the number of PAS positive

stained cells increased, while that of PAS negative cells



decreased however, but these differences were not statistical
significantive as compared with normal pregnant animals. In
the uterus both RU-486 and 5 alpha NET reduced  50% the
proportion endometrium/ stroma 5 alpha and RU-486 also
significantly diminished the mitotic index in the glandular
uterine tissue, but not the apoptotic index.
Immunohistochemical studies showed that RU-486 and
5 alpha NET reduced uteroglobin content and produced a down
regulation of progesterone receptor .

The overall results suggest that 5 alpha NET exerts
antiimplantation and antiprogestational effects at the
morphological 1level that are in line with the previous
biochemical and molecular data reported by our group, and
provide further explanation of the molecular mechanisms
involved in the post coital contraceptive action of
norethisterone.



II. INTRODUCCION, -

El crecimiento poblacional que ha experimentado la
especie humana ha sido notable a lo largo de la historia y
s6lo se ha visto detenido gracias a sequias, guerras,
epidemias y desastres naturales.

Todo el florecimiento y desarrollo tecnolégico alcanzado
por el hombre propicié que a mediados del siglo pasado la
humanidad llegara a 1,000 millones de individuos; para 1930,
tan sOlo 80 aflos mas tarde la poblacidn se duplicdé a 2,000
millones. Lo anterior demuestra indudablemente entre otras
cosas un incremento en el promedio de vida del ser humano;
para 1961 (30 afios después) se alcanzaria el tercer milenio
de millones y el cuarto milenio se alcanzd en la mitad del
tiempo anterior (es decir en 15 afios). Actualmente, 1la
poblacidén mundial aumenta a un ritmo de 175,000 personas por
dia (Pasapera y Gutiérrez-Sagal, 1989), por lo que de acuerdo
con algunas predicciones en el inicio del siglo XXI existirén
7,000 millones de seres humanos. y entre la segunda y tercera
década se logrard la cifra récord de 8,000 millones de
habitantes (Warshofsky,1974)

Por todo lo anterior, sin duda alguna, uno de los retos
y preocupaciones de ésta y las futuras generaciones es el
crecimiento acelerado de la poblacidén humana, ya que este
fendémeno limita y disminuye 1la disponibilidad esencial de
espacio, alimento y satisfactores minimos de los individuos.

El problema del control natal no es exclusivo de nuestra
especie, ya que en algunos animales domésticos (como los
perros y gatos ) asi como con otras especies se han
convertido en fauna nociva, precisamente por su
sobrepoblacién , por lo que representan no s6lo un
hacinamiento sino también un importante riesgo de salud
piblica, de tal forma que todos log esfuerzos encaminados al
estudio de métodos contragestacionales y de regulacién de la
natalidad son de primordial importancia para poder afrontar
los retos que el futuro inmediato nos plantea.



El complejo proceso reproductivo presenta diversas
oportunidades y niveles de intervencidn, que van desde la
obtencién de 1los gametos hasta la implantacién del &vulo
fecundado en la pared uterina y su normal manutencidn en este
sitio.

Una de las estrategias mas eficaces y mayormente
empleadas consisten en la regulacién hormonal de la
fertilidad mediante el empleo de miltiples compuestos
gintéticos de naturaleza esteroide con gran actividad
biolégica de diversa indole, como sgon log efectos
estrogénicos y progestacionales; estos compuestos  han
permitido implementar diversas estrategias de terapia
hormonal anticonceptiva que se emplean cada dia con mejores
resultados y con un gran margen de sequridad, abatiendo
riesgos y efectos indeseables. En la actualidad el estudio de
progestinas y estrdgenos sintéticos constituyen un pilar
preponderante en la investigacidén biomédica, que permite
diseflar nuevos métodos de planificacién asi como optimizar
log ya existentes. Igualmente el estudio de procedimientos
contragestacionales postcoito ocupan un sitio relevante en la
investigacién biomédica en este campo (Diaz y col.,1982).

Dentro de los esteroides sintéticos con 1los que se
cuenta en la actualidad destacan las progestinas; las que se
clasifican en dos grupos de acuerdo a su composicién
bioquimica: a) los derivados de 1la 17 alfa-hidroxi-
progesterona como son: los acetatos de clormadinona y de
medroxiprogesterona Yy b) los derivados de la 19-nor
testosterona entre los que encontramos a la noretisterona,
noretinodrel y el levonorgestrel. Dentro de este 0ltimo grupo
se encuentran los compuestos mds frecuentemente empleados vy
de ellos un lugar relevante lo ocupa la noretisterona (NET)
que se emplea en diversas presentaciones anticonceptivas
(inyecciones, comprimidos, en dispositivos intrauterinos
medicados, implantes subdérmicos, anillos vaginales, entre
otros). A pesar de haber sido la primera progestina sintética

utilizada con éxito en la c¢linica su mecanismo de accidén a



nivel molecular y celular no se comprende ain del todo, por
lo que actualmente las investigaciones encaminadas a su

completa dilucidacién son de gran importancia. (Rudel y col.
1965) .



ITI. ANTECEDENTES GENERALES.

1. RECEPTOR A PROGESTERONA (RP).

1.1 MECANISMO DE ACCION DE LAS HORMONAS ESTEROIDES.

En 1968, fué ptropuesto de manera independiente por
Gorski et, al. (Gorski, 1968) y por Jensen et, al., (Jensen,
1968) el "modelo de las dos etapas", en el cual se plantea
que las hormonas esteroides se introducen a la célula por
difusién simple y posteriormente se unen a un receptor
citosdlico especifico. Una vez ocurrido esto, el complejo
hormona-receptor es translocado al nicleo por un proceso de
activacidén dependiente de temperatura; dicha activacién es
inferida a partir de un cambio en el coeficiente de
sedimentacién. En este modelo los receptores citosdlicos
pueden encontrarse unidos al esteroide o bien libres de éste;
este modelo planteaba que los receptores en el nicleo
lUnicamente estaban unidos a la hormona.

Sonnenschein (1976) observd posteriormente que en el
nicleo existian receptores libres (no unidos al esteroide),
tanto en células normales como tumorales. En estosgs estudios
gse procurd evitar la contaminacidén del nidcleo con receptores
citos6licos; y por diversos estudios fisicoquimicos se
concluyd que el tipo de receptores estudiados correspondian
" a los no unidos al esteroide. ‘

En experimentos autorradiogrdficos realizados en tlteros
de ratas, se ha observado que el estradiol tritiado se
localiza en el nicleo de las células después de un corto
periodo de incubacién in vitro a bajas temperaturas,
condiciones que minimizan la traslocacién de los complejos
hormona-receptor a partir del citoplasma (Sheridan, 1979).
Estas observaciones han llevado a plantear un modelo en el
que los receptores libres pueden existir en un estado de
equilibrio entre el citoplasma y el nicleo (Clarck,1984),
este equilibrio es reversible y rapido. Segin el modelo no
existe barrera para la transferencia del receptor a través de
la envoltura nuclear. La ocupacién del receptor por la

hormona cambia el equilibrio de tal manera que se favorece su



interaccidn con diversos componentes del ndcleo por lo que no
se encuentran libres en la fase soluble.

Welshons vy colaboradores en 1984 describieron un
novedoso procedimiento empleando citocalasina B, mediante el
cual se induce la enucleacidn celular, por lo que se pueden
obtener fracciones del citoplasma y el nicleo por separado,
tanto de células normales como tumorales. Se ha observado que
las fracciones citopldsmicas contienen poca actividad de
unién a los estrbégenos y la mayor parte de los receptores
libres estadn en la fraccidén nuclear, por lo que los autores
proponen que en las células intactas no hay translocacién de
receptores como parte de la respuesta esteroidal (Welshons y
col., 1984), o bien existe un incremento en la afinidad del
receptor por los elementos nucleares.

Las diferencias en la localizacién subcelular de
distintas especies de receptores se explica por variaciones
en la afinidad del receptor por los componentes nucleares y
porque es una propiedad molecular de cada proteina de un
receptor dado. La transformacién de 'un receptor al ser
ocupado por la hormona produce un aumento en la afinidad de
este por regiones especificas de la cromatina, por lo tanto
tiene una distribucién intracelular diferente. Este cambio en
afinidad induce 1los efectos genéticos wmediados por el
receptor,

El uso de anticuerpos monoclonales por técnicas
inmunohistoquimicas para el receptor a estrbgenos (King vy
Greene, 1984), progesterona (Perrot-Applanat y col. 1985)
entre otros, demuestra su localizacién confinada dnicamente
al nicleo de células de tejidos sensibles a estas hormonas
(como son el tdtero, tubas uterinas, cuerpo luteo, glandula
mamaria y pituitaria entre otros), por lo que se ha planteado
el modelo nuclear. '

El primer receptor altamente purificado y que mostrd
unién con el DNA fué el de los glucocorticoides (RG) y su
interaccién con el genoma nuclear pudo visualizarse con el
microscopio electrénico (Darnell,1989); experimentos con



DNAasa han mostrado que el complejo hormona-receptor se unen
en 4 a 6 sitios en una regidén que va de 84 a 305 nucledtidos
rio arriba a partir del sitio inicial de la transcripcién
(Darnell, 1989).

En la actualidad se conocen los sitios de unién del
complejo hormona-receptor con el DNA; dichas regiones
aceptoras se les denomina elementos de respuesta hormonal,
las cuales son diferentes para cada hormona, asi se ha
identificado la constitucidén de estos elementos especificos
de la progesterona en el humano (Lieberman y col., 1993);
tienen una longitud aproximada de 15 pares de bases y exhiben
una simetria especifica (aunque las repeticiones invertidas
- son imperfectas), esto sugiere que los receptores pudieran
unirse como dimeros.

En la actualidad se ha planteado que la hormona difunde
libremente a través de la membrana entrando a la célula por
difusidén. El receptor hormonal se encuentra acomplejado con
un inhibidor el cual se desplaza después de la interaccidn:
hormona-receptor (Darnell, 1989).

Un dimero del receptor, se acopla a la hormona y se une
a los elementos de respuesta hormonal, activando la
transcripcién de los genes dependientes de esta regidn; esta
unién puede favorecer la expresién génica (Diaz-Zagoya vy
Juarez-Oropeza, 1987; Darnell, 1989).

En resumen podemos sintetizar los principales eventos de
la siguiente manera: las hormonas circulan en la sangre, ya
sea libres o como complejos con proteinas presentes en el
plasma, las hormonas se difunden dentro y fuera de las
células y son retenidas Unicamente por las células blanco en
complejos con proteinas intranucleares llamados receptores,
formando el complejo hormona receptor (H-R), posteriormente
el receptor se vuelve mas pequefio (de 8s a 4s) y se separan
las proteinas hsp 90 ("heat shock protein" P.M. 90,000) y p
59 que estdn presentes en forma heterooligomérica (el
"inhibidor " para Darnell, 1989) (Green and Chambon, 1988;
Beato, 1989), esta transformacidén permite aumentar su



afinidad por los elementos reguladores del ADN, a través de
su dominio de unidén.Antes de la unién a la hormona el
receptor no tiene afinidad por 1la cromatina ya que su
conformacidén unicamente le permite tener alta afinidad por su
ligando especifico. Una vez que el complejo H-R se une al
DNA, sgse provoca un cambio en la conformacién de la cromatina
con lo que se modifica el acceso de los factores de la
transcripcién de manera positiva para que se active la
transcripcién (Tsai y col. 1989),en el caso del receptor a
glucocorticoides ge ha demostrado que se altera la estructura
de la cromatina en particular la regién que contiene sus
elementos de respuesta especificos a nivel de la regidn del
promotor (Pasapera, 1994).Los factores de transcripcién son
diferentes desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo
" dependiendo del tipo celular al que correspondan, en todo los
casogs son factores limitantes para la actividad - que los
receptores puedan desencadenar al unirge al DNA; de esta
manera los receptores se convierten en activadores
transcripcionales que pueden interactuar con otros factores
de transcripcién con lo que se ensambla todo el complejo
molecular necesario para el inicio de la transcripcidn de un
gen que contienen dentro de sus secuencias aledafias al
promotor elementos de respuesta especificos a los receptores
en cuestidén (Tsai y col. 1988).

1.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS RECEPTORES A
HORMONAS ESTEROIDES Y SU REGULACION:

Los receptores a hormonas esteroides son una variedad de
receptores nucleares que pertenecen a una familia de
proteinas que actuan como factores de transcripcién y que se
activan por el ligando; estos receptores se han implicado con
un gran nimero de procesos fisioldégicos como: diferenciacidn,
desarrollo y respuestas a estimulos hormonales (Cunha et. al,
1991, Jansan, 1991). La familia comprende a los receptores a
esteroides: progesterona, estrdgenos,
andrdégenos, glucocorticoides, mineralocorticoides' y a la

[



vitamina D; asi mismo involucra a los receptores a hormonas
tiroideas y los retinoides (Evans,1988; Beato, 1989; Jensen,
1991; Lazar, 1993; Giguere, 1994); en esta familia se
incluyen también un grupo de receptores para los cuales no se
ha identificado alin ningin ligando fisioldgico por lo que se
les ha denominado genericamente como receptores "huérfanos",
en este grupo esta el receptor de la dioxina, receptores
activados por los proliferadores de peroxisomas y un nimero
de factores transcripcionales (Dension y col. 1986; Hapgood y
col. 1989; Isseman y Green 1990; Dreyer y col. 1992; Zhu y
col. 1993)..

El RP en mamiferos es una fosfoproteina, con un peso
molecular de 100,000 daltons, en su composicidén no
participan, carbohidratos, lipidos ni dcidos nucleicos ya que
s6lo es digeridos por enzimas proteoliticas y no son
sengsibles a la expogicidn de DNAasa y RNAasa. Las moléculas
son termoldbiles y aparentemente no presentan actividad
enzimdtica (aunque se ha sugerido wuna cierta actividad
gsimilar al de una cinasa). En los mamiferos el RP corresponde
a un oligbémero, a diferencia de las aves en el cual estd
formada por dos subunidades (de 79,000 y 108,000 daltons). Es
factible disociar el receptor a progesterona de los mamiferos
aumentando la fuerza'iénica del medio, a pesar de no estar
formada por subunidades. En humanos se han descrito dos
igsoformas (A y B) del RP (Vegeto y col. 1993).

Presenta alrededor de 800 aminodcidos que pueden
dividirse en tres distintos dominios: a) en el extremo amino
terminal es la porcidén menos conservada entre la familia de
receptores, presenta algunas caracteristicas antigénicas que
permiten su identificacidén inmunoldgica, esta regidén también
es activa en la transcripcién de genes (Groyer-Picard vy
col.,1990); b) el dominio de la porcidén central que presenta
una estructura parecida a "dedos de =zinc",que implica el
reconocimiento de los elelemtos de respuesta hormonal del ADN
funcionan como potenciadores (o "enhancers") de la

transcripcién de los genes regulados hormonalmente por el



esteroide y c¢) un dominio en el extremo carboxilo terminal
por el cual se une a la hormona, esta porcidén también se une
a algunas otras proteinas como las de choque térmico, ademds
cumple funciones de: dimerizacidén y actividad transactivadora
ligando-dependiente.

El mecanismo de activacion del receptor por el ligando
se realiza en varias etapas: unién de la hormona a su
receptor especifico, translocacidén nuclear (que no se lleva a
cabo en todos los miembros de la familia de receptores), la
dimerizacidén, la fosforilacidén y por iltimo la unién al ADN.

La activacidén del receptor involucra cambios en la
molécula del receptor, posiblemente c¢omo resultado de la
fosforilacidén del receptor (Denner, 1990). Otra forma de
explicar la funcidén de los receptores indica que en estado
inactivo una proteina inhibidora bloquea el dominio donde se
une al ADN. La unién de la hormona al receptor causa la
disociacién de esta proteina inhibidora y por 1lo tanto
ocasiona la activacién del receptor. La proteina inhibidora
al parecer corresponde a un grupo de 90,000 daltons que
corresponde al grupo de proteinas del choque térmico (Schuh,
1985; Pratt, W.B.,1987; Alberts, 1989).

La unién del complejo esteroide-receptor a sitios
aceptores nucleares, resulta en la alteracién de la
transcripcidn genética. La progesterona regula el nivel de la
transcripcién del gen de uteroglobina en el endometrio de la
coneja (Loosfelt y col., 1981; Cerbén y col..1990a; Cerbdn y
col 1991). Se ha estudiado la interaccidn que se establece
del receptor con el dgene de uteroglobina mediante el empleo
de enzimas de vrestriccién y se han observada contactos
principalmente en la regidén del promotor (Atger y col., 1983)
que corresponde a un fragmento que abarca desde el nucledtido
-395 al +14 . Se desconoce si los sitios de alta afinidad del
receptor con el DNA, estan involucrados con la regulacién del
la expresién del gene de UTG. ,

Se han observado gran cantidad de RE y RP en diversas

circunstancias en las que predominan los estrdgenos como son:



aplicacién directa de 17f estradiol (178-E2) (Brenner and
West, 1975), o durante la fase folicular del ciclo menstrual
(Bouchard y col. 1988) , o bien en una coneja en estro
(Hegele-Hartung y col. 1992) como resultado de la expresién
de los genes que codifican para estas proteinas; cuando se
aplica progesterona (o compuestos con actividad similar)
disminuyen los RP, mecanismo conocido como "regulacién a la
baja" (down regulation), que se refiere a la disminucién de
la sensibilidad del o6rgano blanco ante niveles hormonales
elevados de un agonista, lo inverso ocurre con bajos niveles
del agonista, asi la "regulacién a la alta" (up regulation )
tiene por objeto incrementar la sensibilidad de las células
blanco en el tejido al contar con un mayor nimero de
receptores (Ruckebusch y col. 1991); molecularmente la "down
regulation" se explica por la sintesis de enzimas que
degradan al receptor a progesterona, Yy que son expresadas
gracias al efecto progestacional. (Ruckebusch y col., 1991).

