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RESUMEN

Las progestinas han sido ampliamente utilizadas en ei tratamiento y control de
diferentes procesos bioldgicos en el campo de la reproduccién. La noretisterona
es una progestina derivada dei 19-nor-testosterona con actividad progestacional
que puede metabolizarse in vivo, sufriendo una reduccién en el anillo A de la
moiécuia. Este cambio en estructura hace que uno de sus metabolitos (Sa-NET)
adquiera actividad antiprogestacional. la cual ha sido previamente evailuada en
modelos animales. En la actualidad esta progestina es utilizada como terapia
hormonai de rempiazo en mujeres posmenopausicas con buenos resultados en
algunas pacientes, sin embargo en otras se llega a presentar amenorrea
secundaria a su administracion.

Existen evidencias de que ia antiprogestina (RU486), induce la muerte celular por
apoptosis en las céiulas del endometrio del conejo, por su accién inhibitoria de la
accién de progesterona. Es posible entonces suponer que ia conversion de NET
a su metabolito Sa reducido pudiera estar produciendo el mismo efecto en el
endometrio de ia mujer.

El presente trabajo fué enfocado a la evaluacidn de este efecto en un modeio
humano, considerando que el endometrio de las mujeres posmenopausicas
mantiene su capacidad de respuesta a estimulos hormonales.

Se estudiaron ocho mujeres, a las cuales se les administré noretisterona por via
oral © subdérmica, medroxiprogesterona ¢ progesterona natural de acuerdo a un
esquema preestablecido (ver material y métodos).

Nuestro resultados demostraron que NET en sus diferentes vias de
administracion induce la muerte celular por apoptosis, siendo su efecto mayor
sobre las células del estroma, posiblemente a través del bloqueo de la accion
protectora de la progesterona. Este efecto fué menos potente en ias mujeres que
fueron tratadas con medroxiprogesterona y no se observo en las que recibieron la
progesterona naturad.

Consideramos que hasta ahora no podemos hacer un andlisis concluyente, ya
que el numero de pacientes incluidos en el estudio no es suficiente, sin embargo
los datos encontrados son interesantes y apoyan la continuacion de este estudio,
ya que no existe informacidn en la literatura respecto al efecto de la noretisterona
en el proceso de proliferaciéon y muerte ceiular.



INTRODUCCION.

El uso de progestinas en ginecologia obedece a la necesidad de inducir
artificialmente un ciclo menstrual normal, frecuentemente con fines de
planificacion familiar, controi del cicio menstrual, control de sangrado uterino o
bien de remplazo hormonal. Generaimente su uso esta asociado con estrégenos,
que inducen la proliferacion del tejido endometrial, con el fin de antagonizar este
eofecto y una vez suspendidas ambas hormonas se presente el sangrado

menstrual.

El vaior de ia terapia de remplazo hormonal (TRH) esta bien establecido, los
beneficios terapéuticos y profilacticos superan, en ia mayoria de las pacientes, los
riesgQos potenciales. Uno de los principales problemas de la TRH es ia falta de
adherencia al tratamiento, provocada por el reinicio de sangrado menstrual en
aquelias pacientes que conservan et utero.

Existe un arsenal terapéutico que permite utilizar diferentes agentes, por
diferentes vias, en diferentes esquemas con el dnico fin de ofrecer los beneficios
de TRH de la manera mas comoda. Sin embargo aun no se cuenta con el
aesquema de tratamiento ideal que permita los beneficios de ia terapia hormonal
comn un bajo riesgo y que no produzca sangrado en todas aquelias pacientes que
conservan el utero, lo que sin duda incrementaria la adherencia al tratamiento.

La busqueda de un progestageno ideal en ia TRH nos ha llevado ha considerar
algunos aspectos basicos de la fisiologia endometrial, tal es el caso del efecto
antiproliferativo de las principales progestinas utilizadas en el mercado para este

fin.

A principio de |la década de los setenta, algunos estudios de morfologia dieron
origen al concepto de apoptosis o muerte ceilular programada como ia contraparte
reguladora de la proliferacion tisular, que tiene algunas caracteristicas
fundamentales que lo hacen totalmente diferente a la muerte producida por
necrosis celular. En el endometrio, este proceso esta reguiado por ei efecto de
hormonas esteroides y se puede cobservar con mas frecuencia durante la fase
premenstrual del ciclo endometrial, o cual indica que la disminucidon del efecto
trofico de tas hormonas esteroides induce la muerte celular programada.



La observacion puede hacerse mediante el microscopio de luz o bien con técnicas
de biologia moiecular que identifiquen I|a fragmentacidn del acido
desoxirribonucieico (DNA.), un indicador del inicio del proceso de apoptosis.

En algunos modeios experimentales en animales ia progesterona ejerce un efecto
inhibidor de I|a apoptosis en células endometriales y algunos agentes
antiprogestacionales como el RU 486 inducen apoptosis a pesar del efecto tréfico
de hormonas esteroides. Recientemente se ha encontrado que uno de los
metabolitos de noretisterona (Sa-NET) ejerce un efecto antiprogestacional, por lo
que es posible que pudiera tener la capacidad de desencadenar apoptosis en
células endometriales de la misma manera que el RU 486 (1).

E! objetivo de este estudio es establecer si la administracion de diferentes
progestinas, incluyendo la noretisterona, utilizadas a dosis terapéuticas en
mujeres postmenopausicas, son capaces de producir el mismo efecto
antiprogestacional observado en e] endometrio de animales de experimentacion.

CLIMATERIO

&) Petinicién

Es la etapa de transicién en la vida de la mujer en cual pierde su capacidad
reproductiva y se caracteriza por la pérdida de la funcidn ovarica, es decir, la
gonada femenina deja de responder al estimulo hipofisiario y por lo tanto no

existe desarrollo folicular.

El sindrome climatérico es aquel conjunto de signos y sintomas que acompanian a
esta etapa de la vida, generalimente causados por el estado hipoestrogénico
resuitado de ia falla ovarica. Se debe diferenciar del término menopausia, que
unicamente se refiere, al Uitimo periodo menstrual. siempre y cuando este se haya
presentado un afo antes. Por (o tanto para llamar menopausia a un periodo
menstrual, debe hacerse de manera retrospectiva.

