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1.RESUMEN

En este trabajo se estudio la expresion de los genes p53, bcl-2, bax, bcl-x. y
bcl-xs a nivel de RNA mensajero (NRNA) y de la proteina en el utero de ratas
intactas, el cual presenta regresién mediada por apoptosis en el epitelio luminal y
glandular durante la transicion de la etapa del proestro al estro del ciclo estral.
Para detectar la expresién a nivel de mRNA se utilizd la técnica de
Retrotranscripcion acoplada a la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)
y para detectar la proteina se usé6 la técnica de Inmunohistoquimica (IHQ) en
cortes transversales del Utero de ratas sacrificadas entre las 13:00 horas del dia
del proestro y las 13:00 horas del dia del estro.

La expresion a nivel de mRNA para p53 se mantiene sin cambios
aumentando significativamente su expresion a las 13 h del estro. A nivel de la
proteina (p53) aumenta significativamente en el citoplasma de ambos epitelios a
partir de las 5 h, manteniéndose elevado hasta las 8 h y 13 h del estro. Esto indica
que la apopotosis observada en esta etapa del ciclo estral es independiente de
p53.

Los niveles del mRNA para bcl-2 encontrados a las 0 h y 2 h del estro son
significativamente menores con respecto a las 5 h, 8 h y 13 h del estro estudiadas.
En el epitelio luminal, Bcl-2 disminuye significativamente a las 0 h del estro,
elevandose a partir de las 8 h. En el epitelio glandular, esta proteina disminuye
significativamente entre las 21 h del proestro y las 0 h del estro, elevandose a las
2 h del estro.

Los niveles de expresion de bax a nivel del mRNA permanecen muy
uniformes y no presentan cambios significativos durante la transicion de la fase del
proestro al estro. Sin embargo, la proteina (Bax) aumenta significativamente a las



0 h del estro en el epitelio luminal y glandular manteniéndose elevado hasta las 2
h del estro en este uitimo.

La disminucién en la expresion del mRNA de bcl-2 y la falta de variacién en
los niveles del mMRNA de bax, dan como resultado un ascenso en la proporcion
proapotoética bax : bcl-2 que es significativamente mayor entre las 0 h y 2 h del
estro respecto a las 5 h, 8 hy 13 h del estro. La relacidén entre ia concentracion de
las proteinas de Bax / Bcl-2 presenta un aumento a partir de las 21 h del proestro
en ambos epitelios. En el epitelio luminal, esta relacion comienza a disminuir a
‘partir de las 5 h del estro, mientras que en el epitelio glandular disminuye a partir
de las 2 h del estro.

En el caso de bcl-x., los niveles del mensajero presentan un valor minimo a
las O horas del estro y aumentan a partir de las 2 h para alcanzar la expresion
basal a las 8 h de la misma fase. A nivel de la proteina, la expresién de Bcl-x_
disminuye en el epitelio luminal a las 0 h del estro mientras en las glandulas esta
disminucién se presenta a partir de las 21 h del proestro.

La expresion de bcl-xs no presenta cambios significativos a nivel del
mRNA. Sin embargo, la expresion de la isoformas para Bcl-x presentan un
aumento significativamente mayor entre las 0 h y 2 h del estro en ambos epitelios.
Este aumento parece estar dado por un aumento de Bcl-xs , ya que Bcl-x_
disminuye a estas horas. La proporcién proapoptotica bel-xs : bel-x. a nivel de
mRNA fue significativamente mayor a las 21 h del proestro con una disminucion
significativa a partir de las 5 h del estro.

En conclusioén, la disminucion de la expresion de genes antiapoptéticos y el
aumento especifico de las proteinas propoptéticas en el epitelio que se encuentra
bajo regresion dependiente de estradiol y progesterona provoca una ganancia de
la funcion proapoptética que da como consecuencia la muerte en el epitelio
luminal y glanduar del Gtero de la rata en la mafiana del estro.



2. INTRODUCCION

Durante el ciclo estral, el ttero de la rata presenta cambios en estructura y
funcion en forma dependiente de hormonas esteroides. El crecimiento y la
regresion ciclica del tracto reproductivo se encuentra controlado por hormonas
esteroides como son el 17-p estradiol (Ez) y la progesterona (P4), a las cuales se
les ha atribuido un efecto mitogénico y de diferenciacion celular respectivamente,
ademas de obtenerse un efecto antiapoptético en presencia de ambas hormonas.
Las células del epitelio luminal proliferan durante el metaestro, el diestro y el
proestro, mientras que el epitelio glandular solamente prolifera durante el
metaestro y el diestro (Mendoza-Rodriguez et al, 2002a). El mayor indice
apoptotico del epitelio luminal y glandular se presenta en la etapa del estro y es
menor en el metaestro siendo casi nulo en el diestro y proestro (Mendoza-
Rodriguez et al.,, 2002b). Este aumento en el indice apoptético durante el estro se
ha relacionado con una disminucién en los niveles plasmaticos de estrogeno en la
fase tardia del proestro.

Se sabe que la accion de las hormonas esteroides es mediada via
receptores nucleares. Los receptores funcionan como factores de transcripcion
modulados por un ligando, la hormona, la cual al unirse al receptor forma el
complejo hormona-receptor activo y se une a secuencias reguladoras o elementos
de respuesta hormonal presentes en la regién promotora de genes hormono
regulados. Estos receptores se expresan tanto en las células epiteliales como en
las células estromales del Gtero y se ha sugerido que los efectos de proliferacion y
muerte celular en células epiteliales se encuentran mediadas por la accion
paracrina de éstas hormonas (Kurita et al., 2001).

Recientemente se ha estudiado el mecanismo a través del cual se da la
apoptosis por la disminucién de hormonas esteroides en los 6rganos blanco de las



mismas durante la decidualizacion del endometrio (que ocurre durante el tercer
trimestre de embarazo), en células del ovario y en lineas celulares como
leiomiomas o cancer de cérvix y de mama que responden a hormonas esteroides
ovaricas. En estos tejidos se ha atribuido el cambio en la expresion de los genes
que pertenecen a la familia de Bcl-2 al cambio en los niveles de Ez y P4. Sin
embargo, no se conoce el mecanismo por el cual se regula su expresién. Aunque
se sabe que p53 regula la expresion de genes como bax y que inhibe la expresion
de bcl-2, no existen estudios en tejidos blanco de hormonas esteroides que
reporten dicha regulacion en condiciones fisiologicas.

En este trabajo se estudi6 la expresion de algunos genes pertencecientes a
la familia de Bcl-2 involucrados en la apoptosis durante la transicion de la fase del
proestro al estro, periodo en el cual se presenta una disminucién importante en el
nivel de E; y P4 afectando la integridad del uUtero, el cual resulta un modelo
fisiolégico adecuado para evaluar el papel de estas hormonas esteroides en la
regulacion de la expresién de genes relacionados con la apoptosis.

El conocimiento sobre los mecanismos que regulan la proliferacion y muerte
celular nos ayudaran a comprender las vias que se encuentran alteradas en

algunos tipos de cancer en este tejido.




3. ANTECEDENTES

3.1 CONTROL HORMONAL DE LA APOPTOSIS.

3.1.1 Generalidades

La apoptosis es un proceso fisiolégico importante que modula el desarrolio
normal y la homeostasis en una gran variedad de tejidos. Este proceso se
encuentra regulado por hormonas, citocinas y factores de crecimiento que regulan
la muerte celular al estimular o inhibir el crecimiento, o al inducir la apoptosis bajo
condiciones fisiologicas, patolégicas, o ambas (Tabla1). Por ejemplo, se ha visto
que las hormonas esteroides regulan la apoptosis en células y tejidos blanco como
la glandula mamaria, préstata, ovario, utero, testiculo, etc. (Pushkala y Gupta,
2001). Por otro lado, la inhibicion de la apoptosis por factores de crecimiento se ha
relacionado con su habilidad para hacer que la célula entre al ciclo celular.

Ademas, se ha visto que la funcién de un gran numero de genes que tienen
un papel en la muerte celular esta regulada por la concentracion de algunos
factores de crecimiento. Por ejemplo, la funcion de c-Myc para inducir la muerte
celular puede ser inhibida en presencia de ciertos factores de crecimientos
(Harrington et al., 1994). Por otro lado, c-Myc puede inducir la apoptosis a partir
del arresto celular provocado por una disminucién en la concentracién de factores
de crecimiento (Hermeking y Eick, 1994).

La apoptosis también puede estar regulada a nivel de la transcripciéon, esto
es por la regulacién de la expresion de factores de transcripcion. Por ejemplo,
puede ocurrir la apoptosis al disminuirse la trascripcion de GATA-1, un factor de
transcripcion necesario para la maduracion de precursores eritroides cuando el
receptor de estrogenos se une a su ligando en estas células (Blobel y Orkin,
1996).




Tabla 1 Hormonas, citocinas y factores de crecimiento

involucrados en la apoptosis

inhibidores de la apoptosis
» Testosterona (T)
Estradiol (E2)
Progesterona (P4)
Factores de Crecimiento (EGF, IGF-1, NGF,
PDGF)
Interleucinas (IL)
Hormona del Crecimiento (GH)
Prolactina (PRL)
Gonadotropinas (LH, FSH)

vV VYV

VV VY

inductores potenciales de la apoptosis

» Glucocorticoides
Progesterona (P4)
Hormonas tiroideas (T3, T4)
Disminucién de Factores de crecimiento
Factor de crecimiento transformador
Factor de Necrosis Tumoral (TNF)
Ligando de Fas (FaslL)

VVV V VY

Las hormonas peptidicas pueden presentar actividad anti o pro-apoptética.
Un ejemplo del primer tipo es la prolactina (PRL), que previene la fragmentacion
de DNA inducida por dexametasona mediante el receptor de glucocorticoides en
céiulas con linfoma Nb2 (Fletcher-Chiappini et al., 1993). También, la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) y probablemente otros factores pituitarios pueden
estar involucrados en prevenir la apoptosis en las glandulas supradrenales
(Ceccatelii et al., 1995). Por otro lado, una hormona peptidica muy importante para



la diferenciacion sexual: la Sustancia Inhibidora Muleriana (MiS) tiene una funcién
antiproliferativa y actua a través de un programa de muerte celular iniciado via
receptor y es regulada a través de factores trasactivantes como SRY (Sex
Determining Region Y) y testosterona (Catlin ef al., 1993). A otras hormonas como
la gonadotropina coriénica humana (hCG) y la hormona foliculo estimulante (FSH)
no se les ha atribuido un efecto sobre la apoptosis que no sea un efecto indirecto
por el aumento de hormonas esteroides ovaricas (Wimalasena et al., 1991).

El conocer los mecanismos por los cuales las hormonas controlan la muerte
celular programada permitira disefar estrategias para prevenir y tratar
enfermedades que afectan a tejidos endobcrinos (Lavin y Watters, 1993;
Thompson, 1995; Gibbons y Dzau, 1996). Por ejemplo, la induccién de la
apoptosis puede ocasionar enfermedades como la diabetes de tipo |, en la cual se
eliminan las células beta del pancreas, o una atrofia patolégica hormono-
dependiente (Denmeade et al., 1996; Sinowatz et al., 1995; Ceccatelli et al., 1995).
Asi mismo, una falla en la apoptosis puede ocasionar enfermedades autoinmunes
o degenerativas como el céncér y el Alzheimer (Milas et al., 1994; Denmeade et
al., 1996; Wolozin et al., 1996).

3.1.2 Regulacién de la apoptosis en el itero por hormonas esteroides:

Los estudios en este tejido han demostrado que el crecimiento y la
regresion ciclica del tracto reproductivo femenino por apoptosis se encuentran
bajo el control de las hormonas esteroides estradiol (E2) y progesterona (Ps)
(Hopwood y Levison, 1976; Sandow et al., 1979). El E; tiene un efecto mitogénico
en el epitelio uterino, mientras que la P4 inhibe la proliferacion al inhibir la mitosis
dirigida por estrégenos (Martin et al., 1970). Asi mismo, ademas de sus funciones
como la induccion de la ovulaciéon, la preparacion del endometrio para la
implantacion y el mantenimiento del embarazo, la P4 inhibe la apoptosis (Terada et
al., 1989). Estos efectos anti-apoptéticos se han obserservado al utilizar como
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modelo el Gtero de la rata. El incremento de los niveles plasmaticos de Ez induce
la proliferaciéon del tejido. Posieriormente, la integridad del tejido se mantiene en
parte por el efecto antiapoptético de la P4. Si no se produce la fertilizacién, los
niveles de progesterona caen y el epitelio uterino regresa por apoptosis (Sato et
al., 1997). De manera similar, estos efectos de proliferacion y apoptosis se
presentan en ratones ovacteromizados (ovx) tratados con E; y P, (Martin et al,,
1970; Terada et al., 1989). En estos estudios se ha sugerido que la P4 sola o con
E2 puede reducir la muerte celular independientemente de su accién sobre division
celular ya que inhibe la divisién celular inducida por E. (Terada et al.,1989). Sin
embargo, a pesar de que se sabe que la disminucién en la concentracion de estas
hormonas es un estimulo que provoca la muerte celular del epitelio uterino, aun no
se ha esclarecido el mecanismo molecular a través del cual regulan la apoptosis.

Por otro lado, es bien sabido que el mecanismo de acci6n de ambas
hormonas esta mediado via un receptor nuclear que se activa al unirse con su
ligando para funcionar como un factor de transcripcion (Evans, 1988). Las células
que presentan este receptor tienen regulada por efectos hormonales la expresion
de muchos genes. En el utero tanto las células epiteliales como las células
estromales presentan receptores a hormonas esteroides ovaricas (Tibbetts et al.,
1998). Diferentes estudios in vivo sugieren la accion paracrina de estas hormonas.
Por ejemplo, al agregar Ez a un cultivo primario de células epiteliales normales,
esta hormona presenta su aqtividad mitdgena (Uchima et al, 1987). El efecto
mitogénico del E; en epitelio uterino y vaginal se observd solamente al
recombinar un cultivo de células epiteliales con células estromales y el tejido
recombinante se inserto in vivo (Cooke et al., 1986). Otro estudio comprobé que el
E. inducia la proliferacion en el tejido uterino y vaginal cuando se insertaron in vivo
células de ambos epitelios knockout para el receptor a estrégenos (RE)
recombinadas con células estromales tipo silvestres para RE (Buchanan et al,
1998; Cooke et al., 1997). Por lo tanto, estos estudios concluyen que el RE en las
células epiteliales no es necesario ni suficiente para llevar a cabo el efecto
mitogénico in vivo del E; en las células epiteliales normales. Una evidencia similar
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se ha encontrado para el caso del efecto antimitogénico de la P4 en el epitelio
uterino (Kurita et al.,1998). Se observé que esta hormona inhibia la sintesis de
DNA, inducida por Ez en células del epitelio uterino de ratén knockout para el
receptor a progesterona (RP) cuando estas células epiteliales eran combinadas
con células del estroma uterino de raton silvestre. En contraste, la P4 no
bloqueaba la sintesis de DNA, inducida por E», cuando el epitelio uterino RP+ se
combinaban con estroma RP- (Kurita et al., 1998). Por otro lado, un estudio
realizado por Kurita et al. en el 2001 reporté un mecanismo paracrino para la
regulacion de la apoptosis en el epitelio uterino. Se prepararon tejidos
recombinantes que contenian 1. epitelio y estroma tipo silvestre 2. epitelio RP- con
estroma silvestre 3. epitelio tipo silvestre con estroma RP- 4. epitelio y estroma
knockout para RP. Los resultados demostraron que la P4 inhibia la apoptosis del
epitelio uterino solo en tejido recombinante preparado con estroma RP+ y
concluyendo que la apoptosis en el epitelio uterino esta regulada via el RP

estromal.

Estos hechos sugieren que la proliferacién y regresién del epitelio puede
estar regulada por la accion paracrina de estas hormonas y podria explicar el por
qué el epitelio uterino presenta una regresion durante la fase de transicion del
proestro al estro del ciclo estral al disminuir los niveles plasmaticos de hormonas

ovaricas.

3.2 CICLO ESTRAL DE LA RATA

3.2.1 Niveles hormonales

La rata es un mamifero con una ovulacién espontanea que ocurre de 4 a 5
dias durante todo el afio. Su ciclo estral estd constituido por cuatro etapas:
proestro, estro, metaestro (o diestro temprano) y diestro. En ratas con un ciclo
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estral de cuatro dias de duracién, los niveles plasmaticos del estradiol son basales
(8 + 2 pg/ml) durante la etapa del estro y comienzan a aumentar en la tarde del
metaestro llegando a su maximo valor (45 + 2 pg/ml) a las 9:00 a.m. del proestro.
Durante la tarde del proestro los niveles de estradiol caen rapidamente y alcanzan
los valores basales en las primeras horas de la mafana del estro. El estradiol es
secretado por las células de Ié teca interna y las células de la granulosa de los
foliculos De Graaf que se encuentran en desarrollo.

El aumento en la concentracion de estrogenos en la sangre desencadena
un estimulo neural ciclico que activa la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) por el hipotalamo. La GnRH a su vez, desencadena la
secrecion de la hormona luteinizante (LH) por la hipéfisis. Los niveles circulantes
de LH empiezan a incrementarse alrededor de las 2 a 3 p.m. del proestro, y
alcanzan su nivel maximo (37 + 5 ng/ml) entre las 5 y 7 p.m. de la misma fase
(Figura 1) (Brown-Grant et al., 1970; Butcher et al., 1974, Freeman, 1988).

El incremento de LH induce la ruptura folicular y la ovulacién, la cual ocurre en
las primeras horas del estro. El nivel plasmatico de LH comienza a disminuir en la
noche del proestro y alcanza niveles basales (0.5 +0.15 ng/ml) en las primeras horas
de la mariana del estro y permanece asi durante el resto del ciclo estral (Brown-
Grant et al.,, 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). El patrén de secrecion de la
Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y prolactina es similar al patréon que sigue LH
durante el ciclo estral (Figura 1).
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Figura 1. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral. Concentracion de
progesterona, prolactina, estradiol, LH y FSH en plasma periférico obtenido en
intervalos de 2 horas a través de los 4 dias del ciclo estral de la rata. Las barras
negras representan los intervalos de oscuridad en la colonia y los numeros en la
base representan la hora del dia (Freeman, 1988).
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Durante el ciclo estral se presentan dos incrementos en los niveles de
progesterona secretada en el plasma periférico (Figura 1). Durante la tarde de!
proestro se observa un incremento de progesterona secretada por las células de la
granulosa del foliculo preovulatorio, la cual alcanza un valor maximo entre las 6 y
9 p.m. (46 + 7 ng/ml). Este incremento sucede casi simuitAaneamente al incremento
de la LH. Los niveles de progesterona vuelven a ser basales (2 + 1 ng/ml) para la
maniana del estro (Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). Un incremento
secundario de progesterona de origen luteo, se presenta alrededor del mediodia
del metaestro (24 + 3 ng/ml), se prolonga hasta las primeras horas de la mafana
del diestro y desciende a niveles basales poco tiempo después del amanecer del
diestro.