Se han llevado a cabo diversos estudios
inmunohistoquimicos de losg receptores (RE y RP) en el dtero
(Bouchard, y co0l.1988; Garcia E., 1988; Bouchard y col. 1991;
y Hegele-Hartung,1992; Dunselam y col., 1992) y la vagina de
distintas especies (Perrot-Applanat y col.,1985) a fin de
determinar su participacién fisioldégica en estos drganos.

Se ha realizado la localizacién de los RE y RP en
células de la granulosa ( de foliculos y cuerpo ldteo) en el
ovario de la coneja, con diversos tratamientos hormonales
(Iwai y col., 1990); Cuando se elevan los niveles de LH (o
progesterona en el ovario de la mujer ) no pueden detectarse
los RE y aparecen RP, persistiendo éstos en las células de la
granulosa luteinizadas (Iwai,1990; Iwai,1991). Los receptores
localizados en las tecas no presentan variaciones aparentes
(Iwai,1990).

En las tubas uterinas de la coneja también se han
monitoreado a los RE y RP, encontridndose una regulacién
distinta en el Ampula y el istmo (Hyde y col., 1989); cuando

se administra 17 fR-E2 aumenta el nimero de RP en el



conjuntivo y misculo del &ampula; y se incrementa igualmente

los RP en el epitelio del istmo en ausencia del E2 (Hyde y
col., 1989).

2. UTEROGLOBINA,

La identificacién de los componentes macromoleculares de
las secreciones uterinas y oviductales, s6lo fué posible
hasta el desarrollo de técnicas especializadas que
permitieron una identificacidén y separacidén de los elementos
proteinicos de estas secreciones (Lippes y col. 1981).

La uteroglobina (UTG), también 1llamada blastocinina
(Kirshnan and Daniel, 1967) es una proteina pequefia
identificada inicialménte como el mayor componente en la
secrecidén uterina (del 40 al 60% de las proteinas totales del
fluido uterino) de conejas durante las primeras etapas de la
gestacidn,

La secrecién de UTG se realiza en las células
epiteliales y con mayor preferencia en las glandulares;
aunque mediante hibridizacién in_gitu se ha comprobado su
ARNm en practicamente todas las células epiteliales; lo cual
sugiere un mecanismo de regulacién postranscripcional para
que finalmente se secrete (Warembourg y col., 1986).

Esta proteina ha sido objeto de numerosos estudios ya
que se ha probado su utilidad como un excelente marcador de
accién progestacional en el Gtero de algunos mamiferos (Kopu
y col., 1981; Loosfelt y col.,1981), ya que su secrecidn es
estimulada por progesterona (P4) (Fridlasky and Milgrom,
1976) . Otros estudios han demostrado que la progesterona no
es la Gnica hormona que estimula la secrecidén de UTG sino que
los estrdégenos tienen efectos especificos sobre la sintesis
de UTG y su RNAm; asi mismo se ha identificado la presencia
de una proteina idéntica a la UTG en otros tejidos como son:
las tubas uterinas (oviducto), el blastocisto y el pulmén
donde su sintesis se expresa en forma constitutiva (Kay and
Flegelson,1974; Kirchner, 1976) . Debido a que algunos

investigadores han propuesto que la UTG ejerce un efecto



sobre el blastocisto y facilita su implantacién se le ha
denominado "blastocinina". La secrecién de UTG en la coneja
es detectable al tercer dia de la gestacidén, presenta un pico
alrededor del cuarto y quinto dia disminuyendo drasticamente
al décimo dia, se mantiene en niveles muy bajos durante el
resto de la gestacién (Miele y co0l.1987), pese a que esta
proteina es dependiente de la accidén de P4 los niveles
séricos mas elevados de esta hormona se observan entre los
dias 12 y 15 tanto en animales gestantes como seudogestantes
(Challis y col. 1973; Browning y col. 1980). La implantacién
en la coneja se presenta en promedio en el dia 7 (Hafez,
1980; Tolosa y Ochoa,l1984), resulta muy interesante su
coincidencia con los altos niveles de UTG observados en la
secrecién uterina en esta etapa y por lo tanto se han
propuestos diversos mecanismos de accién de la UTG, entre
ellos: la interaccién con antigenos de histocompatibilidad
del blastocisto para prevenir el rechazo por linfocitos
maternos, asi como la inhibicién de proteasas (Beler, 1968;
Kirchner 1976; Miele y col. 1987).

Se ha demostrado la presencia de UTG en el fluildo
seminal, en el Aarbol bronquial, en los neumocitos tipo II de
los alveolos pulmonares (Guy y col. 1992) y en el tracto
digestivo por los que no es exclusiva de un determinado sexo;
igualmente por estudios inmunohistoquimicos se concluye que
en todos los odrganos que secretan UTG siempre es producida
Gnicamente por células epiteliales.

La UTG tiene gran capacidad para unirse a la P4 (Beato
and Beier 1975; Fridlansky and Milgrom, 1976; Dannhorn and
Kirchner,1990), pero tiene poca capacidad para interaccionar
con las progestinas sintéticas.

Algunas investigaciones en mujeres (Wolf D.P. and Luigi
M. 1975; Cowan y Col. 1986) han demostrado “la presencia de
glucoproteinas PAS + secretadas en las etapas secretoras del
ciclo menstrual (Sylvan et. al., 1981) dichas proteinas no
estan presentes en el suero; se ha identificado una proteina

con caracteristicas inmunologicas y electroforéticas
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similares a la UTG en el fluido uterino de las mujeres; sgin
embargo existen muchas controversias al respecto (Voss and
Beato, 1977), por lo anterior la UTG uterina no se ha podido
demostrar fehacientemente en otros mamiferos ajenos al orden

Lagomorpha

2.1 ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS:

La molécula de UTG tiene un peso molecular de 16 Kd,
estd formada por dos subunidades de 70 aminodcidos cada una,
unidas por dos puentes disulfuro, que pueden estar en un
estado oxidado o reducido, dnicamente en esta dltima forma es
capaz de interaccionar con la P4.

Se ha podido cristalizar en varias formas y se ha
estudiado mediante difraccién con rayos X obteniéndose una
regolucién de 1.34 A (Warembourg y col., 1986). Se ha
observado la presencia de una cavidad hidrofdébica que actia
como sitio de unidn con la P4,

El RNAm de la UTG ha sido aislado y purificado a partir
del endometrio uterino de conejas. El gen contiene
aproximadamente 600 nucledtidos, de los cuales sdlo 273 son
necesarios para la codificacidén de los 91 aminodcidos de una
de las subunidades de la preuteroglobina, un péptido mas
grande que la subunidad madura de la UTG.

Se ha sintetizado también el cDNA de la UTG el cual
hibridiza con el RNAm puro (Warembourg y col., 1986).

2.2 REGULACION ENDOCRINA DEL ENDOMETRIO:

Cuando se inyecta P4 sola o después de un tratamiento
previo con estrdgenos, se produce un incremento discreto en
la secrecidédn de UTG, esto se conoce como estimulo primario;
la cantidad minima producida ocasionada por el estimulo
primario se ha estudiado en otros sistemas como son el de la
vitelogenina y proteinas de la clara de huevo por los
estrégenos, la explicacidén que se ha dado a este fendmenos es
que se produce inicialmente una diferenciacién celular vy

estas células son las responsables de la secrecidén primaria



(en bajas cantidades); una segunda estimulacién actida sobre
las células recién desarrolladas, 1las cuales responden
secretando la proteina especifica en grandes cantidades. En
el caso de UTG el comportamiento secretor es similar al
descrito, sin embargo se sabe que la primera inyeccidn con P4
provoca un incremento en el nimero de células en el
endometrio {con o sin tratamiento previo con estrégenos); por
lo que no es necesario un proceso de diferenciacidn celular.

Diversos experimentos indican que la expresién del gen
de UTG en el endometrio de conejas adultas estda regido
probablemente por un control hormonal dual ejercido por el
estradiol (E2) y P4 a través de sus receptores (Miele y col.,
1987) . Experimentos llevados por el grupo de Milgrom
utilizando conejas inmaduras {(Loosfelt et. al.,1981) han
demostrado un incremento en el efecto de P4 sobre el RNAm de
UTG con dosis moderadas de E2. Sin embargo cuando se aplica
en grandes cantidades el estradiol conjuntamente con la P4,
incrementa los niveles de UTG, pero este aumento no fué
proporcional con los niveles del RNAm correspondiente, por lo
que se podria pensar en un efecto postranscripcional de la
P4 y que las dosis elevadas de estradiol (E2) con P4 inhibe
este efecto postranscripcional. Otros investigadores reportan
que el E2 inhiben el efecto estimulador de P4 sobre la
transcripcidn del RNAm de UTG en el endometrio de conejas
adultas; esta heterogeneidad de resultados pueden ger
atribuidos a la utilizacidén de animales adultos y preplberes
asi como a las técnicas empleadas por cada uno de ellos.

2.3 LA UTEROGLOBINA EN OTROS TEJIDOS:

Se han descrito en diversos tejidos distintos al
endometrio uterino la presencia de proteinas con
caracteristicas similares al de la UTG, entre los tejidos en
los cuales se han identificado dichas proteinas se encuentra
el tracto respiratorio, asi como porciones del sistema
digestivo de conejos de ambos sexos. Esto indica que en el

conejo la secrecidn de esta proteina (o proteinas similares a



ella ) cumple diversas funciones que van mas allad de las que
se han postulado para el inicio de la gestacién, muchas de
estas funciones estan aln por ser dilucidadas asi como 1la
forma especifica en la cual se regula su secrecidén ya que
existen tejidos en los cuales la secrecién es constante
(constitutiva).

En el oviducto la sintesis de UTG es estimulada en forma
moderada por el E2 ya que la P4 es totalmente ineficaz
(Goswami and Feigelson, 1974). Aunque otros autores atribuyen
~a este dérgano una gecrecidn constitutiva (Miele y col. 1987).

La UTG ha sido identificada en el tejido pulmonar como
una proteina secretada con el fluido traqueo-bronquial vy
secretada por los neumocitos tipo II donde pudiera cumplir
funciones de surfactante, para evitar el colapso alveolar
durante la espiracidén (Guy y col, 1992), sus caracteristicas
moleculares son aparentemente muy similares a las de su
contraparte uterina, segln lo demuestran estudios
inmunolégicos y fisicoquimicos. De manera similar por
procedimientos de cinética de hibridizacidén ha demostrado que
el ARNm encontrado en el pulmén y el uterino son
practicamente indistinguible en cuanto a su secuencia vy
tamafio; sin embargo su secrecidén es completamente autdnoma a
la estimulacién de hormonas esteroides ovéricas; por el
contrario los glucocorticoides estimulan la  secrecidn
pulmonar de UTG alrededor de tres veces (Torkkeli y col.
1978), este efecto parece ser postranscripcional ya que el
aumento de la secrecidén no va aunado a una modificacién en el
nivel del RNAm.

Un aspecto interesante es sin duda el hecho de que los
niveles basales de la secrecién de UTG por parte del pulmén
gse modifican a lo largo de la vida de la coneja, ya que
ocurre un incremento dos veces mayor después de la pubertad y
se ha responsabilizadé al control de la maduracién del tejido
pulmonar por efecto de los glucocorticoides.

A pesar de que no se ha observado control regulador de

la UTG pulmonar por parte de la progesterona se han



identificado receptores para esta hormona (Camacho-Arroyo vy
col. 1994), en cambio ha quedado demostrada la regulacidén de
UTG por medio de los glucocorticoides; sin embargo no se
conoce con presicién la funcidén de la UTG en el pulmén.

La secrecidn de UTG por el tracto digestivo al igual que
la producida por conductos genitales del tracto reproductor
masculino de los conejos no ha sido estudiada (Miele y col.,
1987) .

3. LA NORETISTERONA (NET) Y SUS METABOLITOS.

La NET es un esteroide sintético que se deriva
quimicamente de la testosterona en la que se le han efectuado
dos modificaciones consistentes en la pérdida de un metilo
- angular en el C 19 (por lo que se convierte en un derivado de
la 19 nor) y la incorporacién de un grupo etinilo en C 17,
con ordenacidén alfa por lo que su férmula quimica esg :17 alfa
-etinil-17 beta hidroxi -4-estrene-3 ona (Pérez- Palacios y
col. 1991); con estas modificaciones plerde la actividad
androgénica y adopta actividad progestacional.

Este compuesto se ha empleado como anticonceptivo, ya
que ademds de tener actividad progestacional es capaz de
inhibir la ovulacién al evitar la liberacidén ciclica de
gonadotropinas hipofisiarias. Por otro lado posee un efecto
directo sobre el endometrio, debido a que durante la terapia
con este compuesto se origina un desequilibrio en los niveles
hormonales de estrdgenos-progesterona, en consecuencia se
afecta el crecimiento y maduracién iddénea del endometrio
(Goodman y Gilman, 1988).

3.1.~-EFECTOS HORMONALES.

En experimentos realizados en.mujeres postmenopalsicas
se ha demostrado que la NET tiene un efecto
antigonadotrdépico, pues inhibe la liberacién de LH y FSH, sin
necesidad aparente de la participacién del receptor a
progesterona; lo anterior plantea que el mecanismo por el

cual la NET tiene un efecto antigonadotrdpico es diferente al



de la progesterona. Entre las hipdtesis que se han propuesto
para explicar esto destaca que 1la NET pudiera emplear el
receptor a estrdgenos para mediar sus acciones. La NET es
incapaz per se de unirse al receptor a estrdgenos, sin
embargo, en tejidos como hipotdlamo, hipéfisis anterior vy
préstata ventral de rata es capaz de biotransformarse en un
metabolito, el 33 -5a-tetrahidronoretisterona (3R 5a NET)
(Larrea, et.al.,1987) y éste interactla con el receptor a
estrégenos. Asi pues, la actividad estrogénica de la 3B-5a-
NET se ha comprobado ya que acelera la pubertad en roedores e
induce la sgintesis del receptor a progesterona (fendémeno
estrégeno regulado) (Pérez-Palacios y col. 1991).

El oviducto es un 6rgano en el cual la poblacidén celular
del epitelio varia de manera predecible a lo largo del ciclo
estral debido a la inlfluencia de hormonas esteroides de
origen ovarico, predominando las c¢élulas secretoras (no
ciliadas) en las etapas luteinicas, la cual esta determinada
por la accidén de P4 tras que las células no secretoras (PAS -
) muchas de 1llas c¢iliadas predominan en las etapas
foliculares o estrogénicas del ciclo estral, proceso conocido
con el nombre de ciliogénesis (Patek, 1974; Brenner and West,
1975 ; Fawcett, 1989). El estudio de la predominancia de
estas poblaciones celulares permite inferir algunos efectos
hormonales sobre este organo ; debido a que se desconoce si
log metabolitos reducidos de la NET tienen efectos
egpecificos sobre las tubas uterinas , es decir si los
oviductos son érgano blanco de estos compuestos se considerd
conveniente estudiarlos, a fin de dar una idea sobre sus
posibles efectos. Para lo anterior se consideraron dos areas:
el infundibulo-ampula y el istmo ; el infundibulo y el &mpula
ge consideraron como una misma porcién ya que desde el punto

de vista morfolégico son practicamente indistinguibles.
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3.2. INTERACCION DE LOS METABOLITOS DE LA NET CON LOS
RECEPTORES INTRACELUL-ARES DE HORMONAS ESTEROIDES.

Las modificaciones estructurales efectuados en las
moléculas de las progestinas sintéticas pueden generar
efectos maybres que la hormona nativa, esto se puede explicar
debido a que los cambios en la molécula modifican el
catabolismo normal del compuesto por lo que se incrementa su
vida media en el plasma, asi como su actividad biolégica, o
bien incrementa su afinidad por su receptor putativo. S8in
embargo cuando actda en el O&rgano blanco pueden formarse
metabolitos que interactlan con receptores diferentes, lo que
explica el hecho de que un esteroide sintético presente
efectos hormonales sinérgicos, agonistas o antihormonales
(Cerbdén y col. 1990a ).

Los metabolitos de la NET son: la 50
dihidronoretisterona (50.-NET) , la 3R-5u
tetrahidronoretisterona (3f3-5u NET).

La 50 NET presenta una afinidad por el receptor a
progesterona (RP) relativamente alta (Ki=2.6X10"7 M), sin
embargo no es tan grande como el de la NET; estos estudios
comparativos se lograron utilizando ratas ovariectomizadas
tratadas con estrdégenos (E2), en las que se realizd pruebas
de desplazamiento con ORG-2058 una progestina de alta
afinidad. (Pérez-Palacios y col. 1991).

La 50 NET interactda también con el receptor para
andrégenos, de hecho es un competidor potente del sitio
activo del receptor; estudios de andlisis de desplazamiento
para andrdgenos en ratas machos castrados han demostrado que
la NET también interacciona con estos receptores pero con una
potencia inferior.(Loza y col. 1988; Pérez-Palacios y col.
1991) .
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IT.-JUSTIFICACION E HIPOTESIS:

La uteroglobina (UTG) es una proteina sintetizada por
lag células endometriales de la coneja, constituye un buen
marcador para estudiar los mecanismos reguladores hormonales
por lo que puede utilizarse como un modelo adecuado. La
sintesis de dicha proteina es regulada por P4, asi como su
gran afinidad para'unirse a esta hormona. Por esta razdén ha
gido propuesta como un agente protector del embridn contra la
respuesta inmune e inflamatoria, asi como el dafic ocasionado
por las altas concentraciones de P4 presentes al momento de
la implantacién del blastocisto. E1 hecho de qde ciertos
agentes antiprogestacionales inhiban la sintegis de esta
proteina en esgta especie, permite el estudio de agentes
reguladores de la fertilidad principalmente respecto a su
mecanismo de accién. Los hallazgos experimentales sugieren
que la 50 NET pudiera tener un efecto antiprogestacional, por
lo que se  requiere determinar por procedimientos
inmunchistoquimicos la presencia in situ de la UTG en el
Utero , pues su secrecidén es regulada directamente por la P4
en el endometrio de la coneja(Bowers, 1958; Krishnan,1967,
Krichner,1967); .por otro lado resulta necesario realizar un
egstudio histolégico del endometrio y de algunos érganos del
aparato reproductor de la coneja, con el fin de correlacionar
sus caracteristicas con el estudio inmunohistoquimico de los
RP a progesterona en el endometrio, para permitir inferir el
efecto antiprogestacional de los metabolitos de la NET,
comparado con el efecto ya conocido de RU-486.