El cuadro clinico de climaterio incluye una gran diversidad de sintomas, estos se
presentan agrupados en etapas evolutivas que dependen del tiempo transcurrido
de l|la falla ovarica, inicialmente [os trastornos menstruales, los sintomas
vasomotores, los sintomas psicologicos y algunos sexuales nos indican que Ia
funcion ovérica esta comprometida. Una vez instalada esta, se presentan
sintomas relacionados con atrofia tisular, secundaria a la faita de estimulo tréfico



de los estrogenos, en una etapa posterior se presentan ademas cambios que se
han considerado como secundarios ai proceso de envejecimiento.

Los niveles hormonaies encontrados en pacientes cliimatéricas se deben a la
atresia sufrida por una gran cantidad de foliculos durante este periodo. Las
mujeres presentan niveles decrecientes de estradiol y un aumento paulatino de
sus niveles séricos de FSH y LH ( 2, 3 ). La elevacion en la FSH se debe a una
respuesta folicular deficiente, caracterizada por una baja tasa de produccion de
estrogenos y de inhibina ( 4 ), sin embargo, los mecanismos por ios cuales se

llega a esta pobre respuesta aun No se conocen.

fuente de estrogenos circulantes durante esta eépoca es la
pero existe otra fuente de

La principal
aromatizacion periférica de andrégenos ( 5, 6 ),
produccién de hormonas esteroides localizado en las células del parénquima
ovdrico, demostrado por estudios in vitro, mediante la expresién de aromatasa
la produccién de

citocromo P4850 ( 7 ), aun cuando en eillas predomina

testosterona ( 8 ).

Las células del estroma de mujeres postmenopausicas mantienen una cantidad
normal de receptores para hormona luteinizante (LMH), sin embargo jos receptores
para FSH se encuentran disminuidos, esto debido a la caida en los niveles de
estrégenos séricos en estas pacientes( 8 ).

Durante la etapa postmenopausica la concentracion sérica de estrona es mayor a
la de estradiol, contrario a lo que sucede en ias mujeres en edad reproductiva. Asi
mismo el sulfato de estrona (metabolismo del estradiol y de la estrona), también
se encuentra disminuido , pero se encueantra en su forma inactiva. ( 9 ).

La postmenopausia también se asocia con una disminucion en la produccion
ovarica de testosterona, obtenida durante este periodo, a partir de la

androstenediona ( 10 ).

D) Manejo médico.

El manejo de este tipo de pacientes basicamente consiste en diagnosticar
tempranamente enfermedades crénico-degenerativas y enfermedades
neopldsicas, el tratamiento de los sintomas propios del climaterio, en dar apoyo
psicoldgico y quiza lo mas importante prevenir las enfermedades cardiovasculares
y la osteoporosis que requiere del trabajo de un grupo muitidisiplinario que se
encargue de cumplir con los objetivos antes mencionados. En cuanto a la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y la peérdida acelerada de masa




dsea, se sugiere el consumo de una dieta rica en calcio, baja en fibra y grasas, la
suplementacion alimenticia de caicio, el cambio de estilos de vida nocivos,
ejercicioy TRH,

La terapia de remplazo hormonal ha mostrado ser de gran utilidad en el
tratamiento de la sintomatologia propia del climaterio temprano, asi como en ia
prevencion de complicaciones cardiovasculares y éseas ( 11 - 17 ).

El rempiazo hormonai consiste basicamente en suplementar a ias mMmujeres con
dosis terapéuticas de estradiol, ya que es el responsable de la mayoria de
efectos benéficos de la TRH, excepto por los efectos hiperplasicos y neoplasicos
sobre endometrio( 18, 19 ). Pero en los uitimos afios se ha observado que en
aqueilas pacientes que conservan el utero, esta terapia debe compiementarse con
el uso de algunas progestinas capaces de contrarrestar los efectos del estradiol.

Para que esto ocurra las progestinas deben administrarse mas de 12 dias, a dosis
variables dependiendo de la potencia del compuesto utilizado ( 20, 21, 22 ), con lo
cual se ha probado se disminuye ia incidencia de patologia endometrial( 23-29 ).

El papel de ia TRH en el desarrollo de cancer de mama es controvertido y en
algunos estudios se ha encontrado una relacion directa entre la dosis y el tiempo
de administracidn con el desarroilo de |la neoplasia( 30-32 ), aparentemente, el
riesgo se incremente a partir de los 15 afios de uso( 33 ) o bien cuando se toman
1.25 mg diarios ( 34 ). Ademas los estudios a largo plazo sugieren que existe un
discreto incremento del riesgo de padecer cancer de mama en los sujetos que
recibieron TRH, sin embargo se reporta una mayor sobrevida en estas pacientes.

El principal problema de la TRH no son los riesgos. si no |a falta de adherencia al
tratamiento por parte de las pacientes, siendo el principal motivo de abandono
del tratamiento, el reinicio de los sangrados menstruales. Esto se demuestra con
estudios como el de Hemminki y colaboradores ( 35 ) en el cual continuaban con
el tratamiento después de un afo de observacion el 43% de pacientes con utero
intacto, contra el 79% de pacientes histerectomizadas. Otros autores ( 36, 37 )
han encontrado datos similares. En ei mercado existen ya algunos esquemas de
tratamiento que solucionan parcialmente este problema y que consisten en {a
administracion de 17 beta estradiol (2mg) y Acetato de noretisterona (1 mg).

Los compuestos con efecto estrogénico mas utilizados en el mercado con fines de
rempiazo hormonal, son de origen natural (estrégenos equinos conjugados y el
17beta estradiol), administradas por diferentes vias y con {a ventaja de que ai
administrarse por via parenteral se evitan el efecto de primer paso en el higado,
en donde tedricamente pueden afectar la sintesis de factores de coagulacidon y
aumentar los substratos de renina.



El 17 beta estradicl por via transdérmica tiene una adecuada absorcion, es tan
efectiva como |la administracion oral en el control de sintomatologia climatérica,
afecta los factores de coagulacidén y ia sintesis de substratos de renina, pero sin
repercusiones clinicas importantes. Ademas incrementa la concentracién de
lipoproteinas de aita densidad ( HDL ), diminuyen lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y coiesterol total( 38 - 40 ), lo que disminuye el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares. Otras vias parenterales muestran efectos y
concentraciones del medicamento variables, las cuales las pone en desventaja

con la antes descrita( 39, 41-45 ).