Pocas horas después del incremento de progesterona en la tarde del
proestro se presenta un comportamiento caracteristico de lordosis. Es probable
que el aumento en los niveles de estrogenos seguido por el aumento de los
niveles de progesterona facilitg la lordosis en el estro, ya que este comportamiento
no se presenta en ninguna otra etapa del ciclo estral.

El cambio en las concentraciones de hormonas durante el ciclo estral tiene
efectos en la actividad del oviducto, utero, cérvix y vagina, asi como también
algunos efectos fisiologicos generalizados.

La forma mas comun por la cual se determina la etapa del ciclo estral en la
rata, es por medio del estudio de los cambios morfolégicos en las células del
epitelio vaginal. En un frotis vaginal pueden presentarse dos o mas tipos celulares,
pero el tipo celular que predomina, indica la etapa del ciclo estral en que se
encuentra cada rata. Los tres diferentes tipos celulares que se pueden encontrar
en un frotis vaginal de rata son: a) células epiteliales nucleadas, b) leucocitos
polimorfonucleares y c) células epiteliales cornificadas.

15



Durante el estro la pared vaginal presenta un aspecto seco, blando y
carente de brillo pero cambia durante el metaestro, presentando un aspecto
hamedo y rosado. Estos cambios estan asociados con la cornificacién de las
capas superiores durante el estro y con la extensa descamacion al final de esta
etapa. A medida que se aproxima el proestro, los tipos celulares presentes en los
fluidos vaginales consiste de células epiteliales nucleadas y leucocitos vy
ocasionalmente células cornificadas. Durante el proestro, los leucocitos
desaparecen, las células epiteliales nucleadas aumentan en nuimero y son
gradualmente reemplazadas por células sin nucleo. El principio del estro ocurre
cuando el frotis presenta 75% de células nucleadas y 25% de células cornificadas.
Eventualmente, las células cornificadas son la Gnicas presentes. EI metaestro y el
diestro se caracterizan por la aparicién de un gran nimero de leucocitos y la
desaparicion de las células cornificadas (Baker, 1979).

El utero también presenta cambios ciclicos, dependientes de esteroides,
tanto en su estructura como en su funcién. Durante cada ciclo, el uatero
inicialmente se prepara para recibir y transportar el espermatozoide del cervix al
oviducto, y subsecuentemente se prepara para recibir los embriones del oviducto.
El utero esta compuesto por dos capas: miometrio y endometrio. El miometrio es
la porcién muscular de la pared uterina. Consiste de dos capas de musculo liso:
una capa gruesa interna que es circular y una capa mas delgada externa que es
longitudinal. Entre ambas capas se encuentra una capa de tejido conectivo que
contiene nervios, vasos linfaticos y sanguineos. El endometrio consiste de una
matriz o estroma, sobre la cual se asienta un epitelio columnar simple bajo con
extensiones glandulares que penetran el estroma (Hafez, 1970).

Durante el proestro, el endometrio se encuentra bajo la influencia de los
estrogenos producidos por los foliculos ovaricos (fase folicular), su vascularizacién
se incrementa, el epitelio se convierte en un epitelio columnar bajo y las glandulas
presentan cierto crecimiento. La actividad proliferativa del epitelio da lugar a un
gran incremento en el area superficial; la proliferacion principal es del epitelio
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luminal. Las células epiteliales secretan un fluido de constitucion liquida que
contiene algunas proteinas, principalmente enzimas proteoliticas. En esta etapa
aumenta la contractibilidad y excitabilidad del endometrio y el tamaio del estroma
se incrementa ya que presenta proliferacion celular (lo cual da lugar a la expresién
de fase proliferativa del ciclo estral) (Hafez, 1970).

Durante el estro y el metaestro (fase lutea) las estructuras del endometrio
estan controladas por la progesterona producida por el cuerpo luteo: el endometrio
se expande, el epitelio luminal se convierte a uno de tipo columnar alto y las
glandulas crecen hasta su maximo tamarno, las glandulas ahora son activamente
secretoras; secretan un fluido rico en glicoproteinas, azicares y aminoacidos. Las
células del estroma se hacen mas largas y mas hinchadas. La progesterona actua
sobre el miometrio causando el crecimiento de las células y, en contraste con los
estrogenos, disminuye la excitabilidad de la musculatura uterina (Hafez, 1970). Al
final de la fase litea, durante el diestro, el epitelio secretor se colapsa, el
endometrio se reabsorbe y es reemplazado por una pequefia capa de estroma .
cubierta con tejido epitelial lista para entrar a un nuevo ciclo (Hafez, 1970).

3.2.2 Proliferacion celular del vtero durante el ciclo estral

Se ha determinado la proliferacién de cada tipo celular del Gtero durante el
ciclo estral a través de la actividad mitética uterina y se ha reportado que la
actividad mitética en el epitelio luminal es maxima durante el diestro y el proestro
temprano y desciende rapidamente, una elevacion secundaria se presenta durante
el metaestro (Marcus, 1974); otros autores han reportado proliferacion de este tipo
celular en el dia del diestro (Bertalanffy y Lau, 1963). El estudio de Marcus reporté
que el epitelio glandular solamente prolifera durante el metaestro, mientras que el
de Bertalanffy y Lau reportan que este tipo celular prolifera tanto en metaestro
como en diestro. En el estroma endometrial, Marcus reporté que la mitosis ocurre
en la tarde del diestro y la mafiana del proestro, mientras que Bertalanffy y Lau la
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detectan principalmente en el estro y metaestro. En el miometrio, la maxima
proliferacion ocurre durante el proestro, pero es menos intensa que en el epitelio
luminal (Marcus, 1974). Por otro lado, estudios realizados en nuestro laboratorio,
mostraron que las células del epitelio luminal proliferan durante el metaestro, el
diestro y el proestro, mientras Aque el epitelio glandular solamente prolifera durante
el metaestro y el diestro (Mendoza-Rodriguez et al., 2002a).

Este comportamiento no se observa ni en las ratas inmaduras ni en las ratas
adultas ovariectomizadas (ovx) tratadas con estradiol. En las ratas inmaduras una
sola dosis de estrogenos (50 ng/rata) induce la proliferacion en todos los tejidos
uterinos: epitelios, estroma y miometrio (Kaye et al, 1972; Kirkland et al., 1979;
Quarmby y Korack, 1984). El indice mitético en el epitelio luminal alcanza su maximo
valor 24 horas después del tratamiento (Kaye et al,, 1972; Kirkland et al., 1979). En
el estroma y miometrio el maximo indice mitético se observa entre las 24 horas
(Kaye et al.,, 1972) y 36-48 horas (Kirkland et al., 1979). El (tero de la rata adulta no
responde de la misma manera a los estrégenos, ya que la mitosis en el estroma de
ratas ovariectomizadas solamente se presenta si la rata ha sido pretratada con
progesterona (P4). Las ratas adultas ovariectomizadas que han sido tratadas con
17p-estradiol (0.2 pg/rata) solo presentan mitosis en los epitelios luminal y glandular,
pero no en el estroma. En el epitelio luminal el indice mitético empieza a aumentar
12 h después del tratamiento con 17p-estradiol (E), alcanza su maximo valor a las
24 h y regresa a niveles basales a las 36 h. En el epitelio glandular el indice mitético
empieza a aumentar a las 12 h y presenta el maximo valor a las 48 h, regresando a
los niveles basales 72 h después del tratamiento con E; (Tachi et al, 1972). El
pretratamiento con P4 suprime la accidbn mitogénica del E; tanto en el epitelio luminal
como glandular y causa una respuesta mitética en el estroma en respuesta al E,. El
estroma comienza a proliferar 12 h después del tratamiento con P4 (5 mg diarios por
1 a 7 dias) + E2 (0.2 ug/rata), se presenta el maximo indice mitético a las 24 hy
regresa a niveles basales a las 36 h. Las células del estroma que presentan mitosis
se ubican principalmente en la regiéon que se encuentra debajo del epitelio luminal.
La P4 sola no produce mitosis en ninguno de los tejides (Clark, 1971; Tachi et al,,
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1972). Ya que la proliferacién ocurre en todos los tejidos del utero durante el ciclo
estral, se debe pensar que la cantidad de P4 producida durante el metaestro-diestro
en la rata tiene un significado fisiolégico importante en lo que respecta a la
proliferacion del miometrio y el estroma.

3.2.3 Muerte celular del iitero durante el ciclo estral

En el utero de diversos mamiferos, incluyendo el humano, se presenta la
muerte celular por apoptosis (Sandow et al., 1979; Pollard et al., 1987; Spornitz et
al., 1994, Spencer et al,, 1996). Usando una metodologia histomorfolégica se ha
observado muerte celular por apoptosis en el Gtero de la rata, en el cual se ha
establecido una correlacion inversa entre la proliferacion y la muerte celular
(Spornitz et al., 1994). Varios estudios han reportado la presencia de apoptosis en
el Gtero de la rata durante el ciclo estral, sin embargo, los resultados no coinciden
con una etapa exacta en la cual se da el maximo indice apoptético. (Sato et al.,
1997; Burroughs et al., 2000; Lai et al.,, 2000). El estudio de Sato reporta que el
maximo indice apoptético del epitelio luminal se presenta en el dia del metaestro,
mientras que el grupo de Burroughs y el de Lai lo reportan en el dia del estro. En
el epitelio glandular, tanto el grupo de Burroughs como el de Sato reportan el
maximo indice apoptético en el dia del estro. En el estroma, el grupo de Burroughs
reporta el maximo indice apoptético en el dia del estro mientras que Sato no
detecta fluctuaciones durante todo el ciclo. En nuestro laboratorio se encontr6 el
mayor indice apoptético del epitelio luminal y glandular se presenta en la etapa del
estro y es menor en el metaestro siendo casi nulo en el diestro y proestro
(Mendoza-Rodriguez et al., 2002b). Por lo tanto, se ha demostrado que la muerte
celular programada ocurre tanto en el epitelio luminal y glandular como en células
estromales en uUtero durante el ciclo estral, indicando que la apoptosis se presenta
como un fenémeno fisioldgico en el tracto reproductivo de la rata.
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En otros modelos animales, tales como el Gtero del hamster, se ha
reportado que la muerte celular programada ocurre durante el dia del estro
(Sandow et al., 1979) y probablemente es el resultado del descenso de los niveles
de E; en suero y el aumento de los niveles de P4 durante esta fase del ciclo (West
et al., 1978).

Las células apoptéticas en este tejido presentan vacuolas en la superficie
membranal, un nacleo irregular con cromatina condensada aglutinada a lo largo de
la membrana nuclear, en algunas células se presentan fragmentos nucleares.
Estas células son fagocitadas por células epiteliales vecinas no apoptoéticas, las
cuales presentan un gran contenido de vacuolas fagociticas. Los cuerpos
apoptoticos con o sin fragmentos nucleares en varios estados de digestion se
encuentran dentro de vacuolas. No se encuentra infiltracion de leucocitos en el
epitelio en la etapa del estro, en contraste con una gran cantidad de linfocitos
infiltrados junto con algunos macréfagos que penetran por los espacios
intercelulares del epitelio uterino en la etapa del metaestro. Las células
apoptéticas son en su mayoria fagocitadas por las células mononucleares
infiltradas. Los macréfagos muestran granulos y ntcleos con algunas vacuolas
que contienen cuerpos apoptéticos en varios etapas de degradacion. Las
caracteristicas celulares de la apoptosis durante la regresion del epitelio uterino
pueden ser reconocidas por medio de microscopia de luz o electrénica (Sato et al.,
1997; Mendoza-Rodriguez et al., 2002).

A diferencia del utero, la mayoria de las células epiteliales de la vagina
presentan muerte celular por diferenciacion terminal y no por apoptosis (Sridhar Rao
et al., 1998). Sin embargo, algunas células son eliminadas por apoptosis, implicando
la fragmentacion del DNA. Las células epiteliales de la vagina presentan cambios
bioquimicos y morfolégicos, durante el ciclo estral, que resultan en su division,
diferenciacién, comificacion y descamacion. Histolégicamente, el epitelio vaginal esta
organizado en compartimentos basales proliferativos, y compartimentos
suprabasales de células diferenciadas. Las células de las capas basales migran
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hacia el lumen diferenciandose de manera estratificada. Este proceso culmina en la
formacion de la capa de células muertas cornificadas, que finalmente se descaman
hacia el lumen vaginal. Estas células muertas no presentan fragmentaciéon de DNA y
sus niveles de expresion de bcl-2 se mantienen elevados (Sridhar Rao et al., 1998).

3.3 MUERTE CELULAR PROGRAMADA (PCD)/ APOPTOSIS

3.3.1 Definicion

Existen dos tipos de muerte celular: la apoptosis y la necrosis (Kerr et al.,
1972; Ameisen, 1996; Barinaga, 1996), ambas involucran eventos bioquimicos y
morfolégicos que provocan la muerte celular. La necrosis es producida por un
dafo mecanico o por la exposicion a sustancias téxicas. Se caracteriza por la
ruptura de la membrana celular debido a que el dafio causa una aiteracion en el
intercambio de iones y de agua, provocando la salida de los componentes
celulares. Se presenta frecuentemente con una inflamacién aguda e involucra a
grupos celulares adyacentes (Ameisen, 1996). En contraste, la apoptosis o muerte
celular programada (PCD) es una muerte que se produce de manera coordinada
en células que se encuentran en exceso, que son peligrosas o que se encuentran
danadas (Thompson, 1995; Zérnig et al., 2001). Esta muerte celular ocurre a lo
largo de la vida de los organismos multicelulares y se encuentra estrictamente
regulada. Tiene un papel muy importante en el desarrollo normal y la homeostasis,
asi como durante la embriogénesis (Abbadie et al., 1993, Tata, 1994, Lang, 1997)
e incluso durante la regresion de los 6rganos (Hsueh, 1994; Bernal y Nunez, 1995;
Chun et al, 1996; Evans-Storms y Cidlowski, 1996; Amsterdan et al., 1997,
Moulton et al.,1997), e involucra generalmente células individuales de un tejido.
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La PCD es tan importahte como la mitosis para el control de la poblacion
celular. Algunos ejemplos en que se resalta su importancia son: a) la reabsorcién
de la cola del renacuajo al llevarse a cabo su metamorfosis en rana ocurre por
apoptosis (Tata, 1994), b) en la formacién de los dedos y pies en el feto (Lang,
1997) y durante el desarrollo de la mucosa intestinal y de la retina (Haanen y
Vermes, 1996), requiere de la remocion de tejido por apoptosis, ¢) la regresion
normal de tejidos dependientes de hormonas es inducida por cambios en las -
concentraciones de hormonas tropicas es mediada por apoptosis, asi como en
otros procesos de involucion normal como la atresia folicular ovarica (Hsueh,
1994; Chun et al., 1996; Evans-Storms y Cidlowski, 1996; Moulton et al.,1997) y la
eliminacion del revestimiento interno del uUtero (endometrio) para iniciar la
menstruacion (Amsterdan et al., 1997), d) la formacibn de conexiones entre
neuronas (sinapsis) en el cerebro requiere de la eliminacién de células en exceso
por apoptosis (Bernal y Nunez, 1995).

Ademas, la PCD es requerida para eliminar células que podrian alterar la
integridad del organismo como: a) células infectadas con virus, b) células del
sistema inmune que provocarian enfermedades autoinmunes (Miglioratig, 1994;
Deist et al,, 1996), c) células con dafo en el DNA, d) células cancerigenas por
medio de radio y quimioterapia.

En general, la apoptosis ocurre en dos fases. En la primera etapa o fase de
activacion: la célula comprometida a morir se encoge, libera el citocomo ¢ (Cyt c)
de la mitocondria, aparecen vesiculas similares a burbujas en la superficie, se
compacta y segrega la cromatina en masas tipicamente circunscritas. Existe
irregularidad en la membrana del nucleo y de la superficie celular, condensacion
del citoplasma, mientras que los organelos se mantienen integros (Abbadie et al.,
1993). En la siguiente etapa o fase de ejecucion, se observan los cambios mas
dramaticos de la muerte celular: el nucleo se fragmenta, el citoplasma se
condensa y se forman protuberancias en la superficie celular. La separacion de las
protuberancias superficiales produce cuerpos apoptéticos de varios tamarnos y
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diferente composicion. La fosfatidilserina un fosfolipido de membrana, se expone
en la superficie celular y se une a los receptores de células fagociticas como
macrofagos o células dendriticas. Estas células fagocitan los fragmentos celulares
apoptoticos. Estos eventos son tan ordenados que al proceso se le llama
frecuentemente muerte celular programada (PCD) (Hengarther, 2000).

3.3.2 Bioquimica de la apoptosis.

El proceso de PCD involucra la reprogramacion epigenética en la célula que
da como resultado una cascada de cambios bioquimicos dependiente de energia.
Por lo tanto, la apoptosis es un proceso activo que requiere de ATP. El estimulo
apoptético puede ser extracelular o generarse en el interior de la célula y
desencadenar una sefal que activa un programa de muerte principaimente
ejecutado por una familia de proteasas (caspasas) (Figura 2). La activacion de
esta cascada de amplificacion trae como consecuencia la inactivacion de un gran
numero de proteinas estructurales, de sefializaciéon, reguladoras de transcripcion y
del metabolismo de acidos nucleicos, lo cual desemboca en la muerte celular
(Cohen, 1997).