El advenimiento de agentes con actividad
antiprogestacional y contragestacional ha marcado una nueva
era en el desarrollo de estrategias en la regulacién de la
fertilidad en el humano y ciertas especies de animales

domésticos. La posibilidad de contar con agentes
anticonceptivos (como seria el caso de agentes
antiprogestacionales) poscoito de alta efectividad vy

seguridad afiade una nueva dimensién en la endocrinologia

molecular, gue contribuird sin duda alguna a alcanzar algunas
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metas deseadas en salud reproductiva; asi como dar una nueva
visién sobre la interrupcién temprana del embarazo. Esta area
de la investigacién cientifica ampliard el panorama del
mecanismo de accién hormonal a nivel gendémico, asi como sus
consecuencias morfoldgicas y funcionales, permitiendo el
desarrollo de nuevos agentes farmacoldgicos para la
regulacidén de la fertilidad.

HIPOTESIS:

Los productos de conversién de la Noretisterona (NET),
reducidos en su anillo A, se unen especificamente a sitios de
alta afinidad de los RP, por lo que es capaz de alterar la
expresién del gen progesterona-regulado de UTG., Se propone a
la 50 NET como un inhibidor de la sintesis endometrial de
UTG. Esta actividad antiprogestacional puede inferirse a
travéé del estudio histolégico e 'inmunohistoquimico de los
animales tratados con 50 NET asi como sus efectos sobre la
implantacién en hembras gestantes tratadas con este
antiprogestivo.
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OBJETIVOS:

1.-Evaluar la actividad anti-ptogestacional de la 5u NET
mediante el estudio histoldégico e inmunohistoquimico de
6rganos del aparato reproductor de la coneja.

2.-Comparar los efectos anti-progestacionales de la 5u
NET con la anti-progestina sintética RU-486, por medio del
estudio histoldégico ‘e inmunohistoquimico de 6érganos del
aparato reproductor de la coneja.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES:

Se utilizaron conejas Nueva Zelanda, adultas de 3.5 -
4.5 Kg de peso; los animales se mantuvieron en condiciones
convencionales de bioterio y alimentacién ad. libitum con
alimento comercial (Purina Chow) y se alojaron en Jjaulas
individuales.

Los animales se cruzaron con sementales probados; el dia
de la cruza se designdé como dia 0 y al dia siguiente (dia 1
de 1la gestacién) sge inicid el tratamiento mediante 1la
inyeccidén subcutdnea del esteroide o bien del vehiculo

(propilenglicol) segiin el caso.

2. ESTEROIDES: '

La NET fué proporcionada por Shering Mexicana S.A.
(México). La 50 NET se sintetizé por reduccién de la NET por
litio en amoniaco como fué descrito por Bowers (Bowers,1958).
La pureza quimica de la NET y sus derivados se corrobordé por
gu punto de fusidn y su comportamiento en el andlisis de
cromatografia liquida de alta presidén, asi como por su
andlisis espectrométrico de resonancia magnética nuclear
(still,w.C. 1978) realizado por el Dr. Garcia de la Mora en
la Facultad de Quimica de la U.N.A.M.

El RU-486 se obtuvo de Russell-Uclaf (Paris, Francia).

El estradiol provino de Steraloids (Pauling, N.Y.).

3. EXPERIMENTOS Y TRATAMIENTOS REALIZADOS

Experimento 1:

Conejas adultas gestantes se divieron en grupos (n=3) vy
ge trataron mediante inyeccidén subcuténea a partir del dia 1
(dia posterior a la cruza ) con dosis crecientes de 5a-NET,
estas dosis fueron: 0.5 mg/Kg, 1 mg/Kg,1.5 mg/Kg, 2.5 mg/Kg y
5 mg/Kg. Este experimento tuvo como finalidad evaluar la
dosis minima efectiva de la progeétina sintética.
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Se tomaron muestras de: ovarios, oviductos y udtero, se
fijaron para su estudio histolégico y en algunos casos Gteros
de animales tratados con 1 y 1.5 mg/Kg para su estudio
inmunohistoquimico.

Experimento 2:

Conejas adultas gestantes se dividieron en grupos (n=3)
y se inyectaron diariamente a partir del primer dia de 1la
gestacién por via subcutdnea de acuerdo con el siguiente

protocolo:

GRUPO TRATAMIENTO
I 5 NET 1.5 mg/Kg
11 500 NET 1 wmg/Kg
I1I RU-486 1lmg/Kg
v Propilenglicol

Los animales se sacrificaron por dislocacidén cervical y
desangrado en el dia 8 de la gestacidn.

Se evaludé visualmente la existencia y el nlmero de
sitios donde ocurrid la implantacién.

Se tomaron muestras de ovarios, oviductos y dtero de los
diversos animales para su estudio histolégico e
inmunohistoquimico (el cual sblo se llevé a cabo en el itero)

Las muestras de los animales de los grupos I y II fueron
los mismos empleados en el experimento 1.

Este experimento tuvo como finalidad comparar el efecto
anti-progestacional de la 500 NET (en las dosis de 1 y 1.5
mg/Kg) con el antiprogestdgeno de referencia RU-486 (lmg/Kg)
y un grupo control de conejas gestantes (tratado con
propilenglicol).

Existe un procedimiento para verificar si las hembras
cruzadas estan efectivamente . gestantes, en este
procedimeiento se obtiene el suero de los animales y se
identifica el factor de gestacidn temprana (Early Pregnancy
Factor: EPF), por medio del ensayo de la roseta de inhibicién
(Orozco et. _al. 1986), en este andlisis el titulo de
inhibicién (RIT) de 12 indica la ausencia de la sefial de
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gestacién temprana, mientras que en las muestras con RIT 16 o
més indican la fertilizacién exitosa de los animales (Orozco
et, al. 1990). Las muestras sanguineas de nuestras conejas
fueron analizadas por este procedimeinto como parte del
trabajo doctoral de la M.en C. Ivone Castro R. y han sido vya
previamente publicadas (Castro, et, al. 1995). Se obtuvieron
titulos (RIT: rosette inhibition titer) de 28 en el dia 1, lo
que indica el hecho de una fertilizacidén exitosa, en 1los
animales no cruzados que sirvieron como control el RIT
obtenido fué de 12, lo que demuestra ausencia del EPF. Los
animales con EPF mayores a 16 , se incluyeron en el estudio.
Estos datos fueron proporcionados por la Dra. Ivone Castro y
se resumen en la tabla 3 (Castro, I. et, al 1995).

4, RECOLECCION DE TEJIDOS:

De los animales sacrificados se obtuvieron los ovarios
el oviducto y el cuerno uterino derecho, ya que el izquierdo
ge destiné a estudios bioquimicos, asi como la determinacidn
por radioinmunoandlisis (RIA) de la UTG en el fluido uterino
(datos no mostrados).

Las muestras de ovarios se analizaron exclusivamente
desde el punto de vista histoldégico por lo que se fijaron en
formol amortiguado (pH de 7.4) al 3%.

Los oviductos y dteros se destinaron tanto a estudios
histolégicos como inmunohistoquimicos por lo cual se fijaron
en una solucién de &cido picrico saturada (150 ml) con
paraformaldehido (20 g) amortiguada con solucién de fosfatos
(PBS) a pH 7.4 (solucidn de PAF) (Stefanine, 1967).

5. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

5.1 OVARIOS:

Logs ovarios fueron fijados en formol amortiguado al 3%
pH 7.4. Se procesaron rutinariamente por medio de un
histoquinette automdtico (American Optical p 800)y se
incluyeron en parafina (Paramex S.A., México).
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Las muestras fueron teflidas con hematoxilina y eosina
(H-E) con la finalidad de evaluar la presencia de cuerpos
ldteos en el parénquima de la corteza oviarica, se empled
igualemte la tincidén de &dcido Perydédico de Schiff (PAS) esta
dltima tincidén se wutilizd a fin de observar con mayor
claridad ciertas estructuras PAS + como lo son la zona
pelicida.

5.2 TUBAS UTERINAS (OVUDUCTOS) :

Log oviductos se fijaron en PAF y se destinaron a su
estudio histoldgico: ge procesaron rutinariamente mediante
histoquinette automdtico (American Optical p 800) para su
inclugidén en parafina, las muegstras se cortaron mediante un
microtomo (Spenser 820) a 5-7 pum de grosor y se utilizaron
tinciones de H-E y tincidén de P.A.S., esta Gltima permitid
determinar la proporcidn de células gecretoras
(P.A.S.positivas) y no secretoras (P.A.S. negativas) en el
epitelio de revestimiento del oviducto en dos regiones:
a)infundibulo-ampula (ya que egtasg porciones son
egencialmente idénticas desde el punto de vista histolégico)
y b) istmo.

Las muestras tefiidas con PAS se observaron en un
microscopio de campo claro "Zeiss" para cuantificar 1la
proporcidén entre células secretoras y no secretoras, un
ocular reticulo micrométrico "Zeiss 19" y el objetivo 40x. De
un campo microscdpico dividido en 25 segmentos se tomaron 10
de ellos al azar con la ayuda de una tabla de nimeros
aleatorios, siendo elegibles Ulnicamente las terminaciones del
01 al 25; ge realizaron un total de 30 conteos por cada grupo
de animales considerados en log experimentos 1, 2 (es decir,
10 por cada animal).

Las laminillas fueron cubiertas por una identificacidn
numérica y al azar, de tal forma que no se conocidé su
procedencia durante el conteo, se obtuvo la media vy
desviacidén estandar de las dos poblaciones celulares
(secretoras y no secretoras) para las dos regiones

consideradas. Para determinar la existencia de diferencias
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estadisticas se empled el procedimiento de Andlisis de
Varianza (ANDEVA) para el experimento 1 y de Tukey
(Diferencia Minima Significativa Honesta: DMSH) (Grill, 1981)
para el experimento 2.

5.3 UTERO:

Se procegaron mediante la fijacidén en PAF y se
procesaron mediante la inclusién en parafina (Technicon
Paracut), se realizaron cortes geriados de 5-7 um de grosor y
se destinaron cortes para su estudio histoldgico con
tinciones de: H.E., tricrdmica de Gomori; y cortes alternados
para el estudio inmunohistoquimico y sus controles.

Los cortes teflidos con H.E. y tricrémica de Gomori
sirvieron para analizar los cambios morfoldgicos y o
patolégicos en las muestras. ‘

5.3.1.MORFOMETRIA

Los cortes tefildos con la técnica tricrdomica también se
utilizaron para proyectar la imagen de cada laminilla sobre
papel con el empleo de un proyector (Leitz, modelo Prado 80),
con adaptador para revdlver y lentes objetivas de
microscopio. La distancia que ge establecid entre la pantalla
y la base del proyector fué de 1.40 m y el lente objetivo que
ge utilizd fue el panordmico (3.2x).

De esta manera se delimitaron por medio de un lapiz la
superficie ocupada por el limite entre el endometrio y
miometrio; el lumen de dtero y las glandulas presentes en los
cortes.

Posteriormente se realizd el estudio de su imagen
delineada sobre el papel mediante la técnica de planimetria y
se obtuvieron valores  numéricos representativos del
endometrio (restando a la superficie total el ocupado por el
lumen y las gldndulas). Asi mismo se obtuvo el valor numérico
correspondiente al de las glandulas; esos valores de
superficie (endometrio, tejido glandular ) sirvieron para
hacer la estimacién de 1la actividad antiprogestacional,
utilizando el ensayo de Mc Phail (1934), este método consiste

en medir el porcentaje del tejido glandular (G} y el estroma
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(o lamina propia del tdtero) (S). Se emplearon las siguientes
férmulas de acuerdo. con los trabajos de Low y Kurischko
{1982) .

G
K (%) =----~- (100)
G+S
Donde:
K= Relacién entre el tejido glandular y el estroma
(lLAmina propia).
G= Medida numérica que representa el tejido glandular

en la seccién microscépica

S= Medida numérica que representa el estroma.

Los valores obtenidos por este método corresponden al
ensayo de Mc Phail como sigue: K 25 % ~ ED Mc Phail 1;
K 60% ~ ED Mc Phail 4.

A partir de los valores obtenidos, se procedid a
calcular el porcentaje de inhibicidn de la transformacién del
endometrio mediante la siguiente £&6rmula (Low, Kurischko
1982) .

Kt
IE (%) = (1 - ------ 100) .
' Ks
Donde:
IE: Efecto de inhibicién de 1la transformacién del
endometrio (a mayor porcentaje mayor efecto

antiprogestacional de la substancia empleada).

Kt= Promedio K del grupo de prueba.

Kg= Promedio K del grupo control {(animal gestante
tratado con propilenglicol).

Estos cdlculos permitieron determinar el efecto y la
potencia antiprogestacional de la sustancia utilizada.

Este procedimiento wunicamente se realizdé para el
Experimento 2 , ya que con las dosis elevadas de 50-NET (2.5
y 5 mg/Kg) se observaron cambios patolégicos en el endometrio
que impidieron su estudio planimétrico.



5.3.2. DETERMINACION DE LOS INDICES MITOTICO Y APOPTOTICO EN
LAS CELULAS EPITELIALES DEL UTERO.

Se empled un microscopio fotdénico (Carl Zeiss)
utilizando un aumento total de 400x para la obsgervacidn de 10
campos microscopicos al azar contando 100 células epiteliales
del 1lumen y 100 células epiteliales glandulares por cada
campo en cada seccién. Se determinaron aproximadamente 2,000
células por animal de cada grupo (n=3).

Se realizd el andlisis de las células glandulares contra
las luminales de acuerdo con los trabajos de Nawaz, .et, al.
(Nawaz,1987) y Conti,et. al.(Conti,1981).

Los conteos se expresaron como porcentajes de células en
mitosis (indice mitdtico, I.M.) del total de células
epiteliales y como porcentaje de células en apoptosis (indice
apoptético,I.A.).

La cuantificacién de las muestras en todos los
experimentos ge realizd ocultando la procedencia de los
cortes mediante la asigancién aleatoria por nGmeros.

Se efectud un analisis de varianza de una
clasificaciénpor rangos de Krukal Wallis (Siegel, 1980).
Dicho andlisis no paramétrico se utilizdé debido a que los
valores obtenidos del conteo mostraron gran dispersidn.

Con la finalidad de determinar la influencia del RU-486
(1 mg/Kg)y la 5a -NET (dosis de 1 y 1.5 mg/Kg)sobre el I.M. y
el I.A. a los ocho dias de la gestacidn (Experimento 2), se
determinaron los valores de la manera descrita anteriormente.
Se realizd igualmente el andlisis estadistico y los
resultadog se compararon con el I.M. y I.A. de animales con
ocho dia de gestacién tratados con propilenglicol (PPG) vy
conejas no gestantes , este ultimo grupo se empled debido a
que por ser animales considerados en estro presentaron una
actividad mitética importante.
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6. TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

El método empleado fue adaptado de Perrot-Applanat
(1985) . Se realizd la inmunohistoquimica de los dteros tanto
- para el RP como para UTG.

En este estudio se realizd exclusivamente . para el
Experimento 2.

En ambos casos se siguid la siguiente metodologia:

Las muestras se fijaron 8 horas en una solucidén de PAF
(Stefanine, 1967); posteriormente las muestras permanecieron
12 horas en una solucidén PBS 7.4 y se procesaron mediante el
uso del histoquinette con la modificacién de deshidratacién
rapida e inclusién en parafina (Paracut) de bajo punto de
fusién (52-55 © c). Se realizaron cortes seriados de 5-7 um
de espesor y se destinaron cortes consecutivos para la
realizacién inmunohistoquimica con anticuerpo primario y su
control (sin el primer anticuerpo).

Las secciones fueron tratadas primeramente en una
golucién de 0.5% de perdxido de hidrdégeno (al 30%) en metanol
absoluto durante 15 minutos con la finalidad de inactivar las
peroxidasas inespecificas presentes en los glébulos rojos
(Perrot-Applanat 1985)., Se aplicé sobre las muestras
destinadas a identificar el RP suero normal de conejo
(1:1000) y suero normal de cabra (misma dilucidn) para UTG
como guero bloqueador durante 10 minutos; para minimizar la
unidén inespecifica de reactivos en etapas subsiguientes se
lavaron posteriormente con PBS por 30 minutos.

Se coloca el anticuerpo primario: anticuerpo Let 126
(desarrollado en el ratén) (Groyer-Picard y col,,1990)
anticuerpo monoclonal para el RP, y el anticuerpo policlonal
(desarrollado en cabra) para UTG en la dilucidén de 12.5 pul en
1 ml de PBS.

Los tejidos se dejaron con el anticuerpo primario 18
horas a 49 ¢ (durante toda la noche en un cuarto frio) en una
charola himeda.
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Los cortes se lavaron con una solucibén PBS-Tween (1 ml
de Tween 20 en 1 1lt de PBS 0.01 M) durante 3 veces por 5
minutos cada una.

Se colocd el segundo anticuerpo: conejo contra ratén
para RP y conejo contra cabra para UTG durante 45 minutos en
dilucién de 12.5 pul por ml.

Se lavaron con PBS-Tween como se sefiald anteriormente.