Los compuestos con efectos progestacionales pueden ser naturales o sintéticos,
estos en general tienen efectos adversos sobre el metabolismo de lipidos, por lo
que es necesario utilizar ta dosis minima suficiente que induzca la transformacién
secretoria del endometrio en ciclos secuenciales de tratamiento, que evite el
efecto proiiferativo de estrégenos en un esquema de tratamiento continuo. La
dosis diaria de progestinas capaz de transformar el epitelio glandular dei
endometrio, en esquemas ciclicos de tratamiento, para el acetato de
medoroxiprogesterona es de 10 mg, para el acetato de noretisteronade 1.0 mgy
para progesterona micronizada de 200 a 300 mg( 20 ). Como antes se menciono,
aestos compuestos deben ser administrados por periodos mayores a 12 dias para
disminuir a 0% las posibilidades de hiperplasia endometrial o cualquier otro

probiema a este nivel.

PROGESTINAS

nerali s e /a rogestinas

Las hormonas esteroides tienen efecto sobre las células epiteliales y del estroma
en el endometrio, los estrdgenos inducen proliferacion ceilular y la progesterona
inhibe el crecimiento y promueve su diferenciacion. Este estimulo hormonal esta
sujeto a una regulacion local que se lleva a cabo mediante citocinas y factores de

crecimiento.

El papel! del cuerpo liteo (sintetizador de progesterona) en el establecimiento y
mantenimiento del embarazo es de \vital importancia. Los efectos
progestacionales incluyen ia preparacion endometrial que permite la implantacion
y contribuyen al mantenimiento del embarazo a través de diferentes mecanismos
como la inhibicion de la contractilidad del miometrio, proteccion inmunoldgica al
embrion, mantenimiento del crecimiento y la plasticidad uterina.



El efecto de ia progesterona en las células del epitelio endometrial disminuye el
efecto proliferativo de ios estrégenos a travées de la inhibicion de la sintesis de
receptores para estrogenos y del incremento en la actividad de las enzimas que
convierten al estradiol en metabolitos menos activos (24, 25, 26 ). En las células
del estroma, la actividad progestacional mas importante consiste en ta conversién
decidual de estas celulas ( 46, 47, 48 ).

Existen algunos agentes sintéticos desarrollados a partir de precursores de
progesterona o derivados de la testosterona gque tienen efectos progestacionaies,
a los que se les conoce como progestinas, estos han sido utilizados en el
tratamiento de algunos padecimientos ginecolégicos o bien en métodos de
planificacion familiar y en el rempiazo hormonal de pacientes postmenopausicas.
Su metabolismo, actividad bioidgica y potencia en su efecto dependen de su
estructura quimica.

La progesterona nativa es una hormona esterocide compuesta por el grupo
pregnano, consta de 21 carbonos, con dos grupos cetona en el carbono 3 y 20, y
con doble ligadura en los carbonos 4-5. La absorcion por via oral es deficiente,
con una dosis de 100 mg, solo se encuentra en sangre el 25% de la dosis durante
el pico maximo de concentracion. E! metaboiismo y la eliminacion de la
progesterona oral es rapido y su maxima concentracion se encuentra a las 4 hrs.
Esta misma rapidez con que se absorbe, metaboliza y elimina, sucede con la
administracién rectal y vaginal ( 49 ).

Los principales metabolitos son el pregnandiol-3a-gilucurénido y la 17-
hidroxiprogestrona. La eliminacién es preferentemente por heces (S0 a 60%)
mientras que por orina solo se elimina el 10%, el cual aumenta con el tiempo de
uso del medicamento. La accion de la progesterona sobre ei nucleo de las céiulas
se efectua a traveées de un receptor especifico, que facilita su ingreso al nucleo en
donde se encuentran los eilementos de respuesta a progesterona en el DNA( 49 ).

La noretisterona (17- aifa- etinil-17 beta-hidroxi-4-estene-3-ona), esta constituida
de 19 carbonos y es un derivado de la 17 alfa etinit testosterona. Su absorcién por
via oral supera a la progesterona nativa y sus principales metabolitos son ei 3p-5a
noretisterona (S5a-NET), 3BSa-NET y 3a5a-NET quienes presentan afinidad
variable en la unidn a receptores de progesterona. De ios metabolitos Sa
reducidos, el SaNET tiene una alta afinidad por el receptor de progesterona,
siendo el responsable de actividad antiprogestacional en el endometrio de
conejas y se sabe que también presenta afinidad por el receptor de testosterona y
su excrecion se lleva a cabo por heces y orina.



La medroxiprogesterona es un derivado sintético de ia 17 hidroxiprogesterona. Su
principal uso ha sido como anticonceptivo inyectable de deposito, gracias a la
capacidad de ser absorbido lentamente despueées de |la inyeccidn intramuscular en
una solucion acuosa. Por via oral su absorcién supera a la progesterona nativa,
pero no es tan activa como noretisterona, en sangre se une a la albumina y a la
globulina transportadora de corticosteroides. Tiene gran afinidad por el receptor
de progesterona y su excrecion es también por heces y orina.

) spectos morfolégicos del endometrio humano durante la TRH.

Los cambios morfoldégicos producidos por la accién de las hormonas esteroides
pueden ser evaluados por histeroscopia y por microscopia de luz 6 electrénica.

En las mujeres postmenopausicas sin tratamiento, se observan diferentes
patrones morfologicos de la superficie endometrial caracteristicos, que
correlacionan con los hatlazgos encontrados por histologia. E! patron encontrado
con mayor frecuencia (83%) es el atrofico, se caracteriza por presentar una
mucosa adelgazada que permite ver la trama vascular subyacente . En el anadlisis
microscopico se encuentran focos aislados de proliferacion discreta, aiternados
con cambios discretos de endometrio secretor y ocasionaimente focos con

hiperplasia ( 50 ).

Otro patrén encontrado con relativa frecuencia (13%) es el proliferativo. Por
histeroscopia e histologia se encuentran grandes diferencias con lo observado
durante |a fase proliferativa del ciclo endometrial de mujeres en etapa
reproductiva ( 50 ).

El patron hiperplasico (4%) histeroscopicamente se manifiesta con aiteraciones
focales, distribuidas de manera irregular, en donde es posible ver prominentes
glandulas dentro de un contexto atrofico del estroma e histologicamente la imagen
recuerda a |lo encontrado en un endometrio disfuncional ( 50 ).

Finalmente el patrén secretor por histeroscopia muestra una superficie delgada e
irregular; histologicamente se caracteriza por glandulas cortas con patron secretor
con un estroma edematoso y vascularizado ( S0 ).

Después de 6 meses de terapia de rempiazo hormonal se observan los mismos
patrones pero con frecuencias distintas. El patron atréfico se encontré en 5S3%, el
proliferativo en 15%, el hiperplasico en 15% y el secretor en 17% indicativo de



que el endometrio de mujeres postmenopausicas es capaz de responder al efecto
de TRH ( 50).

