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1.RESUMEN

Desde hace mucho tiempo existe el dogma de que las hormonas
esteroides regulan el fendémeno de proliferacién y muerte celular del endometrio
uterino, sin embargo, aun no se conoce bien como se lievan a cabo dichos
fenédmenos ni los mecanismos moleculares por medio de los cuales las
hormonas esteroides regulan el crecimiento y la muerte del epitelio En el
presente estudio se determind la proliferacién y muerte celular del epitelio
luminal vy glandular del utero de la rata durante las diferentes etapas del ciclo
estral y su correlacidén con la expresién del receptor a estrogenos (RE), el proto-
oncogen c-fos y el gen supresor de tumores p53 comoe parte de la cascada de
eventos que inducen la proliferacidon y muerte secuencial del epitelio uterino
durante et ciclo estral Los resultados mostraron que tanto el epitelio luminal
como el glandular presentan una maxima proliferacién durante las primeras
fases del ciclo estral, en el metaestro y el diestro, sin embargo durante el
proestro solo presentd proliferacion el epitelio luminal Durante la etapa del estro,
ninguno de los dos epitefios presenta proliferacion, solamente las céluias del
estroma proliferan. El REa fue detectado tanto en células del epitelio glandular
como luminal en las primeras etapas del ciclo (metaestro y diestro), pero
disminuyé en forma significativa en las siguientes etapas (proestro y estro} En
contraste el RES no fue detectado en el epitelio en ninguna de las etapas del
ciclo El maximo contenido del ARN mensajero de c-fos, asi como fa proteina fue
detectado, en ambos epitelios, durante el dia del metaestro, mientras que su
valor mas bajo fue observado en el dia del estro Se ohservd una correlacion
entre el maximo contenido de la proteina c-Fos en el epitelio luminal y la
proliferacion de este tipo celular, y la misma tendencia se observd en el epitelio
glandular, a pesar de que fa correlacién no fue significativa. En conclusion los
resuitados de este estudio sugieren que la protelna c-Fos participa en la
regulacién de la proliferacion del epitelio uterino durante el ciclo estral de la rata

En relacién con la muerte celular del epitelio, el mas alto indice apoptético
tanto del epitelio luminal como del glandular se observd en el dia del estro v el
mas bajo en ei dia del proesiro. En ambos epitelios, el maximo contenido del
ARN mensajero de p53 fue detectado durante el metaestro. Durante esta etapa,
ambos epitelios presentaron su maxima proliferacion. Ei contenido del ARN
mensajero de p53 disminuyd en los dias siguientes y presentd su valor minimo
en el dia del estro. La proteina de p53 se detectd en ambos epitelios duranie los
dias del metaestiro y diestro. Durante el proestro, se detectd predominantemente
en el epitelio glandular Sin embargo, en el dia del estro, la proteina se detectd
tanto en el nicleo como en &l citoplasma de las células del epitelio luminal, pero
predominantemente en el citoplasma Los resuitados indican que los niveles mas
altos tanto del mensajero como de la proteina de p53 se detectaron durante el
metaestro y el diestro, cuando el indice apoptdtico fue méas bajo. Esto sugiere
que p53 tiene un papel fisioldégico importante durante las fases proiiferativas def
ciclo estral en el utero de la rata.




1.ABSTRACT

it has been well recognized that epithelial cells of the rat endometrium
cyclically proliferate and die during the estrous cycle. Nevertheless, the molecular
mechanisms by which the steroid hormones regulate epithelial proliferation and
cellutar death are still unknown. The aim of the present study was to evaluate
cellular proliferation and death of the luminal and glandular epithelium of the rat
uterus during the estous cycle and correlate them with the expression of estrogen
receptor (ER), c-fos proto-oncogen and pbd3 tumour suppressor. The results
show that both epithelia (luminal and glandular) present the maximal proliferation
during the metestrus and diestrus days. However, during proestrus day only
lumina! epithelium presented proliferation, and during the estrus day only the
stromal cells proliferated. A marked immunostaining for ERo was detected in
both luminal and glandular epithelia during early phases of the cycle but
diminished during proestrus and estrus days. In contrast, ERp- was undetectable
in both epithelia during all stages of the cycle The highest c-fos mRNA level was
detected in both epithelia on metestrus day, and the highest protein content was
observed on metestrus and diestrus days, and their minimal values were
detected on the estrus day The overall results indicate that c-Fos protein
presented a good correlation with uterine luminal epithelium cell proliferation, and
the same tendency was observed in glandular epithelium, although no significant
correlation was observed. In conclusion, the resuits suggest that c¢-Fos
participates in the regulation of uterine epithelial cell proliferation during the rat's
estrous cycle

With regard to the cellular death of the epithelium, the highest apoptotic
index in both the luminal and the glandular epithelia was observed on the estrus
day whereas the lowest ocne was observed on the proestrus day. The highest p53
MRNA content was observed on the metestrus day bath in the luminal and the
glandular epithelia. Buring this period both epithelia presented high proliferation
The content of p53 MRNA markediy decreased in the following days, presenting
its minimal values on the estrus day The highest number of p53 immunopositive
nuclei, in both the luminal and the glandular epithelia, was aiso detected on the
metestrus day, while the lowest one was found on estrus day. On the proestrus
day, p53 protein was predominanfly detected in the glanduiar epithelium
However, on the estrus day, p53 protein was detected both in the nuclei and in
the cytoplasm of luminal epithelial cells, but predominantly in the cytoplasm The
overall resuits indicate that p53 expression at both mRNA and protein level is
higher on the metestrus day when the apoptotic index is low. This suggests that
p53 could play an important physiological role during the proliferative phases of
the estrous cycle in the rat uterus




2.INTRODUCCION

El Gitero de la rata es un tejido blanco clasico para el estudio de la accién
de las hormonas esteroides Durante el ciclo estral, el utero presenta cambios
morfologicos importantes que incluyen la proliferacion celular en ambos epitelios
(luminal (EL) y glandular (EG)) y la degeneracién de estos después de la
ovulacién (Bertalanffy y Lau, 1963; Marcus, 1974; Spornitz et al, 1994) Estos
eventos ocurren en respuesta a los cambios ciclicos de los niveles de hormonas
esteroides (Butcher et al , 1974)

Los estrogenos inducen la replicacién del ADN y fa proliferacién celular en
el utero de los mamiferos (Clark, 1971; Kaye et al , 1972; Marcus, 1974), la cual
es inhibido por ia progesterona (P4) (Kirkland et al, 1979; Martin et al, 1973). El
mecanismo de accion de los estrégenos resulta de [a interaccién con el receptor
de estrogenos (RE), el cual es un factor de transcripcion ligando especifico El
complejo RE-ligando especifico interacciona con sitios de unién especificos del
ADN gue se llaman elementos de respuesta a estrégenos (ERE), en genes
blanco y estos complejos se asocian con coactivadores (0 correpresores) y otras
proteinas reguladoras las cuales forman lo que se llama el complejo de
transcripeion active (Mendoza-Rodriguez et al, 2001a). El complejo RE-ligando
activo modifica la expresion de multiples genes, entre los cuales podemos citar
al receptor de progesterona (PR) (Kraus y Katzenellenbogen, 1993; Savouret et
al., 1994), el factor de crecimiento epidermoide (DiAugustine et al., 1988; Huet-
Hudson et al., 1990), el factor de crecimiento similar a la insulina (Murphy vy
Ghahary, 1990), asi como diferentes proto-oncogenes como c-fos (Loose-
Mitchell et al , 1988; Bigsby y Li, 1994; Nephew et al , 1995), c-jun, jun-B , jun-D
(Weisz et al, 1990, Webb et al., 1993, Nephew et al, 1893), c-myc y n-myc
(Murphy et al , 1987; Travers y Knowler 1987; Weisz y Bresciani 1988) LlLas
proteinas Fos y Jun forman parte del factor de transcripcién llamado complejo
AP1, cuya funcion es mediar la diferenciacién y la proliferacién celular. En el

raton se ha caracterizado un ERE en el proto-oncogen c-fos tanfo en la regidn




del extremo 5' como en el del 3" (Hyder et al, 1991a vy b) En el caso del humano
dicho elemento se ha caracterizado en la region 5' (Weisz y Rosales, 1990).

De todos los tipos celulares que conforman el utero (epitelios, estroma y
miometrio), solamente el EL y el EG proliferan en respuesta a los estrégenos en
la rata adulta ovariectomizada (Clark, 1971) Se sabe que el gen c-fos se induce
en forma rapida y transitoria en el EL y en el EG del utero de estas ratas (Loose-
Mitchell et al, 1988; Nephew et al, 1995, Papa et al, 1981) Estos dalos
sugieren que la expresion del gen de ¢-fos juega un papel importante en la
proliferacién del epitelio uterino. Sin embargo la expresion de este gen en el
utero de la rata solo ha sido estudiada en animales ovariectomizados (ovx)

tratados con dosis farmacoldgicas de estradiol

Se ha demostrado que el utero de diversos mamiferos, incluyendo el
humano, presentan muerte celular por apoptosis (Spornitz et al , 1994; Sandow
et al, 1979; Pollard et al, 1987; Spencer et al, 1996). Es bien sabido que el
proceso apoptético involucra la participacidn de diversos genes, incluyendo a
p53 {Bates y Vousden, 1999) p53 es un factor de transcripcidbn que en
condiciones normales estad involucrado en el mantenimiento de la estabilidad
gendmica Esta proteina inhibe la progresion del ciclo ceiular e induce la muerte
celular en respuesta a estrés genotéxico o hipdxico o a condiciones de
crecimiento sub-optimo (Levine, 1997). p53 también parece ser requerido para la
proliferacién celular normal (Reich y Levine, 1984; Steinmeyer et al, 1990) Este
gen esta mutado o inactivado en mas del 50% de los cancer humanos (Hollstein
et al, 1994; Hietanen et al , 2000) A pesar del gran numero de estudios de la
expresion de p53 en células derivadas de diversos cancer y de tejido tumoral, se
han realizado pocos estudios de la expresion de este gen en el tejido
reproductivo femenino humano normal (Brys et al.,, 2000; Westhof et al , 2000)
Se ha demostrado que la expresion de p53 es dependiente del tejido (Westhof et
al , 2000) Sin embargo, no existe informacion de la expresion de p53 durante el

ciclo estral




El utero de la rata durante el ciclo estral representa un modelo adecuado
para evaluar, en condiciones fisiologicas, la expresion de genes involucrados en
el proceso de proliferacion y muerte celular de este tejido, ya que los cambios
ciclicos en los niveles de estradiol y progesterona inducen la proliferacion y la

muerte del epitelio uterino durante el ciclo estral

En el presente estudio, los genes de c-fos y p53 fueron evaluados en el
utero de ratas intactas durante el ciclo estral por inmunohistoquimica y por
hibridacién in situ para localizar tanto la proteina como el ARNm en células
especificas del endometrio La expresion de la proteina y del ARNm de ¢-fos se
correlaciond con la proliferacion del epitelio (determinada por medio de la
incorporacion de bromodeoxiuridina al ADN) y con la expresion del receptor a
estrégenos en el utero de la rata durante el ciclo estral. La expresién de la
proteina y del ARNm de p53 se correlaciond con la muerte celular del epitelio

(determinada por TUNEL y por microscopla electronica) durante el ciclo estral




3. ANTECEDENTES

3.1 CICLO ESTRAL DELA RATA

3.1.1 Niveles hormonales

La rata es un mamifero de ovulacién espontanea, esto es, la ovulacién no
depende de una estimulacion externa como en el caso del conejo, en el cuai es
necesario la copula para que se presente la ovulacion. Asi mismo, las ratas ovulan
durante todo el afio y su ciclo estral estd constituido por cuatre etapas: proestro,
estro, metaestro (también llamado diestro temprano) y diestro. Las ratas presentan
ciclos de cuatro a cinco dias de duracion En ratas que presentan ciclo de cuatro
dias de duracién, los niveles de estradiol en plasma periférico son basales (8 + 2
pg/ml} durante el estro (Figura 1) (Brown-Grant ef al, 1970; Butcher et a/, 1974,
Freeman, 1988) los niveles de estradiol en plasma empiezan a aumentar en la
tarde del metaestro y durante el diestro hasta llegar a su maximo valor (45 + 2
og/ml} a las 9:00 am del proestro (Butcher et a/, 1974). Durante la tarde del
proestro los niveles de estradiol caen rapidamente y alcanzan valores basales en
lag primeras horas de la mafiana del estro El estradic! es secretado por los
foliculos de De Graaf que se encuentran en desarrolio. Los tipos celulares
responsabies de dicha secrecién son las células de |a teca interna vy las células de

la granulosa.

Ei aumento en la concentracién de estrégenos en la sangre desencadena
un estimulo neural ciclico que activa la liberacién de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) por el hipotdlamo La GnRH a su vez desencadena la
secrecion de la hormona luteinizante (LH) por la hipdfisis. Los niveles circulantes
de LH empiezan a incrementarse alrededor de las 2 a 3 pm. del proestro, y
alcanzan su nivel maximo (37 £ 5 ng/ml) entre las 5y las 7 pm esa misma tarde
(Figura 1) (Brown-Grant et a/ , 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988).
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Figura 1. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral. Concentracién
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 obscuridad en la colonia y los nimeros en la

base representan la hora del dia (Freeman, 1988)
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Este rapido incremento de LH induce la ruptura folicular y la ovulacion en las
primeras horas del estro El nivel en sangre de LH empieza a disminuir en la noche
del proestro, alcanza niveles basales (0.5 + 0.15 ng/ml) en las primeras horas de la
mafiana del estro y permanece asi durante el metaestro y el diestro (Brown-Grant
et al, 1970; Butcher ef afl, 1974; Freeman, 1988) El patrén de secrecion de la
Hormona Foliculo Estimufante (FSH) v prolactina durante el ciclo estral es similar al
de LH

Durante el ciclo estral se presenian dos incrementos en los niveles de
progesterona secretada en plasma periferico (Figura 1) Durante la tarde del
proestro se observa un incremento de progesterona, secretada por las células de
la granulosa del foliculo preovulatorio, la cual alcanza su valor maximo entre las
8:00 y 9:00 pm (46 + 7 ng/ml) Este incremento sucede casi simultaneamente al
incremento de LH. Los niveles de progesterona vuelven a niveles basales (2 £ 1
ng/ml) para la marfiana del estro (Buicher ef a/,, 1974, Freeman, 1988) Un segundo
pico, de origen luteo, se presenta alrededor del mediodia del metaestro (24 £ 3
ng/mi), se prolonga hasta las primeras horas de la mafiana del diestro y desciende
a niveles basales poco tiempo después del amanecer del diestro.

Pocas horas después de! incremento de progesterona en la tarde del
proestro se presenta un comportamiento caracteristico de lordosis. Es probable
gue el aumento de los niveles de estrégenos seguido por el aumento de los niveles
de progesterona facilite 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 afecta
la actividad del oviducto, utero, cervix y vagina, asi como también algunos efectos
fisiolégicos generalizados. La forma més comun como se determina la etapa del
ciclo estral en el que se encuentra cada rata, es por medio del estudio de los
cambios morfoldgicos en las células del epitelio vaginal En un frotis vaginal

pueden presentarse dos o mas tipos celulares, pero es el tipo celular predominante
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el que indica la etapa del ciclo estral en el que se encuentra. Los tres diferentes
tipos celulares que se pueden observar en un frotis vaginal de rata son: a) células
epiteliales nucleadas, b) leucocitos polimorfonucleares y ¢} células epiteliales
cornificadas La pared vaginal durante el estro presenta un aspecto seco, blanco y
carente de brillo pero cambia durante el metaestro presentando un aspecto
humedo y rosado. Estos cambios estan asociados con la cornificacidn de las capas
superiores durante el estro y con la extensa descamacion al final de esta efapa A
medida que se aproxima el proestro los tipos celulares presentes en los fluidos
vaginales consiste de células epiteliales nucleadas y leucocitos y ocasionalmente
algunas células cornificadas Durante el proestro, los leucocitos desaparecen, las
células epiteliales nucleadas aumentan en numero y son graduaimente
reemplazadas por células cornificadas sin nucleo. E! principio del estro ocurre
cuando el frotis presenta 75% de células nucleadas y 25% de células cornificadas.
Eventualmente, las células cornificadas son las Unicas presentes. El metaestro y el
diestro se caracterizan por la aparicion de un gran numero de leucacitos vy 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, €l Gtero inicialmente
se prepara para recibir y transportar el espermatozoide del cervix al oviducto, y
subsecuentemente se prepara para recbir los embriones del oviducto. El utero
estd compuesto por dos capas; miometrio y endometrio. El miometric es la porcion
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 endomefrio consiste de una matriz o
estroma, sobre la cual se asienta un epitelio columnar simple bajo (epitelio luminal}
con extensiones glandulares (epitelio glandular) que penetran el estroma (Hafez,
1970)
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Durante el proestro, el endometrio esta 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 baje vy 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
luminal Las células epiteliales secretan un fluido de constitucidn liquida que
contiene algunas proteinas, principalmente enzimas proteoliticas En esta etapa
aumenta la contractibilidad y excitabilidad del endometrio (Hafez, 1970)

Durante el estro v 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 tamafo, las glandulas ahora son activamente
secretoras; secretan un fluido rico en glicoproteinas, azlucares 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 lUtea, durante el diestro, el epitelic 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)

3.1.2 Proliferacion celular del atero durante el ciclo estral

La proliferacion de cada uno de estos tipos celulares durante el ciclo estral
ha sido determinada por medio de la medicién de la actividad mitética uterina, sin
embargo los resultados de diferentes grupos no coinciden perfectamente entre si.
Marcus reportd que la actividad mitdtica en el epitelio luminal es maxima durante la
noche del diestro vy la mafiana del proestro, desciende rapidamente después vy
presenta una elevacién secundaria durante el metaestro (Tabla 1) (Marcus, 1974).
Bertalanffy y Lau tambien han reportado proliferacién de este tipo celular en el dia
del diestro (Tabla 2) (Bertalanffy y Lau, 1963} El estudio de Marcus reportd que el
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TABLA 1. Actividad mitdtica uterina durante el ciclo estral (Marcus, 1974).