Se colocd posteriormente el complejo: peroxidasa-
antiperoxidasa (PAP) durante 45 minutos en la camara himeda
a una dilucidén de 1: 100 en PBS 0.01 M. Para el RP
desarrollado en el ratdén y para UTG desarrollada en cabra.
Las muestras se lavaron con TBS 0.1 M dos veces durante 5
minutos cada una. |

La unién especifica de los anticuerpos fueron
visualizados a través de la incubacién por 5 minutos en una
solucién de 3'3-diaminobencidina (0.5 %) y perdxido de
hidrdgeno (Merk, México) 0.1 % en una solucidén Tris-HCL
amortiguado (pH 7.6).

6.1 CONTROLES DE LA INMUNOHISTOQUIMICA:

Secciones adyacentes a las empléadas a la inmunotincién
descritas en el parrafo anterior de cada bloque de tejido
fueron sometidos al mismo wmétodo de inmunoperoxidasa
indirecta con la excepcién de que el primer anticuerpo
(ratén anti-RP o cabra anti-UTG) fué reemplazado por suero
normal de ratén o de cabra regpectivamente, utilizando la
misma concentracién empleada para el primer anticuerpo y el
mismo tiempo de incubacién.

Otrog controles incluyeron la aplicacién de la
diaminobencidina (DAB) sola en los tejidos.

6.2 ANTICUERPOS:
Anticuerpo primario:
Anticuerpo monoclonal de ratdédnm Let 126 (Groyer-Picard y
col., 1990) contra el RP , fué obtenido del Dr. E. Milgrom
(Kremlin-Bicetré, Francia).
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1

Anticuerpo policlonal de cabra contra UTG de coneja.
Anticuerpo secundario:

Anticuerpo anti-ratén Laboratorios Dakoppats A / S).

Anticuerpo anti-cabra Laboratorios Cappel, Cochrenviller
P.A.

Complejo Peroxidasa -Antiperoxidasa (PAP): dasarrollado
en cabra (Laboratorios Sigma), desarrollado en coneja
(Laboratorios Dakopatts) .

6.3 EVALUACION INMUNOHISTOQUIMICA.

La evaluacién inmunohistoquimica se realizdé mediante el
Puntaje inmunoreactivo (IRS:immunorreactive score) seflalado
por Remmele et.al. (Remmele et.al. 1986) y modificado por
Chwalisz (Chwalisz, 1991). Para obtener el puntaje
inmunorreactivo debe considerarse en primer lugar la
intensidad de la marca, considerada en una escala del 0 al 3,
de acuerdo con el siguiente criterio: 0 = ausente, 1 =
(+)ligera, 2 = (++) moderada y 3 = (+++) intensa.

Se debe considerar también el porcentaje de células
positivas dando valores del 1 al 4 de acuerdo con el
siguiente esquema:

1 = 1-10% de células con marca, 2 = 11-50 %, 3 = 51-80% y 4 =
81-100%

Para el célculo anterior las muestras de f{teros se
sometieron al proceso del conteo descrito para cuantificar
las células secretoras y no secretoras de las tubas uterinas
sefialado anteriormente; para el caso de las muestras uterinas
se realizaron igualmente 10 conteos por muestra procesadas
para inmunohistoquimica y los cortes adyacentes se tifieron
con Hematoxilina férrica a fin de facilitar el conteo de los
nicleos celulares, comparando ambos conteos se obtuvo el
porcentaje de células positivas a la marca de los RP en tres
regiones distintas del dtero: epitelio y gléandulas
endometriales, lamina propia y miometrio.

Se determind el porcentaje de células inmunoreactivas
del RP de tres capas histoldgicas del tdtero: epitelio (lumen
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y gladndulas endometriales), conjuntivo (estroma o ldmina
propia) y misculo (miometrio) y se correlacioné con 1la
intensidad de la marca (estimada subjetivamente) para obtener
el Puntaje Inmunoreactivo (IRS)

El puntaje inmunoreactivo (IRS) se obtuvo multiplicando
los valores estimados para la intensidad de la marca por los
valores corregpondientes al porcentaje de células marcadas
positivamente en el procedimiento inmunohistoquimica. Este
método trata en lo posible de eliminar el subjetivismo de
seflalar Unicamente con cruces los resultados obtenidos por
inmunohistoquimica ya que esg un procedimiento
semicuantitativo que varia mucho de una sesgidén a otra.
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VI. RESULTADOS,

1. TECNICAS HISTOLOGICAS RUTINARIAS Y TINCIONES ESPECIALES.

1.1. OVARIOS.

Se observd la presencia de cuerpos lidteos en todos losg
animales tratados «con las diversas dosis de 5w-NET
(Experimento 1) . En las muestras de los animales tratados con
54 NET (en dosis de 1, 2.5 y 5 mg/Kg) se detectaron 2 o més
cuerpos liuteos.

Los animales tratados con RU-486 y 5a-NET (Experimento
2), se identificd igualmente el cuerpo liteo. En los animales
no destanteg tomadogs como control no se identificd esta
estructura.

En todos los casos no se obgervaron cambios patoldgicos
aparentes en la morfologia del parénquima ovarico.

Lags glandulas intersticiales fueron muy notables vy
abundantes en todos los casos; siendo una caracteristica de

egpecie (Ver figura 1).

1.2 TUBAS UTERINAS (OVIDUCTOS) :

a)Empleo de diversas dosis de 5 o-NET (Experimento 1).

En la porcién infundibulo-ampula el Jgrupo control de
conejas gestantes tratadas con el vehiculo (PPG) mostrd un
marcado predomonio de células no secretoras (PAS -) en
relacidén con las células secretoras (PAS +), de tal forma que
de cada tres células, 2 fueron PAS - (Ver Tabla 1).

Las hembras fertilizadas tratadas con 5a-NET en las
dosis de 0.5, 2.5 y 5 mg/Kg/dia / 7 dias mostraron una menor
cantidad de células PAS- en relacién con el grupo control
(tratadas con PPG) esta diferencia fué significativa (p<0.05)
en el andlisis estadistico (ANDEVA).

Los animales tratados con 5 «-NET en dosis de 1 y 1.5
mg/Kg/dia /7 dias en esta misma porcién (infundibulo-ampula)
mostraron una cantidad de células PAS - similar a las del
grupo control, no observdndoce difernecias significativas

entre estos drupos (Ver Tabla 1); se compararon estas dosis



de 5u-NET (1 y 1.5 mg/Kg) con las demds dosis de este
metabolito, y se observd mayor cantidad de células PAS - ,
esta diferencia fué significativa (p< 0.05) en el Andlisis de
Varianza (ANDEVA) (Ver Figura 2).

En el istmo de las conejas gestantes (tratadas con PPG)
se observd un patrén inverso a la regién anterior, ya que el
nimero de células PAS - fué aproximadamente la mitad del
nimero de células PAS+ (Ver Tabla 1). No se observaron
diferencias estadisticas con las dosis de 0.5 , 1, 1.5 y 2.5
mg/Kg /dia/7 dias y el grupo tratado con PPG cuando se
compard el nimero de células PAS -. Con la dosis de Sa-NET de
5 mg/Kg/dia/ 7 dias en esta misma porcién se observé un
nimero de células PAS- significativamente menor (p<0.05) en
relacidén con el grupo control (PPG) y las dosis de S5Su-NET
(Ver Tabla 1), La cantidad de células no secretoras fué en la
mayoria de los casos inversamente proporcional a las dosis de
5 a-NET,

En forma complementaria a los resultados antes descritos
puede sefialarse que en el infundibulo y &ampula el menor
nmero de células secretoras (PAS +) se observé en los
animales tratados con PPG (Ver Tabla 1). La cuantificacién de
células PAS + fué mds homogéneo con las diversas dosis de 5
o-NET, sin embargo con las dosis de 1 y 1.5 mg/Kg/dia/7 dias
se observé al igual que con el grupo tratado con PPG una
menor proporcién de células PAS + que PAS -; no se observaron
diferencias estadisticas entre estos grupos cunado se compard
el nimero de células PAS +.

En el istmo predominaron marcadamente las células PAS +
sobre las PAS - en todos los grupos (Ver figura 3). Cuando se
empled la 5 a-NET en dosis de 5 mg/Kg/dia/7 dias se obtuvo un
nimero de células PAS + significativamente superior (p<0.05)
en relacidén con las demads dosis de 5a-NET y el grupo control
(PPG) .



TABLA 1:PROMEDIO DE CELULAS SECRETORAS (PAS +) Y NO SECRETORAS (PAS -)

DEL EPITELIO DE LAS TUBAS UTERINAS, EN CONEJAS

FERTILIZADAS TRATADAS CON DIVERSAS DOSIS DE 5§ ALFA NET

INFUNDIBULO-AMPULA

NO SECRETORAS

SECRETORAS

TRATAMIENTOS (PAS -) X = D.E. (PAS +) X = D.E.
PPG 6.275 = 2.187* 3.000 = 2.278
5a-NET 0.5mg/Kg 3.000 + 1.414 5.150 + 1.694
5c-NET 1 mg/Kg 4.475 + 2.565* 4.325 + 2.048
5a-NET 1.5 mg/Kg 5.857 + 2.080* 3.809 + 1.887-
5a-NET 2.5 mg/Kg 2.129 = 1.024 4.225 + 2.552
50-NET 5 mg/Kg 2.047 = 1.342 5.071 = 2.052
ISTMO

PPG 2.950 = 1.153 5.750 + 1.463
5a-NET 0.5 mg/Kg 2.300 = 1.719 5.800 + 1.576
5a-NET 1 mg/Kg 2.100 = 1.392 5.300 = 2.232
5c-NET 1.5 mg/Kg 2.155 + 1.298 5.282 + 2.115
5a-NET 2.5 mg/Kg 2.040 + 1.228 5.200 + 1.399

5G-NET 5 mg/Kg

1.400 = 1.173 *

6.700 = 1.567 *

Los tratamientos se realizaron diarimente del dia 1 al 7 de la gestacién
Los valores sefnalados con * indican diferencia estadistica (p< 0.05) por ANDEVA

con respecto a los demas



Figura[1] : Ovario de coneja fertilizada tratada con 50-NET (1
mg/Kg) . Cuerpo LGteo (C.L.) y Glandulas intersticiales
(G.I.) H.E. Aumento 100x.

Figura : Oviducto . Infundibulo-ampula . -Se observan las
células sgecretoras (PAS +) flechas gruesas y células no
gecretoras (PAS -) flechas delgadas. Tincién PAS Aumento 400x

Figura [3]; Oviducto. Istmo. Se observan células PAS +
(flechas gruesas) y células PAS - (flechas delgadas)
Aumento 400x.
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El promedio de células totales varidé en las dos
porciones y entre los diversos grupos (datos no mostrados).
En el infundibulo-ampula el mayor nimero de células totales
se presentd en el grupo de 5 «-NET 1.5 mg/Kg seguido por el
el grupo control (PPG) y 5 «-NET 1 mg/Kg , los demds grupos
mostraron cantidades menores, siendo en algunos casos (como
el de 2.5 mg/Kg) la diferencia de hasta 3 unidades menos. En
el istmo el mayor nilmero de células totales fué para el grupo
control (PPG) seguida por la dosis mds baja (0.5 mg/Kg) y la
mads alta (5 mg/Kg) de 5 o-NET, el resto presentd un ligero
descenso de células totales.

b)Empleo de diversas progestinas sintéticas a log 8 dias
de la gestacidn (Experimento 2).

Los resultados se resumen en la Tabla 2.

El mayor ndmero de células PAS - en las dos porciones
congideradas (infundibulo-ampula e istmo) se detectd en el
grupo de la hembras gestantes (PPG) sin embargo no existeron
diferencias significativas cuando se compararon con los
animales tratados con RU-486 (1 mg/Kg) o bien las que
recibieron 5 «-NET (1 , 1.5 mg/Kg).

En la porcién infundibulo-dmpula se observé menor
cantidad de células PAS + en relacién con las PAS - . Al
comparar la cantidad de células PAS + entre el grupo control
(PPG) y los tratados con progestinas sintéticas (RU-486 y 5u.-
NET) no se observaron diferencias estadisticas significativas
(p< 0.05) por la pruba de Tukey. ' v

El istmo mostrd un marcado predominio de las células PAS
+ en relacién con las PAS -, esta tendecia se observd en
todos los casos.

El istmo muestra en general poca variacidén celular, por
lo que la consideramos muy estable y poco sensible a los
compuestos probados.

En el istmo no se determinaron diferencias estadistican
entre el grupo control (PPG) y las progestinas utilizadas
(5a-NET y RU-486) cuando se compararon entre si el nimero de
células PAS - o bien PAS + (Ver Tabla 2).



TABLA 2: PROMEDIO DE CELULAS SECRETORAS (PAS +) Y NO SECRETORAS
(PAS -) DEL EPITELIO DE LAS TUBAS UTERINAS , EN CONEJAS FERTILIZADAS
TRATADAS CON 5 ALFA NET, RU-486 Y CON PPG.

INFUNDIBULO-AMPULA NO SECRETORAS SECRETORAS
TRATAMIENTOS (PAS -) X + D.E. (PAS +) X = D.E.
PPG 6.275 + 2.187 3.000 + 2.278
5a-NET 1 mg/Kg 4.475 + 2.565 4.325 + 2.048
'50-NET 1.5 mg/Kg 5.857 + 2.080 3.809 = 1.887
RU-486 1mg/Kg 5.150 + 1.460 3.450 + 1.538
ISTMO

PPG | 2.950 + 1.153 5.750 + 1.463
5a-NET 1 mg/Kg 2.100 + 1.392 5.300 + 2.232
5a-NET 1.5 mg/Kg 2.155 + 1.298 5.282 + 2.115
RU-486 1 mg/Kg 2.100 =+ 1.032 5.575 + 0.957

Los tratamientos se realizaron diariamente del dia 1 al 7 de la gestacion.
No se observaron diferencias significativas entre los diversos grupos por el método de Tukey.



45

Cuando se cuantificaron el nimero de células totales, se
observé en el infundibulo-ampula el mayor nidmero en los
animales tratados con 5u-NET (1.5 mg/Kg), seqguida por PPG y
finalmente RU-486, En el istmo, en cambio la maxima cantidad
se detectd en las conejas gestantes (PPG), seguidas por el
grupo tratado con RU-486 y finalmente 5a-NET,

La dosis de 1.5 mg/Kg de 5 o-NET se considerdé la iddnea
pues presentd la maxima actividad antiprogestacional y de
implantacidén sin provocar alteraciones patoldégicas , como se
vera mas adelante.

1.3 UTERO

a) Efecto de diversas dosgsis de Swu-NET (Experimento 1).

La evaluacidén al microscopio de luz es acorde con la
observacién macroscdépica de presencia o ausencia de

implantacién (Tabla 3).

TABLA 3, EFECTOS DE NET Y SUS METABOLITOS EN LA IMPLANTACION
Y SENAL DEL FACTOR DE GESTACION TEMPRANA (FGT).

Tratamientos Dosis diaria* No.conejas Sitios de  Sefial

(ma/kg) gestantes/ Implantacién  EPF
cruzadas
Vehiculo 6/6 9-10 +
NET 1.0 6/6 9-10 +
50-NET 1.0 7/9 3-4 +
1.5 0/6 0 -
2.5 0/6 0 -
5.0 0/6 0 -
33, 50.~-NET 1.0 0/6 0 -
173-E2 1.0 0/6 0 -
RU-486 1.0 0/6 0 -

* Dias consecutivos. Todas las muestras fueron analizadas en
el dia 8 después de la cruza. Tomado de Castro et, al. 1995.
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Se observé implantacidén y presencia de sincitios en el
endometrio de conejas tratadas con PPG (animales control)
(Ver figura 4); también se obgervé en las conejas tratadas
con 5u-NET en las dosis bajas de 0.5 mg/kg (100% de los
animalesg fertilizados) y 1 mg/kg (77%), en este dltimo caso
en el que no se logrd impedir la implantacién disminuyeron
marcadamente el nimero de implantaciones observadas por cada
animal comparadas con las presentes en las hembras tratadas
con PPG (Ver Tabla 3).

Se impidié la nidacién en el 100% de 1las conejas
tratadas con las demds dosis de 5u-NET (1.5, 2.5 y 5 mg/kg)
(Ver Tabla 3); en estos animales no se identificd la
presencia de sincitios.

Se observd necrosis coagulativa del endometrio en las
conejas tratadas con 2.5 y 5 mg/kg, en estos dltimos ademds
se distinguieron fibrosis del miometrio. (Ver figura 5).

b) Empleo de diversas progestinas sintéticas durante los
primeros 7 dias de gestacidén (Experimento 2). °

Log tratamientos que inhibieron la implantacidén fueron:
50-NET:1,1.5 mg/Kg y RU-486: 1 mg/kg. No se observaron
gincitios en las hembras tratadas con S50-NET 1.5 mg/Kg/dia/7
(Ver figura 6) dias y con el antiprogestdgeno de referencia
RU-486 1 mg/Kg/dia/7 dias. En ninguna de estas muestras se
distinguieron cambios patolégicos en las diversas capas de

histolégicas del Gtero.



Figura El] : Utero de conejas a los 8 dias de la gestacidn
tratadas con el vehiculo (PPG). Se observa el endometrio (E)
con gran nimero de gldndulas endometriales (flechas) vy
Blastocisto (B). H.E. . Aumento 31.25x.

Figura :Utero de coneja tratada con 5a-NET (2.5 mg/Kg) .Se
observa necrosis coagulativa del endometrio (flechas). H.E.

Aumento 31.25 x.

Figura E]: Utero de coneja tratada con 5a-NET (1.5 mg/Kg). Se
muestran diversas capas histoldgicas: endometrio (E) vy
- miometrio (M). H.E. Aumento 31,25X.
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MORFOMETRIA

En el estudio morfoldgico por planimetria. (Tabla 4) se
compararon los animales gestantes (PPG) con los animales que
recibieron S«.NET (1 y 1.5 mg/Kg) y RU-486 (1 mg/Kg); en el
estudio planimétrico del tejido glandular y el estroma, se
observd mayor superficie glandular en los animales gestantes
(tratados con PPG) en comparacién con 1los grupos que
recibleron alguna progestina sintética.