Los primeros estudios que identificaron a las caspasas como esenciales
para la muerte celular se obtuvieron a través de estudios genéticos con el
nematodo Caenorhabditis elegans (Yuang et al., 1993). Estas proteinas se han
conservado a través de la evolucion. En el humano se han identificado mas de una
docena, de la cual se ha sugerido que dos tercios tienen una funcién apoptética
(Thornberry y Lazebnik, 1998). Estas proteinas son las principales efectoras de la
apoptosis y reciben el nombre de caspasas (cisteine-aspartic acid proteinases)
porque en el sitio activo tienen un residuo de cisteina y cortan las proteinas
después de un residuo de acido aspartico (Asp-Xxx). La especificidad del sustrato
para una caspasa esta dada por los cuatro residuos amino terminal a el sitio de
hidroélisis del enlace peptitico (Cohen, 1997).
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La cascada de caspasas se inicia por un estimulo que activa un zimégeno

(pro-caspasa) para dar como resultado una enzima que puede funcionar como

activadora de otras caspasas inactivas y asi sucesivamente, amplificando el

estimulo. Hasta ahora se han reportado al menos tres mecanismos responsables
de activacidon de caspasas (Figura 3):

a. Protedlisis cascada arriba, ya sea por las mismas caspasas o por una

granzima B (responsable de la actividad citotdxica de los linfocitos Tc). La
protedlisis se lleva a cabo entre los dominios p20 y p10 e incluso entre el
prodominio y el dominio p20 de la pro-caspasa, los cuales contienen un
residuo Asp-Xxx, sugieriendo una activacion autocatalitica (Thornberry et
al., 1997). Esta “estrategia” para activar la cascada de caspasas se
presenta en las células para activar caspasas con prodominios cortos como
las caspasas 3, 6 y 7, las cuales son consideradas como las caspasas mas
abundantes y activas.

Proximidad inducida. La cascada de caspasas se activa via receptor de
muerte con dominios que se acoplan a a pro-caspasas (pro-caspasa 8)
mediante moléculas adaptadoras (Salvesen y Dixit, 1999).

Formacion de holoenzima. Esta activacion depende de la liberacion de cyt ¢
por la mitocondria y la oligomerizacion dependiente de ATP, de Apaf-1 (una
proteina que) al unirse a la procaspasa 9 provocan un cambio
conformacional activandola (Rodriguez y Lazebnik, 1999).

Una vez activadas las caspasas, su funcién no solamente es la degradacion de

proteinas, sino que en la mayoria de los casos, inactivan o activan proteinas. La

activacion de éstas se realiza en forma directa por la eliminacién de un dominio
regulador negativo o en forma indirecta por la inactivacién de la subunidad
reguladora. Hasta ahora se han identificado varios sustratos importantes para las
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caspasas. Un ejemplo de un mecanismo de activacion responsable de la famosa
escalera nucleosomal, es la activaciéon de la nucleasa activada por caspasa
(CAD), la cual existe en la célula formando un complejo con una subunidad
inhibidora (ICAD) (Nagata, 2000). La caspasa-3 activa a la CAD mediante la
eliminacién de la subunidad inhibidora, causando la liberacion y activaciéon de la
subunidad catalitica (Enari, 1998; Sakahira et al., 1998). El DNA es cortado en
sitos inter-nucleosomales por endonucleasas neutras sensibles a Ca vy Mg 2 y
pueden ser inhibidas por zinc (Galli et al, 1995). Por otro lado, las células
apoptéticas requieren de la sintesis de RNA y proteinas (Thompson, 1995). El
retraso o la interrupcion de la apoptosis por inhibicion de la sintesis
macromolecular es bien conocida. Ademas, se requieren varias enzimas de
degradacion y proteinas reguladoras que mantienen el control sobre la cascada
apoptotica. Las células apoptodticas expresan grandes cantidades de mRNA que
codifican para éstas (Lavin y Watters, 1993).

Figura 2. Mecanismos de activacion de las caspasas (modificado de Hengartner,
2000).
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La regulacion de la apoptosis estd mediada por sefales necesarias para
que una célula permanezca viva y sefiales de muerte. Entre las primeras se
encuentra la estimulacion continua que recibe una celula de otras células por
medio de una adhesién continua a la superficie de aquella que se encuentre en
crecimiento. Algunas de éstas son factores de crecimiento y citocinas como las
interleucinas (por ejemplo: Interleucina-2). Entre las sefiales de muerte se
encuentra el incremento en los niveles de sustancias oxidantes dentro de la célula,
dario al DNA por medio de sustancias oxidantes, agentes fisicos como rayos
ultravioleta, rayos X, o quimicos como los farmacos quimioterapéuticos; moléculas
que se unen a receptores especificos en la superficie celular que funcionan como
activadores de muerte (ver apoptosis via receptor). Dos vias apoptéticas han sido
identificadas, la via del receptor de muerte (Schmitz et al, 2000) y la via
mitocondrial que se encuentra regulada por los miembros de la familia de Bcl-2
(Figura 3) (Tsujimoto y Shimizu, 2000).

La via del receptor de muerte se encuentra controlada por citocinas, una
familia de proteinas que regula la proliferacion y diferenciacién celuiar por medio
de receptores especificos en las células blanco. Estas proteinas forman ia familia
del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) e incluyen el TNF, Ligando de Fas (FasL o
CD95L), linfotoxina, ligando 4-1BB, ligando CD40, ligando CD27, ligando CD30 y
TRAIL (ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF). Estas proteinas se
unen a su respectivo receptor de la familia del receptor del Factor de Necrosis
Tumoral (TNRF) que incluye dos TNFRs (TNFR1 y TNFR2), receptor Fas
(conocido también como APO-1 o CD95), el receptor para linfotoxina-p, el receptor
NGF (p75), CD40, CD27, CD30 y DR5 (Suda et al.,, 1993; Nagata y Golstein,
1995). Estos receptores se encuentran ubicados en la membrana citoplasmatica y
contienen un dominio intracelular que es fundamental para la transduccién de la
sefal apoptotica. Se activan por un ligando especifico o por la sobreexpresion de
los mismos receptores en ausencia del ligando. La activaciéon del receptor induce
la trimerizacion del mismo, lo cual induce el reclutamiento de proteinas
adaptadoras intracelulares y la subsecuente activacion de la cascada de caspasas
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(Figura 3). Por ejemplo, los factores pro-apoptéticos como TNF o FASL (ligando)
producen su sefalizacién a través de receptores de membrana (TNFR o
Fas/CD95), que mediante dominios intracelulares de interaccion proteica
denominados dominios de muerte (DD) interaciian con proteinas intracelulares
como la proteina TRADD (en TNFR), y/o proteinas acopladoras como las
proteinas FADD (que se une tanto a TNFR como a Fas), las cuales a su vez
reclutan a la procaspasa-8 mediante sus dominios efectores de muerte (DED) para
finalizar con la activacion de la caspasa-8, la cual puede activar la cascada de
caspasas por procesamiento proteolitico de la caspasa-10. La caspasa-10, quizas
sea activada por factores que darian al DNA, y también es capaz de procesar a
todas las caspasas conocidas (Irmler et al., 1997).

La via mitocondrial se induce en respuesta a una estimulo extraceiular o
sefales internas como ocurre en el dafio al DNA (Rich et al.,, 2000) (Figura 3).
Ambas vias de sefalizacion apoptéticas convergen en la mitocondria, por la
activacion de un miembro pro-apoptético de la familia de proteinas de Bcl-2
mediante protedlisis, desfosforilacibn o probablemente otros mecanismos
(Antonsson, 2001).

La proteinas Bcl-2 y Bcl-x. que se encuentran en la mitocondria previniendo
la muerte celular, pueden interactuar con proteinas pro-apoptéticas como Bax,
Bad, Bim y Bid que se encuentran entre el citosol y los organelos. Las sefales pro-
apoptoticas reclutan los miembros pro-apoptéticos a la mitocondria, compitiendo
con los miembros anti-apoptéticos para regular la salida del Cyt ¢ por un
mecanismo que aun se encuentra en discusion (Tsujimoto y Shimizu, 2000) (ver
seccion 3.4). Si existe una ganancia de la funcién pro-apoptética por parte de los
miembros de la familia Bcl-2, ocurre la liberacion del Cyt c, el cual se une a Apaf-1
y a la pro-caspasa 9 para formar el apoptosoma, una holoenzima. Se ha visto que
algunas proteinas de choque térmico (HSP) actuan en multiples pasos de esta via
para regular la apoptosis (Jaattela, 1999; Xanthoudakis y Nicholson, 2000).
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Figura 3. Esquema que simplifica las vias apoptéticas conocidas. Se muestra la
parte superior izquierda esta representada la via controlada por el receptor de
muerte (CD95 / Fas / APO-1). En la parte superior derecha se muestra la via
mitocondrial. Ambas vias controlan el balance entre los mecanismos de activacion
e inhibicion de las caspasas, proteinas encargadas de llevar a cabo la muerte
celular (ver texto) (modificado de Hengartner, 2000).
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La via del receptor de muerte y mitocondrial convergen a nivel de la
activacion de la caspasa 3. La activacion de la caspasa-3 y su actividad es
antagonizada por proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs), las cuales a su vez
son antagonizadas por la proteina Smac/DIABLO liberada de la mitocondria. La
caspasa-3 se une a la subunidad inhibidora de una nucleasa: la DNAasa activada
por caspasa (CAD), activando la subunidad catalitica (Enari ef al., 1998; Sakahira
et al., 1998), la cual se encuentra en condiciones normales formando un complejo
inactivado con su inhibidor llamado (ICAD) (Nagata, 2000).

3.4 LA FAMILIA DE PROTEINAS Bcl-2
3.4.1 Generalidades

El mecanismo de la apoptosis es regulado por medio de varios genes. Entre
los mas caracterizados se encuentra la familia de proteinas similares a Bcl-2
(Adams y Cory, 1998). Tal mecanismo de apoptosis, parece conservarse a través
de la evolucion, ya que tanto mamiferos como el nematodo C. elegans comparten
moléculas con un papel importante en la apoptosis que, ademas, presentan un
mecanismo comun para activar a las caspasas (Alnemri et al., 1996; Thornberri y
Lazabnik, 1998).

En un principio, se observo que la proteina Bcl-2 inhibia la muerte celular
inducida por la disminucién de interleuicina 3 (IL-3) (Vaux et al.,, 1998). Después
se mostré que inhibia la muerte celular inducida por otros estimulos incluyendo
agentes quimioterapéuticos y choque térmico (Tsujimoto, 1989). Recientemente,
se han aislado un gran nimero de proteinas similares a Bcl-2. Esta familia esta .
integrada por mas de 12 proteinas que se han dividido en tres grupos funcionales
(Figura 4) (Adams y Cory, 1998; Antonsson y Martinou, 2000):
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Grupo |. Se caracterizan por tener cuatro dominios conservados homoélogos a Bcl-
2 (Dominios BH1-BH4), aunque algunos miembros carecen del dominio BH4. Su
extremo carboxilo terminal es hidrofébico (lo cual hace que se localice en la
membrana externa de la mitocondria y ocasionalmente en el reticulo
endoplasmico) con la mayor parte de la proteina en el citosol. Todos los miembros
de este grupo tienen actividad antiapoptética y son: Bcl-2, Bel-x,, Bel-w, Mcl-1, A1
(Bfl-1) y Boo.

Grupo ll. Consiste en miembros con actividad pro-apoptética e incluye a proteinas
como Bax, Bak, Bad, Mtd (Bok), Diva. Estas proteinas tienen una estructura muy
similar a las proteinas del primer grupo, ya que comparten una secuencia
homoéloga en BH1, BH2 y BH3 pero no tienen homologia en el dominio BH4,
aungue se ha encontrado un dominio homélogo a BH4 entre algunos miembros de
esta familia como Bcl-rambo (Kataoka et al., 2001).

Grupo lll. En éste se encuentran proteinas que sélo tienen una caracteristica en
comun, la presencia del dominio BH3 que consiste de 12-16 aminoacidos (Adams
y Cory, 1998). Estas proteinas tienen una actividad pro-apoptética e incluye a Bik,
Bid, Bim, Hrk (DP5), Blk y Bnip3, Bnip3L.

El dominio BH4 forma una hélice a (a1). Entre los dominios BH3 y BH2 se
forman seis hélices a (a2-a7). Las hélices a5 y a6 son hidrofébicas y se
encuentran rodeadas por las hélices anfipaticas. Una region curveada formada
entre las hélices a1 y a2 de los dominios BH4 y BH3, parece tener un papel
regulador en la proteina. El segmento que comprende del dominio BH3 al BH2 es
necesario para la dimerizacién de esta familia de proteinas. El segmento que
abarca del dominio BH1 a BH2 es necesario para la formacién del canal. Algunos
estudios de estructura- funciéon sugieren que regiones relativamente grandes de la
proteina, incluyendo las dos grandes hélices o que participan en la insercién a la
membrana, pueden determinar la interaccion entre los miembros (Reed, 1997).

30




BH4  BHa BH1  BH2 TM

Grupo I l l%l '

Grupo 11 L

Grupo I1I

|
1 IR
] I ] Bid
| B

B Bik

Figura 4. Representacion esquematica de los grupos de la familia de proteinas
Bcl-2. El Grupo | esta formado por proteinas antiapoptéticas que contienen los
dominios BH1-BH4. El Grupo |l presenta una secuencia conservada para los
dominios BH3, BH1 y BH2, los miembros de este grupo son proapoptoéticos. El
Grupo Ill solamente presenta una secuencia conservada en el dominio BH3, el
cual es necesario para producir la apoptosis. Un dominio que se ancla a la
membrana de la mitocondria (dominio transmembranal —TM-), no se encuentra
presente en todos los miembros de la familia (modificado de Hengartner, 2000).

Esta interacciéon entre los miembros de la familia Bcl-2 se ha estudiado con
técnicas como la co-inmunoprecipitacion, ensayos de unidn in vitro y experimentos
crosslinking (Oltvai et al., 1993; Zha et al., 1997; Hirotani et al., 1999; Minn et al.,
1999). Se piensa que la formacion de complejos de homo y heterodimeros puede
regular la actividad de estas proteinas que a su vez regulan la apoptosis. Sin
embargo, basandose en observaciones con ratones transgénicos y knockout se ha
sugerido que algunas proteinas regulan la apoptosis independientemente de los
otros miembros (Knudson yv Korsmeyer, 1997). La heterodimerizacion esta
mediada por la insercion de la region BH3 de una proteina pro-apoptética en la
porciéon hidrofébica formada por las regiones BH1, BH2 y BH3 de una proteina
anti-apoptotica (Sattler, 1997). Hasta ahora se ha demostrado que la regulaciéon de
la apoptosis se puede llevar a cabo a través de modificaciones postraduccionales
que inducen cambios conformacionales en estas proteinas y por lo tanto modulan
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su translocacién en la mitocondria o su afinidad de dimerizacién (Desagher et al.,
1999; Haldar et al., 1995) al causar la exposicion del dominio BH3 de proteinas
pro-apoptéticas por medio de mecanismos como la fosforilacién provocada al
encenderse las sefales proapoptoéticas (Zha et al., 1996). Mas adelante se hablara
sobre los cambios postraduccionales especificos conocido hasta ahora de las
proteinas estudiadas en esta tesis.

El mecanismo de accion de los miembros anti-apoptoéticos en las células
vivientes, es la prevencion de cambios mitocondriales como la liberacién de
factores apoptogénicos (citocromo c y el factor inductor de la apoptosis —AlF-) del
espacio intermembranal al cifoplasma (Susin et al.,, 1999). Sin embargo, no se
sabe cual es el mecanismo exacto, por el cual los miembros de la familia Bcl-2
actuan para liberar al Cyt c, la proteina pro-apoptética mas conocida que ademas
de tener la funciébn de acarrear electrones y de participar en la fosforilacién
oxidativa, es necesaria en el citosol para formar una holoenzima junto con la
caspasa 9 y Apaf-1 llamada apoptosoma, la cual activa la cascada de caspasas
para activar finalmente a la caspasa-3, que es considerada como la caspasa
central en la fase de ejecucién, en la cual convergen las via apoptética
mitocondrial con la via del receptor de muerte (Figura 3).

Se han sugerido varios mecanismos de accion (Figura 5) para la funciéon de las
proteinas pro-apoptdéticas de la familia de Bcl-2 para la liberacién del Cyt c :

> La formacion de un poro en la membrana mitocondrial externa, a través del
cual el Cyt c y otras proteinas intermembranales pueden salir al citosol. Por
ejemplo, proteinas pro-apoptéticas como Bax y Bak, forman un poro en
membranas sintéticas que altera la permeabilidad de las mismas causando
la liberacién de Cyt ¢ y la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
acompanada de la liberacion AlF. Ademas, se ha visto que estos cambios
pueden ser inhibidos por Bcl-2 y Bel-x. (Jurgensmeier et al., 1998; Narita et
al., 1998; Shimizu et al., 1998).
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> Formacién de un heterodimero con los miembros pro- y anti-apoptéticos
(Sattler, 1997). La estructura similar de las proteinas de la familia Bcl-2 con
la toxina diftérica y colicinas, sugiere que las proteinas pueden formar un
canal en la mitocondria (Antonsson et al, 1997; Minn et al., 1997;
Schlesinger et al., 1997). Esto, ademas se ha comprobado en membranas
sintéticas (Jurgensmeier et al., 1998; Narita et al., 1998; Shimizu et al,
1998).

> Regulacion directa de las caspasas por medio de moleculas adaptadoras,
como se ha descrito para C. elegans. En mamiferos se han concontrado
proteinas adaptadoras tales como BAR (Zhang, 2000), la proteina
localizada en el reticulo endoplasmico Bap31 (Ng, 1997) y Aven (Chau et
al., 2000).

> Interaccion con otras proteinas mitocondriales como el canal de aniones
dependiente del voltajé (VDAC) y el transportador del nucle6tido de
adenosina (ANT), lo cual permite la liberacion de Cyt ¢ o modular la
homeostasis mitocondrial (por ejemplo, al abrir el poro de transicion de la
permeabilidad -PTP-) (Marzo et al.,, 1998).

> Oligomerizacion de una proteina para formar un canal i6nico débilmente
selectivo. Se ha descrito que la proteina recombinante de Bax, puede
formar canales capaces de liberar al cyt ¢ de membranas sintéticas sin
requerir ninguna otra proteina, por la formacién in vitro de oligémeros de 80
y 160 kDa (Antonsson, 1997).
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Figura 5. Posibles mecanismos de accion de los miembros de la familia Bcl-2 para
provocar la translocacion del Cyt c al citosol desde el espacio intermembranal de
la mitocondria (Hengartner, 2000).