APOPTOSIS

a)Petinicién

El término apoptosis se deriva del griego y se refiere al suceso en el cual los
pétalos dejan la corola de una flor o bien las hojas caen de |la copa de los arboles.

Desde hace varias décadas, este término ha sido ampliamente utilizado en el
ambito cientifico para definir a un fendmeno fisiolégico al que también se ile
conoce como muerte celular programada. Este proceso selectivo de muerte
celular en diferentes sistemas bioldgicos. tiene un importante papel en la
homeostasis de tejidos renovables, en la embriogénesis y en la invoiucién de
algunos oérganos como el timo y la prostata ( 51, 52, §3).

La apoptosis presenta una serie de caracteristicas estructurales y moleculares
que ia hacen diferente a ia necrosis ( 53 ). Las diferencias especificas entre
necrosis y apoptosis son muchas y se encuentran resumidas en el cuadro 1. La
apoptosis se refiere a un proceso natural de destruccion celular, regulado por
diferentes agentes endocrinos o autodcrinos, mientras que el segundo se refiere a
un proceso patoldgico desencadenado siempre por dafio celular causado por
deferentes factores como hipertermia ( 54 ), hipoxia ( 55 ), isquemia ( 56 ), ataque
del complemento ( 57 ), alteraciones metabodlicas ( 58), y por trauma directo (59 ).
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Cuadro 1

Diferencias entre necrosis y apoptosis.

Necrosis

Apoptosis

CAMBIOS MOREQLOGICOS

Perdida de {a integridad de la
membrana

Dispersion de la cromatina

Expansién ceiular

Lisis celular

Desintegracion de organeias
HO. I IMICOS

Pérdida de la homeostasis

No requiere de energia

Ruptura a! azar del DNA

Fragmentacion del DNA prelitica.
IEICA EIS! ICO

Muerte de grupos celulares
iniciada por ailteraciones no fisiolégicas

Fagocitosis por macrofagos

Respuesta inflamatoria

Constriccion de fa membrana, pero no
perdida de ia integridad.

Agregacion de la cromatina a 1a
membrana nuciear.

Condensacion celular.
Formacién de cuerpos apoptoticos.

Organeias intactas.

Proceso estrechamente reguiado por
activacion y pasos enzimaticos.

Dependiente de energia.

Ruptura del DNA en mono y oligo
nucleosomas.

Fragmentacion de! DNA postlitica.

Muerte celular individual
Inducida por estimulos fisiocl6gicos.
Fagocitosis “por células adyacentes y
macrofagos.

Sin respuesta inflamatoria.
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La muerte por necrosis presenta una serie de cambios iniciales que inciuyen la
expansion del citoplasma y los organeios intraceiulares, especialmente las
mitocondrias. Estos cambios permiten |a disolucion de los organelos ruptura de la
membrana plasmatica, permitiendo la salida del contenido intracelular hacia el
espacio extracelular. Tales cambios pueden ser resuitado de las alteraciones
metabdlicas que impiden mantener la permeabilidad selectiva través de la
membrana, ya sea por dafio directo o por alteracion de le bomba de iocnes ( 58,
60, 61 ). Esto produce un ingreso importante de calcio ( Ca ) que su vez activa a
la fosfolipasa localizada en la membrana plasmatica causando la disotlucion de los
fosfolipidos que la constituyen ( 62, 63 ).

La disolucién de membranas lisosomales permite la salida de hidrolasas
causando una rapida desintegracion celular en las etapas tardias de la necrosis
celular ( 57 ) y es en este momento cuando ocurre una depresion de los niveles
de proteinas. acido ribonucleico (RNA) y acido desoxirribonucieico (DNA). EI DNA
es degradado por su exposicion a enzimas proteoliticas que digieren ias histonas
( 64, 65 ). La necrosis afecta generaimente a grupos ceiulares y es capaz
reinducir un proceso inflamatorio en el tejido dafado.

A diferencia de la necrosis , |la muerte celular por apoptosis se presenta en
células aisladas, en forma rapida y ocurre por induccién de estimulos fisioldgicos
o nocivos sin inducir reacciones inflamatorias.

Desde el punto de vista bioquimico, la apoptosis esta definida como la
degradacion dei DNA gendmico de forma irreversible, ila cual se presenta antes
de que ia célula tenga cambios a nivel da la membrana. Esta degradacion en
muchos sistemas se lleva a cabo por la activacion de una endonucieasa
endagena dependiente del caicio y magnesio. Esta enzima rompe el DNA en
forma seiectiva a nivel de los sitios de union de ios nucleosomas, por lo que se
generan fragmentos de diversos tamanos, i0s cuales pueden ser separados en un
gel de agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Una imagen caracteristica de la
“‘escalera” de DNA se puede observar en el carril 5 y 6 de la Ila siguiente figura:
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Figura 1.

sin tr t
por L con RU48S.

Cavrties: 1.2y 3. DNA
Carriles .4, 5y 6. DNA

Oftro de ios métodos para la evaluacion de la muerte de una célula por apoptosis
es el marcaje in situ de los fragmentos de DNA presentes en el nucieo el, uso de
transferasa y el dioxi-uridin-trifosfate (dUTP) ligado a

la enzima terminai
fluariseina, con la técnica de TUNEL ( ver anexo 1). Una vez hecho ef marcaje de
las células en apoptosis pueden ser analizadas por

las regiones 3'-OH,
microscopia de fluorescencia.

b) Papel de la apoplosis en reproduccion

En los Jltimos afos se ha avanzado mucho en el conocimiento de la importancia
tiene |a muerte ceiular por apoptosis en los diferentes procesos de
reproduccion tanto en animales como en comeo en el humano. Existen muchas

que
evidencias de que el mantenimiento de la homeostasis celular presente en los

13




érganos reproductores femeninos se lleva a cabo a través de la regulacién deil
crecimiento, proiiferacion y muerte ceiular.

Un ejempio de ello, es el hecho de que durante el ciclo endometrial existe una
importante pérdida de células epiteliales giandulares durante {a fase secretora,
premenstrual y menstrual ( 66 ). Parr y Cols, en 1987 demostraron que durante la
implantacion temprana una proporcion importante de células cercanas al sitio de
implantacion del blastocisto en |la rata, presentan una morfologia tipica de muerte
celular por apoptosis por un mecanismo no conocido ( 67 ).