La 50-NET (1 mg/kg/dia/7 dias) presentd una inhibicién
de la transformacién endometrial (I.E.) de 20% , sin embargo
cuando se utilizd la dosis de 1.5 mg/Kg/dia /7 dias se eleva
a mads del doble el efecto inhibitorio de la transformacién
endometrial (I.E. de 54%) (Ver Tabla 4) ; al comparar esta
dosis iddénea de 5 «-NET con RU-486 (1 mg/Kg/dia/7 dias) los
valores de I.E. son ligeramente inferiores (aproximadamente
en 7 %).

En el ensayo de Mc-Phail (1934) es importante destacar
gue el RU-486 logra valores a ED 1 (Ver Material y Métodos),
la 50-NET (1.5 mg/Kg) se sitda entre ED 1 y 2 y las conejas
gestantes tratadas con PPG valores de ED de 4 (superiores al
60% de K%). Ver tabla 4.

INDICES DE MITOSIS Y APOPTOSIS

En el Experimento 2 se obtuvieron los valores que se
resumen en la Tabla 5. En el andlisis estadistico (Kruskall-
' Wallis) del I.M. no se observaron diferencias significativas
en las células del lumen para los diversos tratamientos con
S5a-NET (1 y 1.5mg/Kg) y RU-486,

El tratamiento con 5a-NET 1 mg/Kg abate por completo el
I.M, de las glandulas (Ver Tabla 5) por lo que se observd una
diferencia significativa (p<.0.05) entre este grupo y 1los
demds (tratados «con progestinas sintéticas o Dbien el
vehiculo). En cambio no se determinaron diferencias en el
I.M. del tejido glandular de los animales tratados tanto con
5 a-NET (1.5 mg/Kg) y RU-486 (1 mg/Kg) en comparacion con las
hembras gestantes (tratadas con PPG) (Ver figura 7).



TABLA 4: ACTIVIDAD ANTIPROGESTACIONAL DE LA SALFA NET (ENSAYO DE Mc PHAIL)

~ *Mediciones realizadas por planimetria.

**Los valores de K corresponden al ensayo de Mc Phall como sigue:25%=ED 1, 60%=ED a.

COMPUESTOS DOSIS * G +s “*K(%) 1.E. (%)
PPG - 2284 1136 66.78%  00.00%
RU-486 1 mg/Kg 479 1385 25.70%  61.52%
5 o-NET 7 1 mg/Kg €97 1315 53.00%  20.63%
5 a:NET 1.5 mg/Kg 619 1430 30.21%  54.76%

G=Tejido glandular S=Tejido conjuntivo (estroma) K(%) Relacion entre el tejido glandular y el
estroma |.E.= Efecto inhibidor de la transformacién endometrial



Figura : Mitosis en glandula endometrial (flecha ) . Coneja
no gestante . Hematoxilina Férrica . Aumento 1250x.

Figura : Apoptosis en el epitelio de revestimiento del lumen
uterino (flecha) . Coneja no gestante . H.E. Aumento 1250x.
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No se observaron diferencias significativas entre los
animales tratados con PPG y los animales tratados con las
diversas progestinas sintéticas.

En el estudio del I.A. de los animales tratados con
progestinas sintéticas y conejas gestantes se obtuvieron
resultados que se resumen en la Tabla 5. Los valores mids
altos de I.A. en 1las células epiteliales del lumen se
observaron en los animales tratados con 5a-NET 1.5 mg/Kg con
valores cercanos al 3%, sin embargo en andlisis estadistico
no se obgervaron diferencias significativas ya sea entre los
animales tratados con PPG , o bien los demds grupos (50-NET
lmg/Kg, RU-486 1mg/Kg). Para las células glandulares se
obtuvieron I.A. siempre mayores a los de las células
luminales, fluctuando entre un 2 y un 3 % aproximadamente.
Los indices mas bajos se observaron en las conejas gestantes
(PPG); mientras que en los animales tratados con progestinas
sintéticas (RU-486 y S5a-NET) el I.A., fué ligeramente superior
al de los animales gestantes, sin embargo al igual que en el
caso anterior las diferencias no fueron significativas desde
el punto de vista estadistico por la prueba de Kruskal Wallis
(Siegel, 1980) (Ver figura 8).

En conclusién a los 8 dias de la gestacién no se
observaron variaciones drasticas en la mitosis y en la
apoptosis en los animales gestantes y en los animales
tratados; excepcidén hecha del I.M, de las células
glandulares.



TAELA 5 : INDICES DE MITOSIS Y APOPTOSIS DE LAS CELULAS EPITELIALES
DEL UTERO DE CONEJAS FERTILIZADAS TRATADAS CON DIVERSAS PROGESTINAS SINTETICAS
A LOS 8 DIAS DE LA GESTACION

INDICE DE MITOSIS

LUMEN X = SEM GLANDULAS X = SEM

TRATAMIENTOS

C.N. 0.200 + 0.074 1.00 = D.91 *
PPG 0.235 + 0.136 0.294 *+ 0.142
RU-486 1mg/Kg 0.208 + 0.084 0.208 + 0.084
5a-NET 1 mg/Kg 0.043 + 0.043 0 +0 **
5a-NET 1.5 mg/Kg 0.125 = 0.095 0.125 + 0.095
INDICE DE APOPTOSIS

C.N. 1.138 + 0.285 4.067 + 0.786
PPG 1.529 + 0.569 2.176 + 0.625
RU-486 1ng/Kg 1.333 + 0.286 2.958 + 0.644

Sd-NET 1mg/Kg
5a-NET 1.5 mg/Kg

PPG= PROPILENGLICOL (VEHICULO), C.N.=CONEJA NO GESTANTE

1.444 * 0.338
2.780 = 0.622

X = MEDIA SE.M.= ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.

* o ** jndican diferencia significativa (p< 0.05) con respecto a los demas grupos por Kruskal Wallis

3.021 £ C.580
3.375 = £0.243
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2. INMUNOHISTOQUIMICA DEL UTERO

2.1 UTEROGLOBINA

La presencia de UTG, se observé exclugivamente en el
‘tejido epitelial de revestimiento y/o en el glandular del
endometrio. ' '

En los animales no gestantes (control negativo), la
deteccién fue escasa y localizada, a diferencia de las
conejas gestantes tratadas con el vehiculo (PPG), en las que
ge observa gran desarrollo glandular y arborizacién, asi como
una localizacién extensa de la marca tanto en el epitelio de
revestimiento como en el glandular, pudo observarse
inmunoreactividad en la luz de regiones adyacentes a lasg
células epiteliales denotando no unlicamente el almacenamiento
intracelular de UTG, sino también su secrecién activa hacia
la luz (Ver figura 9).

Experimento 2 : Utilizacién de diversas progestinas
sintéticas durante los primeros dias de la gestacidn.

La obsgervacidén con el microscoplo fotdnico en los
animales tratados con RU-486 y 5u-NET ( dosis de 1 y 1.5
mg/Kg/dia/7dias ) mostrd una disminucién en la marca al dia 8
de la gestacidén en relacidén con el grupo control ( PPG ).

En el estudio inmunohistoquimico se observé UTG
inmunorreactiva exclusivamente en la porcién apical de las
células epiteliles gituadas en el fondo de las glandulas
endometriales de conejas tratadas con lmg/Kg por 7 dias de
5a-NET. (Ver figura 10 y 11).



Figura : Localizacidén  inmunohistoquimica (Peroxidasa-
Antiperoxidasa) de UTG en el endometrio y lumen (flechas) de
la coneja a los 8 dias de gestacidén. Aumento 31.25x.

Figura [lJ: Localizacién inmunohistoquimica (Peroxidasa-
Antiperoxidasa) de UTG (flechas) en la porcidén apical de las
células glandulares del dtero. Coneja tratada con 50~NET (1.5
mg/Kg) . Aumento 31.25x.

Figura :Control de la Inmunohistoquimica de UTG. Se
sustituyd el primer anticuerpo por suero normal de cabra (ver
Materiales y Métodos) . Se observan gldndulas endometriales
(Flechas) Aumento 125x,
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2.2 RECEPTOR A PROGESTERONA.

Se obtuvo el Puntaje Inmunoreactivo (IRS), estos valores
se resumen en la Tabla 6.

La marca del RP se observd invariablemente en el nicleo
de las células blanco (Ver figura 12).

El mayor puntaje inmunoreactivo para las treg porciones
histoldégicas analizadas se obtuvo en lag hembras no gestantes
(en esgtro), estas muestras se utilizaron como control
positivo a fin de determinar por comparacidén la intensidad de
la marca; los animales gestantes tratados con el vehiculo
(PPG) mostraron una marcada disminucién en el ndmero de
células con RP y menor intensidad de la marca por lo que los
puntajes inmunoreactivos fueron bajos para las tres capas;
cuando disminuye 1la cantidad de células con un receptor
especifico se presenta el efecto conocido como "regulacidn a
la baja" ("down regulation").

| Se evaluaron los RP de animales tratados diariamente por
7 dias con dos dosis de RU-486: 0.5 y 1 n@/Kg, a fin de
conocer posibles variaciones entre ellos. En las conejas que
recibieron la dosis baja de RU-486 (0.5 mg/Kg) se observé un
porcentaje bajo de células con RP en las tres capas
. histoldégicas (down regulation), sin embargo para el tejido
epitelial se determind gran intensidad de la marca (+++ = 3)
por lo que se elevd su IRS; para el conjuntivo y misculo la
intensidad fue media (++ = 2) por lo que los valores de IRS
fueron los mismos, el comportamiento en estas dos dltimas
capas fué inusual en comparacidén con los deméds animales. Las
conejas que recibieron dosis mayores de RU-486 (1 mg/Kg)
presentaron mucha mayor cantidad de células con el RP pero
con intensidad de la marca de + & ++, sus puntajes fueron
mayores en el conjuntivo y misculo pero menores en el
epitelio en comparacidén con 0.5 mg/Kg de RU-486; el RP sblo
se observé en las células glandulares y no en las del lumen
de los animales que recibieron RU-486 1 mg/Kg (Ver figura 13
Y 14). El miometrio de los animales tratados con RU-486 1

mg/Kg presentd el mayon nimero de células con marca para el
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RP, pero con intensidad de la marca baja por lo que su
puntaje inmunoreactivo {(IRS) fué menor al de los animales no
gestantes,

Estos datos indican que el RU-486 aplicado por 7 dias
consecutivos provocd diminucidén en el I.R.S. del RP con las
dos dosis utilizadas: 0.5 y 1 mg/Kg. El porcentaje de células
con el RP fué directamente proporcional a la dogis empleada.

Se estudiaron también dos dosis de 5 a-NET: 1
mg/Kg/dia/7 dias y 1.5 mg/Kg/dia /7 dias, como ya ha sido
sefialado estas dosis mostraron capacidad antiprogestacional y
antiimplantacién. Con la dosis menor de 5 a-NET el porcentaje
y la intensidad de la marca del epitelio fué menor a los de
las hembras no gestantes, es decir se observd regqulacidén a la
baja; estos valores fueron similares al del RU-486 a la misma
dosis, el conjuntivo presentdé también regqgulacidén a la baja
del receptor e intensidad de marca menor que el RU-486 1
mg/Kg. Con la dosis idénea de 5 a-NET (1.5 mg/Kg) no se
observdé el RP en el epitelio y el misculo, siendo este
tratamiento aplicado por 7 dias el dnico que logrd este
efecto; el conjuntivo mostrd un porcentaje minimo de células,
pero con intensidad de marca media, por lo que su puntaje se
asemejd al del RU-486 (0.5 mg/K)g.

' Los datos muestran que el 5 o-NET provoca regulacidén a
la baja, los puntajes inmunoreactivos fueron inversamente
proporcionales a la dosis empleada.

Se observdé una mayor porcentaje de células con el RP en
el tejido conjuntivo en todos los casos cuando se compard con

.los RP del epitelio y miometrio, excepto para el RU-486 (0.5
mg/Kg) .

El puntaje inmunoreactivo del miometrio tuvo un
comportamiento semejante al del tejido epitelial en la
mayoria de los casos, exceptuando nuevamente el RU-486 0.5
mg/Kg/dia /7 dias (Ver Tabla 6).



TABLA 6: VALOR DE INMUNORREACTIVIDAD DEL RECEPTOR A PROGESTERONA EN LAS
DIVERSAS CAPAS HISTOLOGICAS DEL UTERO DE CONEJAS A LOS 8 DIAS DE GESTACION
TRATADAS CON RU-486 Y 5§ ALFA NET.

TRATAMIENTO

GLAND. Y EPIT.

ESTROMA MIOMETRIO
! % RS |1 % IRs |1 % IRS
NO GEST. (++) (88.63) 8 |(+++) {(100.00) 12 | (+4) (28.27) 4
GEST. PPG (+) (5.51) 1 | (++) ( 22.9) a |+ ( 2.55) 1
RU-486 0.5 mg/Kg (+++) (14.63) 6 |(++) ( ©.45) 2 | (+4) ( 5.61) 2
RU-486 1 mg/Kg (+) (42.28) 2 | (++) ( 81.00) 8 | (+) (61.73) 3
S5aNET 1 mg/Kg (+) (36.3) 2 | (+) ( 53.85) 3|+ (31.22) 2
5d-NET 1.5 mg/Kg ¢ o | (++) ( 1.29) 2 | O )

VALOR DE !NMUNOCRREACTIVIDAD (IRS) ES EL PRODUCTO DE LA INTENSIDAD DE LA MARCA
(0=NO MARCA , +=1, ++= 2, +++= 3) POR EL PORCENTAJE DE CELULAS POSITIVAS COMO SIGUE:
1-10%=1, 11-50%=2, 51-80%=3 Y 81-100%=4. LAS DOSIS MARCADAS SE APLICARCN DIARIAMENTE POR 7 DIAS.



Figura [J: Localizacién inmunohistoquimica del RP (flechas
obscurag) en el endometrio uterino de conejas no gestantes
Aumento 312.5 x

Figura [3: Localizacion inmunohistoquimica del RP (flechas
obscuras) en las células glandulares del endometrio uterino,
Coneja tratada con RU-486 (1 mg/Kg). Aumento 12.5X.

Figura @: Control de RP.Se sustituyé el anticuerpo primario
con suero normal de ratén. (Ver Materiales y Métodos). Se
obgervan glandulas endometriales (flechas obscuras) Aumento
125 x.
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VII DISCUSION
OVARIOS

La presencia de cuerpos liteos gblo es detectable en
conejas cruzadas previamente ya que en esta egpecie la
ovulacién es inducida (Mc Donald, 1982) por lo que sge
requiere de la cépula para que posterior a la ovulacidén se
forme el cuerpo liteo a partir del cuerpo hemorragico
mediante el proceso de luteinizacidén (Banks, 1986),

No se han estudiado a los metabolitos de la NET en
relacién con sus efectos sgobre el parénquima ovirico y en
particular sobre el cuerpo liteo, por lo que ademds del
Experimento 1 y 2 sge analizaron ovarios de conejas tratadas
con 38,50-NET (lmg/Kg/dia/7 dias) a fin de conocer sus
efectos morfolbégicos sgobre este d6rgano, en estos animales
existid menor nimero de cuerpos lliteos y se encontraron poco
desarrollados; en cambio se distihguieron 2" cuerpos liteos
con ciertas dosis de 50-NET (1, 2.5 y 5 mg/Kg).

La NET es capaz de disminuir la concentracidn plasmitica
de LH, este efecto es considerado como estrogénico , debido a
que también se observa cuando se aplica 17-f-E2 y no asi
cuando se emplea P4 (Pérez-Palacios y «col.1991). Las
variaciones observadas en el desarrollo y cantidad de cuerpos
liteos no pueden explicarse de manera inmediata pues no se
han descrito efectos egpecificos de los metabolitos de la NET
sobre el ovario; s8in embargo es factible pensar que los
metabolitos modifiquen las concentraciones ganguineas de
gonadotropinas hipofisiarias (LH principalmente) y que esto
influya con el grado de desarrollo y el nimero de cuerpos
ldteos observados con los diversos tratamientos

Ha sido descrito la atrofia del cuerpo liteo en mujeres
tratadas con RU-486 cuando se provoca aborto (Ulmann y col.
1990), estos efectos no fueron observados por nosotros,
quizds por tratarse de experimentos en los primeros dias de
la gestacién,
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OVIDUCTOS.

Existen diversos'tipos celulares en el epitelio de las
tubas uterinas, sin embargo dado que utilizamos la tincién
egpecial de PAS (Ver Material y Métodos), nosotros la
dividimos unicamente en dos poblaciones: secretoras (PAS +) y
no secretoras (PAS -), por lo que al cuantificarlas se
observa que el predominioc de wunas origina en forma
concomitante la disminucidén en el nimero de las otras.

El empleo de diversas dosis de So-NET ocasiona
variaciones importantes en las poblaciones epiteliales de las
tubas uterinas, Cuando se utilizaron dosis de 1 y 1.5 mg/Kg
se obgervd un mayor nimero de células no secretoras (ciliadas
en su mayoria) en la porcién del infundibulo-ampula, lo que
aparentemente indicaria un efecto estrogénico, sin embargo lo
mismo sucede con un animal tratado con 1 mg/Kg de RU-486 y
con un animal gestante que recibid PPG, por lo que no puede
concluirse que fuese este un efecto antiprogestacional;
resulta interesante que estos resultados ge hayan obtenido
con las mismas dosis efectivas que pudieron impedir con éxito
la implantacidén, sin provocar cambios patolégicos en el
endometrio uterino. Con las demds dosis de Sa-NET se observd
predominio de células PAS +; es importante resaltar que con
dosis 5 o 10 veces mayores de 0.5 mg/Kg se obtengan
resultados similares, pero no asi con dosis intermedias (de 1
y 1.5); estogs resultados no pueden explicarse ailn debido a
que se desconoce mucho sobre la accidn de este metabolito
sobre el oérgano.