Es dificil considerar que una sola proteina induzca la muerte celular por
apoptosis. Por ello se piensa que ésta es resultado de un posible punto de
convergencia para varias sefiales de vida o muerte dadas por proteinas la familia
Bcl-2 (Tsujimoto, 1998). Esto sugiere que ia presencia de los diferentes miembros
de la familia Bcl-2 es un factor importante sobre el control de la apoptosis.
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3.4.2 Bel-2

El gen bcl-2 (Linfoma de células Blleucemia 2) fué descubierto por
Tsujimoto y col. en la translocacién cromosomal {(14;18) de linfomas no-
Hodgkinianos de células B (Tsujimoto ef al., 1985). Esta translocacion provoca una
desregulacion del la expresion del gen bcl-2 debido a su yuxtaposicion con el
locus del gen que codifica para la cadena pesada de la inmunoglobulina. El gen de
bcl-2 codifica para una proteina de 24 kDa, la cual es la mejor caracterizada de la
familia Bcl-2 (Reed, 1994; Yang y Korsmeyer, 1996). La porcion amino terminal
incluye el dominio BH4 entre los aminoacidos 10 y 30, necesario para la
homodimerizacion de Bcl-2. Sin embargo, se ha visto que los dominios BH1
(aminoacidos: 136-155) y BH2 (aminoacidos: 187-202) son indispensables, ya que
forman una estructura reconocida por el dominio BH4 (Hanada et al.,, 1995). La
capacidad de Bcl-2 para translocarse en la membrana mitocondrial se ha atribuido
a la presencia del dominio transmembranal (TM) ubicado en la porcidon carboxilo
terminal entre los aminoacidos hidrofobicos 219 y 237, y orientado hacia el
citoplasma (Chen-Levy et al., 1989; Jacobson et al., 1993).

En un estudio para identificar y caracterizar esta proteina realizado por
Chen-Levy y col. (1989), se encontré que ésta es de una naturaleza lipofilica y se
encuentra asociada a la membrana de compartimentos subcelulares como el
reticulo endoplasmico y la membrana nuclear. En otros estudios sobre su
localizacion en células B utilizando microscopia confocal con laser y estudios de
fraccionamiento, se encontr6 como una proteina integral en la membrana
mitocondrial (Hockenbery et al.,, 1990). Ademas, el analisis de la secuencia de
aminodcidos mostré que la proteina no puede participar en la transduccion de
sefiales y que ademas no puede ser glucosilada, estas caracteristicas
estructurales son similares al citocromo b5, una proteina mitocondrial involucrada
en el transporte de electrones (Chen-Levy et al., 1989).

El mecanismo exacto por el cual Bcl-2 inhibe la apoptosis al evitar la
liberaciéon del Cyt ¢ de la mitocondria y consecuentemente la activacion de
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caspasas aun no se conoce. No se sabe si la homodimerizaciéon de Bcl-2 puede
tener un efecto directo sobre la muerte celular. Sin embargo, en experimentos de
dos hibridos en levadura se observdé que Bcl-2 formaba dimeros consigo mismo
asi como heterodimeros con Bax, Bcl-x;, Bcl-xs y Mcl-1 debido a la presencia del
dominio BH4, el cual se requieria para inhibir la accion de proteinas pro-
apoptoticas (Bax y Bcl-xg) (Sato, 1994; Yin et al., 1994; Hanada et al, 1995). Esto
comprobd los resultados obtenidos por Oltvai y col. en experimentos de co-
inmunoprecipitacién, donde se observéd que Bcl-2 formaba heterodimeros o
heteromuitimeros con Bax. En estudios mas recientes, se ha comprobado que Bcl-
2 inhibe la activaciéon y oligomerizacion de Bax (Antonsson et al., 2001; Mikhailov
et al., 2001). Sin embargo, aunque el mecanismo permanece aun sin esclarecerse
y debe depender de cada tipo celular o de el estimulo apoptético, es bien sabido
que Bcl-2 puede inhibir la apoptosis ya sea por la formacion de heterodimeros con
miembros pro-apoptoéticos dé la familia de proteinas de Bcl-2 o por evitar
modificaciones postraduccionales necesarias para la activacion de proteinas pro-
apoptéticas.

Ademas, la funcion anti-apoptética de Bcl-2 se ha reportado en una gran
variedad de células bajo condiciones fisiologicas, patologicas y experimentales.
Por ejemplo, la sobre-expresion de Bcl-2 puede inhibir la muerte celular inducida
por p63 (Reed, 1994, Bissonnette et al, 1992). Asi mismo, Bcl-2 puede proteger
de la apoptosis a cultivos celulares neuronales primarios (Garcia et al., 1992)
como a células PC12 cuando existe una disminucion del factor de crecimiento
(Hockenbery et al., 1990). Timocitos de raton que sobre-expresan Bcl-2 fueron
resistentes a la muerte inducida por glucocorticoides y rayos y como por el
receptor anti-céulas T (Sentman et al, 1991; Strasseer et al.,, 1991). Sin embargo,
en algunas circunstancias la sobre-expresion de Bcl-2 no es suficiente para
prevenir la apoptosis. Un ejemplo de esto se ha observado durante la seleccion
negativa de clonas de timocitos autorreactivas (Nufiez, 1990; Allsopp et al., 1993;
Cuende et al, 1993) o en muestras cancerigenas de pacientes que muestran
niveles altos de la proteina durante una respuesta adecuada a la quimioterapia
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(Ruvolo et al., 2001). Esto indica que la simple expresién de Bcl-2 puede no tener
una accion antiapoptética debido a la existencia de una via de regulacién de la
muerte celular fisiolégica independiente de Bcl-2. De hecho, se ha visto que la
apoptosis puede ser regulada por la fosforilacion de Bcl-2 (Haldar et al., 1995). La
fosforilacion de la proteina en el sitio serina 70 afecta la capacidad de Bcl-2 para
formar dimeros, dando como resultado la pérdida de su funcion anti-apoptética. La
fosforilacion de Bcl-2 puede inducirse por farmacos anti mitéticos como el
paclitaxe! y afectar su funcion (Ruvolo et al., 2001). Por otro lado, se ha sugerido
la regulacion de la expresion de bcl-2 en condiciones fisiologicas. Por ejemplo, el
nivel de expresion de Bcl-2 se ha visto involucrado durante la involusion en
respuesta a un estimulo hormonal o factores de crecimiento. En epitelio complejo
como la piel o intestino, Bcl-2 se encuentra restringido a las células o zonas en
proliferacion (Hockenbery et al., 1990). Por lo que Bcl-2 puede ser necesario para
mantener un estado vivo en las céulas. Sin embargo, a pesar del progreso en la
definicion del papel de Bcl-2 en condiciones fisiolégicas, las bases moleculares de
su accion aln no se conocen.

Bcl-2 es el primer miembro de una familia de proteinas homoélogas que
regulan la apoptosis. Se han observado altos niveles de la proteina en muchos tipos
de cancer, incluyendo en 90% de cancer colorectal, en 30-60% de adenocarcinomas
de prostata, en 70% de cancer de mama, en 20% de carcinomas de pulmén y en
65% de linfomas (Reed, 1994). In vitro, los niveles de Bcl-2 tienen una funcién
importante en la regulacion de la respuesta de células tumorales a la induccion de
apoptosis por farmacos quimioterapeuticos y radiacion. La sobre-expresion de Bcl-2
se ha asociado con una resitencia a agentes terapéuticos, asi mismo una
disminucion en su expresidon se ha correlacionado con un incremento en la
sensibilidad a tratamientos anticancerigenos (Miyashita y Reed, 1992, 1993; Kitada
et al., 1994; Campos et al., 1994). In vivo, |la expresion de Bcl-2 se ha asociado con
una respuesta débil de pacientes con cancer (Yunis et al, 1989; McDonnell et al.,
1992). Por ello, el estudio de la participacion de Bcl-2 en la apoptosis y su interacciéon
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con otros miembros de la familia de Bc¢l-2, puede ser de gran ayuda para mejorar el
tratamiento para cancer.

3.4.3 Bax

La proteina X asociada a Bcl-2 (Bax), fue la primera proteina aislada -
mediante co-inmunoprecipitacion con Bcl-2 (Oltvai et al., 1993). La proteina esta
codificada por seis exones que pueden dar lugar a una proteina de membrana de
21 kDa (a) y dos proteinas citosolicas (B y v) (Oltvai et al., 1993). Ademas, se han
descrito variantes de esta proteina formados por splicing alternativo (Apte et al.,
1995; Zhou et al.,, 1998; Thomas et al.,, 1999). Bax es una proteina pro-apoptética
multidominio, contiene dominios conservados de Bcil-2: BH1, BH2, BH3 y TM; los
cuales se encuentran ubicados entre los aminoacidos 98 y 118, 160 y 165, 59 y
73, 169 y 188, respectivamente. Los dominios BH1 y BH2 son necesarios para la
homodimerizacion y la heterodimerizacion con Bcl-2 y Bcel-x. (Yin et al., 1994,
Sadlak et al., 1995). El dominio BH3, es requerido para la funcién pro-apoptética,
después de la activacion de Bax, éste es expuesto para permitir la formacion de
complejos pro-apoptéticos (Suzuki et al, 2000) u oligobmeros localizados en la
membrana mitocondrial (Antonsson et al.,, 2001). En algunos estudios sobre la
estructura de Bax, se ha encontrado que es la unica proteina que presenta una
hélice hidrofobica en el extremo carboxilo necesaria para interactuar con la
hendidura formada por el dominio BH3 de las otras proteinas de la familia Bcl-2
(Petros et al.,, 2001). Esto sugiere una capacidad extra de Bax para interactuar y

formar complejos.

En células o tejidos normales, Bax se localiza en el citosol como un
monomero se ha observado la translocacion de Bax del citosol a la mitocondria
después de un estimulo apoptoético, la cual estda acomparfada por un cambio
conformacional en su estructura cuaternaria (Hsu y Youle, 1998; Antonsson et al.,
2000). Esta translocacién se ha visto acompariada por cambios conformacionales
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que promueven la formacién de complejos proteicos de Bax en la mitocondria.
Estos complejos proteicos pueden ser inhibidos por Bcl-2, ya que cuando este
ultimo se sobre-expresa inhibe la oligomerizacion de Bax (Mikhailov et al., 2001).

La activacion de Bax produce un cambio conformacional que remueve el
dominio carboxilo terminal insertado en el dominio BH3 y hace que éste se
encuentre accesible para interactuar con otras proteinas y permitir la
oligomerizacion (Suzuki et al, 2000). Por otro lado, se ha visto que la
oligomerizacion de Bax se requiere para que ésta pueda formar canales en la
mitocondria. Estos canales presentan multiples niveles de conductancia, son
sensibles a pH, Iigeramenté selectivos a cationes e insensibles al calcio
(Antonsson et al., 1997; Schlesinger et al, 1997). Un estudio sobre la
oligoimerizacion de Bax inducida en forma artificial por detergentes, mostré que la
proteina podia formar complejos de 80 kDa, los cuales a su vez podian formar
dimeros de 160 kDa que corresponderian a tetrAmeros y octameros de Bax,
respectivamente (Antonsson et al, 2000). Sin embrgo, esta formacion de
complejos dependia de la concentracién del detergente. En un estudio realizado
por Saito y col. (2000) se demostré que los tetrameros de Bax eran capaces de
liberar al Cyt ¢ de liposomas. Sin embargo, varios estudios realizados para
analizar la proteina utilizando SDS-PAGE han identificado a dimeros de Bax en
extractos de células apoptéticas, sugiriendo que ésta puede ser su estructura
activa (Simonian et al,, 1996; Zha et al., 1996; Gross et al., 1998). Sin embargo,
estas estructuras podrian ser resistentes a las condiciones de SDS-PAGE y ser
derivadas de oligémeros.

Una vez que Bax se encuentra en la mitocondria, lleva a cabo la liberacion
del Cyt c y otras proteinas como AIF, adenilato cinasa, endonucleasa G y
Smac/DIABLO del espacio intermembranal (Daugas et al.,, 2000; Verhagen et al.,
2000; Li et al., 2001). Varios modelos se han sugerido para la liberacion del Cyt ¢
basados en informacién obtenida en diferentes estudios: la formacion de canales
por Bax con homodimeros 0 con otras proteinas como el canal anidnico
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dependiente de voltaje (VDAC) o el transportador del nucleétido de adenosina
(ANT), la formacién de poros por Bax que desestabilizan la membrana
mitocondrial externa reduciendo la tensiéon linear sin la formacién de canales
ionicos (Basanez ef al, 1999) y la apertura del poro de transicion de la
permeabilidad (PTP) por Bax. Se ha obtenido evidencia de que proteinas
recombinantes de Bax pueden fromar canales en membranas artificiales sin
necesidad de adicionar otras proteinas y pueden liberar el Cyt ¢ (Antonsson ef al.,
1997). Sin embargo, al extraer los complejos formados por Bax en la mitocondria
de células HeLa o HEK apoptéticas se encontré que Bax podia formar oligomeros
de diferente tamaiio (Antonsson et al., 2001) o complejos proteincos que no eran
multiplos de Bax. El tamaio de los oligbmeros recombinantes era de 80 - 160 kDa
y los extraidos de la mitocontria de un tamario de 96 — 250 kDa. Lo cual indica que
el nimero de subunidades de Bax es diferente o que los oligimeros aislados de la
mitocondria contienen proteinas adicionales. Ademas, en un estudio reciente con
microscopia confocal y electronica se observé que durante la apoptosis Bax se
agrupaba en la membrana mitocondrial con Bak (una proteina que se encuentra
normalmente dispersa en la rﬁembrana mitocondrial externa) pero ain no se ha
determinado su funcion fisioldgica (Nechustan et al, 2001). Esta agrupacién fue
prevenida por la coexpresion de Bcl-x.. Por el contraio, varios estudios han
propuesto que Bax puede tener una actividad permeabilizadora al abrir el poro de
transicién de la permeabilidad (PTP). El PTP es un complejo formado por el canal
aniénico dependiente de voltaje (VDAC) en la membrana externa, el transportador
del nucleétido de adenosina (ANT) en la membrana interna, ciclofilina D como
proteina matriz, cratincinasa del espacio intermembranal y hexocinasa citosélica.
La actividad permeabilizadora de Bax a través de PTP se ha atribuido a ésta
debido a la disminucion del potencial de membrana y a la inhibicion de la
liberacion del Cyt ¢ por ciclosporina A (un inhibidior del PTP) durante Ia apoptosis
inducida por Bax (Narita et al., 1998). Ademas de que se ha demostrado la
interaccion del complejo PTP con algunos miembros de la familia Bcl-2 como Bax,
Bcl-2 y Bel-x. (Beutner et al., 1998, Marzo et al.,, 1998b; Crompton et al., 1999).
Sin embargo, en la mayoria de los estudios de apoptosis, la mitocondria
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permanece intacta, lo cual sugiere que la activacion del PTP no esta involucrada.
Ademas la actividad permeabilizadora de Bax no se altera por la adiciobn de
inhibidores del PTP como ciclosporina A, EDTA, o Mg?'. De hecho, el Mg®
aumenta la liberaciéon del Cyt ¢ por Bax (Eskes et al., 1998). Por otro lado, cuando
Bax se sobre-expresa o se adiciona a la mitocondria aislada, los cambios en la
mitocondria como la disminucidon en el potencial transmembranal se recuperan
después de 30 a 60 minutos (Waterhouse et al., 2001). En algunos estudios Bax
s6lo es activo en presencia de calcio (Ca?*). Sin embargo, éste es capaz de abrir
por si mismo el PTP e inducir la liberacion del Cyt c.

En algunos estudios, se ha sugerido que Bax puede interactuar con
proteinas adicionales como el canal de aniones dependiente del voltaje (VDAC) en
la apoptosis inducida por Bax, funcionando como una proteina receptora en la
membrana mitocondrial y dando cierta especificidad a la mitocondria como blanco
de Bax durante la apoptosis. Si VDAC es necesaria para la liberacion del Cyt c o
es parte de la estructura que forma el canal ain permanece sin esclarecerse. Ya
que algunos estudios reportan que VDAC se requiere para la liberaciéon del Cyt c
(Shimizu et al., 2000) mientras que otros muestran que los oligomeros de Bax por
si mismos son capaces de liberar el Cyt ¢ (Saito et al., 2000). Una explicacion a
esta diferencia podria ser que la estructura cuaternaria de Bax puede influir en la
capacidad para formar canales ya que los mondmeros no forman canales. Por otro
lado, un estudio con levaduras deficientes de canal de aniones dependiente del
voltaje (VDAC), mostré que la liberacion del Cyt ¢ por accidn de Bax es eficiente
independientemente de la presencia de VDAC (Priault et al, 1999). Se ha
demostrado por co-inmunoprecipitacion y sistema de dos hibridois en levadura
que Bax interactia con el transportador de!l nucleétido de adenosina (ANT), una
proteina de la membrana mitocondrial interna que forma parte del complejo PTP.
Bax solo indujo la muerte celular en presencia de ANT en levaduras (Marzo et al.,
1998a). Ademas, Bax aumenta la actividad de ANT, la cual forma canales en
membranas lipidicas y este efecto se ve inhibido por Bcl-2 (Brenner et al., 2000).
La importancia fisiologica de la interaccién de ambas proteinas no se conoce, ni
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tampoco se conoce algun inhibidor fisiolégico requerido para mantener esta
actividad inhibida a concentraciones fisiolégicas de ATP.

Por otro lado, se ha sugerido que Bax puede tener un efecto adicional a la
actividad pro-apoptética en la mitocondria. Ya que se ha visto que Bax puede
intervenir en la cadena respiratoria. La activacion de Bax induce cambios en el pH
intracelular: alcalinizacion del espacio intermembranal y acidificacion del citosol.
En un estudio sobre la translocacion de Bax provocada por una disminucién en la
concentracidn de interleucina-7, se observd un incremento en el pH intracelular
(Khaled et al., 1999). Otro estudio mostro que durante la apoptosis por via
mitocondrial ocurre una acidificacion del citosol y una alcalinizacion mitocondrial.
Estos cambios no se encontraron durante la apoptosis inducida via receptor de
muerte (Matsuyama et al., 2000). Sin embargo ain no se sabe si los cambios’
intracelulares de pH son una causa o un resultado de la apoptosis por via
mitocondrial. La formacién de canales de Bax ocurre a pH neutro, mientras que
otras proteinas anti-apoptéticas solo tienen actividad a pH bajo (Antonsson et al.,
1997; Minn et al., 1997; Schlesinger et al.,, 1997). Ademas varios estudios han
demostrado que la muerte celular inducida por Bax y sus efectos como la
liberacién del Cyt ¢ pueden ser inhibidos al bloquear la respiracion mitocondrial o
la actividad de la ATPasa (Tzagoloff, 1970; Eguchi et al., 2000; Harris et al., 2000;
lkemoto et al., 2000; Matsuyama et al., 2000).