Asi mismo en muchas especies, la ovulacién y la formacidn subsecuente del
cuerpo iuteo son procesos fisioldgicos requieren para iniciar y mantenerse de |a
proliferacion y diferenciacion celular, y se ha demostrado que para que el cuerpo
luteo involucione mes con mes, la presencia de muerte celular por apoptosis es
de vital importancia, pero a ia fecha no se conoce cual es el mecanismo gue lleva
a esta condicion celular.

Otros de los eventos importantes para la reproduccion, es la decidualizacion dei
endometrio, y se ha visto que |la deprivacion de progesterona o el tratamiento con
RU 486 induce l|a apoptosis de las células deciduales, principalmente las
localizadas en regiones periféricas y antimesoteliales de la decidua cercano ai
lumen epitelial, sin embargo aun no se sabe cual es la importancia de este
fendmeno, ni los mecanismos moleculares involucrados ( 68 ).

c) A tosis y hormonas esteroides

Los mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados en ia induccion y
regulacion de la muerte por apoptosis en ios diferentes érganos de la economia,
aun no han sido completamente entendidos y clarificados, sin embargo existe
mucha informacién que sefala la influencia de moléculas de origen proteico,
como los factores de crecimiento; la activacion de los genes que codifican para
algunos oncogenes como myc, P53, Bcl2 los cuales ejercen efectos inductores o
de proteccion contra ia muerte celular por apoptosis, y por ultimo los factores
hormonales, entre los que se encuentran los esteroides (69 y 70 ).

En ia mayoria de los tejidos que son dependientes de las hormonas esteroides
sexuales, como el endometrio, la prostata, el cuerpo Iuteo, cuando son
deprivados de la accidon hormonal se induce ia muerte por apoptosis ( 70 ),
indicando que las hormonas juegan un papel importante en el mantenimiento da
la homeostasis celular de estos tejidos. Estos hallazgos se apoyan ademas por
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los efectos observados con la administracion de la progestina RU 486, un
blogueador del efecto de la progesterona. Se ha demostrado que su
administracion en conejas adultas induce a las células del epitelio uterino a entrar
en apoptosis; efecto que puede ser revertido con

la administracién de
progesterona ( 1 ). Estos efectos también han sido demostrados en |a rata, pero
sin notables efectos sobre las céjulas del estroma ( 71 ).
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JUSTIFICACION

Existen algunos trabajos que demuestran que metabolitos de noretisterona tienen
efectos antiprogestacionailes, androgénicos y estrogénicos en animaies de
experimentacion. Este compuesto al igual que medroxiprogesterona y la
progesterona natural micronizada se uJtilizan en el manejo de pacientes
postmenopausicas. A la fecha no hay estudios en el Instituto Nacional de
Perinatoiogia (INPer) que establezcan la accién de estos compuestos a nivel dei
endometrio de las usuarias. Se desea con este estudio abrir una nueva linea de
investigacidn enfocados principaimente al estudio de la accién antiprogestacional
de algunos compuestos sintéticos de uso frecuente en la clinica.

Este protocoio pretende conocer si hay diferencias en la accion antiprogestacional
de los compuestos arriba mencionados sobre ei endometrio humano. En caso de
encontrarse diferencias, estas nos llevarian a nuevos estudios encaminados a
encontrar un esquema de tratamiento que representara ventajas sobre otros en ia
terapia de remplazo hormonal en la mayoria de pacientes climatéricas no
histerctomizadas.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer si existen diferencias morfoldgicas y bioguirmicas en el endometrio de
mujeres postmenopausicas tratadas con noretisterona. medroxiprogesterona y

progesterona micronizada en un esquema ciclico combinado de TRH.

HIPOTESIS

Dado que existe la evidencia de que metabolitos de Noretisterona tienes accion
en endometrio de animaies de experimentaciéon, nos

antiprogestacional

permitimos postular que; a dosis utilizadas en en un esquema ciclico combinado
de tratamiento, la noretisterona tendra un efecto antiprogestacional sobre el
endometrio humano, esto medido a través de cambios morfoldgicos por
microscopia de luz ( ausencia de cambios secretorios en glandulas y estroma ) y

por el grado de apoptosis ( medido a través de indice apoptotico).
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METODOLOGIA.

Durante el periodo comprendido entre junio a noviembre de 1996 se propuso la
inclusidn en este proyecto a las pacientes que a su ingreso a la cilinica de
climaterio del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer), cumplieran con los
siguientes criterios: Sanas. con menopausia espontanea de mas de 12 meses de
evolucidn, sin tratamiento de remplazo hormonai en {os tres meses previos a su
ingreso. A todas se les explicaron los objetivos, procedimientos y riesgos del
proyecto y todas firmaron una carta de consentimiento informado.

Se les realizd una historia clinica completa haciendo especial énfasis en descubrir
factores de riesgo para oOsteoporosis, enfermedades cardiovasculares,
alteraciones genito-urinarias y para enfermedades neoplasicas de la mama o del
endometrio. La expioracion fisica inciuyd ia toma de una biopsia de endometrio
con canuila de Randal de 2 6 3 mm de diametro, la cual se fijd con formaldehido
amortiguado al 10% y se envido al departamento de patologia para su
procesamiento.

Se inicio tratamiento durante 2 ciclos, cada esquema de tratamiento con una
duracion de 4 semanas cada uno, entre ambos se dejé una semana de descanso.
En ambos ciclos se les indicd un solo esquema de tratamiento, este consistio en
administrar 17 beta estradiol por via transdérmica, en parches de 50 mg, dos
veces por semana durante las 4 sermanas se tratamiento y durante las uitimas
dos semanas Sse les indicd de manera aleatoria las siguientes dosis de
progestinas, conformandose ios diferentes grupos de estudio: Grupo A: Acetato
de medroxiprogesterona (Provera 5§ mg. Upjon de. S.A. de C.V.) 10 mg al dia por
via oral; Grupo B: Acetato de noretisterona (Primoiut Nor Smg. Shering Mexicana,
S.A. de CV.) 10 mg al dia por via oral;: Grupo C: Acetato de noretisterona (
Estracomb TTS. Byk Guiden, S A. de C.V.) 30mg dos veces por semana via
transdérmica y Grupo D: Progesterona micronizada ( Utrogestan 100 mg.
Fustery, S.A. de C.V.) 200 mg diarios por via oral.