Para las tubas uterinas ademas de utilizar el grupo
control (PPG), animales tratados con 5 w-NET (1.5 mg/Kg) y
RU-486 (1 mg/Kg) (Experimento 2), se emplearon conejas
tratadas con NET y 3 -5 a-NET (1 mg/Kg/dia /7 dias) a fin de
dilucidar si ejercian algin efecto sobre este O6rgano vy
conocer el comportamiento de la progestina original (NET) en
relacibén con sus metabolitos reducidos en el anillo "A" a las

mismas dosis (datos no mostrados).
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En las dos regiones utilizadas (infundibulo-&mpula e
istmo) se observé una marcada disminucién en el nimero de
células PAS - del grupo tratado con NET en relacién con: el
grupo control (PPG) para la porcidén infundibulo-&mpula , o
bien en el istmo con respecto a los demids grupos (tratados
con metabolitos de la NET, RU-486 o bien el grupo tratado con
PPG). Esta diferencigs fueron significativas (p< 0.05) al
emplear la Prueba de Tukey (datos no mostrados). Por lo que
la NET muestra la tendencia a disminuir la poblacién de
células PAS - en las dos porciones estudiadas. Asi mismo se
observé tanto en el infundibulo -&mpula un predominio de
células PAS + cuando los animales se trataron directamente
con NET o el metabolito 3f-5u-NET, lo cual contrasta con
cantidades menores de estas células cunado se emplean dosis
de 50.-NET (1 y 1.5 mg/Kg), RU-486 (1 mg/Kg), o bien en las
grupo control (PPG), estas diferencias también fueron
significativas (p< 0.05) al utilizar la prueba de Tukey.

En el istmo se observé una tendencia similar de tal
forma que el grupo que recibié 1.5 mg/Kg de 5S¢ NET tubo el
menor nimero de células PAS + siendo esta diferencia
significativa (p<0.05) cuando se compararon con los dos
grupos: NET y 3 £ 5 o-NET (datos no mostrados).

Estas variaciones indican que al realizar pequefias
variaciones en la molécula de la NET, se inducen cambios en
las poblaciones celulares del oviducto en las dos porciones
estudiadas, dicha variacién es mas marcada en la porcién
infundibulo-ampula que en el istmo; estas diferencias pueden
explicarse posiblemente por las funciones reproduétivas que
gse llevan a cabo en cada una de estas regiones, dichas
funciones se discutiran mds adelante. También se demuestra
que los diveros efectos de una progestina pueden explicarse a
través de los efectos individuales de sus metabolitos
producidos en el érgano blanco.

Las diferencias encontradas entre la NET y sus

metabolitos posiblemente indique que la progestina original
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no es biotransformada en el oviducto, o bien que dicha
biotransformacidén sea escasa.

Durante la gestacidén temprana en la coneja nosotros
observamos en el infundibulo dmpula un predominio de células
PAS - (alrededor del 75% del total), en el dia 2 de la
gestacién , seguida de una marcada disminucién (menos del
50%) en los dias 3 y 4, por consiguiente el ndmero de células
PAS+ se incrementd notablemente en este periodo;
posteriormente las células PAS- paulatinamente aumentan en
nimero hasta el dia 8 en el que ocupan dos terceras partes
del total (66%); en el istmo no se observd dgran variacién
predominando invariablemente las células PAS + (datos no
mostrados). Las variaciones con las diversas progestinas y
dosis observadas con respecto al grupo control (PPG) son el
reflejo de posibles modificaciones ejercidas en el nlmero de
células en los primeros dias de gestacidn, dichas variaciones
probablemente influyan en el transporte y. maduracién del
producto impidiendo que al llegar al Gtero lo haga en las
condiciones de desarrollo éptimo, o bien en el periodo idéneo
para su implantacidén., Lo anterior supone que el efecto de
anti-implantacién no se deba exclasivamente a su accidn sobre
el dtero sino también a sus efectos sobre las tubas uterinas.

En estudios realizados en humanos sobre los RE y RP en
las trompas de Falopio, demuestran una gran cantidad en la
regién ampular (tanto en el epitelid como en el tejido
conjuntivo o léamina propia), en comparacién con el
infundibulo y el istmo, en estas Udltimas porciones los
receptores se localizan en mayor cantidad en el misculo
(Pollow,1981; Punnonen and Lukola, 1981). En las tubas
uterinas de 1la coneja se han realizado estudios dque
determinan a los RP y RE en la coneja y se ha determinado una
regulacién distinta en el ampula y en el istmo (Hyde y col.,
1989); cuando se administra 17-beta estradiol se eleva el
nimero de receptores inmunoreactivos de progesterona en el
conjuntivo y misculo del dmpula, por otro lado se incrementan
los RP en el epitelio del istmo en ausencia de estradiol



(Hyde y «col,, 1989). Con base en estos hallazgos es
fundamental el estudio en el futuro de los RP y RE en las
tubas uterinas a fin de conocer mis detenidamente el efecto
de los metabolitos reducidos de la NET en este drgano.

El efecto antiprogestacional de la 5u-NET sobre las
tubas uterinas debe evaluarse - con mayor detenimiento,
mediante  futuros estudios inmunchistoquimicos " de los
receptores a prodesterona y estrdgenos y su localizacidédn en
las células PAS+ o -; lo cual daria mayores indicios de los
mecanismos de accién de los metabolitos de la NET; por otro
lado es conveniente considerar que dichos estudios se
realicen como un segquimiento durante los primeros 3 dias de
la gestacidén, pues en egte breve lapso se llevan a cabo
eventos de imﬁortancia trascendental -desde el punto de vista
reproductivo como sgon: trangporte de Qametos, fecundacidn,
inicio del desarrollo embrionario y transporte del producto
hacia el dtero.

En relacidén con el transporte del producto se conoce que
log estrégenos incrementan la contraccidén de la musculatura
lisa de este dérgano e igualmente aceleran la velocidad del
transporte del évulo, la progesterona tiene wun efecto
antagénico (Hafez, 1980). E1 movimiento ciliar es muy
importante para la captacidén del évulo, pero una vez que esto
ha sucedido, 1la contracecidédn muscular es el factor mas
importante para su transporte en la mayor parte de las
especies, exceptuando al gato y a los primates en las que se
registra una baja actividad muscular (Hafez, 1980). La tasa
de transporte es maybr en el infundibulo y A&mpula, siendo
mucho menor en el istmo, la razén de esta marcada diferencia
se supone que se debe a una mayor inervacidén adrenérgica de
la musculatura en el istmo. El hecho de que en esta porcidn
el producto avance lentamente, pudiera explicar por qué se
observdé a los 8 dias de la gestacidén un predominio de células
PAS+ con poca variacidén en su namero, esto implica que la
actividad secretora en esta regién es importante para el
producto ya que su permanencia es mayor que la de los dos
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tercios anteriores, puede pensarse que permanezca la
poblacién secretora en forma predominante hasta el dia 8 de
la gestacién. En las conejas la unidén dGtero-tubdrica ejerce
una influencia de regulacién en la entrada del huevo o cigoto
al Gtero, esta porcidn se abre lnicamente durante los dias 3,
4 y 30 de la gestacidn, considerando que 72 horas (3 dias)
después del coito la mayor parte de los productos ya se
encuentran en el dtero (Hafez and Tsutsumi, 1966), podemos
concluir que 1la apertura ocurre f{nicamente durante el
transporte del huevo hacia el Udtero y al momento del parto
(que ocurre entre los 30 y 32 dias después de la ovulacidn,
ver Tabla 7). |

El estudio del fluido en las tubas uterinas ha permido
determinar compuestos caracteristicos de accidén
progestacional como la deshidrogenasa ldctica en la rata
(Patterson, 1970), o bien ciertas proteinés moduladas por
estrdgenos en conejas, Aunque para el caso de la UTG, 1la
secrecién es constitutiva (o constante) es factible que el
estudio bioquimico sobre la composicién de la secrecidn
permitiria encontrar algunos marcadores moleculares de
efecto hormonal, que también ayuden a dilucidar el efecto de

las progestinas derivadas de la NET.
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TABLA 7: PRINCIPALES EVENTOS REPRODUCTIVOS EN EL CONEJO.

EVENTO DURACION

VIDA FERTIL: ESPERMATOZOIDE 30-36 HORAS

OVULO 6-8 HORAS

PRODUCTO:
PERIODO DE 2 BLASTOMEROS 1 DIA *
PERTIODO DE 4 BLASTOMEROS 1 - 1 Y MEDIO DIAS*
PERIODO DE 8 BLASTOMEROS 2 Y MEDIO DIAS *
TRANSPORTE EN EL OVIDUCTO LOS PRIMEROS 3 DIAS*
PRESENCIA EN EL UTERO 3 DIAS
BLASTOCISTO 4 DIAS
IMPLANTACION 6-7 DIAS
NACIMIENTO 30-32 DIAS

* DIAS POSTERIORES A LA OVULACION (POSTCOITO)
Datos tomados de Collado y col. 1978 y Hafez, 1981

BLASTOCISTO 4 DIAS*
TRANSPORTE EN EL OVIDUCTO LOS PRIMEROS 3 DIAS*
IMPLANTACION 6-7 DIAS*
PRESENCIA EN EL UTERO . 3 DIAS * ‘
NACIMIENTO 30-32 DIAS*

*DIAS POSTERIORES A LA OVULACION (POSTCOITO)Datos tomados de
Collado y col. 1978 y Hafez, 1981.
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UTERO:

En el dtero uno de los hallazgos histoldgicos mas
sobresalientes es la necrosis coagulativa, cuando se
emplearon dosis elevadas de 5u-NET.

La necrosis coagulativa observada con dosis de 2.5 y
5 mg/kg de 5a-NET implica un origen vascular, probablemente
ocasionada primariamente por congestidén y posteriormente
hipoxia, anoxia tisular y finalmente necrosis; esta hipdtesis
se ve reforzada por el hecho de la existencia del RP en las
células musculares de las arterias uterinas de humanos
(Bouchard y Col. 1988) y conejas (Perrot-Applanat y col.
1988), lo cual plantea la posibilidad que la 5a-NET actie
sobre estos receptores y provoque los cambios wvasculares
precursores de la necrosis.

Ha sido demostrado que la producciobén de prostaglandinas
estd determinado hormonalmente, asi en la fase secretora del
ciclo menstrual se incrementa la cantidad de PGE2 y PGF2a
llegando a un nivel mdximo en el momento de la menstruacién
(Downie y col., 1974); El RU-486 incrementa la produccién de
PGF200 de una manera dosis dependiente (Elder y col.,1988),
estos compuestos son vagoactivos y promueven la
vasodilatacién por lo que se implican en la menorragia. Otros
compuestos como los  Leucotrienos B4 (LTB4) causan
constriccién arteriolar y subsecuente incremento en la
permeabilidad wvascular con extravasacidon de fluidos, este
efecto es potencializado por la PGE2 y PGD2. Los LTB
ocasionan un incremento en la liberacién de las enzimas
lisososmales en los tejidos, antes de la menstruacidén aumenta
el nimero de estos organelos, con lo que también la presencia
de sus enzimas hidroliticas (Henzl y col. 1972), entre las
que destaca la fosfolipasa A2, esta enzima es importante para
la liberacién del &c. araquiddénico a partir de las membranas
celulares y asi incrementar la sintesis de eicosanoides; dado
que la UTG es un inhibidor de la fosfalipasa A2 (in vitro)
(Miele y col. 1987) es posible que también participe en la
regulacién de la sintesis de los eicosanoides (Elder y col.
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1988), dado que el RU-486 y la 5u-NET disminuyen la expresién
del gene de UTG y su secrecidén, puede suponerse que altere la
produccién de diversos compuestos vasoactivos, y de esta
manera se propicie por esta via cambios circulatorios que
provoquen la necrosig coagulativa

La apariencia histolégica es muy similar en los animales
tratados con RU-486 (1 mg/kg) y 5a-NET (1.5 mg/mg) y sin
ocasionar cambios patoldégicos aparentes, por lo que es la
~dosis idénea para impedir la gestacidn temprana, sin embargo
estos resultados se obtienen si se aplican desde el primer
dia, si la aplicacidén subcutédnea comienza el dia 4, la S5a-NET
(1 mg/Kg) es incapaz de revertir los procesos fisioldgicos
exigstentes en este periodo y no es capaz de impedir la
gestacién al dia 8, a pesar de que el puntaje inmunoreactivo
gsea muy similar para ambos..

Otro metabolito reducido en el anillo "A" de la NET, el
3R50-NET a una dosis de 1 mg/kg es capaz de inhibir la
implantacién aplicada desde el primer dia, de manera similar
comoc lo hace el 17R-Estradiol (17f3-E2). En este caso se debe
probablemente a la actividad estrogénica propia del 3R-5ua-
NET,

PLANIMETRIA:

En humanos se han diseflado una serie de consideraciones
morfolégicas muy bien definidas, a £fin de determinar el
momento de la fase ldtea (Noyes, 1950, Tin-Chiu Li y col.
1988; Sitrak-Ware y col., 1988). En conejas se han estudiado
los cambios estructurales del endometrio durante la gestacién
temprana (Hafez and Tsutsumi, 1966), o bien la seudogestacidn
(Davies and Hoffman, 1975).

En el estudio morfoldgico realizado en conejas por
Davies y Hoffman (Davies y Hoffman, 1975) describe los dias
6-8 de la gestacién como la " fase de fusién" con la
subsiguiente formacién de sincitios, pues como ya se ha
mencionado la implantacién ocurre en el dia 7 (Hicks, 1979;
Hicks y Recasens, 1980) y en esta especie la nidacién se da
por el proceso de fusién del trofoblasto al endometrio
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(Tolosa y Ochoa, 1984), lo cual plantea un reto desde el
punto de vista inmunolégico.

Se probaron ademds de la Su-NET y RU-486, los efectos
planimétricos de 3R5¢-NET y 178-E2 en dosis de 1 mg/kg |,
aplicado por 3 dias o 5 dias cada uno (a partir de dia 1 de
la gestacidén); a fin de conocer las similitudes en el efecto
morfoldégico del endometrio de estos compuestos dado que ambos
interactian con el RE y poder hacer comparaciones entre la
5¢-NET y el 3R-50-NET puesto que no se conoce la tasa de
biotrangformacidén de 5a-NET en 3{-5u-NET en el dérgano blanco
y determinar si el efecto antiprogestacional observado se
debe a la 5a-NET como tal o bien en realidad lo eg el 3R-5q-
NET.

En los animales que recibieron 17 E2 por 5 dias se
observé el mayor efecto inhibidor de 1la. transformacién
endometerial (I.E. cerca del 90%), cuando este compuesto se
aplica tan sbélo durante los primeros 3 dias alcanza un I.E,
que rebaza el 75%; la 3 R Su-NET en las mismas dosis vy
durante el mismo timepo presenta una actividad
antiprogestacional marcadamente inferior al 17-RE2 siendo de
58% y 39% de I.E. respectivamente , por lo que su efecto
estrogénico es menor en comparacién con la hormona de
referencia (datos no mostrados). La I.E lograda por 3f%-5u-NET
es muy superior a 5¢-NET aplicada por 7 dias a la misma dosis
(lmg/Kg), de tal forma que es casi el doble cuando se aplica
3R-50-NET por 3 dias y casi el triple cuando se aplica
durante los primeros 5 dias; lo cual hace suponer que el
efecto observado posiblemente sea generado por cada
metabolito en forma individual, o bien que la tasa de
biotransformacién de 50-NET en 3B-5a-NET es baja. Esto
deberd comprobarse con un mayor nimero de evidencias
experimentales. Cuando se emplean dosis de 5 a-NET 1.5 mg/kg
se obtienen valores de I.E mas proximos al de 3R-50 por 5
dias.
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Se concluye que el comportamiento antiprogestacional de
5a-NET a la dosis de 1.5 mg/kg es similar aunque ligeramente
inferior al del RU-486 al dia 8 de la gestacidn.