- Mitosis / Seccion
Epiteiio "
Dia del ciclo Lumen Glanduias Estroma Miometrio
FProestro am 404 £ 4 1 32%14 190+£49 16632
p.m, 153+£30 17205 32x09 122124
Estro am. 32114 04x02 12+04 5632
pm. 0202 02+£02 08x04 16009
Metaestro am. 180+24 15040 08+04 0
pm. 116421 20230 18+03 0
Diestro am 85+17 1709 221206 0
p.m. 3B54+35 1607 3B56+£53 10£06

Tabla 2. Actividad mitética uterina durante el ciclo estral (Bertalanffy y Lau,
1963).

Porcentaje de mitosis

Epitelio Luminal Epitelio Glandular

Dia del 10am- | 4pm- | 10pm-[4am- [10am-|4pm- |10 pm-| 4 am-

gicla 40m 10pm |4 am 10am | 4pm 10pm |4 am 10 am
[?mmmm 01 143 177 138 105 o7 |03 |03
Estol |28 |38 17 (48 |07 |09 11 10
Estoll |05 08 |35 (22 03 02 05 04

Metaestro | 5.0 3.8 09 32 90 66 32 75

Diesto | 49 22 65 92 395 04 28 8.1
Diestroll |51 4.1 19 41 44 22 08 11

epitelio glandular solamente prolifera duranie el metaestro, mientras que el de
Bertalanffy y Lau reportan que este tipo celular prolifera tanto en metaestro como

en diestro (Tabla 1y 2) En el estroma endometrial, Marcus reportd que la mitosis
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ocurre en la tarde del diestro y la mafiana del proestro, mientras que Bertalanffy y
Lau la 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)

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 estrégenos (50 ng/rata) induce la proliferacion en fodos los
tejidos uterinos: epitelios, estroma y miometrio (Quarmby y Korack, 1984, Kirkland
et al, 1979; Kaye et al, 1972) El indice mitético en el epitelio luminal alcanza su
maximo valor 24 horas después del tratamiento (Kirkland et af , 1979; Kaye et al.,
1972}, En el estroma y miometrio el maximo indice mitdtico se observa entre las 24
horas (Kaye et al, 1972) y 36-48 horas (Kirkland ef a/, 1979) E! uterc 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 gque han sido
tratadas con 17p-estradiol {02 pg/rata) solo presentan mitosis en los epitelios
juminal y glandular, pero no en el estroma En el epitelic luminal el indice mitdtico
empieza a aumentar 12 h después del tratamiento con 173-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
E2 (Tachi et al, 1972) E! pretratamiento con P, suprime la accién mitogénica del
Ez tanto en el epitelio luminal como glandular y causa una respuesta mitdtica 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) + E; (0 2 ng/rata), se presenta el
maximo indice mitdtico a ias 24 h y regresa a niveles basales a las 36 h. Las
células del estroma que presentan mitosis se ubican principalmente en la region
gue se encuentra debajo del epitelio luminal La P4 sola no produce mitosis en
ninguno de los tejidos (Clark, 1971; Tachi et af, 1972). Ya que la proliferacion

ocurre en todos los tejidos del utero durante el ciclo estral, se debe pensar que la
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cantidad de P, producida durante el metaestro-diestro en la rata tiene un
significado fisiolégico importante en lo que respecta a la proliferacién del miometrio

y el estroma

3.1.3 Muerte celular del utero durante el ciclo estral

La muerte celular ocurre a lo largo de la vida de los organismos
multicelulares y estad estrictamente regulada. Algunos ejemplos destacados de
apoptosis incluyen la involucién de la cola del renacuajo durante el desarrollo, la
seleccion negativa de linfocitos para eliminar células autoreactivas o no-
reactivas, la muerte celular de células neuronales durante el auto-ensamblaje del
sistema nervioso central y la formacién de digitos por la involucién de las células
de los intertrigos. La apoptosis es un proceso regulado, controlado por diversas
sefiales intra y extracelulares, la cual se encuentra involucrada en la muerte
cocrdinada de células somaticas gue se encuentran en exceso, que Son
peligrosas o0 que se encuentran dafiadas (Zoérnig et al , 2001). Se ha demostrado
gue el utero de diversos mamiferos, incluyendo el humano, presentan muerte
celular por apoptosis (Sandow ef af, 1979; Pollard et al,, 1987, Spornitz ef a/,
1994; Spencer et al, 1996). Usando una metodologia histomorfolégica se ha
cbservado muerte celular por apoptosis en el utero de la rata, en el cual se ha
establecido una correlacién inversa entre la proliferacion y la muerte celular
(Spornitz et af, 1994) Sin embargo, hasta hace poco tiempo no existia
informacién sistematica de la muerte celular del Gtero de [a rata durante el ciclo
estral Mas recientemente se ha reportado el indice apoptético de este tejido
durante el ciclo, sin embargo los resultados de diferentes grupos no coinciden
perfectamente entre si (Sato ef al, 1997; Burroughs et al., 2000; Lai ef a/,, 2000)
El estudio de Sato reporta que el maximo indice apopidtico dei 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
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en el dia del estro mientras que Sato no detecta fluctuaciones durante todo el

ciclo

A diferencia del Gtero, 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 célutas son eliminadas por apoptosis,
involucrando fragmentacion del ADN Las células epiteliales de la vagina presentan
cambios bioquimicos y morfologicos, durante el ciclo estral, que resultan en su
divisién, diferenciacién, cornificacion y descamacion. Histologicamente, el epitelio
vaginal esta organizado en compartimentos basales proliferatives, vy
compartimentos suprabasales de células diferenciadas. Las células de las capas
basales migran hacia el lumen diferenciandose de manera estratificada Este
proceso culminan en la formacion de la capa de células muertas cornificadas, que
finalmente se descaman hacia el lumen vaginal Estas células muertas no
presentan fragmentacién de ADN y sus niveles de expresion de bcl-2 se mantien
elevados (Sridhar Rac ef af, 1998)

32 REGULACION DE LA TRANSCRIPCION POR HORMONAS
ESTEROIDES SEXUALES.

El mecanismo de regulacion de la transcripcion por hormonas esteroides
sexuales se comenta extensamente en el articulo presente en el Anexo 1. A

continuacion se presenta un resumen de dicho articulo.
3.2.1 Caracteristicas moleculares de los receptores a hormonas esteroides

lLos esteroides sexuales llevan a cabo su funcion por su interaccidn con
receptores especificos Estos receptores a hormonas esteroides forman parte de

una superfamilia de proteinas con un alto grado de homologia, los cuales son

activados al unirse el ligando Estos receptores funcionan como factores de
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transcripcion que tienen estructura y funciones muy similares La mayoria de los
estudios indican que estos factores de transcripcion al interaccionar con el ADN
aumentan el reclutamiento del complejo de pre-iniciacién con los factores

generales de |a transcripcion (FGT) en promotores especificos.

El analisis detallado de la estructura y funcion de estos receptores ha
permitido establecer caracteristicas generales de los miembros de esta
superfamilia En forma breve podemos decir que a lo largo del receptor
encontramos diferentas funciones: en la regidn amino terminal {dominio A/B) se
encuentra la funcién de activacién o AF-1. En la regién central (dominio C) se
encuentra el dominio de unidn al ADN (o DNA binding domain -DBD), asi como
una regién de charnela o bisagra (dominio D)} la cual contiene la sefial de
localizacién nuclear En la region carboxilo terminal (domino E) se encuentra el
dominio de unién al ligando (LBD), asi como otra funcién de activacion (AF-2) y

una regién de dimerizacién

3.2.2 Mecanismo general de la regulacién de la expresion génica por hormonas

esteroides

Como se puede observar los dominios funcionales reflejan lo complejo del
mecanismo de accion, sin embargo la mayoria de |los estudios realizados hasta
ahora han permitido la caracterizacién casi completa del mecanismo de accidon
de estos receptores activados por el ligando En realidad todos los pasos de este
proceso invelucran desde la activacion del receptor por la unién a la hormona, un
cambio en la estructura del receptor y su disociacion de las proteinas de choque
térmico, la dimerizacidn y su interaccion con los elementos de respuesta (ERH)
en el ADN. Estos ERH son secuencias palindrémicas de ADN de 15-20 pares de
bases localizadas en el extremo 5’ (o incluse dentro del gen) de genes reguladoes

por hormonas.
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Una fase menos caracterizada en el mecanismo de accidn, es la secuencia
de eventos que se llevan a cabo después de que el receptor activado interacciona
con el ADN. Se ha demostrado que los receptores son capaces de reclutar
correguladores. A la fecha, se han identificado alrededor de 30 diferentes
coactivadores o complejos coactivadores que estan involucrados en la activacion
de la transcripcion reguiada por receptores nucleares {McKenna et af 1999)
Muchos de estos coactivadores son bifuncionales ya que contienen una actividad
enzimatica ademas de su dominio de coactivacidn Entre las actividades
enzimaticas que se han caracterizado en diferentes coactivadores se encuentran
dominios con actividad de acetiltransferasa, metiltransferasa, ATPasa, cinasa y
ubiquitin-ligasa, los cuales actuan scbre histonas, receptores, complejos de
cofactores y factores generales de transcripcidn basal, facilitando la entrada
subsecuente de diferentes complejos preparando al promotor para la iniciacion de
la transcripcion. El incremento en fa acetilacion del extremo amino terminal de las
histonas se ha correlacionado con la activacion de la transcripcion, mientras que la
hipoacetilacidn se ha asociado con represién. La vision que prevalece actualmente
es gue la hiperacetilacion del exfremos amino terminales de las histonas resulta en
alteraciones de las interacciones entre las cargas positivas de las histonas y las
cargas negativas del ADN, creando, por lo tanto, un ambiente mas accesible a los
factores de transcripcion (Wolffe y Pruss, 1986) Un efecto adicional de la
acetilacion de los residuos de lisina de los extremos amino terminales de las
histonas es el de alterar la estructura de la cromatina (Rhodes, 1997). Alguncs
cofactores que presentan la actividad enzimatica de acetiltransferasa son: p300,
CBP {CREB binding protein), PCAF (p300/CBP-associated factor) v la familia de
proteinas SRC (steroid receptor coactivator) (McKenna et al,1999). Ofros
coactivadores que alteran la estructura del nucleosoma son aguelios que tienen
actividad intrinseca de ATPasa como los productos de los genes brm (brahma) y
brg-1 (brahma-related gene 1) (McKenna et af ,1889). Un modelo para el papel que
juegan las acetiltransferasas y las enzimas que modifican la cromatina en el
reclutamiento del complejo de preiniciacidn por receptores unidos a su ligando se

describe a continuacion El receptor unido a su ligando se asocia con miembros de
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la familia de SRC y otras acetilasas de histonas (PCAF, p300 y CBP), asi como
coactivadores que tienen actividad enzimatica de ATPasas capaces de modificar la
estructura de la cromatina (hBRM/BRG-1) Estos coactivadores efectuan
alteraciones en el nucleosoma en la regidn del enhancer/promoétor
Subsecuentemente se lleva al cabo la interaccion con complejos coactivadores
tales como DRIP/ARC y Mediator, los cuales se piensa que establecen un vinculo
directo con los factores generales de la transcripcion y la ARN Pol ll, o cual resulta
en la estabilizacién del complejo de preiniciacion y la activacion de la transcripcion
{(McKenna y O'Malley, 2000)

3.3 C-FOS

3.3.1 Generalidades

El proto-oncogen c-fos originalmente fue descrito como el homdlogo celular
del oncogen presente en el retrovirus murino FBJ-MuSV (Van Beveren ef al,
1983). El gen de c-fos se expresa en bajos niveles en la mayoria de los diferentes
tipos de células Sin embargo, su expresion es inducida temporalmente hasta altos

niveles per una gran variedad de estimulos extracelulares

c-fos es miembros de un conjunto de genes conocidos como genes de
expresion temprana Este conjunto se define por el hecho de que su expresion es
inducida rapidamente por una gran variedad de estimulos extracelulares, aun en la
presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas. Se ha propuesto que los
genes de expresidn temprana lievan a cabo su accién al acoplar el estimulo a corto
plazo a cambios a largo plazo en el fenofipo celular, como pueden ser la
proliferacién y la diferenciacién celular. Esta hipétesis ha sido reforzada por el
descubrimiento de la funcidén de regulacion de la transcripeion por las profeinas de

la familia de c-fos y ¢-jun
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3.3.2 Estructura.

La proteina codificada por el gen de c¢-fos (c-Fos) es una fosfoproteina
nuclear que esta constituida por 380 aminoacidos. La proteina tiene una vida
media corta (20-90 minutos) y contiene un dominio en el que se repiten
periédicamente cada siete aminoacidos un residuo de leucina A este dominio se le
denomina "zipper" de leucina Adyacente al "zipper" de leucina se encuentra un
dominio rico en amincacidas basicos Cuando la region del "zipper" de leucina es
arreglada en una a-hélice, los residuos de leucina quedan alineados a lo largo de
una cara de la hélice Los residuos de leucina de una a-hélice interaccionan con
los residuos de leucina presentes en otra w-hélice de una proteina diferente, con lo
cual se facilita la dimerizacién a través de interacciones hidrofébicas. Por lo tanto,
el dominio de "zipper" de leucina facilita la formacion de heterodimeros. Esta
secuencia esta presente en diversos factores de transcripcion, tales como las
proto-oncoproteinas Fos, Myc y Jun, los factores de transcripcion de la levadura
GCN4 y yAP-1 y la proteina que se une al elemento de respuesta a cAMP (CREB)
(Hope y Struhl, 1987; Kouzarides y Ziff, 1988; Dang ef al, 1989; Landschultz ef af,
1088; Gonzalez et al, 1989) Esta region conservada estd compuesta por dos
estructuras: una regién rica en aminoacidos basicos (arginina y lisina) y el "zipper"

de leucina

Se ha demostrado (Sassone-Corsi et al, 1988) que el dominio del "zipper"
de leucina es necesario para que Fos forme un heterodimero con miembros de la
familia de Jun llamado AP-1. Sin embargo, la presencia de un "zipper" de leucina
no es factor suficiente para la formacidén de dimeros Fos no forma homodimeros y
ni Fos ni Jun pueden formar dimeros con GCN4 (O'Shea et al,, 1989) Todas las
proteinas de la familia de jun {cJun, JunB y JunD) pueden formar tanto homo como
heterodimeros, mientras que las proteinas de la familia de fos (cFos, FosB, Fraly
Fra2) no son capaces de asociarse entre si, solamente se asocian con las
proteinas de ia familia de jun Todos ios diferentes complejos que se forman

reciben el nombre de AP-1.

21




Pérdidas en el extremo carboxilo 0 amino terminal, asi como inserciones o
pérdidas en el "zipper" de leucina de Fos y Jun anulan la dimerizacién Sin
embargo, la mutacién de una sola leucina tanto en Fos como en Jun no afecta la
formacién del heterodimero, como tampoco la mutacion de dos residuos de leucina
consecutivos en Jun, no asi la mutacidon de dos residuos consecutivos de leucina

en Fos (Ransone y Verma, 1880)

La regidn rica en aminoacidos basicos media la unidn del dimero a una
regidbn especifica del ADN, ya que inserciones o pérdidas en esta regidn
disminuyen o anulan la union al ADN pero no la formacion del dimero Las
mutaciones que anulan la union al ADN son arginina (R) 144, R155 y R159 de la
proteina de c¢-fos por valina o los aminoacidos R262, R273 y lisina 276 por valina
de la proteina de c-jun {Ransone ef af, 1990) El dimero se une a regiones
promotoras que contienen el elemento de respuesta a TPA (12-o-tetradecanoil-
forbol-13 acetato) llamado TRE (TPA response element) o sitio de unién a AP-1,
cuya secuencia consenso es; 5-TGA G/C TCA-3' Los diferentes complejos AP-1
presentan diferentes actividades de unién al ADN Los heterodimeros Fos:Jun
presentan una mayor actividad de union al ADN que los homodimeros Jun:Jun. En
experimentos de unidon a ADN que contiene el elemento de respuesta a AP-1 se
observd que el heterodimero Fos:Jun se une a la secuencia a una concentracion
de 0 02 ng del fragmento de ADN, mientras que es necesario 0.3 ng del fragmento
de ADN para observar la unién del homodimero de Jun El analisis densitométrico
de la autoradiografia indico que a la misma concentraciéon de ADN, el hetercdimero
Fos:Jun se une 25 veces mas a la secuencia AP-1 de ADN que el homodimero de
Jun (Halazonetis et af, 1988) Este aumento en la actividad de unién al ADN de los
heterodimeros Fos:Jun se refleja en su mayor termoestabilidad que el de los
homodimeros de Jun; los heterodimeros se disocian entre 37° vy 42° C mientras

que los homodimeros s& disocian entre 25° y 37° C (Angel y Karin, 1981).
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A pesar de que el “zipper” de leucina es el dominio de dimerizacion principal
y que la regién basica es el dominio principal de unién al ADN, se debe de
mantener presente gue la proteina completa interactua y que aminoacidos fuera de
estos dominios también contribuyen a la dimerizacién y unién al ADN (Curran et
al, 1980).