En cuanto a la regulacion de Bax, se ha reportado que los niveles de
expresion de la proteina cambian durante la apoptosis en varios tipos celulares
(Krajewski et al., 1995; Ekegren et al., 1999). Por otro lado, se ha visto que la
proteina supresora de tumores p53 media la activacion transcripcional del
promotor de Bax humano, causando una sobre expresion de la proteina (Miyashita
y Reed, 1995). En un articulo reciente, se mostré que p53 necesita de factores
adicionales similares a Sp para la activacion transcripcional del gen bax
(Thornborrow y Manfredi, 2001). Esto indica que al perderse la actividad de p53 en
células cancerigenas, su funcion reguladora sobre la expresion de Bax y proteinas
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con dominio BH3 contribuye a que estas células resistan la apoptosis. La
regulacién de Bax y otras proteinas pro-apoptéticas de la familia de Bcl-2 también
puede llevarse a cabo a través de modificaciones postraduccionales como
proteodlisis, fosforilacidn y localizacion subcelular. Por ejemplo, parece que las
proteinas del grupo lll que solo contienen el dominio BH3 conservado activan a
proteinas del grupo 1l como Bax (Gross et al., 1999; Wei et al., 2001) o facilitan su
inserciéon en la mitocondria. Se ha visto que Bax puede ser activada por la
translocacion a la mitocondria de un fragmento del extremo carboxilo terminal de
Bid (proteina que comparte s6lo el dominio BH3) “t°Bid" (Gross et al., 1999), el
cual se forma a través de una modificacién proteolitica por la activacién de Bid en
células de clase Il durante la apoptosis inducida por Fas (Li et al., 1998; Schmitz et
al., 2000). Un cambio en el dominio amino terminal de Bax se presenta al
interacturar con Bid (Desagher et al., 1999). Sin embargo, aunque Bax comparte
estructuras similares con Bid, se ha visto que tienen funciones diferentes en la
sefalizacion de la cascada apoptética y que por si mismas muestran un efecto
desestabilizador en la membrana mitocondrial (Kudla et al., 2000). Por otro lado,
algunos reportes han sugerido que la actividad de Bax podria estar regulada por
modificaciones proteoliticas, ya que se ha detectado inmunorreactividad de Bax de
bajo peso molecular en extractos celulares apoptdticos. Sin embargo, debe ser
interpretado con cuidado, ya que pudiera existir degradacidn inespecifica durante
el proceso de preparacidon de la muestra, aunque un fragmento de 18 kDa de Bax
ha mostrado un incremento en la citotoxicidad al ser comparado con Bax
completo. Lo anterior puede indicar que la protedlisis de Bax debe funcionar como
una amplificacién de la apoptosis. Esto mismo se ha visto cuando el dominio
amino terminal de proteinas anti-apoptoéticas es degradado, lo cual las convierte
en proteinas pro-apoptéticas (Cheng et al., 1997; Clem et al., 1998).

Los primeros experimentos sobre Bax, mostraron que la proteina podia
interactuar con Bcl-2 y Bcl-x.. Cuando ambas proteinas anti-apoptéticas se
encontraban en exceso, podian inhibir la actividad pro-apoptética de Bax. De
manera contraria, cuando Bax se encontraba en exceso y dominan los
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homodimieros de Bax, las células muestran alta susceptibilidad a la apoptosis
(Oltvai et al., 1993). Por lo tanto, la proporcion de Bax/Bcl-2 y no sélo la
concentracion de cada proteina, representa mejor la susceptibilidad de la célula a
morir. Es decir, al aumentarse la proporcion de Bax/Bcl-2 el efecto anti-apoptético
de Bcl-2 es inhibido y las células pueden presentar apoptosis. Esto se ha
comprobado en diversos experimientos (Oltavai et al., 1993; Boise et al., 1993;
Williams y Smith, 1993; Barinaga, 1994). Por ejemplo, en experimentos con -
cultivos de células luteas, al aumentar la proporcion de bax/bel-2, el efecto
inhibidor de bc/-2 sobre la apoptosis inducida por la expresiéon del gen c-myc se
encuentra bloqueado y la expresion de bax en exceso provocan la apoptosis, y las
células presentan fragmentacion de DNA (Leng et al., 2000).

3.4.4 Bel-x

Otro miembro de la familia de genes bcl-2, es bcl-x. Fué identificado por
medio de la hibridacion cruzada de bibliotecas genoémicas usando como prueba a
bcl-2 (Boise et al.,, 1993). Se han identificado dos tipos de mRNA con una funcién
biolégicamente opuesta: bcl-x, (forma larga) y bcl-xs (forma corta), en el humano y
el raton. Ademas se han descrito dos formas adicionales en rata y/o raton: bcl-xgy
bel-x s, pero auin no se conoce su funcion biolégica. Algunas de estas isoformas
parecen tener una expresién ubicua mientras que otras son expresada de manera
tejido-especifico o en respuesta a un estimulo especifico (Shiraiwa et al.,, 1996).
La proteina Bcl-xatm, previene la muerte celular programada y la cuarta isoforma
Bcl-xp, promueve la apoptosis y parece ser especifica para cerebelo, corazén y
timo. Finalmente, Bcl-Xy se identific6 recientemente como una proteina
antiapoptéﬁca, la cual es inducida en los linfocitos y se relaciona con la expresion
del receptor de células T (TCR) (Yang et al., 1997).

El gen bcl-x esta corhpuesto por tres exones, el primer exé6n no es
traducido, mientras que los otros dos exones codifican para tres mMRNA diferentes :
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bcl-x., bel-xs y bel-xam y sus productos correspondientes se obtienen por medio de
splicing alternativo. Ademas, se identificé un intron de 283-pb y un gran intrén que
separaba a los dos exones codificantes. La estructura genémica de bcl-x en el
ratén se parece a la de bcl-2 de humano y de raton. Ambos tienen tres exones,
con el exon H y lll como exones codificantes y contienen dos intrones que separan
a los exones (Grillot, 1997). La comparacion de los diferentes DNA
complementarios en otro estudio, revelé que la proteina Bcl-x. se encuentra
codificada por los exones Il y lll. EIl mMRNA de bcl-xs es generado por un sitio de
splicing alternativo localizado en la posicion 375 del exdn |l. El sitio donador GT
alternativo de bcl-xs es desplazado al sitio aceptor AG del exén Il para formar el
mRNA de bcl-xs. Es por esto, que el mRNA de bcl-x, y bel-xs difieren en el exon |l
en la region de 189 pb localizada en 3’, pero comparten la secuencia al exén lll
(Grillot, 1997).

La proteina Bcl-x. muestra una alta homologia con Bcl-2, contiene 233
aminoacidos con dominios similares a los de Bcl-2. El dominio BH4 abarca del
aminoacido 5 al 24, el dominio BH3 se encuentra ubicado entre los aminoacidos
86 y 100. Los dominos BH1 y BH2 abarcan del aminoacido 128 al 148 y del 180 al
195, respectivamente, los cuales son necesarios para la funcion anti-apoptética de
la proteina (Sedlak et al., 1995). El dominio transmembranal TM se encuentra
ubicado entre los aminoacidos 213 y 231.

Bcl-x. se localiza en la membrana nuclear, en la envoltura perinuclear y en
la memebrana externa de la mitocondria (Gonzalez-Garcia et. al.,, 1994), e inhibe
la apoptosis inducida por una gran cantidad de estimulos (Boise ef al., 1993;
Gonzalez-Garcia et al., 1994; Fang et al., 1994). En los primeros experimentos
con las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bel-x. mostraron que su sobre-expresion
podia inhibir la actividad pro-apoptotica de Bax (Korsmeyer et al.,, 1993). La
formacion de oligdmeros de Bax es prevenida por la expresion de Bcl-x,. y por lo
tanto inhibir la liberacion de Cyt ¢ inducida por Bax (Nechustan et al., 2001). Sin
embargo, la actividad anti-apoptética de Bcl-x. se ha visto inhibida por su
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interaccion con otras proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2. Por ejemplo,
Bcl-x. puede unirse con mayor afinidad a Bad (miembro pro-apoptético de la
familia Bcl-2). De hecho, en células que sobre-expresaron ambas proteinas anti-
apoptdéticas, se presentaron heterodimeros Bcl-x /Bad y Bcl-2/Bax, sin presentarse
heterodimeros Bcl-x /Bax (Yang et al., 1995). Ademas, la actividad anti-apoptética
de Bcl-x, también puede ser neutralizada por Bad (proteina con dominio BH3),
cuando esta proteina pro-apoptética es fosforilada en dos residuos de serina (Ser
112 y Ser 136). A la heterodimerizaciéon de Bcl-x./Bad también se le ha atribuido el
arresto celular G0O/G1, lo cual sugiere una relacién entre el control del ciclo celular
y la regulacién de la apoptosis (Chattopadhyay et al., 2001). Otra nueva proteina
pro-apoptoética con dominio BH3: PUMA, interactia con Bcl-x. en la mitocondria
inhibiendo su actividad anti-apoptoética e induce la liberacion del Cyt c. Asi mismo,
se ha visto que Bc-x. puede neutralizar la actividad apoptotica de Bak (proteina
del grupo Ill) en la mitocondria y después de un estimulo apoptético disociarse de
ésta debido a un cambio conformacional, dejando a Bak libre para ejercer su
actividad pro-apoptética (Griffiths et al., 1999).

Ademas, un analisis de la estructura tridimensional de la proteina Bcl-x,
mostré una similitud entre los dominios formadores del poro con la toxina diftérica
y colicinas bacteriales, sugiriendo que las proteinas de la familia Bcl-2 podrian
actuar formando canales en la mitocondria (Muchmore et al., 1996). Esta similitud
entre Bcl-xp y Bcl-2 muestra la importancia del primero en el control de la
apoptosis. Aun mas, Bcl-x. se ha encontrado en una gran variedad de células con
patrones de expresion diferentes a Bcl-2 e incluyen los organos reproductivos
como epitelio mamario, epitelio secretor y células basales de la préstata y células
del endometrio (Krajewski et al.,, 1994). Sugiriendo que ambos genes regulan de
forma diferente o en diferentes células, la muerte celular.

En contrastre, bcl-xs codifica para una proteina de 170 aminoacidos en la

cual la regiéon mas semejante a Bcl-2 ha sido eliminada. La proteina de Bcl-xs es
una excepcion del grupo Il de miembros pro-apoptéticos, ya que contiene sélo los
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dominios BH3 y BH4, los cuales se localizan entre los aminoacidos 5 —24 y 86-
100, respectivamente. La proteina Bcl-xs contien el dominio TM localizado entre
los aminoacidos 129 y 147. En cuanto a su funcion, promueve la apoptosis por la
interaccion con Bcl-2 y Bcel-x, (Boise et al., 1993; Minn, et al,, 1996) aunque no se
conoce bien como actua. Algunos estudios han reportado que podria estar
inhibiendo la funcidén antiapopotética por la formacion de heterodimeros con Bcel-x
aumentando la funciéon proapoptoética de otras proteinas como Bax. Sin embargo,
existe evidencia de que Bcl-xs puede localizarse en el citosol de células PC12 y
translocarse a la mitocondria como una proteina multidominio cuando se sobre-
expresa. Lo anterior ha sugerido su accion pro-apoptética en este organelo
(Lindenboim et al., 2000).

3.5 EL GEN SUPRESOR DE TUMORES p53

La proteina p53 tiene una secuencia primaria compuesta por 393
aminoacidos la cual ha sido dividida en cuatro dominios funcionales. El extremo
amino terminal contiene el dominio de activacion de la transcripcién y esta ubicado
en los primeros 42 aminoacidos, es muy acido con carga neta similar a la que
presentan los transactivadores de la transcripcion como la proteina Gal-4. Este
extremo interactia con la maquinaria basal de la transcripcion regulando
positivamente la expresion de diferentes genes (p21/Waf1, MDM2, GADD45,
ciclina G, bax, PIGs e IGF-BP3, entre otros). En los primeros estudios sobre su
posible funcion como regulador de la transcripcion se fusiond p53 con el dominio
de Gal-4 que se une al DNA y el gen fusionado p53/Gal-4 dio lugar a una gran
induccion de la actividad del gen reportero comparada con la actividad inducida
unicamente con Gal-4 (Unger et al, 1990). Estos resultados indicaron que p53
puede funcionar como transactivador de la transcripcion cuando es fusionado a un
dominio que se une al DNA. Se ha visto que los aminoacidos F19, L22 y W23 se
requieren para la activacion de la transcripcion de la proteina in vivo (Lin et al,
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1995) y son responsables de su interaccion con la caja TATA (TBP) y con otros
factores asociados a TBP (Horikoshi et al., 1995; Lu et al., 1995; Thut et al., 1995).
La actividad transcripcional se regula negativamente por la proteina EIB-55Kd de
adenovirus y la proteina MDM2 de humano a través de la interaccion con los
aminoacidos 22 y 23 (Lin et al., 1995).

El extremo carboxilo terminal es rico en aminoacidos basicos similar a
aquellos que se unen al DNA y tiene tres sefales de localizacién nuclear (NLS). El
dominio de union al DNA ocupa casi 2/4 partes de la proteina y se encuentra
ubicado entre los residuos 102 a 292 La proteina tetramérica de p53 se une a
cuatro repeticiones de una secuencia consenso del DNA: 5-Pu Pu Pu C (A/T)-3".
Esta secuencia se repite en dos pares, cada una arreglada como repeticiones
inversas (Cho et al., 1994). Basandose en ésta secuencia se ha especulado que
p53 se une al DNA ya sea como homodimero, homotetradimero. Se ha
demostrado que la proteina requiere de un cambio estructural para activar su
union al DNA.

La unién de p53 al DNA es activada por la fosforilacion de los residuos
S378 y S392 por la cinasa C y la caseina cinasa |l, respectivamente, o por la
desfosforilacion del residuo S376, o la acetilacion, por la proteina CBP/p300, de
los residuos K373 y K382, o por la delecion de este dominio carboxilo terminal
basico y/o 1a unién del anticuerpo Pab421 a ios residuos 370-378 (Caspari, 2000;
Jayaraman y Pives, 1994). Estos datos han llevado a postular que el extremo
carboxilo terminal determina la conversién de p53 entre las formas que estan
inactivas y formas que estan activas para su union al DNA, en forma alostérica
(Waterman et al., 1995).

Esta proteina tiene una vida media corta (usualmente menos de 30
minutos), la cual puede influenciar la expresion génica por medio de la
transactivacion positiva de geneé que contienen en su secuencia de DNA un
elemento de respuesta para p53 y en forma negativa por medio de la supresion de
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la transcripcion de algunos genes que no contienen dicho sitio de respuesta a p53.
Estas observaciones predicen un modelo para la funcion de p53 en la supresion
de tumores inhibiendo el crecimiento de células tumorales en cultivo por inhibicion
de la transcripcién de genes que promueven el crecimiento tales como c-fos y c-
jun, y la induccién de genes que estan involucrados en el control negativo del

crecimiento y de la diferenciacién como bax.

La proteina p53 induce la apoptosis en varios tipos celulares,
particularmente en las células de linea hematopoyética (Oren, 1994). Asi mismo,
diversos estimulos pueden causar apoptosis dependiente de p53 tales como el
dafio al DNA (Lowe et al., 1993a), expresion de oncogenes virales (i.e. EIA de
adenovirus (Debbas y White, 1993) o E7 de papilomavirus (Howes et al., 1994)),
expresion de oncogenes celulares (i.e. myc (Wagner, 1994)), pérdida de factores
de crecimiento (Canman et al., 1995) o de interleucinas (Gottlieb et al., 1994), o
por pérdida de genes supresores de tumores (i.e. Rb (Wu y Levine, 1994))
(Schuler y Green, 2001). La muerte celular inducida por p53 involucra a una
multitud de vias moleculares como la transactivacion de genes blanco y eventos
de sefializacion directa (Levine, 1997; Harris, 1996; Gottlieb y Oren, 1998).

Una gran cantidad de genes inducidos por p53 podrian participar en la
accién apoptética de este gen como son: Bax (Miyashitad y Reed, 1995),
Fas/APO-1 (Owen—Schaub et al., 1995; Muller et al., 1998) y KILER/DR5 (Wu et
al., 1999), o genes inducidos por p53 (PIGs), genes que aun no tienen un papel
definido en la senfalizacion (positiva y negativa) tales como p85 subunidad
reguladora de la fosfatidil-3-OH cinasa durante la apoptosis oxidativa (Yin et al.,
1998) y proteina de unidén a factores de crecimiento similares a la insulina
(Buckbinder et al., 1995), entre otros que comienzan a descubrirse por técnicas
mas sensibles (por ejemplo PIR121) (Saller et al., 1999).

Los genes inducidos por p53 (PIGs) son 13 genes involucrados en el control
redox, y son activados antes de la apoptosis mediada por p53. Con esta
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informacion se ha postulado que p53 induce transcripcionalmente la expresiéon de
PIGs causando la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
causan dafno oxidativo a la mitocondria, lo cual activa la cascada de caspasas

para inducir la apoptosis (Figura 6) (Polyac et al., 1997).

La proteina de union al factor de crecimiento tipo insulina 3 (IGF-BP3)
afecta el crecimiento, y el gen que codifica para esta proteina se regula por p53
(Figura 6). Al unirse ésta proteina a IGF previene {a interaccion con su receptor
(IGFR), bloqueando la via de senalizacion de IGF que induce la mitosis
(Buckbinder et al., 1995).

Fas y DR5 pertenecen a la familia del receptor de necrosis tumoral (TNRF).
Estas proteinas se encuentran ubicadas en la membrana citoplasmatica y
contienen un dominio intracelular que es fundamental para la transduccién de la
sefial apoptoética. Estos receptores son activados por un ligando; FAS es activado
por FASL y DR5 por TRAIL (Ifgando que induce apoptosis relacionado con TNF).
Estos receptores también se pueden activar en ausencia del ligando por la sobre-
expresion del receptor. La activacion el receptor, dependiente o independiente de
ligando, induce la trimerizacion del receptor, lo cual induce el reclutamiento de
proteinas adaptadoras intracelulares y la subsecuente activacion de la cascada de
caspasas (Figura 6) (Sheik y Fornace, 2000)

En el caso de bcl-2, éste es inhibido por p53 (en algunos tipos celulares). La
sobre expresion de Bcel-2 puede bloquear la apoptosis inducida por p53.