La biopsia de endometrio postratamiento se tomo el dia 21 del ciclo, es decir 7
dias después de haber iniciado la ingesta de progestinas. Igual que !a biopsia
tomada al inicio del estudio fué fijada y enviada al departamento de patoiogia para
si procesamiento, segun se indica en el anexo 1. Una vez preparada la muestra
se enviaron 4 cortes subsecuentes de 4 a 5 micras para la clasificacion
histoldgica por el patélogo y para la realizacion de la técnica de marcaje (TUNEL)
en el departamento de bioquimica.
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RESULTADOS

Se inciluyeron en el estudio a 8 pacientes con una edad promedio de $2.1 ( rango
de 48 a 62 ), sin patologia de base, con 5.2 afos de menopausia en promedio

( rango de 3 a 10 ) e indice de masa corporal de 24.8 ( rangos de 22 a 28 ), la
paridad fué similar ( Ver cuadro 2 ).

Cuadro 2

DATOS GENERALES

Caso Grupo Edad Paridad iMC
1 A 51 G4-Pa 22.2
2 A 52 G7-PS-A2 26.2
3 8 56 GS-P2-C3 24.8
4 B 50 GS-PS 25.5
5 [ 48 G7-P3-A4 22.3
-] C 48 G2-P1-A1 24.0
7 D 62 G3-P2-A1 26.2
8 [»] 50 G2-C2 28.0

G= No. de P= pertos C= cosdrmas A= abortos

gestacionss
IMC= indice de mass corporal.

Por razones técnicas unicamente obtuvimos 7 biopsias de endometrio, de ias
cuales una fué tomada antes de iniciar el tratamiento y 6 post-tratamiento ( Una
del grupo A, dos del grupo B, dos del grupo C y una del grupo D ). La muestra
pre-tratamiento correspondié al caso 2 y las muestras post-tratamiento
correspondieron a las pacientes 1, 3,4, 5, 6y 7.
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Debido a |a pequefa cantidad de pacientes reciutadas en el estudio y de las
muestras obtenidas se decidid hacer la descripcion cada una de las biopsias
post-tratamiento de manera individual para después verios integrados en cuadros

comparativos.

Caso 1

Corresponde a una paciente de 51 afios, la cudl recibi® 17 beta estradiol y
acetato de m X e na a la dosis previamente descrita en la seccién de
metodologia . El reporte histopatologico de la biopsia fue: Endometrio proliferativo
y las imagenes de la técnica de marcaje de nucieos en apoptdsis se muestran en
la figura 1. En la fig. 1A se muestra el control positivo con el objetivo 40 x, las
marcas de fluoreceina (indicadoras de ceélulas en apoptosis) en el estroma estan
sefaladas con flechas negras y el epitelio con una cabeza de flecha. Este marcaje
se genera como consecuencia de la accion de la DNAsa 1 y a la enzima
deoxinucieotidil transferasa terminal que incorpora al DNA fragmentado moléculas
fluorescentes en los sitios de corte. La fig. 1B corresponde ai control negativo.
en que no existen marcas de fluoreceina ya que no se agrega la enzima
deoxinucleotidil transferasa terminal y la figura 1C se muestra un corte de tejido
problema, es decir, que recibid tratamiento hormonai; en donde se puede
observar los nucleos marcados en ei estroma endometrial en una pequefa
cantidad. Los datos numeéricos por campo estan registrados en ia tabla §.

Caso 3

Se trata de una paciente de 52 afos, manejada con 17 beta estradiol y
noretisterona por via oral, El reporte histopatoldgico de la biopsia corresponde al
de un endometrio secretor irreqular y las imagenes del marcaje de DNA con
fluoreceina de los cuerpos apoptdticos se muestran en la figura 2. La figura 2A:
muestra el control positivo con el objetivo 100 x, obsérvense los nducleos
marcados tanto en el epitelio ( cabeza de flecha ) como en el estroma ( flechas ).
28: muestra el controf negativo sin marcas en estroma ni epitelio endometriales y
2C: muestra el probiema con algunos nucleos marcados de predominio estromatl.

Caso 4
Corresponde a una paciente de 50 arfios que recibid tratamiento con 17 beta

estradiol y__noretisterona_por via_oral, E! reporte de patologia muestra un

endornetrio proliferativo y ia figura 3 muestra los controles positivo (1A) y negativo
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FIGURA 2
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(1B) dei estudio con la técnica de TUNEL ( 3A y 3B respectivamente). En la figura
3C se evidencian una gran cantidad de nlucleos marcados en el estroma
(Flechas), en tanto que el epitelio sdlo se marco en forma discreta ( cabezas de

flechas ).

Caso §

Se trata de una paciente de 48 arios, la cual recibid n (X . r_ i
17 beta estradiol, E! reporte histopatoiégico

trgnsdérmica, ademas del

correspondi® a endometrio proliferativo. Los controles positivo y negativo del
estudio de DNA se muestran en las figuras 4A y 4B. En la figura 4C se muestran
dos nucleos marcados con iineas rectas y una imagen gque por su tamario y forma
fue considerada como un artefacto ( Backgraund ) el cual se sefala con una

cabeza de flecha.

Caso ¢

Corresponde a una paciente de 48 afios que recibié NET en parches combinados
con 17 beta estradiol. El reporte histopatologico mostro un endometrio proliferativo
y las imagenes con el estudio del DNA se muestran en la figura 5. Los nucleos en
apoptosis del estroma se seMalan con una linea recta y los del epitelio con una

cabeza de flecha.

Caso 7

Se trata de una paciente de 62 aros, tratada con progesterona micronizada y 17
beta estradiol. El! reporte histopatoldégico correpondiente a endometrio
proliferativo. En el control positivo del estudio de integridad del DNA ( figura 6A )
se marcan intensamente nucleos del epitelio y mas discretamente ios de! estroma.
Al igual que el controi positivo, el problema (figura 6C ), también mostré una
mayor cantidad de nucleos en apoptosis, pero principaimente en el epitelio y no

asi en el estroma.
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Los reportes histopatoldgicos de las biopsias enviadas al servicio de patologia se
incluyern el cuadro 3. Obsérvese que de |as bijopsias pre-tratamiento
(identificadas como biopsia 1) solamente una fue suficiente para hacer

diagnostico (12.5%). En comparacion con el 87.5% de ias biopsias post-
De estas el 85.7% correspondieron a endometrio

tratamiento (biopsia 2).
proliferativo. SSlo 1 de 7 fue secretor irregular y correspondid a una paciente

tratada con noretisterona.