Tanto c-Fos como c-Jun contribuyen a la funcién de activacidon de Ia
transcripciéon del complejo AP-1 Ambas proteinas contienen muttiples dominios de
activacion. En el caso de Jun se han localizado 3 regiones cortas en el extremo
amino terminal gue son importantes para la activacién de la transcripcion Estas
regiones son ricas en aminoacidos con carga negativa y son las unicas regiones
del extremo amino terminal que estan altamente conservadas entre las tres
proteinas de la familia de jun (Angel y Karin, 1991). Ademas existe un dominio de
activacion relativamente débil en el extremo carboxilo terminal (Baichwal y Tjian,
1990) En Fos se han localizado en el extremo carboxilo terminal, después de la
region del “zipper” de leucina, 3 regiones involucradas en la transactivacion de la
transcripcidn. Dos de estas regiones son homédlogas a dos de las regiones de
activacion de Jun ubicadas en el extremo amino terminal, y reciben el nombre de
HOB1 y HOB2 (Homolgy Box 1y 2) (Sutherland et al,, 1992). Asi mismo, se ha
determinade que existe ofro dominio de transactivacién en Fos ubicado en el
extremo amino ferminal (Jooss ef al, 1994)

3.3 3 Funcién de AP-1 en la proliferacion

A pesar de que existe una gran cantidad de informacién respecto a la
estructura y regulacién del compiejd AP-1, aun no se sabe con certeza el papel
gue juega en la proliferacion celular. Diversas observaciones sugieren que el
complejo AP-1 puede controlar la expresion de genes involucrados en la
proliferacién celular: Se ha observado que la expresién tanto de ¢-jun como la de ¢-
fos es rapidamente inducida en varios tipos celulares en respuesta a mitdgenos

como suero, EGF, TGFa, PDGF, estrogenos y otros (Brenner ef al, 1989;
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Treisman, 1985; Kruijer et al, 1984; Quantin y Breathnach, 1988; Weisz y
Bresciani, 1988). Células en cracimiento logaritmico contienen niveles mas altos
del ARNm de c¢c-jun que las células privadas de suero (Angel ef al, 1988). La
expresion desregulada tanto de c¢-un como de c-fos lleva a la transformacién
neoplasica de fibroblastos de rata (Schitte ef af, 1989; Miller ef al., 1984) La
microinyeccidn de anticuerpos anti-Fos o la transfeccidn del ARN antisentido de c-
fos en fibroblastos en cultivo inhibe la sintesis de ADN vy la proliferacién celular
(Riabowol et al, 1988; Holt et a/, 1988). Transfecciones transitorias de varios
oncogenes transformantes, incluvendo sre, M-ras, raf vy mos resultan en el
incremento en la actividad de AP-1, medida por la activacidn de genes reporteros
dependientes de AP-1 (Wasylyk et al, 1988; Wasylyk et al., 1989) Mientras que
estos experimentos indican que el complejo AP-1 es un blanco nuclear para las
vias de transmision de sefiales inducidas por mitdgenos o por onhcoproteinas, hasta
hace poco los unicos genes involucrados en la induccion de la proliferacion gue se
conccian, cuya expresion es regulada por AP-1, son genes cuyos productos son
factores de crecimiento tales como TGFea, TGFp e IL-2 (Kim et al, 1990; Muegge
et al, 1989) La induccidon de estos genes, a pesar de que afectan la proliferacion
celular, no explicaban como AP-1 participa en el compromiso para la replicacion
del ADN después dei estimulo mitogénico. Recientemente se ha identificado que la
secuencia reguladora del gen humano de la ciclina D1 (CyeDT) contiene dos sitios
de unidn a AP-1 (5-TGACTCA-3 y 5-TAACGTCA-3) (Albanese ef al,1995;
Herber et &l , 1994). Se ha demostrado que varias proteinas AP-1 se unen a estos
sitios, incluyendo c-Jun, JunB, cFos y ATF, y regulan la transcripcion de CycD1
(Brown ef af , 1998; Beier et al , 1999; Wisdom et a/, 1999, Bakiri ef af, 2000) Las
proteinas ciclina D son reguladoras de la progresion a lo largo de la fase G1 del
ciclo celular y se unen a las proteinas llamadas cinasas dependientes de ciclinas 4
y 6 (Cdk4, Cdk8) (ver figura 1 del articulo de revisién de p53) Este complejo
proteico fosforila y, por lo tanto, inactiva a la proteina Rb, liberando al factor de
transcripcidn E2F, permitiendo la expresidon de diversos genes que se reguieren en
la fase S del ciclo celular, incluyendo a las ciclinas E y A, cdk1, B-myb, dihidrofolaio

reductasa, timidin cinasa y ADN polimerasa o La ciclina E se asocia con cdk2, y
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este complejo cinasa se requiere para que se lleve a cabo la transicién de la fase
G1a S. El complejo ciclina E/cdk 2 mantiene a Rb en su estado hiperfosforitado, vy
por lo tanto participa en una retroalimentacion positiva para la acumulacién de E2F

activo

A pesar de |la induccion importante de |a expresidn de c-fos en respuesta a
factores de crecimiento, lo que sugiere que c-fos es esencial para la proliferacién
celular, el ratén knockout para el gen de c¢-fos demostrd que c-Fos no es esencial
para la viabilidad, proliferacion y diferenciacidn de la mayoria de los tipos celulares,
a excepcidon de algunas células involucradas en la formacién de huesos,
gametogénesis y ciertas funciones neuronales (Johnson et al,, 1992) Los ratones
homocigotes ¢-fos -/-, presentan disminucién del peso de la placenta y del feto y
hay una disminucidn importante de su viabilidad al momento del nacimiento.
Aproximadamente el 40 % de los mutantes homocigotos sobreviven y crecen
normaimente hasta que desarrollan osteopetrosis severa, con deficiencias en el
remodelado de los huesos y ausencia de la erupcién de los dientes, lo cual ocurre
a los 11 dias de edad Entre ofras anormalidades, estos ratones presentan
gametogénesis retrasada o ausente, linfopenia y conducta alterada El hecho de
que c-Fos parece no ser requerido para la proliferacion de la mayoria de las
céluias in vivo hace cuestionar por que su expresion esta tan ligada al estimulo
mitogénico. Una posible explicacidn podria ser que otras proteinas AP-1
compensan por la mavyoria de ias funciones de c-Fos, a excepcidn de aquellas que
inducen defectos en los huesos, en la gametogénesis y en ciertas funciones
neuronales Ciertamente, se ha demostrado, a través de microinyecciones de
anticuerpos especificos, que ninguna de las proteinas de la familia de Fos (c-Fos,
FosB, Fra1 o Fra2) individualmente son esenciales para la proliferacion celular,
pero que la neutralizacion de las cuatro bloquea fa proliferacion celular (Piechaczyk
y Blanchard, 1994)
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3.3 4 Regulacion de la expresion de c-fos

L.a expresién del proto-oncogen fos es inducida por una gran variedad de
agentes, tales como mitdgenos, factores de diferenciacidon y de crecimiento,
agentes farmacoldgicos especificos (como ésteres de forbol, nicotina, bario y acido
fosfatidico), estrés y choque caldrico. La induccion es rapida y pasajera y ocurre al
nivel de la transcripcién La expresién del gen de c-fos aparece pocos minutos
después de adicionar el inductor, alcanza su nivel maximo entre 30-120 minutos y
es esencialmente indetectable después de 3-8 horas dependiendo del tipo de
celula que sea tratada y del estimulo La induccién de la expresidon de c-fos se lleva
a cabo aun en la presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas; de hecho, el
tratamiento con inhibidores de la sintesis de proteinas resulta en la superinduccion
de c-fos debido a la estabilizacién del ARNm y la eliminacién de la autorepresion
de la transcripcion por Fos (Angel y Karin, 1991). Lo anterior sugiere que la
activacion de la transcripcion de c-fos después del tratamiento mitogénico se lleva

a cabo por factores pre-existentes (Ransome y Verma, 1990).

Se sabe que algunos de los agentes que inducen la expresion de fos
activan las vias de transduccion de sefiales que involucran tanto a la proteina
cinasa C como a la proteina cinasa A dependiente de cAMP. La inspeccién de la
region promotora del gen de c-fos rata (Wang y Howells, 1994) (Figura 2) revela la
presencia de un elementos de respuesta dependientes de cAMP (CREs) entre las
posiciones -60 a -35 (respecto al sitio de inicio de la transcripcion) el cual es
requerido para la induccion por agonistas de la via del adenilato ciclasa Localizado
entre las posiciones -308 a -289 esta el elemento de respuesta a suero (SRE)
Esta region es esencial para la induccion por suero, asi como por diversos factores
de crecimiento: epidérmico (EGF), de fibroblastos (FGF), derivado de plaquetas
(PDGF) y nervioso (NGF), por ésteres de forbol, por |uz ultravioleta y por los
oncogenes src y ras (Ransome y Verma, 1990) La proteina de 67 KDa que se une
a SRE es llamada factor de respuesta al suero (SRF). Esta proteina actua como

dimero y requiere de fosforitaciones para la activacion transcripcional de genes que
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contienen en su regidn promotora SRE. Otra proteina de 62 KDa también ha sido
implicada en la union a SRE vya que forma un complejo terciario con SRF
Inmediatamente hacia el extremo 3' de SRE, entre las posiciones —288 a ~282, hay
un sitio AP-1 capaz de unir los complejos Fos/Jun El elemento inducible-sis (SIE)
se encuentra entre las posiciones -341 a -327. A este sitio se une el factor
inducible- sis, el cual se activa en respuesta al tratamiento con c-sis/PDGF Una
secuencia similar al elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE) se encuentra
entre las posiciones —268 a -254 La secuencia de la region 5 del gen de c-fos
esta altamente conservado: el gen de rata es 93 % idéntico al de ratén y 77 %
idéntico al de humano Se ha identificado en la regién promotora del gen de ¢-fos
de humano, enfre la posicion ~1060 a -1300, un elemento de respuesta a
estrégenos (ERE) (Weisz y Rosales, 1990} En el caso del proto-oncogen c-fos
murino se han identificado ERE tanto en el extremo 5', en ia regién entre -278 a -
135, como en el 3 (Hyder et al., 1991a; Hyder ef a/,, 1991b).

Seiial de
TATA  ATG TGA  poli (A)

84 aa 36 aa 213 aa

SIE SRE 47 aa

Figura 2. Estructura del gen c-fos {rata). Diagrama esquematico del gen de c-fos
de rata (Wang y Howells, 1924}, en el que se presenta la localizacién de elementos
regulatorios  AP-1, elemento de respuesta a la proteina activadora —1; CRE,
elemento de respuesta a cAMP; GRE, elemento de respuesta a glucocorticoides,
SIE, elemento inducible-sis, SRE, elemento de respuesta a suero; TATA, caja
TATA

3.3.5 Regulacién de la expresion de proto-oncegenes por hormonas esteroides
Uno de los principales efectos de los estrégenos sobre el utero y las

glandulas mamarias en los mamiferos es la proliferacién celular Hasta el momento

no se sabe con exactitud el mecanismo especifico por medio del cual los
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estrégenos controlan fa proliferacion celular. La hipdtesis que prevalecia hasta
hace algunos afios era que los estrogenos actuaban como un mitdgeno indirecto,
por ejemplo, podrian actuar via la secrecion, inducida por estrogenos, de factores
de crecimiento polipeptidicos, los cuales actuaban sobre sus receptores ubicados
en la membrana celular (Davidson y Lippman, 1889) Sin embargo, recientemente
se ha demostrado que los estrdgenos inducen la expresion, en forma primaria y
rapida, de proto-oncogenes que son inducidos comunmente por agentes
mitogénicos, los cuales han sido relacionados con proliferaciéon, como son los
proto-oncogenes Con base en estas observaciones varios autores han buscado
este efecto modulador de los estrogenos sobre proto-oncogenes. En el utero de
ratas ovariectomizadas se ha demostrado que la administracion del 17f3-estradiol
incrementa la expresién de los proto-oncogenes nucleares c-myc, n-myc {(Murphy
et al, 1987), c-fos, c-jun, jun-B y jun-D (Weisz y Bresciani, 1988, Weisz et af,
1990; Cicatiello et al, 1992) Mas aun, estos estudios han demostrado gue estos
proto-oncogenes son inducidos muy poco tiempo despues de la administracion de
estradiol, por lo cual son considerados genes tempranos. En el caso de N-mye, c-
jun, c-fos y jun-D la concentracidon de ARNm de estos genes empieza a
incrementarse, en el utero de la rata, 15 a 30 minutos después de la administracion
del E;, v en el caso de c-myc y jun-B empieza a aumentar 60 a 90 minutos
después de la administracion de la hormona. Tanto en el case de ¢-myc como en
el caso de c-fos se presentan dos picos de maxima expresion E! primer pico de
maxima expresion de c-myc (5 a 9-veces respecio a las ratas fratadas con
vehiculo) se observa 3-4 horas después del tratamiento con E- y el segundo pico
(S-veces) se observa a las 28-45 horas después del tratamiento (Travers y
Knowlers, 1987; Murphy ef al, 1987; Weisz y Bresciani, 1988) c¢-fos presenta el
primer pico de maxima expresion (10 a 40-veces) 30 a 180 minutos después del
fratamiento con Ez, baja a niveles basales a las 18 horas y el segundo pico (5 a 8-
veces) se presenta 24 a 33 horas después de la administracion (Weisz y Bresciani,
1988; Loose-Mitchell ef a/, 1988; Cattaneo y Maggi, 1990} Este segundo pico se
podria deber a la induccién tardia de estos proto-oncogenes por faciores de
crecimiento {Huet-Hudson et af, 1990; Curtis et af, 1996) . En cambio, N-myc, ¢-
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jun, jun-B y jun-D solamente presentan un solo pico de maxima expresion N-myc
presenta la maxima expresion (10-veces) 30 minutos después de 1a administracion
de la hormona, c-jun lo presenta 1-3 horas (4 a 7-veces), jun-B lo presenta 2-3
horas (5 a 12-veces) y jun-D 90 a 180 minutcs (2 a 5-veces) después de la
administracion del E; (Murphy et al, 1987; Weisz ef af, 1990; Cicatiello ef af,
1992; Nephew &f al., 1993; Webb et al, 1993)

Por medic de estudios de hibridacidn in situ se ha podido detectar en que
tipo celular del utero se presenta este aumento en la expresién de los diferentes
proto-oncogenes. En el utero de ratas ovariectomizadas tratadas con vehiculo se
observan muy bajos niveles de expresion de c-fos, jun-B y jun-D y no se
encuentran localizados en ningun tipo celular especifico. Al tratar las ratas con Es
se presenta un incremento notorio en el ARNm de c-fos, jun-B y jun-D en las
células del epitelio luminal y glandular. En el caso de jun-D también se observa un
ligero incremento en la expresion de este gen en el miometrio (Nephew et af,
1994; Nephew ot al, 1995) Estos incremento son aun notorios 12 horas despues
de la administracion de la hormona y regresan a niveles basales a las 24 horas.
Estas observaciones indican gue el incremento en los niveles de ARNm de estos
genes detectados por "Northern Blot" o por ensayos de “nuclear run-on
transcription” pueden ser principalmente atribuidos al aumento de la expresion de
estos genes en el epitelio iuminal y glanduliar del endometrio uterino, En cambio, ¢-
jun presenta un patron totalmente diferente. En las ratas tratadas con vehiculo ef
transcrito de c-jun se detecta en las células del epitelio luminal y débilmente en el
miometrio Después de 3 horas de tratamiento con estradiol el ARNm de c+jun
practicamente desaparece del epitelio luminal y presenta un incremento importante
en miometrio (Nephew ef af, 1994). Lo anterior indica que el incremento en los
niveles de ARNm detectado por “Northern Blot” y por ensayos de “nuclear run-on

transcription” se deben principalmente a la expresion de ¢-jun en el miometrio.

Este incremento en los niveles del ARNm de los proto-oncogenes c-fos, ¢-
jun, jun-B y jun-D por E; es hlogueado por actinomocina D (inhibidor de la
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transcripcion), pero no por puromicina o cicloheximida (inhibidores de la sintesis de
proteina) (Loose-Mitchell et af, 1988; Weisz ef af, 1990). Esfo, aunado a los
ensayos de “nuclear run-on transcription” (Weisz y Bresciani, 1988; Cicatiello et af
1992) indican que los efectos del E; sobre la expresidn de estos proto-oncogenes

ocurren a nivel transcripcional.

El incremento en los niveles del ARNm de los proto-oncogenes se traduce
en un incremento en la proteina de estos; se ha observado que la proteina de ¢-fos
y jun-B se incrementa 2-3 horas después de la administracion de estrégenos en las

células del epitelio luminal y glandular (Papa ef al, 1991; Webb et af,, 1993}

Los efectos de los estrégenos sobre fa regulacion de la expresién de proto-
oncegenes nucleares son tejido-especificos; se ha determinado que la expresién
de estos proto-oncogenes no es inducida por E; en pulmén, rifion, higado,
musculo, bézo, corazon e intestino gruese (Murphy et al,, 1987, Weisz y Bresciani,
1988, Weisz et al, 1980) Estas diferencias entre los diversos tejidos puede ser
debido a los requerimienios de factores de transcripcion tejido-especificos
importantes para la regulacidn (Schuchard et af, 1993} Asi mismo, se ha
observado que estos efectos fambién son hormona especificos, ya que mientras
que los estrogenos inducen la expresién de estos proto-oncogenes, en Utero de
ratas ovariectomizadas, otras hormonas como glucocorticoides, androgenocs o
progesterona no inducen la expresion de estos genes {Loose-Mitchell et af, 1988,
Webb et af, 1993; Nephew et al, 1993; Nephew ef al, 1995) También se ha
observado que no todos los proto-oncogenes responden a estrogencs; la
expresion de los proto-oncogenes abl, bas, erb-A, ets, fms, fps/fes, mos, myb, raf,
Ki-ras, N-ras, rel, sis, src y B-lym no es inducida por estrégenos en utero de ratas
ovariectomizadas (Weisz y Bresciani, 1988)

La progesterona (Ps) inhibe la proliferacion celular inducida por estrogenos y

causa la diferenciacion del endometrio a uno de tipo secretor. Con base en estas

observaciones algunos autores han buscado el mecanismo molecular por medio
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del cual se lleva a cabo esta funcidon. Se ha observado que la P, reduce
considerablemente los niveles del ARNm de c-fos inducido por E; v bloguea sl
efecto represivo del E; sobre la expresion de c-jun en el tejido epitelial (Kirkland et
al, 1992; Bigsby y Li, 1994). En cuanto a jun-B, el tratamiento con E; + P4 no altera
la respuesta ni del utero completo ni del epitelic hacia el Ez, esto es, la respuesta
fue la misma gue en las ratas tratadas solamente con E; Esto plantea la
posibilidad de que ia accidén antagonista de la P4 en el crecimiento uterino
estrogeno-inducida sea mediada, en parte, por la supresion de la transcripcion de
c-fos y la induccion de la expresidn de c-jun en el epitelio uterino (Kirkland et af,
1992; Bigsby y Li, 1994)

3.4 EL GEN SUPRESOR DE TUMORES P53: MECANISMO DE ACCION EN
LA PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR

El mecanismo de accion de p53 en la proliferacion y muerte celular se
comenta extensamente en el articulo presente en el Anexo 2 A continuacién se

presenta un resumen de dicho articulo
3.4.1 Estructura y funcion de p33

La proteina de p583 es un factor de transcripcién gque aumenta la
frecuencia de transcripcidon de diversos genes que participan en la reparacion del
ADN y/o muerte celular enire otros. La proteina humana de p53 contiene 393
amincacidos y ha sido dividida estructural y funcionaimente en cuatre dominios
los cuales desempefian un papel muy preciso E! extremo amino terminal
contiene el dominic de activacién de fa transcripcion, el cual interactua con la
maguinaria basal de la transcripcion reguiando positivamente la expresion de
diferentes genes (p21/Waf1, MDM2, GADDA45, ciclina G, bax, PIGs e IGF-BP3
entre otros). Dos eventos de fosforilacién de p53 en serinas son determinantes

para la activacion de esta proteina (Caspari, 2000). La fosforilacion de la serina
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20 por la proteina Chk2 (la cual es a su vez forsforilada por la cinasa ATM)
induce la disociacidn de p53 de MDM2, evitando que sea transportada al
citoplasma donde se degradada La $15 es fosforilada por dos diferentes
cinasas, ATM y ATR Esta fosforilacion induce la interaccion con CBP/p300, ta
cual acetila varios residuos de lisina del extremo carboxilo terminal, como se

sxplica mas adelante.