La proteina p53 puede .inducir la apoptosis tanto por medio de su funcién
transactivadora, como por una actividad que no requiere de dicha funcion. Esto
Ultimo se ha observado en varios tipos celulares, en donde la apoptosis mediada
por p53 iniciada por dafio al DNA ocurre en ausencia de sintesis de RNA o
proteinas o en presencia de p53 con deficiente funcion transactivadora (Haupt et
al., 1995). Sin embargo, la induccion de apoptosis también puede ocurrir por vias
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independientes de p53 (Lowe ‘et al., 1993b; Gottlieb y Oren, 1998; Caelles et al,,
1994). Ademas, no se ha mostrado la funcién de p53 como un efector critico de la
apoptosis funcionando de manera analoga al gen Waf1 durante el arresto celular
en la fase G1, por ejemplo se ha visto que p53 puede inducir apoptosis
independientemente de la presencia de Bax (Saller et al., 1999; McCurrach et al.,
1997, Knudson et al., 1995; Clarke et al., 1993, Donehowe et al., 1992).

Como se puede observar, p53 media la apoptosis por multiples
mecanismos. Recientemente se han descrito otras proteinas homdélogas a p53
como son p73 y p63 que pueden inducir la apoptosis por mecanismos usados por
p53. Sin embargo, estas proteinas tienen caracteristicas capaces de llevar a cabo
la apoptosis por vias diferentes de p53. Por ejemplo, p73, inducido por E2F-1, es
capaz de provocar la apoptosis en ausencia de p53 en fibroblastos de embrién de
ratones knockout para p53 o en lineas celulares tumorales deficientes de p53
(Irwin et al., 2000).
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Figura 6. Regulacion de la apoptosis por p53. La proteina p53 activa la cascada de
caspasas ya sea por via de los receptores de muerte (Fas/DR5) o por medio de la
liberacion del citocromo c de la mitocondria regulado por los genes inducidos por
p53 (PIGs) o por ia familia de Bcl-2. p53 también puede inducir apoptosis al inferir
con la via de sefiales mitogénicas o de supervivecia mediadas por IGF (Mendoza-
Rodriguez, et al., 2001).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El epitelio uterino de la rata presenta una regresion ciclica mediante
apoptosis o muerte celular programada (PCD) después de presentarse una
disminucién en los niveles plésméticos de estradiol (E2) y progesterona (Pj). A
pesar de conocerse su efecto antiapoptético, hasta ahora el mecanismo por el cual
estas hormonas regulan la apoptosis en este tejido permanece sin esclarecerse.
Se han realizado estudios que demuestran que existe un control hormonal sobre la
expresion de genes anti- y pro- apoptoticos que pertenecen a la familia bcl-2. Sin
embargo, la mayoria de estos estudios se enfocan a la expresion del gen bcl-2 y
en ocasiones se relaciona con su antagonista a nivel proteico bax en el
endometrio humano durante el ciclo menstrual. Ademas, se ha estudiado por
separado la regulacion de la expresion de las isoformas de bcl/-x por tratamiento
hormonal. No se han realizado estudios que correlacionen la expresion de estos
genes con el nivel de expresion de p53 en un tejido que presenta apoptosis en
condiciones fisioldgicas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

o Determinar la expresion de p53, bcl-2, bax y las isoformas de bcl-x en el
utero de la rata durante el periodo de regresién del epitelio.

5.2 Objetivos Particulares

e Conocer el patron de expresion de los genes p53, bcl-2, bax, bcl-x; y bcl-xs

a nivel de mRNA en el Utero de la rata.

e Conocer el patron de expresion de los genes p53, bcl-2, bax, bcl-x, y bcl-xs
a nivel de la proteina en el epitelio luminal y glandular que se encuentra en

regresion.

+ Establecer una correlacion entre la expresion de los genes de la familia Bcl-
2 estudiados con la expresiéon de p53 a nivel de mMRNA en el utero de la rata

y a nivel de la proteina en el epitelio luminal y glanduar.

e Establecer una correlacion entre la expresién de genes antiapoptéticos con
genes proapoptdoticos para evaluar su funcion en la apoptosis presente

durante la regresion del epitelio uterino.



6.HIPOTESIS DE TRABAJO

Debido a que el utero de la rata se encuentra sujeto a cambios ciclicos
dependientes de la concentracion plasmatica de E; y P4 y sabiendo que ambas
hormonas tienen un efecto antiapoptotico, se espera encontrar un nivel alto de
expresion de genes antiapoptéticos cuando los niveles de E; y Ps se
encuentren elevados (durante el dia del proestro). Asi mismo, se espera
encontrar un mayor nivel de expresion de genes proapoptéticos al disminuir la
concentracion hormonal y antes de presentarse la muerte celular que se
observa en la etapa del estro del ciclo estral.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Animales de experimentacion

Para este estudio se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Wistar con
200-250 g de peso, las cuales se mantuvieron en un ciclo de luz:oscuridad
12:12 con agua y comida ad libitum.

Se utilizaron las ratas que presentaron por lo menos 3 ciclos regulares con
una duracion de cuatro dias, los cuales se determinaron por medio del analisis
microscopico de frotis vaginales diarios. Se sacrificaron por decapitacion a
diferentes horas durante la transicion de la fase del proestro al estro: 13:00 y
21:00 horas del proestro, y 0:00, 2:00, 5:00, 8:00 y 13:00 horas del estro. Se
usaron 3 animales por cada hora de estudio. Inmediatamente después de
sacrificar al animal se disectaron ambos cuernos uterinos para procesarlos,
uno de ellos para extraccién de RNA total y el otro para inclusiéon en parafina.

7.2 Retrotranscripcion acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)
7.2.1 Extraccion de RNA total

Para cada grupo de ratas se extrajo el RNA total como se describe a
continuacion: los tejidos se homogenizaron con un politron en TRIzol a 4°C_(1 ml
de TRIzol por cada 100mg de tejido) en tubos estériles prelavados con agua
destilada y con solucion de dietil pirocarbonato al 0.1% (agua-DEPC). Se lavé el
politrén con agua-DEPC (inhibidor de RNAsas) entre la homogenizacion de cada
muestra.

Se extrajo el RNA con cloroformo a partir del homogenado (200ul de
cloroformo por cada ml de homogenado). Se agité 30 segundos en vortex. Se dejo

56



reposar por 5 minutos en hielo y se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm a 4°C
por 15 minutos. La fase acuosa contiene el RNA, mientras que el DNA vy las
proteinas se mantienen en la interfase y la fase organica. A la fase acuosa se le
agregd un volumen igual de isopropanol y se almacené a 4°C durante toda la

noche para permitir que precipitara el RNA.

Se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm a 4°C por 15 minutos para
obtener la pastilla blanca amarillenta de RNA. Se removié el sobrenadante y se le
agrego etanol al 80%, preparado con agua-DEPC. Se centrifugd a 7,500 rpm a

4°C durante 8 minutos.

Se removid el sobrenadante y se quito el exceso de humedad escurriendo
los tubos en sentido inverso sobre una gasa estéril, sin secar por completo la
pastilla para evitar su insolubilidad. Se agregé 30ul de agua-DEPC (inhibidor de
RNAsas) para disolver la pastilla.

7.2.2 Cuantificacion de RNA

Se realizaron diluciones 1:500 y se leyd la absorbancia de las muestras a
las longitudes de onda de ZGQ nm y 280 nm. Para obtener la concentracion de
RNA en cada muestra se utilizd la formula: 1 D.O. a 260 nm= 40 ng de RNA/mI
Ademas, se determiné la pureza del RNA por medio de la relacion de
absorbancias obtenidas a 260 nm y 280 nm.

7.2.3 Electroforesis de RNA

Se prepard un gel desnaturalizante de agarosa al 1% con formaldehido 6%
y MOPS al 1X. Se disolvié la agarosa en el agua-DEPC y posteriormente se
agreg6 el formaldehido y el MOPS, se mezclé y se virti6 en un molde de
electroforesis. Las muestras se prepararon para el corrimiento electroforético con
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formamida al 50%, formaldehido al 6.5%, MOPS 1X, amortiguador de carga para
RNA 1X y bromuro de etidio 5ug, para 3 ug de RNA. El RNA se mezclé con la
formamida, el formaldehido y el MOPS, y se calentd a 65°C durante 15 minutos.
Después de reposar en hielo 5 minutos, se agregé el amortiguador y el bromuro
de etidio. Las muestras se cargaron en el gel y se corrieron a 70 volts por 120
minutos. El gel se analizéo en un transiluminador de luz uitravioleta.

7.2.4 Retrotranscripcion del RNA (RT)

Se realizd la retrotranscripcion de RNA para obtener el DNA
complementario (cDNA), para lo cual se prepar6 una mezcla de reaccién que
contenia 4ug de RNA, Amortiguador RT(1X), DTT(10 mM), dNTPs (0.5 mM de
cada uno), Oligo(dT) primers (0.05 pg), RT M-MLV (400 U) y agua (cbp 5ul). Se
mezclaron los reactivos en un microtubo y se incub6 a 37°C durante una hora.

7.2.5 Sintesis de Oligonucleétidos

Para detectar la expresion de p53, bcl-2, bax, bcl-x, y bcl-xs se utilizaron los
siguientes pares de oligonucledtidos sintetizados y purificados por Accesolab, Life
Technologies:

Tabla 2.
Oligo sentido Oligo antisentido
p 53 5'-GCATGGGGGGCATGAACCGCCG-3' 5'-GGTCTTCGGGTAGCTGGAGTGAGC-3’
bel-2 5’-GCAACCGAACGCCCGCTG TG-3’ 5’-GTGATGCAGGCCCCCACCAG-3’
Bax 5" TGGCGATGAACTGGACAACAAC-3’ 5’-CCCGAAGTAGGAAAGGAGGC-3’
bcl-x 5'-AGG CTGGCGATGAGTTTGGAA-3’ 5’-CGGCTCTCGGCTGCTGCATT-3"
GAPDH 5'-CCTGCACCACCAACTGC-3' 5'-CAATGCCAGCCCCAGCA-3’
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Los oligonucledtidos delimitan un fragmento de 389 pb del cDNA de p53 de
rata que abarca de +718 a +1107 (Soussi et al.,1988), un fragmento de 473 pb del
cDNA de bcl-2 de rata que abarca de +398 a +871 (Kim et al., 2000), un fragmento
de 300 pb del cDNA de bax que abarca de +198 a +498 (lgase et al., 1999), un
fragmento de 346 pb del cDNA de bcl-x,. que abarca de +245 a +422 vy este
mismo oligonucledtido delimita un fragmento de 147 pb. del cDNA de bcl-xs que
abarca de +275 a +630 (Dubal et al.,,1999), un fragmento de 453 del cDNA de
GAPDH (Lau K.M. et al., 1998).

7.2.6 Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)

Mediante esta técnica se amplificé un fragmento de los genes, realizando la
mezcla de reaccion con Amortiguador PCR (1X), MgClz (1mM), dNTPs (0.2 mM de
cada dNTP), Oligo Sentido (0.5 uM), Oligo Antisentido (0.5 uM), Taq DNA
polimerasa (2.5 U) H20 (cbp 35 ul). A 5 ul de reaccidén RT se le agregé 35ul de la
mezcla para PCR. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador Perkin Elmer
Cetus Modelo 9600. Se realiz6 un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95°C por
cinco minutos, seguido por 25 ciclos de reaccién dentro de la fase exponencial de
la amplificacion con 1 minuto de desnaturalizacién a 95°C, 1 minuto de alineacion
de los oligonucleétidos iniciaddres a 60 °C para p53, bax, bcl-xs, bcl-x, y GAPDH y
68°C para bcl-2, y un minuto de extension a 72°C. Al finalizar los 25 ciclos, se
realizé un ciclo de extension a 72 °C por 5 minutos.

72.7 Electrof‘oresis de los productos de RT-PCR
Se corrieron 15 pl de los productos obtenidos del PCR en un gel de agarosa

al 2.0%, disolviendo en éste bromuro de etidio para una concentracion final de 0.5

pg/ml. A cada muestra se le adicioné 2 pl de amortiguador de carga para DNA. El
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gel se corri6 en un amortiguador TBE 1X a 90 volts durante 90 minutos. Se
anallizé el gel en un transiluminador de luz ultravioleta y se tomé una fotografia.

7.2.8 Anailisis densitométrico

Se realiz6 el analisis densitométrico mediante el programa Scion Image, se
analizo el area bajo la curva para las diferentes muestras a diversas horas durante
la transicion de la fase del proestro al estro. La expresion relativa se considera en

base a la expresion constitutiva del gen GAPDH.

7.2.9 Analisis estadistico.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, y los datos se procesaron
con un analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguida por una prueba de
comparacion mulitiple de Tukey. Se usd el programa Prism 2.01 para calcular los

valores de probabilidad y los errores estandar de la media (xESM).

7.3 Inmunohistoquimica (IHQ)

7.3.1 Procesamiento del tejido

Una vez que se disectaron los tejidos, se fijaron en paraformaldehido al 4% en
PBS durante 2 horas. Posteriormente se sometieron a un proceso de deshidratacion,
con soluciones de etanol al 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% preparadas con
agua DEPC, y en etanol y xilol al 100%. Se impregnaron en parafina a 60°C durante
30 minutos y toda la noche; posteriormente fueron incluidos en parafina.
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7.3.2 Preparacion del tejido para ITHQ

Se realizaron cortes de 5 uym de grosor en microtomo y se colocaron en
laminillas tratadas con Poli-L-lisina (Sigma). Los cortes histolégicos se
desparafinaron durante 15 minutos a 60°C y se rehidrataron.

7.3.3. Inmunohistoquimica

Para recuperar el antigeno de interés, los tejidos se trataron con en citrato de
sodio 10 mM pH 6 hirviendo durante 20 minutos con un descanso intermedio de 5
minutos entre cada 10 minutos. Se bloque6 la peroxidasa endégena con H,0; al 3%
durante 30 minutos. Posteriormente se permeabilizé con triton X-100 al 0.5 %
durante 30 minutos. Entre cada tratamiento se realizaron 2 lavados de 5 minutos con
PBS.

Se bloqued con suero anti-conejo o anti-cabra al 5 % con H20, al 1 %
dependiendo de la naturaleza del anticuerpo primario (tabla 3). Posteriormente se
incub6 con el anticuerpo primario dirigido contra la proteina investigada (p53: sc-
6243c, Bcl-2: sc492, Bax: sc-526, Bcl-xy: sc-7122, Bcl-xs: sc-634; Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) por24 ha 4 °C.

Para obtener el control negativo, se omitié el anticuerpo primario en el caso de
P53 en PBS con Triton 3%, mientras que los demas anticuerpos se adsorbieron
previamente con su respectivo péptido bloqueador. Para ello, se determino la
dilucién mayor del anticuerpo necesaria para obtener un resultado consistentemente
positivo. Se combiné el anticuerpo con el péptido bloqueador en exceso (5 veces
mas en peso), incubando la mezcla durante 2 horas a temperatura ambiente en un
pequefio volumen de PBS para favorecer la reaccidon antigeno-anticuerpo. Después
de la neutralizacion, se diluyé la mezcla segun la dilucién de trabajo apropiada y se
procedié con el protocolo experimental.
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Tabla 3. Especificidad del anticuerpo

Especificidad del Dilucién (PBS con
Anticuerpo primario Naturaleza del Anticuerpo Triton 3%)

P53 de ratén, rata y humano IgG Policlonal de conejo 1:100
Bcl-2 de raton, rata y humano igG Policlonal de cabra 1:750
Bax de ratén, rata y humano IgG Policlonal de cabra 1:250
Bcl-x_ de ratén, rata y - 1gG Policlonal de cabra 1:250
humano

Bcl-xs y Bel-x_de ratén, rata y IgG Policlonal de conejo 1:250
humano

El anticuerpo primario se detecté por un anticuerpo secundario biotinilado que
se incubd por 2 h y después con el complejo avidina-biotina por 1 h. La reaccion se
revel6 con diaminobencidina y se contratiié con hematoxilina. Las células marcadas
se observaron en un microscopio de luz. La intensidad de reaccién inmunopositiva
obtenida en el epitelio luminal y glandular se determiné con ayuda del programa
Zeiss, capturando las imageneé de tres uteros diferentes por cada hora estudiada y
analizando todas las células de los epitelios asignando un valor de densidad en una
escala de 0 - 255 (0 = blanco 255 = negro) a la intensidad de la tincion.

7.3 Cuantificacion Hormonal

Se llevo a cabo la cuantificacion del nivel hormonal en plasma sanguineo por
radioinmunoanalisis (RIA) (Abraham, 1975). Se cuantificaron los niveles de estradiol
y progesterona de los animales sacrificados a diferentes horas durante la transicion
de la fase del proestro al estro: 13:00 y 21:00 horas del proestro, y 0:00, 2:00, 5:00,
8:00 y 13:00 horas del estro. La sensibilidad del ensayo fue de 5.4 pg/ml para el
estradiol y de 8.3 ng/ml para la progesterona. Los coeficientes de variacion intra e

interensayo fueron de 5.3 + 8% y 6.5 + 10%, respectivamente.
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8.RESULTADOS

8.1 EXPRESION DE LOS GENES p53, bcl-2, bax, bel-x1. y bel-xs A NIVEL DE
mRNA

Para conocer la expresion de los genes p53, bcel-2, bax, bcl-x,. y bcl-xs a
nivel del mMRNA en el utero de la rata, durante la transicion de la etapa del proestro
al estro, se utilizaron ratas que presentaron por lo menos tres ciclos estrales
regulares de cuatro dias de duracion, los cuales fueron determinados por medio
del analisis microscopico de frotis vaginales diarios. Se sacrificaron los animales a
las 13 y 21 horas del proestro y a las 0, 2, 5, 8 y 13 horas del esti’o.
Inmediatamente después de sacrificar al animal, se disectaron ambos cuernos
uterinos. Uno de ellos se utilizo para la extraccion de RNA total y otro para
investigar la expresion de la proteina.

La extraccion del RNA total se realizé por la técnica de isotiocianato de
guanidina/fenol/cloroformo. Cada muestra se corrio por electroforesis en un gel
desnaturalizante de agarosa para observar su integridad (Figura 7). En la figura 7,
se muestra la electroforesis de los RNAs obtenidos del Utero de la rata en cada
hora. Se observan bandas de RNA que corresponde a los RNA ribosomal de 28s,
18s, y 5s, los cuales se muestran integros..