Cuadro 3.
REPORTE HISTOPATOLOGICO
Caso Biopsia 1 Biopsia 2
1 Moco E. Proliferativo
2 E. Atrdfico Muestra Insuficiente
3 Muestra insuficiente E. Secretor Irreguiar
4 . o E. Proliferativo
5 " v E. Proliferativo
-] Moco E. Proliferativo
7 Moco E. Proliferativo
8 Moco E. Proliferativo

El indice de apoptosis calcuié en base al numero de nucieos marcados con
fluoreceina por campo optico con el objetivo de 40x. En el cuadro 4 se muestran
el numero de nucleos marcados en los distintos compartimientos endometriaies y
el numero de campos contados de cada una de ias muestras. En las pacientes
que no fueron tratadas con noretisterona (1y7) el indice apoptético en el estroma
fue menor a la unidad, en cambio en las muestras de las pacientes tratadas con
noretisterona (3, 4, 5y 6) el indice apoptdtico, del mismo compartimiento, fue casi
igual o mayor que la unidad. En el epitelio endometrial, el indice apoptdtico fue
menor a la unidad en todos los casos,. Sin embargo en 3 de 4 pacientes tratadas
con NET este indice fue mayor al encontrado en las pacientes tratadas con
acetato de medroxiprogesterona y progesterona natural. En todas las muestras el
indice apoptotico fue mayor en el compartimiento estromal que en el epitelial,
excepto en la muestra correspondiente al caso 7 en el que el indice de apoptosis

fue mayor en el epitelio (0.31 vs 0.03).
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Cuadro 4.

INDICE DE APOPTOSIS
Caso Biopsia 2 Estroma Epitelio
Marcas / Campos Marcas / Campos
(marca por campo) (marca por campo)
1 E.Prolif. 28/37 3/13
(0.75) (0.23)
2 M.Insuf. e
3 E.Sec.l. 20/24 2/3
(1.08) (0.88)
4 E.Prolif 59/368 /6
(1.63) (0.50)
S E.Prolif 29/19 7/9
(1.52) ©0.77)
[} E.Prolif 38/39 2/18
0.97) 0.13)
7 E.Prolif 1/32 10732
(0.03) ©.31)
8 Moco —— ———
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Todas las pacientes tenian niveles de gonadotropinas coridonicas, tomadas al
ingreso al INPer , mayores de 17 U/mi. En el cuadro 8 se muestran ios valores
absolutos de cada una de ellas.

Cuadro 5.

PERFIL GINECOLOGICO

CASO FSH iH
Usmi U/mi

1 28 26
2 32 27
3 31 30
4 35 as
5 25 20
(-] 23 19
7 53 50
8 38 35
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DISCUSION

El trabajo experimental de esta tesis fue orientado a la evaluacion del efecto de
algunas progestinas como la medroxiprogesterona y la noretisterona, asi como de
la progesterona natural sobre el tejido uterino. Como modelo experimental se
usaron mujeres posmenopausicas entre 48 y 62 afios de edad, que no hubieran
recibido ningun tratamiento hormonai de rempiazo en los tres meses previos al
ingreso al estudio. Esta seleccion se hizo basandonos en el hecho de que sabe
que el utero de estas mujeres mantiene la capacidad de responder al estimuio
hormonal externo y que tres meses es suficiente para que desaparezcan los
efectos generados por la accidn de diferentes esteroides previamente
administrados.

Debido a la presencia de aigunos problemas en la captacion de las pacientes, asi
como en la toma de l|las biopsias (tejido insuficiente), principaimente en la
correspondiente a ia primera toma sin tratamiento, el numero de muestras es
insuficiente para hacer un analisis estadistico hasta este corte y por lo tanto las
conclusiones no son totaimente conciuyentes. Sin embargo los resultados
encontrados hasta este corte son interesantes y se discutiran en este documento.

Las progestinas sintéticas han sido ampliamente utilizadas como agentes
anticonceptivos y en la regulacidén de l|a fertilidad de las mujeres en edad
reproductiva, asi como terapia hormonait de remplazo en mujeres
posmenopausicas. En este ultimo caso los resultados obtenidos con el uso
combinado con estradiol ha sido altamente satisfactorio, tanto en términos de
prevencion de la osteoporosis como en la reguiacion de los cicios menstruales en
la mujer.

Entre las progestinas mas utilizadas en el mercado, se encuentra Ila
medroxiprogesterona, la cual ejerce un efecto progestacional puro, y la
noretisterona (NET) que presenta efectos progestacionales importantes, pero
ademas puede adquirir efectos diferentes al metabolizarse. Entre dichos efectos
se encuentra el bloqueo de la accion de la progesterona (S5a-NET), actividad
estrogeénica (3R5a-NET) y afectos androgénicos (3aS5x-NET) (Chavez y col, 1985)

Estos hallazgos han sido claramente demostrados en modelos no humanos (rata,
conejo) y desde el punto de vista funcional se sabe que la administracion tanto de
Sa-NET como de 35a inhibe el proceso de implantacidn y la gestacion en estos
animales. Asi mismo se demostré que la administracion de dosis altas de NET
provoca una disminucion en el niumero de sitios de implantacion en la coneja,
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cuando se le compara con los [os animales que no recibieron ningun tratamiento
(Castro y Col, 1995). Ailgunos datos histologicos de tejido uterino tomado de los
animailes tratados con estos compuestos sefalan que existe dos tipos de darfo
celular: muerte por lisis y células en apoptosis (Alzaldua y cols. 1996. Tesis ).

En base a los datos anteriores, surge la idea de llevar a cabo este estudio bajo ia
hipétesis de que estos mismos efectos pudieran estarse presentando en el
endometrio de la mujer, aun cuando no se conoce si efectivamente noretisterona
se reduce a sus metabolitos en el endometrio o en algun otro tejido, como el
higado. Por tal motivo se decidio utilizar vias de administracion de noretisterona y

comparar sus efectos.

Una de las formas técnicas que usamos en este trabajo para medir la actividad
anti-progestacional de noretisterona fue la evaluacion de sus efecto sobre Ia
induccion de la muerte celular por apoptosis. a través del sistema de marcaje in
sity conocido como TUNEL. cuyo fundamento es la incorporacién de una
moiécula fluorecente a las cadenas de DNA fragmentadas en el nucleo de las
células, cuya muerte por apoptosis fue inducida por agentes hormonales u otros

factores.