El dominio de unién al ADN de pb3 ocupa casi 2/4 partes de la proteina y
se encuentra ubicado entre los residuos 102 a 292 La proteina tetramérica de
p53 (dos dimeros) se une a cuatro repeticiones de una secuencia consenso del
ADN: 5-PuPuPuC(A/T)-3' Esta secuencia se repite en dos pares, cada una

arreglada como repeticiones inversas (Cho ef al,, 1994)

La proteina nativa de p53 es un tetramero en solucién, vy los residuos 324-
355 son necesarios para la oligomerizacién de esta proteina. Se ha demostrado
que la proteina de p53 requiere de un cambio estructural para activar su unién al
ADN La forma latente de p53, que no se une al ADN, se regula por e! extremo
carboxilo terminal que estad compuesto por 29 aminoacidos, de los cuales nueve
son basicos La union de p53 al ADN es activada por la fosforilacién de los
residuos S378 y $392 por la cinasa C y la caseina éinasa I! 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 delecidn de este dominio
carboxilo terminal basico y/o la unién del anticuerpo PAb421 a los residuos 370-
378 (Jayaraman y Prives, 19985; Caspari, 2000) Estos datos han flevado a
postular que el extremo carboxilo terminal determina la conversion de p53 entre
formas que estan inactivas y formas que estan activas para su unién al ADN, en

forma alosterica (Waterman ef al, 1995).
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3.42 Induccion y activacién de p53.

En condiciones normales, p53 es una proteina poco abundante ya que
tiene una vida media corta (~ 20 minutos) y se encuentra de forma inactiva. La
degradacién de p53 esta mediada por MDM2 (Tao y Levine , 1989) y ocurre en
el citoplasma, donde se ubiguitina y se degrada por la via dependiente del
proteasoma (Kubbutat et af, 1997) Las seriales que activan p53 estan
mediadas por diversas situaciones de stress celular, como son diferentes tipos
de dafio al ADN incluyendo el rompimiento de la doble cadena del ADN por
radiaciones v y la presencia de intermediarios de reparacion del ADN debido a
radiacion ultravioleta o agentes quimicos, lo cual resulta en un incremento y
activacion de p53 en la célula Los niveles de p53 son debidos en general al
incremento de la vida media de la proteina y posiblemente también a la
velocidad de sintesis (Ko y Prives, 1996) Aun se desconocen las proteinas

involucradas en la via de deteccion del dafio al ADN y activacion de p3d3
3.4.3 Regulacion del ciclo celular y apoptosis por p53

Los efectos mediados por la induccion de p53 llevan a la inhibicion de la
progresién del ciclo celular o a la muerte celular. Ambos proveen mecanismos
por medio del cual p53 funciona para controlar el dafio al ADN, protegiendo a las
células descendientes de la acumulacion de mutaciones Diversos experimentos

han proporcionado informacion de las proteinas involucradas en ambas vias

La proteina p53 regula negativamente al ciclo celular en la transicién de la
fase G1 a la fase S por medio de p21. En la fase G1, las sefales extracelulares
de proliferacién se transducen al nucleo y activan la maquinaria del ciclo celular
La via de sefializacidn mejor estudiada en esta fase es p16-ciclina Dq-cdk4-Rb
El factor de transcripcion E2F regula la expresion de diversos genes que se
requieren en la fase S del ciclo celular Rb en su estado de hipofosforilacion

blogquea la progresion del ciclo celular porgue se une al factor de transcripcién
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E2F El complejo ciclina Dy-cdk4 fosforila a Rb, 1o que libera al factor E2F y
permite la progresion del ciclo celular. Algunas formas de dafio al ADN inducen
la activacién de p53, el cual induce la transcripcién de p21 (Waf1/Cip-1) (El-Deiry
et al, 1993). La proteina p21 inhibe ia actividad cinasa del complejo ciclina D«-
cdk4, lo cual permite la acumulacion de Rb hipofosforilade Por ofra parte, se ha
observado que p21 puede formar complejos con subunidades de E2F y de esta
forma controla directamente la actividad de esta proteina por un mecanismo
diferente a la via descrita anteriormente (Delavaine y La Thangue, 1899) Otras
formas por medio del cual p21 puede regular el cicle celular es mediante la
interaccidn con el factor de replicacion y reparacion PCNA (antigeno nuclear de
proliferacion celular) p21 inhibe la funcién de PCNA, blogueando el pasc de
elongacion en la replicacion del ADN (Waga ef af , 1994) Asi mismo, en algunas
células en cultivo la sobreexpresion del gen GADD45 (gen inducido por p53)
inhibe la progresién de ciclo en G1 (Kastan et al, 1992) La proteina Gadd45 se
une a PCNA e inhibe la entrada de las células a la fase S (Smith et al , 1994)

p53 induce apoptosis en varios tipos celulares, particularmente en las
células de la linea hematopoyética (Oren, 1994) Asi mismo, diversos estimulos
pueden causar apoptosis dependiente de p53, incluyendo dafio al ADN (Lowe et
al, 1993a), expresion de oncogenes virales (ie E1A de adenovirus (Debbas y
White, 1993) o E7 de papilomavirus (Howes et al, 1994)), expresion de
oncogenes celulares {ie myc (Wagner et al, 1994)), pérdida de factores de
crecimiento (Canman ef al, 1995), o de interleucinas (Gottlieb et al, 1994), o por
la pérdida de genes supresores de tumores (ie. Rb (Wu y Levine, 1994)). Sin
embargo, la induccién de apoptosis también puede ocurrir por vias
independientes de p53 (Lowe et al, 1993h).

p53 puede inducir apoptosis tanto por medio de su funcién
transactivadora, asi como por una actividad que no requiere de dicha funcién
Esto ultimo se ha observado en varios tipos celulares, en donde la apoptosis

mediada por p53 e iniciada por dafio en el ADN ocurre en ausencia de sintesis




de ARN o proteinas (Caelles et al, 1994) o en presencia de p53 con deficiente
funcioén transactivadora (Haupt et a/ , 1995).

Entre los genes cuya expresién es regulada por p53 y que pueden influir
en la decisién de entrar a una via apoptética se encuentran /{GF-BP3, bax, bcl-2,
PIGs (genes inducidos por p53), Fas, FasL y DR5 (Receptor de muerte 5)
(Miyashita et al, 1994; Buckbinder et al , 1995; Miyashita y Reed, 1995; Polyak
et al, 1997) Todos estos genes son inducidos por p53, a excepcion de bel-2 que
es inhibido (en algunos tipos celulares) La sobreexpresion de bcl-2 puede
bloquear la apoptosis inducida por p53 Bax se une a Bcl-2 y antagoniza su
habilidad para bloquear la apoptosis. Asi es que la sintesis de Bax y la inhibicién
de Bcl-2 dependientes de p53 induce |la respuesta de la célula hacia apoptosis
Las proteinas que conforman la familia de Bax y Bcl-2 forman canales en la
mitocondria, los cuales controlan la liberacion del citocromo C, el cual es
gsencial para la activacion de Apaf-1. El citocromo C se une a Apaf-1 en
presencia de nucleétidos de adenina y esta unidén produce un cambio
conformacional que permite gue la procaspasa-9 se una a este complejo La
subsecuente oligomerizacién de la procaspasa-9 facilita su autoactivacion, la
cual desencadena la cascada de activacion de caspasas. Estas proteasas
degradan diversas proteinas celulares, entre las que'se encuentran proteinas
estructurales, cinasa y proteinas relacionadas con el ciclo celular y la reparacion
del ADN, lo cual finaimente ileva a la apoptosis (Zou et al,, 1997; Sheikh y
Fornace, 2000)

Los genes inducidos por p53 o PIGs son 13 genes involucrados en el
control redox, y son activados antes de la apoptosis mediada por p53. Estos
datos han llevado a postular el siguiente modelo: p53 induce
transcripcionaimente la expresién de genes relacionados con el control redox
(PIGs), lo que resulta en la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Estas ROS causan dafio oxidativo a la mitocondria, lo cual activa la cascada de

caspasas para inducir la apoptesis (Polyak et af , 1997)
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La proteina de unién al factor de crecimiento tipo insulina 3 (/GF-BP3)
afecta el crecimiento y el gen que codifica para esta proteina también es
regulada por p53 Al unirse esta proteina a IGF previene [a interaccion con su
receptor (IGFR), blogueando la via de sefalizacion de IGF que induce mitosis
(Miyashita y Reed, 1995)

Fas y DR5 perienecen a la familia del receptor del factor de necrosis
tumoral (TNFR) Estas proteinas se encuentran ubicadas en la membrana
citoplasmatica y contienen un dominio intracelular que es fundamental para la
transducciéon de la sefal apoptdtica Estos receptores son activados por un
ligando; Fas es activado por Fasl y DR5 por TRAIL (ligando que induce
apoptosis relacionado con TNF). Estos receptores también se pueden activar en
ausencia del ligando por la sobreexpresion del receptor La activacién del
receptor, dependiente ¢ independiente del ligando, induce la trimerizacién del
receptor, lo cual induce el reclutamiento de proteinas adaptadoras intracelulares
y la subsecuente activacion de la cascada de caspasas (Sheikh y Fornace,
2000)
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4, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha propuesto que los cambios en los niveles hormonales durante el ciclo
estral de la rata regulan la proliferacion y muerte celular en el epitelio uterino Sin
embargo, los datos de proliferacién celular reportados hasta el momento no
coinciden perfectamente entre si y existen pocos datos en fa literatura que
describen la muerte celular en este tejido. Asi mismo, se ha propuesto que unc de
los primeros pasos mediante el cual los estrégenos inducen la replicacion del ADN
y la proliferacidn celular en el utero de las ratas ovariectomizadas (ovx) es
mediante la induccién de la expresién de factores de transcripcién, entre los cuales
se encueniran los proto-oncogenes Se ha demostrado que la expresién del proto-
oncogen c¢-fos es inducida en el Utero de las ratas ovariectomizadas poco tiempo
después de la administracion de 178-estradiol (Ez). Sin embargo, no se ha
estudiado si la expresién de c-fos es regulada por Ez durante el ciclo estral y si su
expresion efectivamente se correlaciona con la proliferacién celular en tejidos
uterinos. En diversos maodelos experimentales, se ha observado que p53 es uno de
los genes involucrados en ta regulacién de la muerte celular, sin embargo, hasta el
momento se desconoce si este gen se expresa en el utero de la rata y si lo hace de
que manera se correlaciona con la regulacién de la muerte celular en el epitelio

uterino durante el ciclo estral
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5. OBJETIVOS GENERALES

Estudiar el patrén de proliferacion y apoptosis del epitellio uterino de la rata
durante el ciclo estral y correlacionarlos con el patrén de expresién del protc-

oncogen c-fos y del gen supresor de tumores p53 en este érgano

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1 Analizar el patrén de expresian del proto-oncogen c-fos y del gen supresor de
tumores p53 en los epitelios uterinos luminal (EL) y glandular (EG) de |a rata
durante el ciclo estral tanto al nivel transcripcional (ARNm) como traduccional
(proteina)

2. Analizar el patron de apoptosis del EL y EG del utero de la rata durante el
ciclo estral y correlacionarlo con la expresiéon de p53

3 Analizar el patrédn de proliferacion del EL y EG del utero de la rata durante el
ciclo estral y correlacionarlo con la expresién de c-fos

4 Analizar el patrén de expresidn de las isoformas o y P del receptor a
estrégenos en el EL y EG del utero de la rata durante el ciclo estral y

correlacionaric con la expresion de ¢-fos y la proliferacion celular
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6. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se espera que la expresion del gen de c-fos se incremente en los tipos
celulares de! Utero de la rata que prasentan proliferacion celular en las diferentes
etapas del ciclo estral v que la expresion de p53 se incremente en los tipos

celulares que presenten muerte celular
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7. MATERIAL Y METODOS

71 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se usaron ratas adultas de la cepa Long-Evans de 200-250 ¢, las cuales
fueron mantenidas en un ciclo luz:obscuridad 14:10, con agua y comida ad
libitum Solamente se utilizaron ratas que presentarcn por lo menos 3 ciclos
estrales regulares de 4 dias de duracién, el cual fue determinado por medio de
analisis microscopico de frotis vaginales diarios Los animales se sacrificaron a
las 13:00 hrs de cada uno de los dias del ciclo Inmediatamente después de

sacrificar a ios animales se obtuvo el utero

7.2 PROCESAMIENTO DEL TEJ[IDO

Los tejidos fueron fijados en paraformaldehido al 4% en PBS. Los tejidos
que se usaron tanto para la hibridacién in sitt como para la inmunohistoquimica
fueron fijados por 2 h, mientras que los que se usaron para la determinacion del
indice apoptético fueron fijados por 24 h Los tejidos fueron deshidratados,
impregnados e incluidos en parafina. Se hicieron cortes de 4-5 pm de grosor y se
colocaron en laminillas Silane-Prep (Sigma) para hibridacion in situ, laminillas
ratadas con vectabond (Vector) para inmunohistoguimica, o laminillas tratadas con

Poli-L-lisina (Sigma) para indice apoptético
73 DETERMINACION DEL INDICE APOPTOTICO

Se llevo a cabo la técnica de TUNEL para determinar el indice apoptdtico de
cada tipo celular en las diferentes etapas del ciclo estral en cortes histoldgicos
Para ello se usé un estuche de deteccidon in situ de muerte celular (Boehringer
Mannheim)} siguiendo las instrucciones dei fabricante Este estuche se basa en el
marcaje de los extremos libres 3-OH del ADN, los cuales se generan por la

degradacion del ADN durante la muerte celular, con un nucledtido modificado
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(fluoresceina-dUTP) por medio de la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal
(TdT) E! ADN marcado con dUTP-flucresceina es detectado por medic de un
anticuerpo  anti-fluoresceina conjugado con peroxidasa Posteriormente, la
peroxidasa es detectada por su reaccidn con la diaminobencidina (DAB) y las
células tefidas se analizan por medio de un microscopio de luz El indice
apoptotice fue estimado contando el numero de células apoptoticas marcadas
(usande el programa Metamorph Imaging System) Un total de 100 células fueron
analizadas por cada tipo celular por cada seccién Tres secciones por animal

fueron analizadas N = 5 animales por dia

7.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se observé la estructura de los diferentes tipos celulares por medio de
microscopia electronica de transmicién Para ello se sacrificaron 2 ratas de cada
uno de los dias del ciclo y se extrajo el utero El tejido se fij6 con fijador de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) modificado y se procesd hasta su inclusién en Epdn
812 segun una técnica ya probada (Merchant-Larios et al, 1993) Se hicieron
cortes seriados alternando semifinos y finos de 1 um y 70 nm respectivamente Los
cortes semifinos se observaron al microscopio de luz después de tefiirlos con azul
de toluidina y los cortes finos se contrastaron con acetato de uranilo y plomo y se
observaron en un microscopio electrénico (Jeol, Modelo JEM-1010), a un aumento
dex25Kax 15K

7.5 DETERMINACION DE PROLIFERACION CELULAR

Se llevd a cabo la determinacion de la proliferacion de cada tipo celular del
utero de la rata en los diferentes dias del ciclo estral por medio de la incorporacion
de 5-bromo-2'-deoxi-uridina {BrdU} al ADN. Para ello, se inyectaron a las ratas 5
mg/ 100 g de peso corporal de BrdU intraperifonealmente 2 h antes de sacrificar al
animal Los animales se sacrificaron a las 13:00 h e inmediatamente se obtuvo el

utero Este se proceso para llevar a cabo cortes en congelacion de 16 um de
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grosor y se montaron en laminiflas tratadas con poli-L-lisina. El tejido fue fijado con
etanol acido (50 mM glicina en 70% etanol pH 2) e incubado con el anticuerpo
monoclonal anti-BrdU La preparacion del anticuerpo contiene nucleasas
especificas que permiten el acceso del anticuerpo a la BrdU incorporada al ADN.
Después de incubar con el anticuerpo secundario anti-raton-lg-rodaminado, las
células marcadas se observaron en un microscopio de fluorescencia (Nikon,
Modelo HSX-DX) Se cuantificé 1a cantidad de nucleos marcados en el epitelio
luminal y en el epitelio glandular en cada una de las etapas del ciclo estral. Se
analizaron todos los nucleos de los epitelios luminales y glandulares de cada corte

y se cuantificd el numero de nucleos positivos N = 5 animales por dia

7.6 PREPARACION DE PLASMIDOS

Se llevd a cabo la preparacion de los plasmidos ,que contenian el ADNc de
c-fos y p53, usando un método de purificacion en columnas (Qiagen). Para ello se
cultivaron 25 ml de medio liguido LB con las bacterias de E. coli DHSa que
previamente se habian transformado con los plasmidos respectivos. Para obtener
los plasmidos, las bacterias se lisaron en medio alcalino (0.2 N NaOH, 1% SDS) y
se neutralizaron (3 M acetato de potasio, 2 M 4cido acético glacial) Finalmente, se
purificaron por medio de columnas {Qiagen) Para verificar los plasmidos se hizo
un mapa de restriccion. El ADNc de p53, que estaba inserto en el plasmido
Bluescript (Stratagene), fue digerido con Stu | o con Eco RI/Bgl ! El ADNc de ¢~
fos, que estaba inserto en el plasmido pSp65 (Promega), fue digerido con la
enzima Pvu Il