A partir de los RNAs obtenidos, se realizé el RT-PCR para amplificar la
sefial del mMRNA de cada gen estudiado, utiizando GAPDH como gen de
expresion constitutiva. Se realizé la electroforesis de 15ul del producto de RT-PCR
y se observo su corrimiento en un gel de agarosa al 2.5% con la ayuda de un
transiluminador. Esta concentracion se utilizé para observar una buena resolucion
de las bandas estudiadas, ya que los fragmentos de cDNA obtenidos fueron
menores de 500 pb. Las bandas obtenidas para cada RT-PCR de cada gen
correspondieron al tamario del fragmento esperado: bcl-2 de 473 pb, bax de 300
pb, bcl-x; de 346 pb, bcl-xs de 147 pb, p53 de 389 pb y GAPDH de 453 pb.
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Figura 7. Electroforesis del mRNA del Gtero de la rata corrido en un gel
desnaturalizante de agarosa. Se muestran los RNAs ribosomales 28s, 18s y 5s de
utero de ratas sacrificadas alas 13 h (P 13 h) y 21 horas (P 21 h) del proestroy a
las 0,2,5,8y 13 horasdelestro(EOh,E2h,E5h, E8 h, E13 h).

Se realizd la densitometria de las bandas obtenidas para cuatro
experimentos diferentes. En la figura 8, se observa un gel respresentativo de los
productos de RT-PCR de cada gen estudiado, usando como gen de expresion
constitutiva el gen de GAPDH. La expresion relativa del mensajero se obtuvo al
corregir la expresién de cada gen con la de GAPDH.
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Figura 8. Expresion del mRNA de los genes p53, bcl-2, bax, bcl-x, y bel-xs durante
la fase de transicion del proestro al estro del ciclo estral. Se muestra un gel
representativo de los productos de RT-PCR para evaluar la expresion de cada
gen. Cada RT-PCR se realiz6 a partir del RNA total obtenido del qtero de la rata a
las horas de proestro y estro estudiadas. Se utiliz6 como gen control de expresion
constitutiva el gen de GAPDH.
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En la figura 9, se muestra la expresion relativa del mRNA de p53, bcl-2, bax, bcl-x,.
y bcl-xs. La expresion de bcl-2 presenta una disminucion significativaalas O hy 2
h del estro respecto a las 5 h, 8 h y 13 h del estro. La expresion de bax no
presenta cambios significativos a las horas del ciclo estral estudiadas. La
expresion de bcl-x,. presenta un valor minimo a las O h del estro. Sin embargo,
esta disminucion no es significativamente diferente con las demas horas
estudiadas. La expresion de bcl-xs no presenta cambios significativos dentro de
las horas del proestro al estro. La expresion de p53 se mantiene sin cambios
significativos a lo largo de la fase de transicion del proestro al estro del ciclo estral
y aumenta significativamente a las 13 horas de la fase del estro con respecto a las
13h y 21 h del proestroy O h, 2 h y 5 h del estro.

Se realizé la proporcion de la expresién relativa de los RNAs mensajeros de
bax sobre bcl-2 para analizar la funcién pro-apoptética de bax en el utero de la
rata durante las horas que preceden a la muerte celular que se observa en la
etapa del estro del ciclo estral. Se encontré que la proporcion aumenta
significativamente a partir de las 0 h del estro y tiene un valor maximo a las 2 h del
estro. Posteriormente, la proporcion disminuye a partir de las 5 h del estro (Figura
10). También, se obtuvo la relacion de bcl-xs sobre bcl-x. de la expresion relativa
de cada gen. Esta relacion aumenta significativamente de a las 21 h del proestro
con respecto a las 13 h de la misma fase y posteriormente disminuye
progresivamente hacia las 13 h del estro (Figura 10).
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Figura 9. Expresion relativa del mRNA de los
genes p53, bcl-2, bax, bcl-X, y bcl-Xs en el
utero de rata durante la fase de transicion del
proestro (P) al estro (E) del ciclo estral. Los
resultados se  presentan como  datos
densitométricos de las fotografias. La expresion
relativa se obtuvo al corregir la expresion de los
genes estudiados con los de GAPDH. Los
valores representan la media + E.S.M.

Para bcl-2 *p g o, < 0.05 contra E Shy < 0.01
contra E 8h y E 13 h. *p g3, <0.01 para E 8h y
E 13 h.

Para p53 *p < 0.05 con respecto a P 13 h y
<00l contraP21h, EOh,E2hyES5h.

Para bcl-x;, *p< 0.05 con respectoa E 13 h.
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Figura 10. Relacion de la expresion relativa de los mRNAs de genes
proapoptoéticos bax y bel-xS entre genes antiapoptéticos bel-2 y bel-x(, durante la
transicion de la fase del proestro al estro del ciclo estral. Se evalué la expresion de
cada gen por RT-PCR utilizando GAPDH como gen control de expresion
constitutiva. La grafica muestra la relacion de la expresién de:

A.bax entre bcl-2 en * pg 3,< 0.05y * pg 5, < 0.01, ambos conrespectoa E5 h, E
8hy 13h.

B. bcl-xs entre bel-x|_en * pp 54, < 0.05 conrespectoa E8 hy 13 h.

Los resultados se expresan como la Media + ESM de los valores obtenidos para 3
experimentos diferentes.
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8.2 EXPRESION DE LOS GENES p53, bcl-2, bax, bel-x1 y bel-xs A NIVEL DE LA
PROTEINA. )

Para conocer el patron de expresion de las proteinas p53, Bcl-2, Bax, Bcl-x.
y Bcl-xg especificamente en las células del epitelio uterino que se encuentra en
regresion, se realizd la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) dirigiendo un
anticuerpo policlonal en contra de la proteina presente en el tejido. Un segundo
anticuerpo biotinilado reconocio la presencia del anticuerpo primario en el tejido.
Este ultimo se revelé con el complejo avidina-biotina y posteriormente con
diaminobencidina. La expresion de las proteinas se analizé con un microscopio de
luz y se cuantifico la presencia de la proteina por densitometria. La IHQ para las
proteinas p53, Bcl-2, Bax, Bel-x y Bcel-xs en el epitelio luminal y glandular se
presentan en las figuras 11 y 12 para las horas en que se encontraron cambios
significativos en su expresion.

La proteina Bcl-2 se detectd en el citoplasma celular de los epitelios
uterinos (Figura 11 y 12). En el epitelio luminal se presentd un valor menor de
inmunoreactividad para la proteina a las 0 h, 2 h y 5 h del estro con respecto a las
13 h y 21 h del proestro y 8 h y 13 h del estro. Posteriormente, la expresién
aumento a las 8 h y 13 h del estro (Figura 13). Este fenéomeno también se observéo
en el epitelio glandular, donde Ia expresion de la proteina disminuye a partir de las
21 h del proestro y se mantiene bajo hasta las 2 h del estro después de lo cual
aumenta a las 5 hh, 8 hy 13 h del estro (Figura 14).

Se observaron cambios interesantes en la localizacion de la proteina Bax a
lo largo de las horas estudiadas, ya que durante el proestro se encuentra
predominantemente en el citoplasma de las células estromales del utero, mientras
que las células del epitelio son débilmente reactivas. Posteriormente aumenta su
expresion a las 0 h en el epitelio uterino y la inmunoreactividad se concentra en las
células del estroma periluminal (Figura 11y 12).
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Al llevar a cabo la cuantificacién densitométrica, se observé que los niveles
de la proteina Bax en el epitelio luminal fueron minimos a las 13 h del proestro.
Posteriormente, los niveles de la proteina aumentan hasta llegar a su valor
maximo a las 0 h del estro, después de lo cual presentan una pequefia
disminucion hasta las 8 h del estro (Figura 13). A las 13 h del estro se observé un
aumento en la expresion de la proteina (Figura 13). Sin embargo, este aumento no
es significativo contra las 0 h del estro. Al realizar la relacién de Bax entre Bcl-2,
se observé que la funcion pro-apoptética de Bax es mayor entre las O h y 5 h del
estro (Figura 15). En el epitelio glandular se observé un comportamiento similar de
la proteina de Bax. El valor mas bajo de esta proteina se presento a las 13 h del
proestro y posteriormente aumenté hasta llegar a sus valores maximos alas O hy
2 h del estro. Posteriormente se observé una disminuciuon de la proteina a las 5 h
y 8 h del estro y a las 13 h se observa un incremento. Al realizar la relacién de la
cantidad de Bax sobre Bcl-2, se encontré que ésta presenta su valor maximo a las
0 hy 2 h del estro y disminuye posteriormente a las 13 h del estro (Figura 15).

En el caso de Bcl-x,, se encontré una disminucién significativa a las 0 h del
estro con respecto a las 13 h y 21 h del proestroy 2 h, 5 h, 8 h y 13 h del estro en el
epitelio luminal. Posteriormente, se encontré un aumento de la proteinaalas 8 hy
13 h del estro respecto a las 0 h, 2 h y 5 h del estro (Figura 13). En el epitelio
glandular, el nivel de Bcl-x,. presento su valor mas bajo a las 5 h del estro, el cual es
significativamente diferente al de proestro 13 hy 21 hy estro O h, 8 h y 13 h (Figura
14).

Se realizé una inmunohistoquimica para detectar la presencia de las proteinas
Bcl-x_ y Bcl-xs, a través de un anticuerpo dirigido contra el extremo amino terminal
que comparten ambas proteinas. Se observd mayor inmunoreactiviada de las
proteinas a las 0 y 2 h del estro en el epitelio luminal. Mientras que en el epitelio
glandular el maximo valor se obtuvo a las 2 h, el cual es significativamente mayor
incluso que a las O h.
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Se encontré6 inmunoreactividad para la proteina de p53 en el citoplasma
tanto de las células epiteliales luminales como glandulares. No se presentaron
cambios significativos durante las horas del proestro estudiadas y las primeras
horas del estro. Posteriormente se presenta un aumento significativo en la
expresion de la proteina en ambos epitelios a partir de las 5 horas del estro
(Figuras 13 y 14). No se detecto la presencia de esta proteina en el nicleo de las
células epiteliales en las horas estudiadas.

Figura 11.(Pagina 72) Localizacién de la proteina Bcl-2 (A, B); Bax (C, D); Bcl-
xL(E, F); Bcl-xs/L (G, H) y p53 (1, J) por inmunohistoquimica en el epitelio luminal
del Gtero de la rata durante la regresion del epitelio uterino. Se presenta la
inmunoreaccion para las horas en que se presentaron cambios significativos en la
expresion de la proteina: Bcl-2 (A. estro 2 h), Bax (C. proestro 13h), Bcl-xL (E.
estro Oh), Bel-xS/L (G. estro 2 h) y p53 (I. estro 0 h); B, D, F, Hy J muestran la
inmunoreactividad de la proteina a las 13 h del estro.

LE= Epitelio Luminal. S= Estroma

Figura 12. (Pagina 73) Localizacion de la proteina Bcl-2 (A, B); Bax (C, D); Bcl-
xL(E, F); Bel-xs/L (G, H) y p53 (1, J) por inmunohistoquimica en el epitelio
glandular del utero de la rata durante la regresion del epitelio uterino. Se presenta
la inmunoreaccién para las horas en que se presentaron cambios significativos en
la expresion de la proteina: Bcl-2 (A. proestro 13 h y B. estro 5 h), Bax (C.
proestro 13 h y D. Estro O h), Bcl-x, (E. proestro 13 h y F. Estro § h), Bcl-xg, (G.
estro 0 h y H. estro 13 h) y p53 (l. proestro 13 h y J. estro 8h).

LE= Epitelio Luminal. 8= Estroma
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Figura 13. Patron de expresion de las proteinas P53,
Bel-2, Bax, Bel-xp y Bcel-xsy, en el epitelio luminal
durante la transicion de la fase de proestro a estro del
ciclo estral. Los resultados se expresan como la Media
- P53 + ESM de los valores obtenidos para 3 experimentos
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i £ valores obtenidos corresponden a una escala de
2 densidad, donde el blanco corresponde al valor 0 y el
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demas horas estudiadas
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Figura 14. Patron de expresion de las proteinas P53,
Bcl-2, Bax, Bcl-xy y Bel-xg. en el epitelio glandular
durante la transicion de la fase de proestro a estro del
ciclo estral. Los resultados se expresan como la
Media =+ ESM de los valores obtenidos para 3
experimentos diferentes. La grafica muestra la
densidad 6ptica de la inmunoreactividad para cada
proteina  estudiada. Los valores obtenidos
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Figura 15. Relacién de la expresion de la proteina Bax entre Bcl-2 en el epitelio
luminal (A) y en el epitelio glandular (B), en el utero durante la regresion del
epitelio uterino. Se realizé la inmunohistoquimica en utero de 3 animales
diferentes por cada hora de la etapa de proestro (P) y estro (E) estudiada. Los
resultados se expresan como la relacion de las medias de la inmunoreacitividad
para cada proteina a cada hora estudiada.
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8.3 NIVELES HORMONALES

Se realizo la cuantificacién de los niveles plasmaticos de E; y P4 de las ratas
sacrificadas para verificar que éstos coincidieran con la concentracion hormonal
reportadas en la literatura. Los niveles hormonales se obtuvieron por RIA (Figura 16)
y coinciden con las concentraciones reportadas en la literatura. A las 13 h del
proestro, los niveles plasmaticos del estradiol el E; tienen el valor mas alto de todo el
ciclo (45 = 2 pg/ml). Durante la tarde del proestro caen rapidamente y alcanzan los
valores basales (8 £ 2 pg/ml) en las primeras horas de la mafnana del estro. (Figura
1). Durante la tarde del proestro el nivel de progesterona alcanza un valor maximo
entre las 16 y 21 h (46 + 7 ng/ml). Para la mafana del estro 10os niveles de

progesterona vuelven a ser basales (2 + 1 ng/ml).
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Figura 16. Concentracion sérica de estradiol (A) y progesterona (B) durante la

transicion de l1a etapa de proestro al estro del ciclo estral. Los niveles hormonales
fueron determinados por RIA.

A. *pp13n<0.001 respectoa P21 h, EOh, E5 hy *p <0.01 respecto a E 2 h,
E8hyE13h.

B. *pPp211<0..001 respectoaE8 hy E 13 h.

Los resultados estan expresados como la Media = ESM de los valores obtenidos
de 3 animales por cada hora.
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9. DISCUSION

En esta tesis se demostré que existe un cambio en los niveles de expresion
de genes anti-apoptéticos bcel-2 y bel-x, y pro-apoptoéticos bax y bcl-xs durante la
regresion del epitelio uterino de la rata que favorece las senales pro-apoptéticas
que dan lugar a la muerte celular observada en las células del epitelio luminal y
glandular del Gtero en la etapa del estro del ciclo estral .

Estudios previos han sefialado que la apoptosis en tejidos hormono
dependientes a E; y P4 ocurre por una disminucion en la concentracion plasmatica
de estas hormonas (Pecci et al., 1997; Burroughs et al., 2000). Este fenémeno
fisiologico se asocia con cambios en la programacion epigenética de la célula
como la induccidén o supresion de genes que controlan la proliferacién y la muerte
celular, entre los cuales se encuentran la familia de genes de bc/-2 (Bissonnette et
al.,1992; Gompel et al, 2000; Lea et al.,1999; Leng et al., 2000; Maruo et al.,
2001). Aunque se ha estudiado la expresion de los genes de la familia bc/-2 en
condiciones fisiolégicas, no existen estudios que asocien la expresién de estos
genes con la muerte celular que se presenta en la regresion ciclica del epitelio

uterino.

En esta tesis se determind la expresion relativa del mRNA de los genes
p53, bcl-2, bax, bcl-x,. y bcl-xs en el Otero de la rata utilizando la técnica de
Transcripcion Reversa acoplada a la Reaccién en Cadena de la Polimerasa. Esta
técnica es muy sensible y permite detectar cambios pequerios en la concentracion
del mRNA de cualquier gen. Se realizé el PCR dentro de la fase exponencial de la
amplificacion para asegurar que se distinguieran los cambios en la expresiéon de
los genes estudiados. Los fragmentos de cDNA obtenidos correspondieron al
tamarfio que se esperaba. Solo se observé una banda para cada gen amplificado.
En el caso del PCR para bcl-x se observaron dos bandas, ya que los
oligonucledticos estan disefnados para amplificar las isoformas del mRNA bcl-x, y
bcl-xs. Estas isoformas tienen una funcién contraria en la regulaciéon de la
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apoptosis. En los controles negativos no se observo banda alguna, lo cual nos
asegura que no existen problemas de contaminacion.

En este estudio la expresion de bcl-2 presenté una disminucion a partir de
las 0 h del estro a nivel de mRNA. A partir de las 5h del estro la concentracién del
mensajero comienzé a aumentar (Figura 13). La expresion a nivel de la proteina
disminuy6 a partir de las 21 h del proestro y presenté su nivel mas bajo a las 2 h
del estro tanto en el epitelio luminal como en el glandular. A las 8 h del estro los
niveles de la proteina se elevaron en ambos epitelios (Figura 14). El patrén de
expresion de la proteina coincide con la expresion del RNA mensajero. Ademas la
disminucion en la expresion de bcl-2 coincide con el regreso de Ez al nivel basal
de concentracion plasmatica y con la disminucién de P4 (Figura 16) que ocurre a
partir de las O h del estro.

Un patron de expresion similar de bcl-2 a nivel de la proteina se ha
reportado en el utero humano normal durante el ciclo menstrual. Bcl-2 resulté ser
mas abundante durante la fase proliferativa en la capa basal del epitelio. Las
células con la mas baja inmunoreactivdad para la proteina Bcl-2 se presentaron en
la fase secretora, la cual precede a la menstruacion. Se piensa que estas células
inmunoreactivas promueven la supervivencia del epitelio uterino en el préximo
ciclo uterino (Tao et al., 1997). Se ha observado una predominancia de ia proteina
en las células glandulares durante el final de Ia fase folicular y la expresién
disminuye durante la fase secretora. También se han visto que existen variaciones
ciclicas en la expresion de Bcl-2 en el estroma, epitelio superficial y vasos de
arterias (Gompel et al., 1994). En otros estudios se ha relacionado la expresion
maxima de bcl-2 con la presencia de hormonas ovaricas en el endometrio
(Gompel et al., 1994; Koh et al., 1995). Por otro lado, esta dependiencia se ha
demostrado con la administracién de progestinas, las cuales tienen un efecto
proapoptético en las células de mama normales por causar una disminucion de la
proteina Bcl-2 (Gompel et al., 2000). Ademas, la disminucion de la expresién de
bcl-2 se ha relacionado con la disminucion en la expresion de los receptores para
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estrogenos y progesterona (RE y RP, respectivamente) durante la aparicion de
células apoptéticas en la fase secretora del ciclo uterino humano (Otsuki ef al.,
1994). Lo cual indica que la expresion de bel-2 en el endometrio tiene una relacion
directa con la concentracion de hormonas ovaricas y con sus receptores. Por lo
tanto, nuestros resultados confirman que existe una regulacién a la baja in vivo de
la expresién bcl-2 inducida por la disminucion de E; y P4 que precede a la muerte
celular en el epitelio uterino observada en la etapa del estro (Mendoza-Rodriguez
et al., 2002).