El escaso valor de I.E de 5u-NET 1lmg/kg puede ayudar a
explicar por qué su falla en la inhibicién de la implantacién
en algunos casos, aungue como ya se ha mencionado logra
disminuir el nGmero de los sitios donde ocurrid la
implantacién,

El estudio de la actividad antiprogestacional de la 5u-
NET, demuestra que con I.E. de tan sélo 20% (5a-1 mg/kg) vya
hay disminucién en el porcentaje de animales con implantacidn
y del nimero de sitios donde se observd la misma, es decir,
efectos de anti-implantacién; lo que se refleja igualmente en
la determinacién del ARNm de UTG y la proteina. Schubert y
col., (1983) utilizaron conejas prepuberes y administraron 5o-
NET oralmente conjuntamente con P4 y compararon con animales
que recibieron P4 dUnicamente, o bien E2+P4; realizaron
egtudios morfométricog similares al que efectuamos: area de
tejido glandular y estroma, K% y ED%; la conclusidn de estos
investigadores es que 50-NET es capaz de inhibir la
transformacién  del endometrio, (mecanismo  regulado  por
progesterona) de una manera dependiente de la dosis, lo cual
concuerda con nuestros hallazgos; y que el E2 fue cerca de 4
veces mas - efectivo que la 5w-NET a este respecto; lo que
nogotros mostramos es que 178-BE2 (por 3 dias) logra
pridcticamente cuadruplicar el efecto de IE en relacidén con la
5a-NET (a la misma dosis: 1lmg/kg) y logra valores de 80% de
ED. aplicado por 5 dias; comparado con el metabolito 3f5w-NET
que duplica el efecto logrado por 50.-NET (aplicado por menos
de la mitad del tiempo: 3 dias) y casi triplica su efecto
cuando se aplica por 5 dias; en conclusién el efecto
inhibidor es mucho mayor para E2 y 3$-5a-NET. No debemos
perder de vista que Schubert utilizé otra via de
administracién (oral), animales prepliberes y sus dosis son
mucho mayores que las utilizadas en nuestros experimentos
(Schubert, 1983).
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Koering y Col. (Koering y col., 1986) realizaron
estudios en hembras (monas) castradas que fueron tratadas con
RU-486, como parte de su estudio morfolégico se determind el
porcentaje ocupado por las glandulas y el lumen, mediante un
sistema analizador de imAgenes, a diferencia de nuestro
estudio que determina por planimetria el porcentaje glandular
y del estroma, asi como la relacién entre ambos; Koering
obtiene porcentajes para el tejido glandular alrededor del 8%
como en el presenté estudio, en animales tratados con
estradiol, en dosis de 1 mg/kg; de manera similar cuando los
monos fueron tratados con progesterona RU-486 (1 mg/kg por
via intramuscular diariamente), el porcentaje glandular fue
entre el 25 y el 30%, comparado con el 25% de nuestro estudio
de conejas fertilizadas; es interesante marcar estas
semejanzas tratdndose de especies distantes filogenédticamente
como son los primates y los lagomorfos; asi mismo resultd
interesante las similitudes al utilizar técnicas diferentes
(sistema analizador de 1imdgenes v.s. planimetria) y en
condiciones experimentales distintas (animales
ovariectomizados tratados con RU-486 + P y animales gestantes
+ RU-486); en ambog casos se trata de determinar los efectos
morfolégicos agudos del RU-486 (Koering y col.,1986). E1
efecto antiprogestacionaal del RU-486 se manifiesta evitando
la proliferacién del endometrio, lo cual se evidencia por la
disminucién del &rea ocupada por el tejido glandular. Lo
anterior impide la transformacién del endometrio
proliferativo a secretor como lo describe Ullmann (Ulmann y
col.,  1990). Nuestro estudio demuestra un efecto similar al
aplicar 5a-Net (1.5 mg/Kg). . '

El escaso desarrollo glandulular del endometrio
observado con las diversas . progestinas gintéticas
(equiparable al presente en una coneja gestante normal, pero
de varios dias previos), provoca un desfasamiento entre la
maduracién del producto y la del dtero , o quizas en ambos ,
lo cual ocasiona que el momento iddéneo de la impalantacidn se
pierda
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La capacidad reguladora de la gestacidén del RU-486 es
mucho mayor que el de la 5a-NET, ya que se ha llegado a
utilizar en humanos hasta el dia 49 como un método encaminado
a la terminacién voluntaria de la gestacidén empleando en
humanos la dosis de 600 mg de RU-486 mds prostaglandinas
para facilitar la contraccidén uterina y la expulsién del
producto (Castadot, 1986; Ulmann y col., 1990).

La 5w-NET debe aplicarse al dia siguiente de la cruza y
por 7 dias consecutivos para impedir la gestacidn; la
dosificacidén del RU-486 es mas flexible y sgin efectos
adversos en la morfologia, pues probamos dosis desde 0.5 m/kg
hasta 2.5 mg/kg y son capaces de impedir la implantacidén sin
ocasionar daflogs patoldgicos aparentes (datos no mostrados).

En la actualidad se han implementado diversas
aplicaciones précticas a RU-486 ademds de la interrupcién de
la gestacidén como son: pildora "de la mailana siguiente",
mediante su utilizacidén el dia 27 del ciclo, en monos ha
demostrado su utilidad al facilitar la labor del parto, pues
en estos animales sensibiliza al udtero a la accidén de la
oxitocina y estimula la lactancia (Chillik y co0l.1986; Ulmann
y col., 1990; Winer y col.1993; ).

Es conveniente determinar si tienen aplicacidén los
metabolitos de la NET en alguno de estos aspectos. El estudio
de un metabolito con probable efecto antiprogestacional es de
gran relevancia en medicina veterinaria ya que en la
actualidad no existen métodos reguladores de la fertilidad
post-ovulatorios, o bien compuestos contragestacionales de
eficiencia probada y sin riesgos para los animales (perros y
gatos principalmente). Con este fin se ha empleado el
cipionato de estradiol (E.C.P), un estrdgeno que sdélo puede
usarse durante los primeros 5 dias posteriores a la cruza y
con diversos riesgos como hemorragias severas (Lara y col.,
1988), ya que la médula dSsea de la perra es muy sensible a
los estrégenos al disminuir el nlGmero de plaquetas (Spinelli
y Enos,1982)., La utilizacién de progestinas (incluso con
débil efecto progestacional) como la proligestona, puede
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ocasionar tumores mamarios y el desarrollo de hiperplasia
endometrial quistica. A pesar de ello este compuesto se
utiliza frecuentemente para el cont;ol del ciclo estral en
las perras y gatas (Evans and Sutton, 1989).

A este respecto se ha empleado la NET en estos animales
por via oral. Es eficaz en posponer el celo aplicado pocas
gemanas antes del celo esperado, pero no es eficiente en
revertir los signos del estro cuando se aplica tardiamente en
el proestro. La fertilidad de los animales es normal en el
estro siguiente al tratamiento. Se han descrito deformaciones
congénitas y retardo en la fecha esperada de parto cuando se
aplica inadvertidamente durante la gestacidén (Evans, 1989).

En nuestro estudio con dosis de 1 mg/kg logramos
disminuir en un 60% los sitios donde se observd implantacidn
Y el nimero de animales con implantacién (ver tabla 3);
Schubert y col. (Schubert y col., 1983), realizaron estudios
gsimilares en ratas y ratones, obteniendo dosis efectivas de
25 mg/kg con 86% de inhibicidén de la implantacién y 30 mg/kg
con 89% de inhibicidn respectivamente; lo cual indica una
marcada diferencia entre las especies utilizadas con dosis
desde 2.5 mg/kg en las conejas se obtienen cambios
patoldégicos indeseables; a este respecto Schubert no hace
mencién sobre hallazgos similares.

La inhibicién de la transformacidén endometrial observada
en animales tratados con RU-486 y 50-NET (1.5 mg/kg) es el
resultado de los procesos de proliferacién (I.M.) y muerte
celular (I.A.) del dtero; el 1I.M. observado en estos
animales, es muy similar para las células del lumen vy
glandulares, sin embargo, sblo en este Ultimo caso se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre
algunos tratamientos, (Tabla 5); resulta destacable que la
50.-NET abate por completo el I.M. a los 8 dias de la
gestacidn.

El hecho de no encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los animales tratados con progestinas
sintéticas y los animales con PPG se explica considerando que
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a los 8 dias de la gestacién no hay gran actividad mitética
como lo demuestran otros trabajos (Nawaz y col., 1982).

En la coneja la P4 induce proliferacién del lumen
uterino (Conti el. al., 1981), 1la cual es seguida por
diferenciacién y formacién de tejido glandular, posterior a
este proceso ocurre la sintesis de UTG.; posiblemente todos
estos procesos fisioldégicos se ven obstaculizados por efecto
del RU-486 ya que estudios en mujeres durante la fase litea,
indican una prematura involucidén del endometrio y apoptosis
{(Sitrak-Ware y col., 1988); posiblemente la Su-NET ocasione
efectos similares, seglin lo demuestran los estudios por
planimetria e inmunohistoquimica del UTG.

DISCUSION:MITOSIS Y APOPTOSIS

El epitelio uterino presenta 4 diferentes mecanismos en
la regulacién del crecimiento: 1) proliferacién celular, 2)
migracién celular, 3) diferenciacién -y 4) pérdida por
descamacidén o muerte. (Conti, et., al, 1984).

Es conocido el efecto de 1los estrbgenos sobre el
incremento del peso himedo del dtero durante la fase
estrogénica del ciclo estral y la induccién del crecimiento y
proliferacidén del endometrio en mamiferos (Brenner and West,
1975), esto ha sido demostrado en cultivos celulares del
endometrio de la coneja (Gerschenson y «col. 1977) vy
directamente en experimentos in vivo en el ratén (Martin vy
Col. 1976). Conti et, al sostienen la hipétesis de que 1los
estrégenos modifican la cinética de las células epiteliales
del endometrio que consiste en la migracién de las células
glandulares hacia el lumen y ahi su pérdida; el efecto
estrogénico se manifiesta por la disminucién en el rango de
pérdida de 1las células luminales {(Conti y col. 1984);
nosotros observamos en las conejas no destantes (animales
considerados en estro) una marcada diferencia en el I.M. de
las células glandulares en comparacién con las luminales de
los animales control (PPG) y con diversos tratamientos; esto

sugiere que la proliferacién celular se inicie posiblemente
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en las gléndulas lo cual concuerda con la hipdtesis de Conti
y Col,

En la gestacidn temprana es comin el observar picos
mitéticos; en el ratén se presenta al tercer dia en el lumen
y las glandulas, seguido de un incremento en el dia 4 y 5 en
el estroma (Finn and Martin, 1967); en la gata el pico de
células epiteliales se presenta en el dia 2 después de la
cruza (West y col.,1977). Estos dias de maximos incrementos
mitéticos  forman parte del proceso fisiolégico de
transformacién y diferenciacidén celular, a fin de contribuir
a la maduracidén necegaria para que el endometrio se convierta
en un tejido secretor y pueda recibir al producto, propiciar
su nutricién antes de la implantacién y anidarlo
posteriormente,

Durante la gestacidén temprana y en animales sin ningln
tratamiento nosotros observamos los niveles maximos de I.M.
en el dia 2 y un segundo pico aunque menos marcado en el dia
4 (datos no mostrados), estos valores han sido similares en
conejas ovariectomizadas y tratadas con hCG (seudogestantes)
(Conti et.al 1984; Nawaz y col. 1987). Tanto en nuestro
estudio como los experimentos de Nawaz y col, se observa una
disminucién marcada del I.M. entre los dias 5 y 8.

Los valores del I.M., en los animales tratados (con 5a-
NET y RU-486) y gestantes (que recibieron Unicamente PPG) son
muy bajos e incluso nulos con 50-NET 1 mg/kg y muy similares
para todos en el dia 8 de la gestacidn, esto implica que en
este lapso la actividad mitética es winima, sin embargo no
pueden hacerse seflalamientos concluyentes sobre la
modificacién de la actividad mitética con base en el I.M.,
por otro lado el hecho de observar E.D. por arriba del 50%
para el RU-486 y 50-NET (1.5 mg/kg) sugiere que los picos
mitéticos de los dias 2 y 4 posiblemente se vieran
disminuidos, esto debe corroborarse en futuros estudios que
contemplen dichos dias. Es importante también destacar el
hecho de que la predominancia marcada del I.M. de las células
glandulares V.S. las luminales de las conejas no gestantes
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fué dnico pues en ninguno de los demds animales gestantes
(PPG) y animales con algin tratamiento con progestinas se
presentd, lo que sugiere que la actividad mitética es muy
baja a los 8 dias de la gestacién.

Se compararon los resultados de la I.M:con los animales
no gestantes (en estro) y se observd diferencia significativa
(p< 0.05) entre el I.M. de las células glandulares de 1lo
animales no gestantes en comparacidén con los demds grupos del
Experimento 2

Para las conejas no gestantes se observd un mayor nimero
de células en mitosis en relacidn con los animales gestantes
o0 tratados, esta diferencia fué significativa (p< 0.05).

La muerte celular se ha revalorado en la actualidad como
un importante fendmeno fisioldgico, particularmente en
tejidos de continuo reciclamiento celular como son la piel,
el intestino o el epitelio uterino, Finn and Publicover,
1981, (Nawaz y col. 1987; Willie, 1987; tradicionalmente la
muerte celular habia sido considerada como un proceso
patoldgico; en varias circunstancias es un proceso normal y
fisioldégico que participa en procesos como metamorfosis,
desarrollo embrionario, renovacidn tisular y atrofia inducida
hormonalmente, en diversos tejidos entre ellos el testiculo
(Tapanainen,et al,1993); este tipo de muerte celular es
denominado apoptosis o muerte celular programada (Wyllie vy
col. 1980), y se distingue morfoldgicamente de la necrosis,
otro tipo de muerte celular, por las siguientes
caracteristicas: citoplasma baséfilo y halos claros alrededor
de las células, fragmentacidén de la cromatina nuclear (Wyllie
y col.,1987), esta fragmentacién puede identificarse tanto
con el Microscopio o6ptico y electrdédnico como por
procedimientos bioquimicos vy corresponden a nucleosomas
(Wyllie y col. 1984, Rotello y col. 1989; Rotello et.al.,
1992) .

Durante la gestacidén temprana nosotros observamos una
disminucién del TI.A. entre el dia 2 y 5 en una gestaciodn

normal (datos no wmostrados), de una manera similar a lo
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observado en conejas seudogestantes (Nawaz y col. 1987), que
coincide con los periodos de maxima proliferacién (I.M) en
los dias 2 y 4, por lo que esto sugiere una coordinacién
entre proliferacidn " celular y apoptosis, probablemente
regulados de manera independiente (Nawaz y col., 1987).
Existe la hipétesis de la existencia de un factor de muerte
celular y un factor de proliferacién celular producido por
las células endometriales de la coneja, la P y E2 pueden
modular la produccidén local de estos factores, por lo que
probablemente estas hormonas no regulen directamente el I.M.
y el I.A.(Lynch y col., 1986; Nawaz y col., 1987).

Experimentos en conejas ovariectomizadas sefialan un
incremento de I.A. de hasta 124 veces en relacién con los
animales control, este fendmeno es prevenido
significativamente por la aplicacién de P4 (Nawaz y col.,
1987); por otro lado cuando se aplica RU-486 a conejas
gseudogestantes se dispara la apoptosis, alcanzando niveles
gimilares al de las hembras ovariectomizadas, por lo que la
P4 suprime la apoptosis (Rotello et. al,, 1992). Por 1lo
anterior la apoptosis puede considerarse como un rasgo
antiprogestacicnal en el epitelio uterino; resulta
interesante el hecho que en las tubas uterinas de monos
(Odor, 1978) y gatas (Verhage y col. 1984) la P4 induce 1la
apoptosis en el epitelio de este dérgano y los E2 los procesos
de mitosis (Bariether y col. 1981), es decir, la P4 induce
apoptosis en las tubas uterinas y de manera inversa en el
itero.

El efecto del RU-486 es homogéneo a lo largo de los
cuerncg uterinos (Chillik y col., 1986), el incremento de la
apoptogis en el epitelio uterino ha sido demostrado por
procedimientos bioquimicos (Rotello.y col. 1989)., Con la
utilizacién de 5a-NET (1,1.5 mg/kg) se observa una posible
tendencia de efecto antiprogestacional, pues los valores mas
altos de I.A. del lumen se presentaron en animales tratados
con 1.5 mg/kg de 5a-NET, y los mds bajos en las conejas
gestantes, efectos similares se observaron para las células
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glandulares, 1los valores de apoptosis de las células
glandulares son practicamente el doble que el observado para
las conejas gestantes tratadas con PPG (ver Tabla 5), siempre
se observdé mayor apoptosis en las células glandulares. Los
resultados no son concluyentes, aunque no existieron
diferencias significativas se observa que la apoptosis de 5a-
NET 1.5 mg/kg fue ligeramente superior a la del RU-486, a los
8 dias de gestacidn, Esta tendencia pudiese ser mds marcada
en dias previos pues lo que se observa al dia 8 es sdlo un
reflejo de un proceso ya estabilizado,

Los valores de RU-486 (1 mg/kg) y 50-NET (1 mg/kg) son
- muy similares (tanto para las células luminales como
glandulares), sin embargo el efecto anti-implantacién de 1la
5a-NET fué debil comparado con las mismas dosis del RU-
486 ,Estos resultados demuestran que el dia 8 de la gestacidn
no permite evaluar la actividad apoptdética real de los
compuestos en la gestacidén temprana.

No hay que perder de vista el hecho de encontrar una
disminucién en la marca inmunohistoquimica de UTG a los 8
dias, puede estar vinculada con un incremento en la apoptosis
en las células glandulares; por lo que no sblo influye en el
proceso antiprogestacional que inhibe la secrecidén de UTG,
sino la muerte y pérdida de las células encargadas de esta
secrecién. Esta hipdtesis debera ser validada
experimentalmente,

La determinacién simultdnea de la fragmentacién del ADN
por procedimientos bioquimicos y mediante el microscopio
foténico, demuestra que no existe una correspondencia de los
hallazgos bioquimicos con los porcentajes de la apoptosis
morfoldgica, por lo que se piensa que un gran namero de
células con fragmentaciédn nuclear son fagocitadas antes de
mostrar las caracteristicas clésicas de apoptosis al
microscopio de luz, (Rotello y c0l.1992), por lo que se hace
muy importante considerar los procedimientos bioquimicos en
futuros experimentos para evaluar la apoptosis a los 8 dias
de gestacién y en los dias anteriores (Rotello y col. 1989).
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La disminucidén del wmarcaje inmunohistoquimico de UTG;
implica una menor sintesis de esta proteina dependiente de la
accién progestacional, esto muestra un efecto
antiprogestacional bien establecido (Miele y col. 1987).

El efecto antiprogestacional de los metabolitos
reducidos de la NET, fue corroborado por la disgminucién en la
expresién del gen de UTG; en el estudio inmunohistoquimico,
que aqui se ha descrito y en la identificacidén por RIA de la
UTG en el fluido uterino, o bien de su mensajero (Castro_et.
al 1995.) mediante el andlisig por Nothern Blot. Es muy
importante destacar que en todos. nuestros estudios el
comportamiento de la 50-NET y el RU-486 fue muy similar a la
misma dosis 1lmg/Kg ) y para 1.5 mg/Kg de 5u-NET abate por
completo el contenido del ARNm detectable en el endometrio a
los 8 dias post-coito; lo cual indica que la regulacidén de la
expresién del gen de UTG se realiza en el nivel
transcripcional por 5a-NET (aunque la degradacién
postranscripcional no puede ser descartada) (Castro, et_al,
1995),

En los animales tratados con 50-NET y 3f50-NET
(lmg/Kg/dia/3dias) a 'partir del dia 4 de la gestacidén se
obgervé la implantacién del blastocisto y en el estudio
inmunohistoquimico no se observé disminucién importante de la
marca UTG.