7.7 TRANSCRIPCION IN VITRO

Se obtuvo el ARNc marcado con digoxigenina-11-UTP por medio de un
estuche de transcripcién in vitro con SP8, T3 o T7 ARN polymerasa (Boehringer
Mannheim) segun las instrucciones del fabricante E! molde de ADN de p53
(Soussi et al, 1988) y de ¢-fos (Curran et al ,11987) de rata se encuentran clonados

42




en la regién del poly-linker de los plasmido Bluescriptt y pSp65, respectivamente
Después de linearizarlos en un sitio adecuado, el ARN se transcribio en la
presencia de digoxigenina-11-UTP. Para obtener la sonda antisentido de p53 se
digirié el plasmido en el que estaba inserto el ADNc con Stu | y se transcribié con
T3, y la sonda sentido se obtuvo digiriendo el plasmido con Kpn | y transcribiendo
con T7 En el casc de c-fos, la sonda antisentido se obtuvo digiriendo el plasmido
c-fos 1B con Sal | y transcribiendo con SP6. La sonda sentido se obtuvo digiriendo
el plasmide c-fos 1A con Pvu |l y transcribiendo con SP8. La eficiencia de cada
franscripcidn se determind por medio de dot blot comparandola con el control
marcado que proporciona el estuche de transcripcion. Asi mismo, se llevé a cabo
una hibridacion en dot blot para lo cual se usaron ARNs extraidos de Utero de rata
en diferentes dias del ciclo estral

7.8 HIBRIDACION IN SITU

Los cortes histolégicos que previamente se habian colocado en laminillas
silane-prep (Sigma), se desparafinaron y se rehidrataron. Se llevd a cabo un
rompimiento de ribosomas con HCI 02 N, se permeabilizd con proteinasa K (1
pg/ml) y se acetild con trietanolamina - anhidrido acético. Se equilibraron las
muestras con solucién de equilibrio (formamida 50%, NaCl 0 6 M, Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, DTT 10 mM y heparina 50 mg/ml), se prehibridaron con amortiguador
de prehibridacion (50% formamida, 4 X SSC (NaCl 0.6 M, citrato de scdio 0 08 M},
1 X solucidon de Denhardt (Ficoll tipo 400 0 02 %, polivinilpirrolidona 002 %,
albimina sérica bovina 0.02 %), 0.5 mg/m! ADN esperma de salmén, 0 25 mg/m!
ARNt, 10% dexiran sulfato) por 1 h a temperatura ambiente y se hibridaron con los
ARNc marcados con digoxigenina (30 ng/ul) por 18 ha 52 ° C (¢-fos) 0o 57 ° C
(p53) Una vez terminada la hibridacion las muestras se lavaron con SSC 2 X, 1 X
y 0.5 X La deteccidn de los hibridos marcados con digoxigenina se desarrolld
mediante un estuche de deteccion de acidos nucieicos marcados con digoxigenina
{Boehringer Mannheim) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este consiste en

la deteccion de acidos nucleicos marcados con digoxigenina por medio de un
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anticuerpo conjugado anti- digoxigenina -fosfatasa alcalina y el substrato rojo
permanente, el cual produce un precipitado rojo. Los nucleos se contratifieron con
hematoxilina Se empled un microscopio de luz para la observacién de los campos
microscopicos Se analizd el epitelio luminal y glandular con la ayuda del programa
Metamorph Imaging System para determinar la intensidad de la marca (valor
promedio de gris) presente en el citoplasma de las células inmunopgositivas La
intensidad de gris fue convertido a valor numérico usando la escala de 0 (blanco) a
255 (negro). La intensidad del fondo fue determinada de las secciones incubadas
con fa sonda sentido El valor del fondo se resto a los valores obtenidos con la
sonda antisentido Un total de 100 células fueron analizadas per cada tipo celular
por cada seccion Tres secciones por animal fueron analizadas N=5 animales por

dia.
7.9 INMUNOHISTOQUIMICA

Los cortes histoldgicos que previamente se hablan colocado en laminillas
tratadas con vectabond, se desparafinaron y se rehidrataron Se ilevd a cabo la
recuperacion del antigeno hirviendo los cortes en citrato de sodio 10 mM pH 6. Se
blogueo la peroxidasa endégena con HxO; al 3% y se permeabilizéd con triton X-
100 al 0 5 % Se bloqueo con albumina 5 % - H.0, 1 % y posteriormente se incubd
con el anticuerpo primario policlonal anti-Fos, anti-p53, anti-REa o anti- REp (c-
Fos: sc-52, p53: sc-1312, REw: sc-542, RER: sc-6821; Santa Cruz Biotechnology
Inc, Santa Cruz, CA) por 24 h a 4 ° C Para el control negativo, se omitio el
anticuerpo primario. Se incubé con el anticuerpo secundario biotinilado por 2 h y
después con el complejo avidina-biotina por 1 h La reaccién se reveld con
diaminobencidina y se contratiid con hematoxiiina. Las c¢elulas marcadas se
observaron en un microscopio de luz Se cuantificd la cantidad de nucleos
inmunopositivos en el epitelio luminal y en el epitelio glandular en cada una de las
etapas del ciclo estral con la ayuda del programa MetaMorph Imaging System Se
analizaron todos los nuclecs de los epitelios luminales y glandulares de cada corte.

N = 5 animales por dia Se le asigné los siguientes valores a la intensidad de la
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tincion: (0) ausente; (1) debil; (2) moderada; (3} intensa Se calculé el puntaje
histolégico (HSCORE) de la siguiente forma: HSCORE = £Pi (i+1), donde i = 0, 1,
2, 0 3y Pi es el porcentaje de cada intensidad, de 0% a 100% (Lessey et al,
1988)

7.10 CUANTIFICACION HORMONAL

Se llevd a cabo la cuantificacion del nivel hormonal en plasma sanguineo
por radioinmunoanalisis (RIA) (Abraham, 1975) Se cuantificaron los niveles de
estradiol y progesterona de grupos de 5 animales sacrificados a las 13:00 h de
cada uno de los dias del ciclo. La sensibilidad del ensayo fue de 5 4 pg/m! para el
estradiol y de 8 3 ng/ml para la progesterona Los coeficientes de variacién intra e

interensayo fueron de 5 3 + 8% v 6 5 + 10% respectivamente

711 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de TUNEL, proliferacion, hibridacion in situ, inmunohistoguimica y
radicinmunoensayo fueron evaluados por medio de andlisis de varianza de una
sola via (ANOVA) seguida por una prueba de comparacién multiple de Tukey. Se
uso el programa Prism 2 01 para calcular los valores de probabilidad y los errores

estandar de la media (zESM)
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8.RESULTADOS

8.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA

Con el objeto de determinar las caracteristicas que presentan las células
muertas se observd la estructura de los diferentes tipos celulares por medio de
microscopia electronica Las caracteristicas principales que presentan las céluias
gue mueren por apoptosis son. la cromatina se condensa formando agregados
cerca de la membrana nuclear, la cual se convoluciona, mientras que los nucleoclos
se agrandan Las células se encojen y la membrana celular presenta
protuberancias Los organelos mantienen una apariencia normal salvo por la
dilatacion del reticulo endopiasmico y la hinchazén de las mitocondrias Las células
apoptoticas son fagocitadas por células vecinas o por macrofagos (Zérnig ef al,
2001). En el utero de la rata se observaron células muertas en el epitelio glandular
y en el epitefic luminal durante el estro (Fig 3). Durante el metaestro, las células
muertas se observaron principalmente en el epitelio luminal (Fig 3) Entre las
principales caracteristicas de estas células en proceso de apoptosis se observd
que presentaron condensacién de la cromatina, formacion de cuerpos apoptéticos,
y se observé gue son fagocitadas por céluias epiteliales adyacentes y/ o por
macréfagos Durante el diestro también se observaron células muertas en el
epitelio glandular, pero en menor proporcién que durante el estro Estas células
presentaron las mismas caracteristicas antes mencionadas. Durante el proestro,

practicamente no se observaron células apoptdticas

Figura 3. {Siguiente hoja) Microscopia electronica del epitelio luminal (A) y
glandular (B) del utero de la rata durante el dia del metaestro y estro,
respectivamente Las flechas indican cuerpos apoptéticos en diversos estadios de

digestién con vacuolas fagociticas Barra =2 um

46




NIDNO 3Q YTTVd
NOD SISAL

47




8.2 CUANTIFICACION DEL INDICE APOPTOTICO

Para cuantificar el porcentaje de células muertas en cada tipo celular del
utero se usaron uteros de ratas en los diferentes dias del ciclo estral Los uteros se
fijaron con paraformaldehido, se incluyeron en parafina y se procesaron con un
estuche para deteccién in sifu de muerte celular - POD (Boehringer Mannheim),
revelando finalmente la reaccidon con DAB De los uteros de los animales
sacrificados a fas 13:00 h, en la etapa en la que se observé un mayor numero de
celuias muertas tanto en el epitelio luminal como en el epitelio glandular fue
durante el estro (Fig 4) Durante el metaestro también se observaron células
muertas en el epitelic lJuminal y muy pocas en el epitelio glandular En cambio, en
las etapas de diestro y proestro se observaron muy pocas células muertas en
ambos epitelios Se cuantificd el porcentaje de células positivas a la reaccidn de
TUNEL en el epitelio luminal y glandular en cada una de las etapas del ciclo con la
ayuda del programa MetaMorph Imaging System. Los resultados de la
cuantificacion se presentan en la figura 5

Figura 4. (Siguiente hoja) Apoptosis del epitelio uterino durante el ciclo
estral determinado por el método de TUNEL. Se muestra un ensayo
representativo de cada dia del ciclo; A} metaestro, B) diestro, C) proestro, D)
estro, E) control negativo, es un corte seriado del tejido durante el dia de! estro
(se omitid la enzima TdT). Las flechas indican células positivas a la reaccién de
TUNEL Barra =25 umen A B, y D En Cy E barra = 50 um LE, epitelio

luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma.
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Figura 5. Apoptosis en el epitelio uterino durante el ciclo estral. Se lievo a
cabo la reaccién de TUNEL en el utero de 5 animales diferentes en cada dia del
ciclo para determinar el ndmero de células muertas en el epitelio luminal vy
glandular. M, metaestro; D, diestro; P, proestro; E, estro. Los resultados se
expresan como la media + ESM En el epitelio luminal: **p< 0.001 comparado ¢con
los otros dias del ciclo *p< 001 comparade con D y P. En el epitelio glanduiar:
**p< 0 001 comparado con My P y p< 0.01 comparado con D.

8.3 EVALUACION DEL ARNm DE P53 POR HIBRIDACION IN SITU

Para evaluar si p53 esta involucrada en fa regulacion de la muerte celular en
los epitelios uterinos durante el ciclo estral, se detectd la presencia tanto del ARNm
como de la proteina de p53 en el epitelio luminal y glandular del utero durante los
diferentes dias del ciclo. Para detectar el ARNm de p33 en los epitelios uterinos se
procesaron los Uteros de ias ratas en los diferentes dias del ciclo por medio de la
técnica de hibridacion in sifu Las celulas inmunopositivas se revelaron con el
colorante rojo permanente y los nucleos se contratifieron con hematoxilina La
intensidad de la tincidon citoplasmatica se cuantificé con la ayuda del programa
Metamorph Imaging System Se observd que el ARNm de p53 se encuentra

presente en el citoplasma de las células del epitelio luminal y del epitelio glandular
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en todos los dias del ciclo estral, sin embargo, se observd, en forma muy marcada,
un mayor contenido del ARNm, tanto en el epitelio luminal como glandular, en el
dia del metaestro y este disminuyd a lo largo del ciclo hasta llegar a su nivel mas
bajo en el dia del estro (Fig 8y 7)

Figura 6. {Siguiente hoja) Expresion del ARNm de p53 en el utero de la rata
durante el ciclo estral analizado por hibridaciéon in situ. Se muestra una
hibridacidn in situ representativa de cada uno de los dias del ciclo: A) metaestro;
B) y C) diestro; D) y E) proestro; F) y G) estro; H) e |) control negativo (es un
corte seriado del Utero de rata en metaestro hibridado con la sonda sentido) En
A) se observa tanto el epitelio luminal como el glandular B), D}, F} y H) muestran
el epitelio luminal C), E), G) e 1) muestran el epitelio glandular Barra = 25 um

LE, epitelio luminal; GE, epitelio giandular; S, estroma

Epitelio Luminal E pitelio Glandular

75

3 g "

% * % __‘.E_ wok

o

::.'. - 50 Ect 50

3 38

5 =

2 5

g 254 ‘w25

L g

g o

" ﬁ 1

ﬁ__
0 i ) P E 0 m ) 5 E
Dia del ciclo Dia del ciclo

Figura 7. Expresion del ARNm de p53 en el epitelio uterino de la rata
durante el ciclo estral. Se lievd a cabo la hibridacion in situ en el utero de 5
animales diferentes en cada dia del ciclo para determinar el contenido de ARNm
de p53 Se evalud la intensidad de la tincién (valor promedio en la escala de
grises) M, metaestro; D, diestro; P, proestro; E, estro Los resultados se
gxpresan como la media + ESM **p< 0 001 comparado con los otros dias del

cicio
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84 EVALUACION DE LA PROTEINA DE P53 TPOR
INMUNOHISTOQUIMICA

La proteina p53 se detectd por inmunohistoquimica (Fig. 8) La
inmunoreactividad para p53 se detectd en el nucleo de las células epiteliales
durante los dias del metaestro, diestro y proestro En el dia del estro, la
inmuncreactividad para p53 fue detectada predominantemente en el citoplasma
de las células epiteliales La mayor cantidad de nucleos inmunopositivos para
p53 fueron detectados, en ambos epitelios, en el dia del metaestro. En el epitelio
luminal, el numero de nucleos inmunopositivos disminuy6 en los siguientes dias
del ciclo estral, y se observd el valor mas bajo en el dia del estro, que es cuando
se presenta la mayor muerte celular en ambos epitelios. En el epitelio glandular
el numero de nucleos inmunopositivos fue similar durante los dias del metaestro,

diestro y proestro y disminuyd significativamente durante el dia del estro (Fig. 9)

Figura 8. (Siguiente hoja) Localizacion de la proteina p53 por
inmunohistoquimica en el utero de la rata durante el ciclo estral. Se
presenia una inmunohistoguimica representativa de cada uno de los dias del
cicto: A) y B) metaestro; C) y D) diestro; E) y F) proestro; G) y H) estro; ) y J)
controles negativos (son cortes seriados del utero de rata en metaestro en el
cual se omitid el anticuerpo primario} A), C), E), G) e I} muestran el epitelio
iuminal B), D), F), H) vy J) muestran el epitefic glandular. Las cabezas de flecha
indican nucleos con tincién positiva a p53 Barra = 25um LE, epitelio luminal;

GE, epitelio glandular; 3, estroma
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Figura 9. Nivel de expresion de la proteina p53 en el epitelio uterine durante
el ciclo estral. Se realizd la inmunchistoquimica de p53 en el utero de 5 diferentes
animales por cada dia del ciclo estral y se determind el numero de ndcleos
inmunopositivos en el epitelio luminal y en el glandular M, metaestro; D, diestro, P,
proestro; E, estro. Los resultados se expresan como la media + ESM En el epitelio
luminal: **p< 0.001 comparado con M y D, y p< 0 05 comparado con P; *p< 0.01

comparado con M En el epitelio glandular: **p< 0 001 comparado con los otros
dias del ciclo.

8.5 EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

Con el objeto de determinar la etapa del ciclo en la cual proliferan cada uno
de los epitelios uterinos se usé la incorporacion de BrdU al ADN de las células que
se encuentran en la fase S del ciclo celular La BrdU incorporada se detectd por
medio de un anticuerpo acoplado a rodamina. Los nucleos marcados se
observaron en un microscopio de fluorescencia. En las etapas de metaestro y
diestro se observé una intensa actividad proliferativa tanto en el epitelio luminal
como en el epitelio glandular (Figs 10 y 11). Sin embargo, durante el proestro
solamente el epitelio luminal presentd una alta actividad proliferativa, mientras que
en el epitelio glandular disminuyé significativamente el numero de nucleos

positivos Asi mismo, se observaron en esta etapa algunas células en proliferacion
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en el estroma y en ef miometric En la etapa de estro se observaron pocos nlcleos
positivos en ambos epitelios, lo que indica que en esta etapa ambos epitelios
presentan su minima actividad proliferativa. En cambio, el estroma presentd una

alta actividad proliferativa en esta etapa del ciclo estral

Figura 10. (Siguiente hoja) Se utilizé la incorporacion de BrdU para
determinar la proliferacién del epitelio uterino de la rata en cada dia del
ciclo estral, La BrdU incorporada se detecté con un anticuerpo anti-BrdU, y este
a su vez se detectd con un anticuerpo secundario rodaminado Las células
marcadas se observaron en un microscopio de fluorescencia. En el dia del
metaestro A} y del diestro B) el epitelio luminal y el glandular presentan
proliferacian En el dia del proestro (C y E), el epitelio iuminal y el estroma
presentan proliferacién, mientras que en el dia del estro (D y F) el estroma es el
unico tipo celular que prolifera G) Control negativo (es un corte seriado del tejido
en el dia del proestro en el que se omitié el anticuerpo). En E y F se cbserva una
exposicion doble con fluorescencia y con optica de Nomarski, las flechas indican
nucleos positivos para la incorporacion de BrdU Barra= 100 umen A, B, C, Dy
G En E y F barra = 50 um LE, epitelio luminal; GE, epitelic glandular; S,

estroma
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Figura 11. Cuantificacién de la incorporacién de BrdU en el epitelio uterino
durante el ciclo estral. Se cuantificaron los nucleos inmunofluorescentes en el
epitelio juminal y glandular del utero de 5 animales diferentes por cada dia del
ciclo M, metaestro; D, diestro; P, proestro; E, estro Los resultados se expresan
como la media £ ESM En el epitelio luminal; **p<0 001 comparado con D, p<0 01
comparado con M y p<0 05 comparado con P. En el epitelio glandular: **p<0.001

comparado con My D.