La expresion de bax permanece sin cambios significativos a nivel del mMRNA
durante la transicién de la fase del proestro al estro (Figura 13). Sin embargo, la
expresion a nivel de la proteina en el epitelio luminal y glandular aumenta a partir
de las 21 h del proestro, presentando su nivie maximo entre las O h y 2 h del estro
(Figura 14). A pesar de que la expresion de la proteina tiene un patrén diferente a
la expresion del mensajero, ésta coincide con el aumento de la seral pro-
apoptética que se da a las 0 h y 2 h del estro debido a la disminucidén de la
expresion de bcl-2. Este mismo patron de expresion de bax se ha observado a
nivel de la proteina en el Gtero humano durante el ciclo menstrual. Bax se localiza
en muy pocas células en el epitelio durante el ciclo menstrual y solamente durante
la fase secretora ocurre reaccion inmunopositiva para Bax antes de presentarse la
regresion del tejido (Tao et al.,, 1997). En otros estudios donde se ha tratado de
ver si este gen se encuentra regulado por hormonas esteroides en tejidos
hormono dependientes se ha encontrado que la expresion del RNA mensajero de
bax permanece sin cambios en presencia de E, en células de cancer de mama
(Gompel et al., 2000). Tampoco se han visto cambios con la administracién de P,
y antiprogestinas aunque se mantenga alta la concentracion de bcl-2 y RE
(Critchley et al., 1999).

Por otro lado, la mayoria de los estudios que han analizado la expresién de

los genes bax y bcl-2 han relacionado la funcién pro-apoptética de Bax con la
relacion de la expresion de bax respecto a bcl-2 (basx/bcl-2). El significado
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‘funcional de la relacion bax/bcl-2 deriva del potencial para la formacion de
heterodimeros entre Bax y Bcl-2. Una relacion alta de Bax:Bcl-2 aumenta la
probabilidad de formacion de homodimeros de Bax y por lo tanto, la induccion de
sefales de muerte celular; mientras que un incremento de Bcl-2 favorece la
formacion de heterodimeros Bax/Bcl-2 y homodimeros de Bcl-2, los cuales
promueven la sobrevivencia celular. Por ejemplo, durante la regresion de células
estromales del utero que ocurre durante la decidualizacién del endometrio en el
primer trimestre del embarazo, se ha encontrado que la proporcién pro-apoptética
de la expresidén bax sobre bcl-2 aumenta para favorecer la apoptosis (Tao et al,,
1997; Dai et al.,, 2000). Este fendomeno se cree que esta regulado por la accion de
la P4 en el Gtero durante el embarazo y se ha asociado con una disminucién de los
receptores funcionales de ésta. Esta misma induccién de la sefial pro-apoptoética
se ha visto en células de la granulosa durante la regresién del cuerpo lateo (Tilly et
al., 1995). En esta tesis se demuestra que la apoptosis del epitelio uterino
observada en la mafiana del estro parece estar ocasionada por una induccién en
la expresion bax y por una disminucion de la expresiéon de bcl-2. Por lo tanto, el
incremento en la proporcion bax/bcl-2 que ocurre durante las primeras horas del
estro podria inducir la muerte de ambos epitelios en la mafana del estro.

En cuanto al analisis de la expresion del gen bcl-x, se observaron cambios
a nivel de las proteinas Bcl-x. y Bcl-xs, las cuales estan presentes en la rata
(Shiraiwa et al.,, 1996). El mensajero de bcl-x,. presenta una disminucion de su
expresion a las 0 h del estro, aunque solamente es significativamente diferente al
valor observado en E 13 h (Figura 9). Sin embargo, la expresion de la proteina si
presenta una disminucion significativa a las 0 h del estro en el epitelio luminal
(Figura 13) y a las 5 h del estro en el epitelio glanduar (Figura 14). En ambos
epitelios, la proteina aumenta significativamente a partir de las 8 h del estro con
respectoa O h, 2 hy 5 h de la misma etapa (Figura 13 y 14).

Como puede observarse, el patron de expresiéon de esta isoforma coincide
con el de bcl-2. Nuestros resultados confirman los datos reportados de 1a similitud
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entre expresion de esta isoforma y la expresion de bcl-2 durante el ciclo menstrual
del utero humano (Tao et al.,, 1997). Ademas, al igual que bcl-2, se ha reportado
que la expresion de bcl-x, depende de la presencia de E,. Por ejemplo, en lineas
celulares de cancer de mama, se ha visto que el estradiol aumenta la expresion de
bcel-x; (Gompel et al., 2000). Por lo tanto la disminucién de los niveles de expresion
de bcl-x. al igual que de bcl-2 puede estar dada por la disminucion en la
concentracion de Ez que ocurre durante la transicion de la etapa del estro al
proestro del ciclo estral.

La expresion de la isoforma bcl-xs a nivel de mRNA permanece sin cambios
significativos durante las horas estudiadas (Figura 9). Sin embargo, a nivel de la
proteina, un aumento en la inmunoreactividad se obtuvo para las dos isoformas
ocurre en el epitelio uterino a las 0 h y 2 h del estro (Figura 13 y 14), al mismo
tiempo que la inmunoreactividad para la proteina Bcl-x. disminuye (Figura 13 y
14). Por lo tanto, este incremento se debe a un aumento de la isoforma Bcl-xs.
Ademas este aumento coincide con un incremento de la proporcion de la
expresion del RNA mensajero de bcl-xs sobre bcl-x; (Figura 10), por lo que se
puede observar que la funcion pro-apoptética se e ncuentra aumentada a las O h
del estro. Este incremento en la expresioén de Bcl-xs podria producir una sefial pro-
apoptotica en el epitelio del Gtero en las primeras horas del estro. La regulacion
hormonal de la expresién del gen bcl-x se ha visto in vitro en lineas célulares
epiteliales de endometrio. Donde la proporciéon apoptdética de bel-xs sobre bcl-x;. se
ha atribuido a un cambio en la expresion de las isoformas del gen bc¢l-x inducida
por una disminucion de los niveles de progesterona o por la administraciéon de
progestinas (Pecci et al., 1997). Por lo tanto, el cambio en la expresion de las
isoformas de bcl-x que se presenta antes de la muerte del epitelio uterino puede
funcionar como una sefal de muerte al aumentar la expresion de la proteina pro-
apoptética, la cual se ha visto que también puede inhibir la funcién de Bcl-2
(Sumantran y Ealovega, 1995).
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La concentracion de mRNA de p53 se mantiene sin cambios significativos
en las primeras horas del estro. El mMRNA de este gen aumenta al doble en la fase
tardia del estro. Al investigar la presencia de la proteina en el epitelio uterino, se
observé que la concentracion aumenta significativamente a partir de las 5 h del
estro y se localiza en el citoplasma de las células en todas las horas estudiadas.
Como puede observarse, el aumento de la proteina en las horas del estro
coinciden con el aumento en la expresiéon del mensajero.

A pesar de que p53 es conocido como un factor de transcripcidbn que
participa activamente en la apoptosis, ciclo celular, replicacién y reparacion del
DNA, se ha reportado que p53 aumenta tanto a nivel de mMRNA como de la
proteina localizada en el nlcleo de las células durante la fase proliferativa del ciclo
estral; es decir, de la etapa del metaestro al proestro, encontrandose un menor
nivel de expresion en la etapa del estro (Mendoza-Rodriguez et al., 2002).

En este estudio la proteina p53 se localizd predominantemente en el
citoplasma. Algunos estudios han reportado que durante la apoptosis dependiente
de p53, esta proteina se encuentra en el citoplasma y puede tener una actividad
directa sobre la muerte celular en la via mitocondrial. Sin embargo, la expresion de
p53 permanece sin cambios significativos aun cuando aumentan los niveles de las
proteinas proapoptoéticas durante las horas que preceden a la muerte celular en el
epitelio uterino observada en la etapa del estro. Por lo tanto, la apoptosis en las
células epiteliales del uUtero de la rata, ocasionada por una disminucion en la
concentracién plasmatica de hormonas esteroides ovaricas parece ser
independiente de p53 y confirma la teoria de que la proteina mas bien esta
involucrada en la regulacion de la proliferacion del utero. Estos resultados
concuerdan con los datos reportados sobre la regulacidn de p53 por hormonas
esteroides ovaricas. Se ha visto que p53 se expresa en forma inversa a los genes
proapoptéticos. Por ejemplo, en células de cancer de mama la expresién de p53
es inducida por el estradiol y disminuida al mismo tiempo que aumenta el nivel de
caspasa 3, una proteina presente en la fase de ejecucion de la apoptosis por
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progestinas, las cuales resultaron ser pro-apoptéticas (Gompel et al., 2000). Esto
quiere decir que p53 se encuentra regulado por el E; y se asocia con un estado
proliferativo en células de tejidos hormono dependientes.

Como se puede observar de los resultados, el cambio en la expresién de
genes de la familia bc/-2 regula la muerte celular del epitelio uterino observada en
la etapa del estro del ciclo estral y este fenémeno parece estar dado por un
estimulo causado por la dismiucion de hormonas esteoides ovaricas. Por un lado
la disminucion de la expresion de genes anti-apoptdticos bcel-2 y bel-x, y por otro
lado, aproximadamente a la misma hora el aumento en la expresién de genes pro-
apoptéticos bax y bcl-xs aumenta la relacion de la expresion de genes pro-
apoptéticos sobre antiapoptoticos y se presenta la ganancia de la funcién pro-
apoptéticas de las proteinas Bax y Bcl-xs. Aunque la mayoria de los estudios
reportados relacionan la apoptosis de un tejido dependiente de E> y P4 con un
aumento en la proporcion de bax/bcl-2 hay que tomar en cuenta que estos genes
no son los Unicos involucrados en la regulacion de la apoptosis. Por ello, en esta
tesis se estudid la expresion de las isoformas de bcl-x, ya que estos genes de la
familia de bc/-2 dan lugar a proteinas que controlan la apoptosis por medio de la
liberacion del Cyt ¢ de la mitocondria. Se ha visto que la expresion de bcl-x puede
estar regulando la apoptosis en forma independiente o complementaria a bcl-2, y
muchas veces esta regulacion depende del tipo celular (Boiseet al.,, 1993; Yang et
al., 1995). Ademas, Bcl-x, puede funcionar como un inhibidor de apoptosis
inducida por Bax (Cheng et al., 1996). Tampoco se puede descartar la posibilidad
de que la expresién de otros. genes relacionados con la proliferacion y muerte
celular no intervengan en la sefial de la relacion pro-apoptética. Por ejemplo, se ha
visto que la interaccion entre c-myc y los miembros de la familia bcl-2, puede tener
un papel importante en el control de la apoptosis (Bissonnette ef al., 1992) y un
aumento en la expresion de c-myc puede estar relacionado con un aumento en la
relacion bax/bcl-2 a nivel de mRNA por un aumento de bax después de inducir la
apoptosis en células luteas al tratarlas con droloxifen (Leng et al, 2000). Se ha
reportado que el aumento de la proteina Bax ocurre del primer al tercer trimestre
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“de embarazo cuando la P4 tiene un papel muy importante, se presenta apoptosis
en todos los tipos celulares de la placenta. Sin embargo, aunque ésta se atribuye
a la regulacién por un cambio critico en la proporcion bax/bcl-2 en este tejido, la
accion de mayor importancia se le ha aribuido a TNFa (Lea et al., 1999). Tendrian
que realizarse estudios para saber si esta citocina tiene un papel importante sobre
la regulaciéon de la apoptosis que ocurre durante la regresion ciclica del epitelio
uterino.

El cambio en la expresion de estos genes de la familia bcl-2 que participan
en el proceso de muerte celular debe estar regulado por elementos de respuesta a
hormonas esteroides o por la accion de algunos factores de crecimiento. Sin
embargo, no se sabe si existen elementos reguladores en las regiones promotoras
de genes bax (Toshiyuki y Reed, 1995). En estudios recientes se ha encontrado
elemento de respuesta a estrégenos (ERE) en el gen de bcl-2 (Dong et al., 1999;
Perillo et al., 2000). Por otro lado, las hormonas esteroides ovaricas pueden
modular la sintesis local y/o la accioén de varios factores de crecimiento en el Gtero
(Pollard, 1990; Brigstock, 1991; Das et al., 1992;). Por ejemplo el factor
transformador 2 miembro de la familia de crecimiento transformador, puede
inducir la apoptosis en células de estroma in vitro por un mecanismo autécrino /
paracrino (Moulton, 1994). De estos hechos ha surgido la posibilidad de que la
apoptosis en las células epiteliales este mediada por la acciéon paracrina de las
hormonas esteroides (Kurita et al, 2001). Por ejemplo, se ha visto que la
expresion de bcl-x; puede estar regulada por receptores a factores de crecimiento
o sustratos de adhesion celular (Rodeck, 1997).

En este trabajo, se determindé si los genes de la familia bcl-2 y p53
participan en la cascada de eventos que preceden a la muerte celular en el epitelio
uterino que se presenta en la mafnana de |a etapa del estro. El utero de la rata
resulta ser un buen modelo para estudiar los mecanismos moleculares por medio
de los cuales las hormonas esteroides regulan la muerte celular en condiciones
fisiologicas. Ya que este fenomeno se ha estudiado utilizando varios modelos. Por
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ejemplo, leiomiomas uterinos de rata, en los que se ha visto que las hormonas
esteroides regulan el crecimiento de estos tumores benignos. Sin embargo, en
éstos existe una desregulacion en la proliferacion y muerte celular (Burroughs et
al., 2000). Aunque se ha utili;ado como modelo para estudira a la apoptosis la
decidualizacion de células estromales durante el primer trimestre de embarazo, el
efecto que producen las hormonas esteroides no pueden asociarse con la accion
de éstas durante la regresion ciclica del epitelio uterino. Ademas, se ha visto que
en lineas celulares del endometrio el uso de tratamientos hormonales puede
ocasionar una sobre regulacion de la expresion de genes anti-apoptéticos,
causando su acumulaciéon y dificultando la deteccion de genes pro-apoptoéticos
(Lotem y Sachs, 1995). Por el contrario, el modelo de regresion de epitelio uterino
nos permite conocer como se regula la apoptoisis y nos puede dar informacion de
como se altera la homeostasis en condiciones fisiologicas y como se puede dar
lugar a un crecimiento neoplasico por su alteracién.

Desde hace algunos afos, los investigadores han tratado de entender las
causas del crecimiento de tumores enfocandose a procesos involucrados en la
division celular. Sin embargo, el estudio de la apoptosis se ha considerado
importante para entender los mecanismos por los cuales las células tumorales
pueden prolongar su vida. Por ello, conocer los mecanismos moleculares que
regulan la apoptosis en la regresion del epitelio uterino puede ayudarnos a
comprender las causas del cancer en este tejido y debe ser una via efectiva para
mejorar la terapia antitumoral, ya sea aumentando la respuesta apoptotica de
tejidos cancerigenos o por inhibicion de la misma en tejidos normales. La
expresion de genes de la familia bcl-2 se ha relacionado con el pronéstico de
cancer de mama (Daidone et al., 1999; Schor et al., 1999). Considerando esto, en
este trabajo se demuestra que estos genes también pueden ser utilizados para el

pronastico de cancer en el Gtero.
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" 10. CONCLUSIONE

e ——————————————————

En este trabajo se estudio el patron de expresion de genes p53, bcl-2, bax,
bcl-x. y bcl-xs involucrados en la muerte celular que ocurre durante la regresion
del epitelio uterino. Los resultados obtenidos indican que:

1. La expresion de bcl-2 presenta una disminucion a partir de las O h tanto a '
nivel de mRNA como de proteina y la expresion aumenta a partir de las 5 h
y 8 h del estro, respectivamente.

2. La expresion de bax permanece sin cambios significativos a nivel del
mRNA, mientras que la expresion de la proteina en el epitelio luminal y
glandular aumenta a partir de las O h del estro.

3. Se observaron cambios en la expresion de bc/-x. El mRNA y la proteina,
tanto en el epitelio luminal como glandular, de bcl-x, presenta una
disminucion a las 0 h del estro y aumentar a hacia las siguientes horas del
estro. La expresion de la isoforma bcl-xs a nivel de mRNA permanece sin
cambios significativos. Mientras un aumento de la inmunoreactividad a las 0
h y 2 h del estro se atribuye a la proteina Bcl-xs.

4. Un aumento en la relacion pro-apoptética se da a las O h y 2 h del estro
para bax / bcl-2 disminuyendo drasticamente a partir de las 5 h de la misma
etapa. Mientras que para bcl-xs /bcl-x, se presenta a las 21 h del proestro y
disminuye progresivamente hacia las 13 h del estro. Esto mismo se observa
a nivel de la proteina.

5. La expresion de p53 tanto a nivel de mRNA como de la proteina se

mantiene sin cambios significativos en las primeras horas del estro.
Posteriormente, la expresion aumenta en la fase tardia del estro.
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6. No se encontro relacién alguna entre la inducciéon de genes apoptéticos y la
expresion de p53. Por lo tanto, la apoptosis observada en el epitelio iuminal
y glandular en la etapa del estro paredce ser independiente de p53.

7. Al disminuir la expresion de los genes antiapoptoéticos bcl-2 y bel-x; y
aumentar la expresion de genes pro-apoptéticos bax y bcl-xs en el epitelio
uterino se provoca una ganancia de la funcién proapoptética, que activa la
cascada de caspasas y da como resultado la muerte celular del epitelio
luminal y glanduiar del utero de la rata observada en la etapa del estro del
ciclo estral.
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