Esta demostrado que la antipogestina conocida como RU486, es capaz de inducir
la muerte celular por apoptosis en el endometrio de la coneja ovariectomizada
(Rotelio y col, 1992) y que la administracion de progesterona fue capaz de inhibir
esta accion. EI hecho de que Sa-NET ejerce un efecto antiprogestacional similar
al RU486, hace posible la suposicién de que este metabolito pudiera funcionar
como un inductor de la apoptosis en el tejido uterino de las mujeres incluidas en

nuestro estudio.
Como se puede ver en las figura 3C,4C,5C.6C y en el cuadro 6 , la

administracion de noretisterona en el esquema utilizado como terapia de remplazo
indujo la muerte por apoptosis en los cuatro casos revisados hasta, y no se
observd diferencia en cuanto a la via de administracion. Este mismo efecto se
observé con e! tratamiento con medroxiprogesterona (fig 2c) pero su accién
indujo un 43% (0.75 nucleos por campo) menos de nucleos en apoptosis Si lo
comparamos con la noretisterona (1.3 nucieos por campo). Estos efectos son
contrarios a los observados con fa progesterona, la cual no indujo este tipo de
proceso (0.03 nucleos por campo)(fig 1C). Estos mismos porcentajes se
observaron tanto en las ceélulas epiteliales como del estroma. Sin embargo,
cuando se compara entre ambos tipos celulares y el mismo tratamiento, el nimero
de nucleos marcados fue en todos los tratamientos siempre mayor en las células
del estroma, excepto con progesterona las ceélulas del estroma no se ven

afectadas.
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Aun cuando no es posible concluir en forma determinante, estos resuitados
preliminares son sugestivos de que al menos NET a ia dosis administrada tiene Ia
capacidad de generar cambios a nivel celular, principaimente las de tipo estromal
an tanto que ia progesterona esta jugando un papel protector. E| mecanismo por
el cual se lleva a cabo esta accién aun no esta compiletamente establecido, sin
embargo, el caso de progesterona se sabe que este esteroide ejerce un efecto
protector de la muerte ceiular por apoptosis, a través de la induccion de un gene
que codifica para la expresion del protooncogen Bclz, el cual funciona como un

agente inhibidor de la muerte ceiular en varios tejidos.

El hecho de que ia NET a través de su metabolismo puede ejercer un efecto
bloqueador de la accidon progesterona, similar al ejercido por el RU486, hace
suponer que los efectos observados en el endometrio de las mujeres que fueron
tratadas con este compuesto se podrian llevan a cabo por el bloqueo del efecto

protector de progesterona.
En relacion a las diferencias encontradas entre ambos grupos celulares, es
interesante apuntar, que nuestros resultados son congruentes con lo reportado
previamente por Moulton y cols. 1997. Estos autores demostraron que cuando un
tejido decidual de ia rata, se deja en ausencia de progesterona ¢ es tratada con
RU486, se induce la muerte celular por apoptosis en un numero importante de
células deciduales en crecimiento. Esto podria explicar el mayor nimero de
nacleos en apoptosis en las ceélulas del estroma inducido por el tratamiento con

NET.

En cuanto al efecto observado en el endometrio de la mujer tratada con

medroxiprogesterona, consideramos que un solo caso no es valido para sacar

conclusiones y que es necesario complementar el estudio con un numero de
Sin embargo pareciera como si ila dosis administrada no es

muestra mayor,
suficiente para ejercer una proteccion contra la muerte ceiular como io hace ia

progesterona natural.

Con todos estos resuitados consideramos, que a pesar de no ser concliuyentes, si
sugieren la posibilidad de que la noretisterona es capaz de ejercer efectos sobre
ol endometrio, induciendo la muerte celular por apoptosis en un grupo de células,
tanto epiteliales como del estroma. Sin embargo es necesario continuar con el
estudio, ya que esto podria ser en parte, una explicacion a los efectos observados
previamente en modelos animales, como la inhibicion de la gestacion, el proceso
de implantacion, a travées de someter al Utero en un estado desfasado de
maduracién con respecto al del bilastocisto. Esto podria explicar también el
porque encontramos al utero en etapa proliferativa, después de tantos dias de
tratamiento, cuando esperariamos que el efecto progestacional lo llevara a la
etapa secretora. Ademas, podria ayudar a entender algunos de ios problemas
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encontrados en [os programas de fertilizacion in vitro, en mujeres que son
previamente tratadas con noretisterona, bajo estos esquemas.

CONCLUSIONES

1. La administracion de progestefona natural no induce la muerte celular por
apoptosis en el endometrio de la mujer posmenopausica.

2. Contrario a lo esperado. el tratamiento de las mujeres en estudio con
medroxiprogesterona no ejerce un efecto protector contra la muerte celular por
apoptosis, tanto en ias células epiteliales como del estroma.

3. La noretisterona es capaz de inducir ia muerte celular por apoptosis,
principaimente de l|las ceélulas del estroma, posiblemente por sus efectos

antiprogestacional previamente en el conejo.

§yg!r.nciag

1. Continuar con la captacion de pacientes,
oestadistica.

2. Mejorar ila toma de muestra, primordiaimente en la primera toma.

para poder ser analizado por
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Anexo 1

DETECCION MOLECULAR “IN SITU “ DE APOPTOSIS

Fijacion: La muestra se fij5 en formol neutro ( Paraformaldehido 4% en
amortiguador de fosfatosO.1 M pH 7.4 ) durante 20 hrs.

Preparacion de cortes: La muestra fijada se cortd dei bloque de parafina con un
espesor de 4 a 5 micras, estos se montaron laminillas sialinizadas (3 amino
propiltrietoxilano 2% ). La desparafinacion y rehidratacion se realizd de acuerdo
con la técnica habitual para estudio histopatolégico.

Se agregd proteinasa K ( 20 mg/mi en 10 mM tris-HCL pH 7.8 ) durante 20
minutos a 37 GC, para realizar la digestion proteolitica. Despues se lavdo con PBS
0.1 MpH 7.4

Se agregaron S0 microlitros de mezcla TUNEL ( tdt-mediated d-UtP nick end
labeling ) y se incibé en camara humeda durante 60 minutos a 37 GC. Después se

lavéd con PBS en 3 ocaciones.
La preparacion se contrastd con azul tripan (1%) y se lavd dos veces con PBS.

Se montd con glicero! y cibreobjetos para ser observada al microscopio de
fluorescencia con el objetivo 40x.

Controles:

Negativo: Estos se prepararon de la misma manera que los cortes probiema,
excepto por que estos se incubaron con 50 microlitros de la mezcla de nuciedtidos
marcados, sin la enzima deoxinucieotidiltransferasa terminal.

Positivo: Estos una vez rehidrtatados se incubaron con DNAsa 1 (1 mg/mi )
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después se sigui® con el mismo

procedimiento.
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