8.6 EVALUACION DEL ARNm DE C-FOS POR HIBRIDACION IN SITU

Para evaluar si c-fos esta relacionado con la proliferacién de los epitelios
uterinos durante el ciclo estral, se detecto la presencia tanto del ARNm como de la
proteina de c-fos en el epitelic luminal y el epitelio glandular de! Utero durante los
diferentes dias del ciclo. Para detectar el ARNm de ¢-fos en los epitelios uterinos
se procesaron los Uteros de las ratas en los diferentes dias del ciclo por medio de
la técnica de hibridacidén in sity Las células inmunopositivas se revelaron con el
colorante rojo permanente y los nucleos se contratifieron con hematoxilina La
intensidad de la tincion citoplasmética se cuantificd con la ayuda del programa
Metamarph imaging System EI ARNm de c-fos se observd en el citoplasma de fas
células del epitelic luminal y de! epitelio glandular en todos los dias del ciclo estral

Sin embargo, se observé un mayor contenido del ARNm, tanfo en epitefio luminal
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como glandular, en el dia del metaestro y este disminuyo a lo largo del ciclo hasta
llegar a sus niveles mas bajos en el dia del estro (Figs. 12 y 13) Asl mismio, se
detecié la presencia de este ARNm en el miometrio (tanto circular como
longitudinal) en todas las etapas del cicio En el miometric longitudinal, la mayor
concentracion se detectd en el metaestro y en el miometrio circular en el proestro.
En ambos miometrios la concentracién disminuyé en el diestro, aumentd en el
proestro y disminuyd en el estro En ei estroma periluminal, también se detecto la

presencia de este mensajero Esta fue mas evidente en la etapa del diestro

Figura 12, {Siguiente hoja) Expresidon del ARNm de ¢-fos en el utero de la rata
durante el ciclo estral analizado por hibridacién in situ. Se muestra una
hibridacién in situ representativa de cada uno de los dias del ciclo: A) metaestro; B)
diestro; C) proestro; D) estro; E) control negativo (es un cortes seriado del Utero de
rata en metaestro hibridade con ia sonda sentido) Barra = 100 um LE, epitelio

luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma
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Figura 13. Expresién del ARNm de c-fos en el epitelio uterino durante el
ciclo estral. Se llevd a cabo la hibridacién in situ en el utero de 5 animales
diferentes por cada dia del ciclo para determinar el contenido de ARNm de ¢-fos.
Se evalud la intensidad de la tincion (valor promedio en la escala de grises) M,
metaestro; D, diesiro; P, proestro; E, estro Los resultados se expresan como la
media £ ESM. En el epitelio luminal: **p< 0 001 comparado con Dy E y p< 001
comparado con P En el epitelio glanduiar; **p< 0.001 comparado con Py E y p<

0 05 comparado con D
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8 7 EVALUACION DE LA PROTEINA C-FOS POR INMUNOHISTOQUIMICA

La proteina c-Fos se detectd por inmunchistoquimica Esta proteina se
detectd en el nucleo de las células del epitelio glandular y luminal (Fig 14) En
ambos epitelios, la mayor cantidad de nucleos inmunopositivos para Fos se
detectaron en ia etapa del diestro (Figs 14 y 15), disminuyeron en el proestro y
alcanzaron sus valores mas bajos en el dia del estro En el epitelio luminal, el
incremento observadoe en la proteina de Fos mostré una correlacion significativa (r
= 09877, p = 0012 ) con el patrén de proliferacién de este tipo celular. Una
tendencia similar se observé en el epitelio giandular, sin embargo, la correlacion no

fue significativa

Figura 14, (Siguiente hoja) Localizacién de la proteina Fos por
inmunohistoquimica en el Otero de la rafa durante el ciclo estral. Se presenta
una inmunohistoquimica representativa de cada uno de los dias del ciclo: A) y B)
metaestro; C) y D) diestro; E) v F) proestro; G) y H) estro A), C), E) y G) muestran
el epitelio luminal B), D) y F) muestran el epitelic glandular. Las flechas indican
nucleos con tincién positiva a Fos Barra = 25 um en A-G En H barrg = 50 um LE,

epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma
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Figura 15, Nivel de expresidén de la proteina Fos en el epitelio uterino
durante el ciclo estral. Se realizé la inmunohistoquimica de Fos en el Utero de
5 diferentes animales por cada dia del ciclo estral y se determiné el numero de
nucleos inmunopositivos en el epitelio luminal y en el glandular M, metaestro,; D,
diestro; P, proestro; E, estro. Los resultados se expresan como la media + ESM
En el epitelio luminal: **p< 0.001 comparado con D, p< 0.01 comparado con My
p< 0 05 comparado con P En el epitelio glandular: **p< §.001 comparado con D,
p< 0.05 comparado con M, y *p< 0.01 comparado con D

88 DEIECCION DEL RECEPTOR A ESTROGENOS o Y B POR
INMUNOHISTOQUIMICA

Para determinar si la expresion de c-fos es regulada por el complejo RE-E5,
y cual de las isoformas del RE se encuentra presente en el epitelio uterino, se llevo
a cabo la inmunohistoguimica para detectar las isoformas del RE Se observo gue
la isoforma predominante del RE en el utero es la isoforma « (Fig 10) Tanto en el
epitelio luminal como en el glandutar, el mayor numero de nucleos inmunopositivos
para REa se detectd en las etapas del metaestro y diestro, y disminuyd en las
etapas de proestro y estro (Fig 18 y 17) En las etapas de proesiro y estro se

observo localizacién citoplasmatica de esta proteina. La presencia del REa se
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observo en el nucleo de las células del estroma en todas las etapas del ciclo. En
cambio, la isoforma P del receptor a estrégenos no fue detectada en ninguno de los
dos epitelios durante todo el ciclo estral (Fig 16I). Sin embargo, el RER fue

detectado tanto en el nucleo come en el citoplasma, principalmente en este ultimo,
de las celulas del estroma en todas las etapas del ciclo (Fig. 16I) Para verificar la
eficiencia del anticuerpo se llevé a cabo fa inmunchistoquimica del REB en el
ovario de la rata, el cual es un tejido que se sabe gue expresa esta proteina en
altos niveles (Saunders et al, 1997; Sar y Welsch, 1998). El REpR se detectd en

este tejido en el nucleo de las celulas de 1a granulosa (Fig 16J)

Figura 16, (Siguiente hoja) Localizacién inmunohistoquimica de la proteina
del REa en el Gitero de !a rata durante el ciclo estral. A) y B) metaestro; C) y
D) diestro; E) y F) proestro; G) estre; H) control negativo (son cortes seriados del
utere de rata en metaestro en el cual se omitid el anticuerpo primario) A), C}, E)
y G) muestran el epitelio luminal B), D) y F) muestran el epitelio glandular Las
flechas indican nucleos con tincién positiva a REa En 1) se muestra la
{ocalizacién inmunohistoguimica del REf en el utero de la rata durante ia etapa
del metaestro, y en J) se muestra la localizacion de REJ en el ovario como tejido
confrol. Barra = 25 pm en A-G En H-J barra = 50 um . LE, epitelio luminal; GE,

epitelio glandular; S, estroma; G, células de la granulosa.
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Figura 17. Nivel de expresion de la proteina REx en el epitelio uterino durante
el ciclo estral. Se realizd la inmunohistoquimica del REc en el utero de 5
diferentes animales por cada dia del ciclo estral y se determind el numero de
nucleos inmunopositivos en el epitelic luminal y en el glandular M, metaestro; D,
diestro; P, proestro; E, estro Los resuitados se expresan como la media £ ESM
En el epitelio luminal: *p< 001 comparado con M En el epitelio glandular: **p<

0.001 comparado con My D

8.9 NIVELES HORMONALES

Se analizo el nivel plasmatico de E; y P4 de todos los animales estudiados
para verificar el status hormonal durante el ciclo estral Los niveles hormonales
obtenidos por RIA (Fig 18) concordaron con los datos reportados en la literatura. A
las 13:00 h del dia del proestro, que es la hora en que se sacrificaron a los
animales, el E; se encuentra en su valor mas alto de todo el ciclo (= 40 pg/ml). La
P4 alcanza su nivel mas alto (= 60 ng/ml) hasta las 17:00 h de! dia del proestro
(Fig 1), por lo cual, a las 13:00 h el nivel detectado (20 ng/ml) todavia no alcanza

sU maximo valor
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Figura 18. Concentracidon sérica de estradiol y progesterona durante el
ciclo estral. Los niveles hormonales fueron determinados por RIA Los
resultados son expresados como la media + ESM de los valores obtenidos de 5
animales por cada dia del ciclo M, metaestro; D, diestro; P, proestro; E, estro

*p< 0 05 comparado con E
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9.0 DISCUSION

El utero de la rata es un tejido blanco considerado como clasico para la
accion de tas hormonas sexuales esteroides Es bien conocido que la
concentracion de estas hormonas varia a lo largo del ciclo estral, lo cual induce
cambios ciclicos en la estructura y funcién del utero. Sin embarge, aun no se
conoce bien como se llevan a cabo la proliferacion y muerte celular del endometrio
uterino y los mecanismos moleculares por medic de los cuales las hormonas
esteroides regulan dichos fendmenos. Por lo tanto, este tejido representa un
modelo excelente para estudiar, en condiciones fisiologicas, la proliferacion y
muerte celular Como se pudo comprobar en este trabajo, ambos procesos ocurren

en el utero de 1a rata en diferentes etapas del ciclo estral

En el presente estudio se determiné la proliferacion y muerte celular del
epitelio luminal y glandular del utero de la rata duranie las diferentes etapas del
ciclo estral y su correlacién con la expresion del receptor a estrégenos alfa
(REaw), el proto-oncogen c-fos y el gen supresor de tumores p53 como parte de
los genes gue participan en la cascada de eventos que inducen la proliferacion y

la muerte celular secuencial en el epitelio uterino durante el ciclo estral

9.1 PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR EN EL EPITELIO UTERINO DE
1A RATADURANTE EL CICLO ESTRAL

Se ha establecido que durante el ciclo estral, las células del utero
proliferan y después mueren por apopiosis La proliferacidon, durante el ciclo
estral, de cada uno de los tipos celulares del utero, ha sido determinada por
medio de la medicion de la actividad mitética uterina, sin embargo los resultados
de diferentes grupos no coinciden entre si (Bertalanffy y Lau, 1963; Marcus,
1974; Bourroughs ef al, 2000) y pocos estudios han descrito la muerte
apoptotica en el Utero de la rata durante el ciclo estral (Spornitz et al | 1994; Sato
et al., 1997, Bourroughs et al , 2000) Nuestros resultados indican que los niveles

maximos de proliferacidon celular en el epifelioc glandular y luminal ocurren
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durante los dias del metaestro y diestro (Figs 10 y 11) Estos resultados
concuerdan con el estudio previc de Burroughs y col en el cual la maxima
proliferacion celular en el epitelio [uminal se observg, al igual que en nuestro
estudio, durante el metaestro y el diestro, y la proliferacidn celular en el epitelio
glandular fue observada solamente durante el dia del metaestro (Burroughs et
al, 2000) Siendo esta uitima la unica diferencia, ya que en nuestro estudio
también detectamos proliferacién celular en el epitelio glandular durante el dia
del diestro Esto seguramente se debe a la diferencia en la hora en la cual los
animales fueron sacrificados en dicha investigacidén (entre las 12:00 y las 16:00
h), ya que sabemos que enormes cambios biolégicos ocurren secuencialmente
durante el ciclo estral, como 1o demostrd el estudic de Bertalanffy v Lau (1963)
en el que se observa mayor proliferacién en el epitelio glandular en la marana
del metaestro vy diestro que en la tarde de dichos dias Nuestros datos de
proliferacién del epitelio glandular en el diestro concuerdan con los datos de
Bertalanffy y Lau (1983), los cuales reportaron proliferacion de este tipo celular
en este dia, usando otra técnica de medicién.,

En el utero de ratas ovariectomizadas el tratamiento con E; induce la
proliferacién del epitelic [uminal 24 h después de su administracion y desciende
a niveles basales a las 36 h (Tachi et a/, 1972) En contraste, en el presente
estudio observamos que en animales intactos el epitelio luminal presenta una
proliferacién sostenida durante los dias del metaestro y diestro (Fig 11), a pesar
de que los niveles de E; fueron bajos durante estos dias (Fig. 18} Lo anterior
indica que niveles bajos de E; son suficientes para inducir la proliferacién de
gste tipo celular, y esta proliferacién sostenida no se observa en los animales
ovariectomizadas Asi mismo, durante el proestro, que es cuando se detectaron
los mas altos niveles de E,, el epitelio luminal continuo proliferando, pero no se
detectd proliferacién de este tipo celular 24 h después, esto es en el dia del
estro, cuando se detectd la muerte celular de los epitelios En el epitelio
glandular uterino de ias ratas ovariectomizadas se observa un efecto mas

sostenido del Ez. En este fipo celular, la proliferacién inducida por el E; se
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observa 12 h después de su administraciéon, presenta un pico a las 48 h y
regresa a niveles hasales a las 72 h (Tachi et al., 1972). Durante el ciclo estral,
la maxima proliferacion celular en el epitelio glandular se detecté en el dia del
metaestro, que es 48 h después de que se observan los mas altos niveles de E;
en el proestro (Fig 18) Sin embargo, durante el dia del diestro (72 h después
del pico de E;) todavia se observé proliferacién de este tipo celular Estos
resultados indican que en ef Gtero de la rata, durante el cicio estral, existen otros
factores, ademas del E;, que regulan la proliferacion de los epitelios del utero
Sin embargo, el estradiol si es relevante para la proliferacion del endometrio
uterino, ya que en estudios con antagonistas se ha observado que los
antagonistas a estrégenos, como el droloxifen y EM-652, reducen la proliferacién
celular del endometrio inducido por estrogenos (Eppenberger et al , 1991; Labrie
et al,, 1999)

Con respecto a la muerte celular programada de los epitelios del utero, se
observd que el maximo indice apoptdtico, tanto en el epitelio luminal como en el
glandular, se presentd en el dia del estro (Figs 4 y 5). Estos resultados
concuerdan con los datos de microscopia electronica presentados por Spornitz,
en el cual se reporta la muerte celular del epitelio uterino de la rata durante el dia
de! estro (Spornitz et al, 1994) Mas aun, nuestros resultados confirman y
extienden los datos de apoptosis publicados recientemente por Bourroughs et al
jos cuales demuestran que el maximo indice apoptdtico en todos los tipos
celulares del utero ocurre durante el dia del estro (Bourroughs et a/, 2000). Sin
embargo, nuestros resultados estan en discrepancia con el estudio de Sato et
al , el cual determina que el maximo indice apoptdtico del epitelio luminal ocurre
durante el dia del metaestro (Sato ef a/, 1997) Esta discrepancia se puede
deber a la hora a la cual se realizd el estudio Desafortunadamente, el estudio de
Sato no reporta a que hora se sacrificaron los animales, sin embargo, pensamos
que estos animales se sacrificaron en las primeras horas del dia, por lo cual las
células del epitelio luminal aun no presentaban su maximo valor en el dia del

estro El maximo indice apoptético reportado por Sato et al para este tipo celular
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fue del 17 5% en el dia del metaestro, y en el dia del estro del 5 %. A diferencia
del estudio de Sato, nosotros ocbservamos el maximo indice apoptdtico (40 %) en
el dia del estro en el epitelio luminal uterino En otros modelos animales, tales
como el utero del hamster, se ha reportado que la muerte celular programada
ocurre durante el dia del estro (Sandow et al, 1979) y probablemente es ¢l
resuftado del descenso de los niveles de E; en suero y el aumento de los niveles
de P, durante esta fase del ciclo (West et al, 1978).