Estudios realizados en nuestros laboratorios han
demostrado que la S5a-NET ( 1lmg/Kg/dia/5dias ) es capaz de
eliminar por completo el contenido de UTG en el £fluido
uterino de conejas prepiberes tratadas con P4; la potencia
antiprogestacional mostrada por la 5u-NET es similar a la del
RU-486 ( 1mg/Kg/dia/5dias)( Cerbén y col., 1990 b ).
Recientemente ha sido demostrado mediante un modelo molecular
que la 50.-NET posee propiedades antiprogestacionales , ya dque
es capaz de inhibir la expresién de la actividad de la
cloranfenicol acetil tranferasa inducida por progesterona en
lineas celulares transfectadas con los elementos de respuesta
hormonal que median los efectos de la progesterona, Esta
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inhibicidén fué similar a la producida por el antiprogestéageno
de referencia RU-486 (Pasapera y col. 1995 b).

La secrecidén de UTG durante la gestacidén temprana
produce niveles maximos en el dia 5 lo cual nosotros hemos
podido demostrar por inmunohistoquimica (datos no mostrados)
0 por procedimiento bioquimico (Gutiérrez- Sagal y col.1993);
la cantidad de UTG posteriormente decrece hasta précticamente
desaparecer en los dias 9 - 10; la disminucién prematura o el
bloqueo de la expresién del gene de UTG es considerado un
efecto antiprogestacional,. como ha ya sido mencionado.

Diversos estudios preliminares indican que durante el
periodo de preimplantacién, la maduracidn uterina implica un
incremento en la capacidad de la eucromatina de las células
para servir como molde para la sintesis de nuevas moléculas
de ARN y subsecuentemente su traduccién a diversas proteinas
especificas (Glasser and McCormack, 1979), algunas de ellas
presentes en el fluido uterino, tal es el caso de la UTG, por
lo que la disminucidén que observamos es probable que esté
involucrada con la falla en la implantacidén del producto.

Utilizando los mismos animales de nuestro experimento,
se realizd la determinacidén de UTG por RIA, a los 8 dias
post-coito, obteniéndose resultados similares al del estudio
inmunohistoquimico: en conejas gestantes tratadas con RU 486
(1L mg 1 Kg) se observdé una disminucidén de UTG del 73%;
animales fertilizados tratados con 5a-NET produjeron una
disminucién del 50% y el 85% del contenido de UTG en relacidn
con los animales control (PPG) con dosis de 1 y 1.5 mg/kg
respectivamente, con dosis de 2.5 y 5 mg/kg provocaron una
disminucién tan grande de UTG que fueron muy similares al de
los animales no gestantes (Castro et.al 1995); sin embargo
para estas dos dUdltimas dosis no. se realizd el estudio
inmunohistoquimico debido a la necrosis coagulativa observada
en el andlisis morfoldégico de las muestras.

En los animales tratados con 3% So NET (lmg 1Kg) durante
los 3 o 5 primeros dias posteriores a la cruza ocasionaron al
igual que el estradiol una deplecidén del contenido de UTG a
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los 3 dias de tratamiento ( Castro et _al, 1995). Esto
contrasta con el resultado de inmunohistoquimica en la cual
no se observa una disminucién de la marca de UTG si el
tratamiento se inicia el dia 4 de la gestacidn,tanto con 5a-
NET y 3R5a-NET (1lmg/Kg).

En ese mismo estudio se determinéd ARNm de UTG por
Northern Blot en las células endometriales; obteniéndose una
~disminucién significativa en animales que recibieron dosis de
5a-NET,RU-486 de 1lmg /Kg o 17B-E2 ( 1lmg/Kg/3 o 5 dias ) y 3R-
50-NET ( 1lmg/Kg/dia/5 dias ) comparado con los animales
gestantes ( PPG ); no se detectd ARNm de UTG en las hembras
tratadas con 1.5mg/Kg de 5u-NET tratados por 7 dias
(lmg/Kg) .

Los estrdgenos pueden suprimir parcialmente la expresidn
del gen de UIG en el lumen; sin embargo esta respuesta
antiprogestacional de los E2, se presenta en forma aguda y
rapida (Kopu y col. 1981).

RECEPTORES A PROGESTERONA

Un gran nimero de investigaciones encaminadas a la
deteccién inmunohistoquimica del RP, determinan la presencia
de la marca exclusivamente en el nlcleo de las células
(Bouchard y col. 1988; Perrot-Applanat y col., 1987; Garcia y
col. 1988; Hyde y col. 1989; Iway, 1991; Iway, 1991; Hegele-
Hartung y col. 1992; Hild-Petito y col. 1992), este hecho fue
observado también en nuestro experimento; sin embargo, es
conveniente realizar futuras observaciones ultramicroscépicas
con inmuno oro en el {tero, tubas uterinas y ovario para su
identificacién al M.E.; ademids de identifiacar mas claramente
la apoptosis del epitelio uterino y del oviducto.

Isotalo y col. (1981) realizaron experimentos con el RP
en el Utero de la coneﬁa con tratamiento previo de P4 y no de
E; sugiriendo una saturacién del RP y puede ser el mecanismo
por el cual se garantiza la continuacién de la respuesta
biolégica de la P4, a pesar de la dasaparicién del RP en
diversas células.
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En la hembras no gestantes (en estro) se observé una
gran cantidad de RP, por lo que fueron utilizadas como
controles positivos, ya que es una caracteristica estrogénica
la presencia de RP y RE (Pollow y col. 1981)

El efecto progestacional es detectable por 1la
disminucién del receptor, fendmeno conocido como “down
regulation" (regulacién a la baja); en la cual la presencia
de altas concentraciones de la hormona, disminuyen la
cantidad del receptor especifico a fin de modular sus efectos
fisioldégicos (Ruckebusch-Phaneuf and Dunlop, 1991); existen
evidencias indirectas de que el RU-486 ocasione "dawn
~ regulation", ya que al emplear anticuerpos contra RU-486 , se
obgerva una menor cantidad de marca después de aplicar el RU-
486 (Sitruk-Ware vy bol., 1988), esto posiblemente ihplica la
disminucién de los RP , pues se ha comprobado que la accién
del RU-486 esta mediado por estos receptores, por lo que
podemos suponer dque la cantidad de estos receptores en el
tejido disminuyen, asi mismo se ha determinado que la accién
de RU-486 provoca apoptosis en el 1dtero (Rotello y col.
1990), por lo que la disminucién en la cantidad de células
posiblemente  implique la disminucién de los RP tisulares;
este anti-progestdgeno realiza su accién mediante la
intervencién del R.P.; nosotros comprobamos la ‘"dawn
regulation" tanto de RU-486 como de 1la 50-NET. Estos
resultados permiten suponer que la 50.-NET medie sus efectos a
través del RP.

El mecanismo de down-regulation ha sido también
obgservado para el R.E., con compuestos con actividades
antiestrogénica (como el ICI 164, 384); la actividad
antagénica del ICI puede ser causada por esta répida
desaparicién del R.E. en los tejidos blanco, resultando en
una cantidad insuficiente para el ligando nativo (E2) vy
impidiendo asi sus respuestas agonistas (Gibson y col.,
1991) .

En estudios realizados previamente en nuestro
laboratorio durante la gestacién temprana la P4 provoca la
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disminucién del RP hacia el dia 4, no pudiéndose detectar ni
el receptor ni su ARN mensajeroo por métodos bioquimicos al
50. dia post-coito (Gutiérrez-Sagal y «col. 1993). Esto
permite suponer que la 5a-NET actué a través del RP
localizado en las células blanco.

Si se aplica 1 mg/Kg de 5 «-NET a partir del cuarto dia
de la gestacién en lugar del dia 1 no se logra impedir la
implantacién (datos no mostrados). Cuando se aplicé la dosis
de 1 mg/Kg/dia de 5 a-NET a partir del dia 4 de la gestacién
se obtuvieron en las tres capas IRS idénticos al de los
animales tratados con la dosis de 5 «-NET 1.5/Kg/dia pero
desde el dia 1 de la gestacidn (dia posterior a la cruza); en
el tejido conjuntivo se obtuvo un mayor porcentaje de células
inmunoreactivas con 1 mg/Kg pero con una intensidad baja,
mientras que para 1.5 mg/Kg los resultados fueron inversos
(datos no mostrados) .

Con el epitelio y miometric nosotros observamos
regulacié a la baja cuando se aplica 50-NET/mg/Kg a partir
del cuarto dia de la gestacidén y 5u-NET 1.5 mg/Kg a partir
del dia 1 de la gestacidén los puntajes inmunorreativos fueron
los mismos, lo que pareceria indicar que al igual que la P4
in wvivo al interactuar con su receptor provoca una
disminucidn de éste a partir de los 4 dias manteniéndose este
proceso cuando se utiliza la dosis de 1.5 mg/Kg, no asi se
emplea una dosis menor (1 mg/Kg) por el mismo tiempo (datos
no mostrados) .

Los RP de el tejido epitelial (células glandulares vy
luminales) y del muscular (miometrio) presentaron variaciones
paralelas en la mayor parte de los casos; este fendmeno ha
sido ya descrito anteriormente (Isomaa,1981) lo que refuerza
la suposicidén de que sus mecanismos.regqladores son comunes.

La persistencia de un gran nimero de los RP en el
estroma, con los diversos tratamientos empleados, también ha
sido informado con anterioridad (Hegele-Hartung y c¢o0l.1992;
Dunselman y c0l.1992; Hild-Petito y col, 1992); se piensa que

las células del estroma tienen un mecanismo regulador
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endometrio y tener un comportamiento diferente en comparacidn
con otras capas del Utero.

Resulta muy interesante la disminucién tan marcada del
RP en el conjuntivo y misculo en dosis bajas de RU-486 (0.5
mg/Kg), en comparacién con las dosis mayores (lmg/Kg),
excepcién de los receptores presente exclusivamente en las
gldndulas; a pesar de estas diferencias el patrdén de
localizacién de los RP fue similar para ambos casos; el
comportamiento del RU-486 (0.5mg/Kg) es muy peculiar y no se
asemeja al Sa-NET (lmg/Kg), su potencia anti-implantacién vy
antiprogestacional es mayor ya que estas dosis bajas impiden
la gestacidén (no asi para la 5a-NET). Resulta interesante
igualmente la respuesta de la UTG y su mensajero cuando se
dan dosis elevadas de RU-486 (2.5mg/Kg), estos efectos
paradéjicos no corresponden al esquema clésico de "dosis
respuesta" y deben ser explicados en un futuro. La relacién
entre los receptores a progesterona y la uteroglobina han
sido ya realizadas por otros autores (Isomaa y col., 1979).

En el proceso de diferenciacién y maduracién del
endometrio inducido por la P4 ya sea la gestacidén temprana o
la seudogestacién, se inician diversos procesos en forma
temprana, como son el pico mitdético al dia 2, la disminucidn
marcada del RP al dia 5, la midxima secrecidén de UTG en esta
misma fecha (Nawas, Gutiérrez, Sagal y col. 1995), por lo que
la participacién de la 50-NET antes de estos eventos, son al
parecer cruciales para poder alterar negativamente los
procesos; si se aplica tardiamente (dia 4 de la gestacién),
no es capaz de revertir los mecanismos fisiolégicos
previamente desencadenados (no asi el RU-486), por lo que su
potencia antiprogestacional es menor -a la de este Ultimo.
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VIII CONCLUSIONES

1. La dosis iddénea de So-NET para impedir 1la
implantacidén en hembras adultas fertilizadas fué de
1.5mg/Kg/dia/7 dias. Dosis inferiores fueron ineficaces para
detener la implantacidén (0.5 mg/Kg/dia/ 7 dias) o bien
Ginicamente disminuyeron el porcentaje de los animales en losg
que ocurrié la implantacién, asi como el ndmero de
implantaciones por animal (1 wmg/Kg/ dia /7 dias). Dogis
mayores provocaron necrosis coagulativa del endometrio.

2. El efecto del RU-486 (lmg/kg) sobre las poblaciones
celulares de las tubas uterinas, inhibicién de 1la
transformacién endometrial, proporcidén de I.M. e I.A. fue
similar para el B50-NET (1.5mg/Kg) a los 8 dias de 1la
gestacidn, después de 7 dias de tratamiento.

3. Dosis de 1.5 mg/kg de S5u-NET mostraron un efecto
antiprogestacional similar al del RU-486 al inhibir de manera

gimilar la expresién del gen de UTG evaluado por
inmunchistoquimica.

4, Los efectos de RU-486 y 5a-NET, son mediados por el
RP ya que su administracién provocd regulacién a la baja
{"down regulation").
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IX RECOMENDACIONES

Eg muy conveniente gque en futuros experimentos se evalie
el efecto de la 50-NET entre los 2 y 5 dias de la gestacién a
fin de determinar si es capaz de contrarrestar la disminucién
normal del I.A. o los picos de I.M: en los dias 2 y 4 en
animales gestantes, pues el grado de arborizacién glandular
observada a los 8 dias de gestacidén es casi nula con 50-NET,
lo cual podria ayudar a explicar el mecanismo
antiprogestacional y de anti-implantacién de esta progestina
sintética.

Durante la gestacidén temprana se desencadena un gran
nimero de procesos fisioldgicos que deben ser evaluados vy
dilucidados, vya que:. el transporte del producto y su
implantacién parece ser un fendmeno multifactorial; de entre
la gran diversidad de mecanismos estudiados cabe mencionar la
participacién de 1la histamina; producida por embriones de
ratones durante el 4o, dia de gestacidén {Dey and Johnson,
1980), respecto a esta amina bidgena, se han informado
variaciones en el nlimero de las principales células del
conjuntivo que la producen: las células cebadas (o
mastocitos); ya sea durante el ciclo estral (Gibbons y Chang,
1972) y durante la gestacidén temprana en varias especies
(Brandon y Bibby, 1979; Brandon y Evans, 1984), dichas
variaciones sugieren la influencia de las hormonas ovaricas y
la presencia de los receptores respectivos, en los mecanismos
que originan la degranulacién (en el cual el namero de
células detectables al M.0. disminuye), con la subsiguiente
liberacién de histamina. La histamina puede estar involucrada
en los mecanismos vasculares que posiblemente contribuyan a
ocasionar la necrosis coagulativa observada en el presente
estudio,

Cabe mencionar que se ha comprobado la importancia de la
histahina en la ovulacidén de 1la cdneja (Espey, 1980; Krishna
and Terranova, 1985), puesto que los antihistaminicos son
inhibidores de la ovulacién en esta especie (Knox and Beck,
1976); por lo que es muy conveniente el dilucidar el
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comportamiento de los mastocitos en el ovario inicialmente y
posteriormente en el ttero y tubas uterinas, durante la
gestacidén temprana y las posibles variaciones provocadas
tanto por el RU-486 como los metabolitos reducidos de la NET.

El comportamiento de otros compuestos vasoactivos como
los leucotrienos y la prostaglandinas serdn muy utiles para
tratar de dilucidar el mecanismo de necrosis coagulativa
obgervada con ciertas dosis de 5 «-NET.

Se ha observado la presencia de relaxina en la placenta
y en el endometrio (pero no en el ovario) por pruebas de
inmunohistoquimica entre los dias 4-9 de la gestacién y 2-5
de la lactancia (Vaughan and Fields, 1990) . Su
inmunolocalizacién se circunscribe a las gléndulas uterinas
durante el periodo de peri-implantacién (dias 4-9) vy
exclusivamente 'en los sitios de implantacién (posteriormente
entre los dias 11-23 se localiza en glandulas y células
luminales en general); en esta época también comienzan a
detectarse niveles hormonales en el suero (determinados por
RIA), alcanzando un pico en el dia 15, que se mantiene hasta
el parto (dia 32). Dichos niveles no esté&n presentes en las
hembras seudogestantes (Vaughan and Fields, 1991) ni en su
endometrio (Vaughan and Fields, 1990); estos experimentos
sugieren la posible participacién del blastocisto en el
inicio de la produccién de relaxina y su posterior
mantenimiento, ademds, puesto que esta hormona estd presente
en el periodo de peri-implantacién puede tener un papel
relevante en la preparacién del Utero de la coneja para la
nidacién del producto. Por lo anterior seria de gran utilidad
el monitorear la relaxina durante la gestacidén temprana de
animales tratados con RU-486 y metabolitos derivados de la
NET a fin de conocer si es capaz de interferir con su
secrecién y posible accién en este periodo (4-9 dias
postcoito); pues es un marcador exclusivamente gestacional.

Se recomiendan realizar estudios sobre los posibles
cambios patolégicos de los productos de la concepcién, ya que
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el RU-486 llega a ocasionar necrosis de diversas capas del
embrién (Sitruk-Ware y col., 1988},

Es muy conveniente conocer también la localizacidén in
gitu de la 50-NET y su distribucidn intracelular mediante
inmunohistoquimica o radioautografia, como ya ha sido
egstudiado para el antiprogestdgeno de referencia RU-486
(Sitruk-Ware y col., 1988).

En relacién con los diversos metabolitos de la NET,
pueden realizarse estudios a £fin de conocer la tasa de
biotransformacién de NET en 5u-NET y de esta en 3R-5u-NET
tanto en el utero como en las tubas uterinas, a f£in de ayudar
a explicar los diversos hallazgos morfoldégicos descritos en
‘el presente trabajo.
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