9.2 EXPRESION DE P53 EN EL EPITELIO UTERINO DE LA RATA
DURANTE EL CICLO ESTRAL

A pesar de que existen reportes en la literatura que describen la muerte
celular programada en el tejido uterino durante el ciclo estral de la rata, no se ha
estudiado, en condiciones fisioldgicas, ninguno de los genes involucrados en la
via apoptética, como puede ser p53.

p53 es un factor de transcripcion que participa en la regulacion del ciclo
celular y en la apoptosis (Mendoza-Rodriguez y Cerbén, 2001b). Se piensa que
p53, en condiciones normales, mantiene la estabilidad gendmica. Esta proteina
se ha descrito en células normales y tumorales del tejido reproductivo humano,
incluyendo mama, ovarios, endometrio, miometrio y cerviz (Brys ef al, 2000;
Westhof et af, 2000) Sin embarge, no existe informaciéon de la presencia de
esta proteina en el tejido uterino de la rata y mucho menos durante el ciclo
estral

En este estudio detectamos un incremento en el contenido de ARNm de
p53 en el dia del metaestro, tanto en el epitelio luminal como en el epitelio
glandular (Figs 6 y 7) En este mismo dia, también observamos el mayor
numero de nucleos inmunopositivos en ambos epitelios El maximo indice
apoptético de estos tipos celulares se detectd en el dia del estro. En este dia, Ia

proteina p53 se localizd predominantemente en el citoplasma de las células
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epiteliales. Existen datos en la literatura que describen tantd la localizacion
nuclear como citoplasmatica de esta proteina (Molinari et a/, 2000) En la linea
celular MCF-7 de cancer de mama se ha demostrado que el tratamiento con E;
induce la localizacidn citoplasmatica de la proteina p53. La localizacién
citoplasmatica de la proteina p53 se observd 48 h después de la administracion
del E; (Molinari ef a/, 2000) El incremento en |la localizacion citoplasmatica de
p53 observada en el dia del estro podria deberse al incremento en los niveles de
E> en el dia del proestro, esta hipotesis merece una futura investigacién La
localizacion nuclear de esta proteina se ha correlacionado con su funcidn
normal, mientras que la focalizacion citoplasmatica se asocia principalmente a su
degradacion (Levine, 1997; Molinari et af , 2000)

Se ha reportade que la regulacion de la expresidn de p53 ocurre a nivel
post-transcripcional debido a un incremento en la vida media de la proteina y/o
un incremento en la velccidad de iniciacion de la traduccion del ARNm de p&3 en
las células (Levine, 1997) Este tipo de regulacidn post-transcripcional se
observd en el epitelio glandular durante el diestro y el proestro, cuando los
niveles de ARNm de p53, detectado por hibridacién jn situ, disminuyen

manteniéndose altos los niveles de la proteina (Figs 7y 9)

En este estudio se observd en el dia del metaestro un incremento tanto
del ARNm como de la proteina de p53 en ambos epitelios (luminal y glandular)
(Figs. 7 y 9) Esta evidencia sugiere que en el epitelio uterino de la rata, la
expresién de p53 pudiera ser regulada también a nivel transcripcional. Estudios
recientes en lineas celulares de rata, raton y de humano indican que la expresian
de p&3 puede ser regulada a nivel franscripcional por diversos factores de
transcripcion, los cuales incluyen factor nuclear-xB (NF-xB), upstream
stimulating factor (USF), Myc/Max, factor nuclear 1 (NF1), ying vang 1 (YY1),
proteina activadora 1 (AP1), y Maf (Lee et al , 1998; Kirch et af, 1999; Hale et
al, 2000; Lee et af , 2000; Song et a/, 2001)
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Se ha reportado que p53 también es inducido por estrégenos en lineas
celulares de cancer (Hurd ef al, 1995; Moudgil ef al, 2001) Sin embargoe, no se
ha reportade un elemento de respuesta a estrégenos presente en su regién
promotora. Es posible, que la induccidén de fa expresion de p53 inducida por
estrogenos este mediada por el complejo AP-1 (Fos-Jun)., También existen
reportes que la proteina p53 puede interactuar con el receptor de estréogenos
Datos recientes apoyan una intercomunicacién entre las vias de sefalizacion de
p53 v REx (Liu ef af, 1999). Tanto estudios in vivo como in vitro indican que el
RE interactua fisicamente con p53 (Yu et a/, 1997), lo cual sugiere que p53 es
una proteina que al interactuar con RE modula fa actividad transcripcional
hormono-dependiente del RE (Yu et af, 1997) Esta intercomunicacion entre RE
y p53 puede tener implicaciones importantes en el entendimiento de la fisiologia
del utero en el cual muchas funciones estan mediadas via RE Sin embargo, ia

interaccion entre p53 y RE en este tejido merece ser mejor estudiada

Se ha reportado que p53 participa en diversos procesos, tales como:
apoptosis, ciclo celular, replicacion y reparacion del ADN, transduccion de
sefiales, y migracion celular (Zhao et af, 2000). Ha sido reportado que la
proteina p53 estd implicada en la regulacién del ciclo celular Un incremento
tanto en la sintesis del ARNmM como en los niveles de la proteina de p53, ocurre
antes de la sintesis del ADN, en la fase tardia de G1, lo cual indica que p53
jusga un papel importante en la progresion del ciclo ceiuiar (Reich y Levine,
1984; Shaulsky et af, 1990; Steinmeyer et al, 1990) Nuestros resultados
apoyan esta teoria, ya que se demostré que la expresién de p53 se incrementa
en el epitelio uterino durante las fases proliferativas del ciclo estral {(metaestro-
proestro) (Figs 7 y 9) Recientemente, se ha reportado que p53 posee una
actividad 3'-5' exonucleasa y que es capaz de unirse a {a ADN polimerasa « (la
cual carece de actividad exonucleasa 3'-5' que elimina nucledtidos mal
apareados inmediatamente después del paso de incorporacion} con lo cual
podia estar involucrada en la prevencién y reparacion de dafios en el ADN
{Janus et al, 1999; Kuhn et al |, 1929)
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Sin embargo, no podemos descartar que p53 juegue un papel en la
muerte celular programada en este tejido En el presente trabajo, cuando se
midié la expresion de este gen durante el estro, el epitelio ya presentaba muerte
celular. Es posible que si p53 regula la apoptosis de este tejido se observe un
incremento en su expresién mucho tiempo antes de que se detecte la muerte

celular

Las ratas se aparean en la tarde y noche del proestro. Si el animal no se
aparea, entonces se debe de encender toda la maquinaria para que se lieve a
cabo la muerte celular del epitelio Esto debe de acurrir en las primeras horas del
dia del estro Es por efllo que estamos llevando a cabo experimentos para
verificar si efectivamente la expresion de este gen se altera en las primeras
horas del dia del estro, lo que nos podria sugerir una participacion de este gen

en la regulacion de la muerte celular

9.3 EXPRESION DE C-FOS Y RECEPTOR A ESTROGENOS o EN EL
EPITELIO UTERINO DE LA RATA DURANTE EL CICLO ESTIRAL

Se ha demostrado en el utero de ratas adultas ovariectomizadas que el
estradiol induce la proliferacion del epitelio luminal y glandular por medio de la
induccién temprana de factores de transcripcion los cuales inciuyen diversos
proto-oncagenes (Weisz ef af, 1988; Loose-Mitchell et ai, 1988; Nephew ef al,
1995; Bigsby and Li, 1994; Weisz et al , 1990; Nephew ef al., 1993; Webb et a/,
19893, Travers and Knowler 1987; Murphy ef al, 1987; Papa et al, 1991) La
induccion del gen de c-fos por el estradiol en el utero de ratas ovariectomizadas
ha sido ampliamente demostrada por diferentes metodologias, las cuales
incluyen "Northern blot” (Weisz and Bresciani, 1988, Loose-Mitchell ef af , 1988;
Bigshy y Li, 1994), inmunohistoquimica (Papa ef al, 1991), e hibridacidn in situ
(Nephew ef al , 1995).
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Sin embargo, todos estos experimentos se han realizado en condiciones
farmacolégicas y tienen la desventaja de no presentar las mismas condiciones
fisiologicas que se observan durante el ciclo estral Se ha establecido en
diversos modelos de roedores, que los animales ovariectomizados y los intactos
responden de manera diferente a las hormonas esteroides (Molnhar y Murphy,
1994; Nandha et al, 1999; Cameron et al, 2002). Ciertamente, durante el ciclo
estral de la rata todos los factores hormonales y ovaricos podrian tener un papel
en el controf de la proliferacion y regresion del epitelio uterino. Tomando ventaja
de esta informacién decidimos evaluar la expresidn dei gen de c-fos en
condiciones fisiolégicas, tales como el ciclo estral de la rata, en el gue se
presentan cambios en las concentraciones de estradiol y progesterona
(Freeman, 1988), los cuales inducen variaciones ciclicas en la proliferacion vy

muerte de este tgjido, como se describio anteriormente.

Se sabe, por ofro lado, que en la mayoria de los mamiferos la actividad
del REa es regulado en el (tero vy en el oviducto por cambios ciclicos en los
niveles hormonales El estradiol y la progesterona administrados a ratas
ovariectomizadas tienen efectos tanto inductores como represcres en la
expresion del REa en el epitelio v el estroma del utero de la rata Se ha
demostrado que el estradiol en estos animales regula (primero inhibiendo vy
después induciendo) los niveles del ARNm y de la protelna del REo (Nephew et
al, 2000). Tanto el ARNm como la proteina del REa disminuyen 6 h después de
la administracién de estradiol en las células del epitelio uterino Veinticuatro
horas después de su administracién, los niveles tanto del mensajero como de la
proteina se incrementan respecto a los niveles observados antes del tratamiento,
regresando a sus niveles basales a las 72 h (Nephew ef al, 2000) Se ha
observado que la progesterona también reduce la expresion del REa en el
epitelio luminal de las ratas ovariectomizadas pretratadas con estradiol (Wang et
al, 1999) De acuerdo con estas observaciones nosotros detectamos que los
niveles mas bajos de expresidn del REx fueron durante los dias del proestro y

estro (Figs 16 y 17), cuando los niveles de estradiol y progesterona son los mas
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% de nucleos
BrdU-positivos

altos del ciclo. En nuestro estudio en animales intactos la presencia del REa. se
observd en las células del estroma en todas las etapas del ciclo, lo cual
concuerda con lo reportado en animales maduros ovariectomizados tratados con
estradiol en los cuales el contenido del REx no presenta cambios en este tipo

celular durante el tratamiento (Katzuda et af , 1899)

Se ha sugerido que el REa es ef subtipo dominante en el epitelio luminal y
glandular en el utero de la rata (Wang ef al , 1999} Apoyando esta idea nosotros
observamos que el REp no fue detectado en ambos epitelios durante todas las
etapas del ciclo (Fig 16) Sin embargo, dicho receptor fue detectado tanto en el
citoplasma como en el nucleo de las células del estroma, cbservandose la
maxima inmunotincién en los dias del metaestro y del diestro Estos resuliados
apoyan la idea de que los estrégenos producen efectos diferentes dependiendo
de su interaccidén con el REa o el REP en el epitelio y ¢! estroma del utero de la
rata durante el ciclo estral. En el epitelio glandular la alta expresion del REa
durante los primeres dias del ciclo presentd una correlacién positiva con la
proliferaciéon de este tipo celular {r = 0.9974, p = 0 0026) Esta misma tendencia
se observd en el epitelio luminal, sin embargo, no se observd una correlacion

significativa {(Fig. 19).

Epitelio Luminal Epitelio Glandular
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Figura 19. Correlacion entre la proteina del REw y la proliferacion de los

epitelios uterinos durante el ciclo estral. Se muestra la regresion lineal

76




Es bien sabido que el complejo hormona-receptor inicia respuestas en el
utero al interactuar con elementos de respuesta hormonal presentes en diversos
genes, de entre ellos los de expresién temprana, cuyas proteinas se piensa que
amplifican las sefales que provienen del complejo hormona-receptor (Mendoza-
Rodriguez et al, 2001a) Algunos de estos genes que han sido ampliamente
estudiados son los factores de transcripcion miembros de la familia AP-1 En
efecto, en ratas ovariectomizadas la expresion de c-fos es inducida en forma
rapida por estradiol, tanto en el epitelio luminal come glandular del utero (Weisz
y Bresciani, 1988), y esta regulaciéon se lleva a cabo a nivel transcripcional
(Weisz y Rosales, 1980; Hyder ef af, 1991a y b) y el ARNm presenta una vida
media corta En este estudio la maxima expresién del ARNm de c-fos se detectd
en el dia del metaestro (Figs 12 y 13), cuando hay bajos niveles de E; (Fig. 18),
seguida de una reduccion significativa en los siguientes dias del ciclo Asi
mismo, no se encontrd una correlacion estricta entre el ARNm de c-fos vy la
proteina del REo En las ratas ovariectomizadas tampoco se observa una
correfacidn estricta entre estos 2 parametros En los animales ovariectomizados,
el ARNm de c-fos es inducido 2-3 h después de la administracién del E, (Papa et
al., 1981; Nephew et al , 1995), mientras que la proteina del REa es inhibida 3-6
h después de la administracién de la hormona seguido por un incremento de la
misma 24 h después del tratamiento (Nephew et al, 2000) Se sabe que el
promotor de c¢-fos contiene ERE En el dia del metaestro, el incremento
observado en la proteina del REa podria directamente estimular la expresion de
c-fos. Sin embargo, en el dia del diestro, todavia se observan niveles elevados
del REw, pero bajos niveles del ARNm de c-fos. Esto podria deberse a la
regulacion del promotor de c-fos por otros estimulos (Karin et al , 1997). Por io
tanto, la regulacion de la expresion de c-fos en animales intactos parece no estar
regulada solamente por el estradiol, sino también por otros factores de

franscripcion.

La maxima expresion del ARNm de c-fos se detectd en el dia del
metaestro (Figs. 12 y 13), mientras que los niveles de la proteina de Fos se
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mantuvieron elevados durante los dias del metaestro y del diestro (Fig 15) Lo
anterior indica que c-fos también se regula al nivel post-transcripcional En el
epitelio uterino de las ovejas también se ha observado esta regulacidn post-
transcripcional de c¢-fos durante el ciclo estral (Johnson et al, 1997) En otros
modelos bioldgicos, tales como la regeneracién del higado del ratén, los niveles
estables de los transcritos de c-fos se mantienen durante varias horas debido a
mecanismos de control post-transcripcional (Sobczak et af, 1989). Asi mismo,
en fibroblastos humanos, la induccion tantc del ARNm como de la proteina de c-
fos sugiere que la regulacion no solamente ocurre por la activacion de la
transcripcion, sino también al nivel de |la degradacién de la proteina (Rahmsdorf
et al, 1987)

Nuestros resultados muestran que en animales intactos la maxima
expresion de la proteina Fos en los epitelios uterinos se detectd cuande estos
tipos celulares presentaron la maxima proliferacién {metaestro y diestro) (Figs
11 y 15) Sin embargo, en el dia del proestro, se observd una minima
proliferacion del epitelio glandular a pesar de que se detectd la presencia de ia
proteina ¢c-Fos, aunque presentd un menor contenido que en metaestro y diestro
Estos resultados indican que existe una clara correlacién entre la proteina c-Fos
y la proliferacion del epitetio luminal (r= 0 9877, p= 0 012) Esta misma tendencia
se observd en el epitelioc gianduiar, a pesar de que no se observd una
correlacion significativa (Fig. 20)

Se ha reportado que las ciclinas D1 y D3 son inducidas por estrégencs en
las células epiteliales de! endometrio (Zhuang et al, 2001). Fos regula la
transcripcién de la ciclina D1, directa o indirectamente (Brown et al,, 1998), y
podria funcionar como una conexién importante entre la estimulacidon por
estradicl y la proliferacion celular En las ratas ovariectomizadas, el tratamiento
con estradiol induce la expresion diferencial de las ciclinas D1Y D3 en el epitelio
luminal y .glandu1ar, respectivamente, lo cual indica que en estos tipos celulares

existe una regulacién especifica para cada tipo celular Estos resultados estan
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en linea con fa expresidén diferencial de la proteina Fos en ambos epitelios

observada en este estudio
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Figura 20. Correlacién entre la proteina Fos y la la proliferacion de los

epitelios uterinos durante el ciclo estral. Se muestra la regresion lineal.

En conclusidn los resultados de este estudio indican que la proteina ¢-Fos
podria estar involucrado en la regulacién de la proliferacion del epitelio uterino
durante el ciclo estral de la rata Este estudio es el primero que muestra de
manera clara dicha correlacion y permitira estudiar los cambios en los patrones
de expresion del ARNm y de la proteina de este gen en la transformacion celular
del endometrio Asi mismo, representa un excelente modelo para evaluar in vivo
el efecto de nuevas variantes de estercides con actividad estrogenica agonista u
antagonista, importantes para la terapia de reemplaze hormonal en la
menopausia, asi como en el tratamiento y prevencion de tumores del aparato

reproductivo
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10. CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos de este trabajo, nuestros resultados indican

que:

1 El mayor contenido de ARNm de p53 se observd en el citoplasma de las
células del epitelic luminal y glandular en el dia del metaestro y este disminuyd a
lo targo del ciclo hasta llegar a su nivel mas bajo en el dia del estro Respecto a
la proteina de p&3, la mayor cantidad de nlcleos inmunopositivos fueron
detectados, en ambos epitelios, en el dia del metaestre En el epitelio luminal, el
numero de nucleos inmunopositivos disminuyé en los siguientes dias del ciclo
estral, y se observd el valor méas bajo en el dia del estro En el epitelio glandular el
numero de nucleos inmunopositivos fue similar durante los dias del metaestro,

diestro y proestro y disminuy¢ significativamente durante el dia del estro

El mayor contenido del ARNm de c-fos se observs, tanto en epitelio luminal como
en el glandular, en el dia del metaestro y este disminuyd a lo largo del ciclo hasta
llegar a sus niveles mas bajos en el dia del estro. En amhos epitelios, la mayor
cantidad de nucleos inmunopositivos para la proteina Fos se detectaron en la
etapa del diestro, disminuyeron en el proestro y alcanzaron sus valores mas hajos

en el dia del estro

2 El mé&ximo indice apoptstico de ambos epitelios se detecto en la etapa del estro y
las caracteristicas morfologicas que presentaban las células muertas son
distintivas de apoptosis. Durante la etapa del estro se detectaron los niveles mas
bajos tanfo del ARNm como de la proteina de p53. Sin embargo, no podemos
descartar que p53 juegue un papel en la apoptosis de este tejido. Es posible que si
p53 regula la apoptosis de este tejido se observe un incremento en su expresién

mucho tiempo antes de que se detecte la muerte celular La presencia de p53
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durante las fases proliferativas del ciclo estral sugiere que p53 debe de tener un

papel fisioldgico importante durante estas etapas en el utero de la rata

3. El epitelio luminal uterino presenta proliferacidon duranie las etapas del
metaestro, diestro y proestro, mientras que el epitelio glandular solamente
prolifera durante el metaestro y el diestro. Los resultados de este estudio indican
que existe una buena correlacién entre la proteina c-Fos y la proliferacion celular
del epitelio uterino de la rata durante el ciclo estral, lo que sugiere gue esta
proteina podria estar involucrada en la regulacién de la proliferacién de estos tipos

celulares

4 Se observo que la isoforma predominante del receptor a estrégenos (RE) en el
utero es la isoforma «, ya que la isoforma p no fue detectada en ningunoc de ios dos
epitelios durante todo el ciclo estral Tanto en el epitelio luminal como en el
glandular, el mayor numero de nucleos inmunopositives para REa se detecté en
las etapas del metaestro y diestro, y disminuyd en las etapas de proestro y estro
No se encontrd una correlacion estricta entre el ARNm de ¢-fos y la proteina del
REq, lo cual sugiere que la expresién de c-fos es regulada por otros factores de

transcripcion, ademas del REq, en el utero de la rata durante el ciclo estral.
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11. PERSPECTIVAS

Finaimente, los resultados obtenides han demostrado que las cambios que
presenta el Utero durante el ciclo estral representan un excelente modelo para
estudiar factores de transcripcion invelucrados con la muerte celular programada o

con en el proceso de proiiferacion celular del utero

Es por ello que actualmente estamos buscando cambios en la expresion de
genes involucrados en el proceso de muerte celular, como son bel-2, bax, belx, vy
bel-xs en la noche del proestro-madrugada del estro, que es la etapa en la que se
define la muerte del epitelio Asi mismo, es interesante estudiar cual es el estimulo
que detiene la muerte celular cuando los animales se aparean: es la fecundacion

del évulo o tan solo el estimulo de la ¢opula logra evitar la muerte celular.

Con respecto a la proliferacién celular, es importante estudiar que genes
son regulados por el complejo AP-1 que pudieran estar involucrados en el proceso
de proliferaciéon. Entre estos, un buen candidato es la ciclina D, ya que se ha

reportado gue su expresién es inducida por AP-1 en otros modelos

Sin embargo, es importante recordar que los estudios realizados en la
presente tesis solamente correlacionan los parametros evaluados. Es por ello que
para saber si efectivamente Fos esta involucrado en la proliferacién del endometrio
seria necesario usar un modelo en el que se delete este gen y se observe como se

afecta la proliferacion del epitelio uterino

Asi mismo, este es un excelente modelo para evaluar in vivo el efecto de
esteroides con actividad estrogénica agonista u antagonista, importantes para la
terapia de reemplazo hormonal en la menopausia, asi como en ¢l tratamiento y

prevencidn de tumores del aparato reproductivo
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13. ANEXOS

ANEXO 1

Mendoza-Rodriguez CA, Arrieta Cruz |, Rodriguez Dorantes M, Camacho Arroyo
I, Cerbdn M (2001) Regulacion de la transcripcion por hormonas esteroides
sexuales En: Mensaje Bioguimico (Judrez MA, Pardo JP, del Arenal IP, Cea A,
Pifia E, ed) pp 129, Universidad Nacional Auténoma de México, México,

En este trabajo se describe el mecanismo de accion de las hormonas

esteroides en la regulacion de la transcripcion y se dan algunos ejemplos de genes

que son regulados por el receptor de estrégenos.
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ANEXO 2

Mendoza-Rodriguez CA, Cerbén MA (2001) El gen supresor de tumores p53:
mecanismo de accién en la proliferacion y muerte celular. Rev Inv Clin 53,
2686

En este trabajo se describe |a estructura y funcion de p53 y sus alteraciones

durante el céncer Asi mismo, se describe su mecanismo de accion en la

orofiferacion y muerte celular
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RINCON DEL RESIDENTE

El gen supresor de tumores p33:
mecanismos de accion en la proliferacion y muerte celular

Carmen Adriana Mendoza-Rodriguez,” Marco Antonio Cerbon”

* Departamente de Biclogia Facultad de Quimica UNAM México DF

The tumor suppressor p53;
mechaniam of action in proliferation and cell death

ABSTRACT

Normal development is a balance process, which includes
proliferation and cell death Indeed both proliferaiion and
apoptotic cell death are very complex procesa that involves the
participation of many genes. In both events, the tumor
suppressor p53 is one of the most importani and studied
genes. This transeription factor activates several genes, which
results in the arrest of the cellular cycle and cellular repair or
apoptosis Many are the signals thet sctivate p53 function
including. DNA damage by y or ultraviolet radiation and
chemical agents and hypoxia, among others When p53 is
activated it can either induces the expression of p21 (Wefl,
Cip-1), which participates in the cellular arreat between G1-8
fransition, or the expression of bax, P1Gs, IGF-BP3, Fas, FasL
and DR5 The former genes participate in the cascade of
events that induce gpoptosis Cellular arrest or apoplosis
depends of the degree of cellular damage The firal outcame of
the differen! mechanisms of action of p53 is to mainlain the
genomic stabilily of the cell Thus, the absence of this protein
contributes to genomic instability, the accumulation of
mutations and incressed tumorigenegis It has been
demonatrated that p53 present mutations in 50-55 % of all
iypes of reported human cancer. These mulations are primary
located in DNA binding domain of the protein, which resulls
in the lose of its biological activity Frequently, tumors that
present wild type p83 have o belter response towards therapy
than those that present p53 mulations. This review ia focused
on the knowledge of the normal p53 cellular pathways and
their alterations in cancer It is clear that the understanding
of p&3 function in the development of this pathology may give
new ingights in future therepeutic stralegies including gene
therapy for cancer

Key words. Tumor suppressor p53 Apoptosis. Cell cyele.
Cancer (ene expression

RESUMEN

El desarrollo normal es un proceso equilibrado que incluye
la proliferacién y la muerte celular. Los procescs de prolife-
racién y muerte celular por apoptosis son muy complejos ¢
involucran la'participacién de muchos genes. En ambos pro-
cesos, ¢l gen supresor p53 es uno de los genes més impor-
tantes y estudiados. Este factor de transcripcién activa una
variedad de genes que resulta en la inhibicién de la progre-
sién del ciclo celular y la reparacién celular o en apoptosis,
Las senales que activan la funcién de p53 incluyen: dafo al
ADN por agentes quimicos o radiacién y y ultravicleta e hi-
poxia, entre otros. Cuando p53 es activado induce la expre-
siém de p21 (Wefl1, Cip-1), el cual participa en la inhibicién
de la progresién del ciclo celular durante la fase Gi, o 1a ex-
presién de bax, PIGs, IGF-BP3, Fas, FasL y DRS. Estos {il-
timoe participan en ia cascada de eventus que inducen
apoptosis Cuando una célula es dafada, depende de la in-
tensidad del dafio el que se detenga el ciclo ¢ se induzca
apoptosis El resultado final de los diferentes mecanismos
de accidn de p53 es mantener la estabilidad gendmica de las
eélulas. Por lo tanto, la deficiencia de esta protefna contri-
buye a la inestabilidad genémica, a ia acumulacién de muta.
ciones y a la aceleracién de la tumerogénesis, p53 se en-
cuentra mutado en 50-55 % de todos los tipos de cdncer en
humanos. Estas mutaciones se encuentran localizadas prin-
cipalmente en el dominio de unién al ADN, lo que resulta
en la pérdida de su actividad biclégica Se ha demostrado
que algunos tipos tumorales que responden bien o la qui-
mioterapia y radioterapia presentan p§3 tipo silvestre, a di-
ferencia de los que presentan p53 mutado Este trabajo des.
cribe la estructura y funcién de p83 y sus alteraciones du.
rante el cdncer El ¢conocimiento de la participacién de p53
en el desarrolle de esta enfermadad puede dar un nuevo en-
foque en el disefic de nuevas estrategias en el tratamiento
del cdncer, incluyendo la terapia génica

Palabras clave. Gen supresor de tumores p53 Apoptosis
Ciclo celular. Céncer. Expresién génica

La Revista de invastigacton Clinica / Vol 53, Nom.3 / Mayc-Junio, 2001 / pp 266-273
Versibn comnpleta de este articule disponible en internet: www.imbiomed com mx
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INTRODUCCION

En la sociedad moderna, el cincer es la enferme-
dad mds temida y una de las mas frecuentes. Esta
enfermedad ha sustituido en frecuencia de mortali-
dad a las enfermedades infecto-contagiosas en pai-
ses industrializados Hoy en dia se sabe que ia célu-
la, que representa la unidad funcional de todos los
tejidos, vive bajo un constante estiés ya que posee
una maquinaria bioquimica que no sélo genera pro-
ductos de utilidad para su sobrevida, sino que tam-
bién genera productos intermediarios que frecuen-
temente representan insultos quimicos que bajo
ciertas circunstancias podrian Hevarla a la muerte
En realidad el equilibrio de la célula resulta del ba-
lance entre la produccion y utilizacién de los pro-
ductos nutritivos y los insultos bioquimicos que se
generan y los mecanismos que le permiten la desin-
toxicacidén

Desde su descubrimiento en 1979,! el gen supre-
sor de tumores p53 v su proteina se han convertido
en el centro de intensos estudios Mds del 50 % de los
cdnceres humanos presentan mutaciones en este gen
y en la actualidad existe un catdlogo de sus mutacio-
nes en mds de 50 diferentes tejidos v tipos celulares 2
La activacidn de la proteina p53 debido a estiés ce-
lular, permite a la proteina funcionar como factor de
transcripeién, activando una serie de genes cuya ac-
cién concertada resulta en la inhibicién de la progre-
sidn del eiclo celular para la reparacién de la célulao
la induccién de apoptosis ? Asi mismo, se ha infor-
mado que p53 participa en otros procesos como la re-
plicacion y reparacién del ADN, la diferenciacidn y la
senescencia,3 pero debido a la extensién de este tra-
bajo solamente revisaremos los mecanismos de acti-
vacién de p53 y su participacién durante el ciclo celu-
lar y 1a apoptosis

ESTRUCTURA Y FUNCION DE P53

La proteina p53 es un factor de transcripeién que
aumenta la frecuencia de transcripeién de diversos
genes que participan en la reparacién, muerte celu-
lar o ambas, entre otros. La proteina humana pb3
contiene 393 aminodcidos y ha sido dividida estrue-
tural y funcionalmente en cuatro dominios los cuales
desempefian un papel muy preciso El extremo ami.
no terminal contiene el dominio de activacidn de la
transcripeién, el cual interactua con la maquinaria
basal de la transcripcién regulando positivamente la
expresién de diferentes genes (p2I1/Wafl, MDM2,
GADD45, ciclina G, bax, PIGs ¢ IGF-BP3, entre
otros). Se ha ohservado que los aminodacidos F19,

L.22 y W23 se requieren para la activacién de la
transcripcidén de esta proteina in vivo.* Estos son
respensables de la interaccién con la proteina de
unién a la caja TATA (TBP) y con otros factores aso-
ciados a TBP 57 La actividad transcripcional de p53
es regulade negativamente por la proteina E1B.
55Kd de adenovirus y la proteina MDM2 de humano
a través de la interaccidn con los aminodcidos 22 v
23 * Dos eventos de fosforilacién de p53 en serinas
son determinantes para la activacién de esta protei-
na® La fosforilacién de la serina 20 por la proteina
Chk2 (la cual es a su vez fosforilada por la cinasa
ATM) induce la disociacién de p53 de MDM2, evitan-
do que sea transportada al citoplasma donde se de-
grada. La S15 es fosforilada por dos diferentes cina-
sas, ATM y ATR Esta fosforilacién induce la inte-
raccién con CBP/p300, la cual acetila varios residuos
de lisina del extremo carboxilo teyminal, como se ex-
plica mas adelante ‘

Eldominio de unién al ADN de p53 ocupa casi 2/4
partes de la proteina y se encuentra ubicado entre
los residuos 102 a 292. La proteina tetramétrica de p53
{dos dimeros) se une a cuatro repeticiones de una se-
cuencia consenso del ADN: 8°-PuPuPuC(A/T)- 3’
Esta secuencia sé repite en dos pares, cada una arre-
glada como repeticiones inversas.? En 50% de los tu-
mores humanos se han detectado mutaciones pun-
tuales en el gen p53,% 1a mayoria de éstas (>90%) se
encuentran en este dominic y son responsables por
la pérdida de la actividad biolégica de p53.

La proteina nativa de p53 es un tetramero en so-
lucién, y los residuos 324-355 son necesarios para la
oligomerizacién de esta proteina. Este dominio de te-
tramerizacién estd unido al dominio de unién al
ADN por una unién flexible de 37 aminodcidos (287-
323) 10

Se ha demostrado que la proteina de p53 requiere de
un cambio estructural para activar su unién al ADN
La forma latente de p53, que no se une al ADN, se
regula por el extremo carboxilo terminal que esté
compuesto por 29 aminodcidos, de los cuales nueve
son basicos. La unién de p53 al ADN es activada por
1a fosforilacién de los residuos S378 y 8392 por la ci-
nasa C y la caseina cinasa II, respectivamente, o por
la desfosforilacién del residuo 8376, o la acetilacién,
por la proteina CBP/p300, de los residuos K373 y
K382, o por la delecién de este dominio carboxilo ter-
minal basico y/o la unién del anticuerpo PAb421 a
los residuos 370-378 8! Estos datos han llevado a
postular que el extremo carboxilo terminal determi-
na la conversién de p53 entre formas que estdn inac-
tivas y formas que estdn activas para su unién al
ADN, en forma alostérica.'?
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INDUCCION Y ACTIVACION DE P53

En condiciones normales, p53 es una proteina poco
abundante ya que tiene una vida media corta (-20 min}

y se encuentra de forma inactiva. La degradacién de’

p53 estda mediada por MDM2!2 y ocurre en el citoplas-
ma, donde se ubiquitina y se degrada por la via depen-
diente del proteasoma.’® Las sefales que activan p53
estén mediadas por diversas situaciones de estrés celu-
lar, como son diferentes tipos de dano al ADN inclu-
yendo el rompimiento de la doble cadena del ADN por
radiaciones v y la presencia de intermediarios de repa-
racidn del ADN debido a radiacién ultravioleta o agen-
tes quimicos, lo cual resulta en un incremento y activa-
cién de p53 en la célula. Los niveles de p53 son debidos,
en general, al incremento de la vida media de la protei-
na y posiblemente también a la velocidad de sintesis.3
Aln se desconocen las proteinas involucradas en la via
de deteccién del dano al ADN y activacién de p53.
Ademds del dano directo al ADN, la hipoxia es capaz
de aumentar la concentracion de p53 y activar la pro-
teina.!d Se ha sugerido que este proceso representa
otra via por medio de la cual p53 lleva a cabo una fun-
cién de vigilancia contra la formacién de cancer. Asi
mismo, se ha informado que p53 regula 13 expresién
del gen trombospondina, el cual es un factor antiangio-
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génico que podria reducir el suplemento de sangre a los
tumores.'® Existen otros mecanismos de activacién de
p53 menos estudiados,!? como su regulacién por hor-
monas esteroides, 1819

REGULACION DEL CICLO CELULAR
Y APOPTOSIS POR P53

Los efectos mediados por la induccién de p53 llevan
a la inhibicién de la progresién del ciclo celular o a la
muerte celular. Ambos proveen mecanismos por medio
del cual p53 funciona para controlar el dafo al ADN,
protegiendo a las ¢élulas descendientes de la acumula-
cién de mutaciones. Diversos experimentos han pro-
porcionado informacién de las proteinas involucradas
en ambas vias.

CICLO CELULAR

La proteina p53 regula negativamente al ciclo celu-

- lar en la transicién de la fase G1 a la fase S por medio

de p21. En la fase G1, las sefales extracelulares de pro-
liferacién se transducen al nicleo y activan la maqui-
naria del ciclo celular. La via de sefalizacién mejor es-
tudiada en esta fase es pl6-ciclina D1.cdk4-Rb (Figura
1). El factor de transcripcién E2F regula la expre-

Nucleo

p53

® | -

Figura 1. Regulacidn del ci-
cle celular por p53. La acti-
vacign de p53 induce fa
transcripcién de los genss
pa1watticpl v GADDAS, pet
s¢ une e inhibe ef compigjo
ciclina/cdk, lo que resulta en
ia acumulacién de Rb hipo-
fosforilado inhibiendo Ia pro-
Replicacion gresién del ciclo celular.

del ADN Tanto p21 como GADD4S

j imteractidn con PCNA e in-

hiben la replicacidn.
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sién de diversos genes que se requieren en la fase S
del ciclo celular Rb en su estado de hipofosforilacién
bloquea la progresién del ciclo celular porque se une
al factor de transcripeién E2F. El complejo ciclina
D1.cdk4 fosforila a Rb, lo que libera al factor E2F y
permite la progresién del ciclo celular Algunas for-
mas de dafio al ADN inducen la activacién de p53, el
cual induce la transcripcién de p21 (Wafl/Cip-1; %°
La proteina p21 inhibe la actividad cinasa del com-
plejo ciclina D1-edk4, lo cual permite la acumula-
cién de Rb hipofosforilado (Figura 1) Por otra par-
te, se ha observado que p21 puede formar complejos
con subunidades de E2F y de esta forma controla
directamente la actividad de esta proteina por un
mecanismo diferente a la via descrita anteriormen-
te ' Ademads, se ha informado que p21 puede inhi-
bir otros complejos ciclina/edk que participan en la
fase G1 {ciclina D2/cdk6) y en la fase S (ciclina E/
cdk2) Otras formas por medio del cual p21 puede
regular el ciclo celular es mediante la interaccién
con el factor de replicacién y reparacién PCNA (an-
tigeno nuclear de proliferacion celular) p21 inhibe
la funcién de PCNA, bloqueando el paso de elonga-
cién en la replicacién del ADN 22 (Figura 1) As{
mismo, en algunas células en cultivo la sobreexpre-
sién del gen GADD45 (gen inducido por p53) inhibe
la progresién de ciclo en G1.2® La proteina
GADD45 se une a PCNA e inhibe la entrada de las
células a la fase 8.2* (Figura 1).

Otro punto en el cual p53 puede detener el ciclo ce-
lular es en G2.% Los fibroblastos de ratones con dele-
cién: de p53 (p53-/-), no se detienen en G2 en respues-
ta a un inhibidor del huso mitético y entran en varias
rondas de sintesis de ADN sin la segregacién apropia-
da de los cromosomas. Esto da como resultado la for-
macién de células tetraploides y octaploides También
se ha sugerido que p53 puede participar en la deten-
cidn del ciclo celular que resulta al sobreexpresar el
gen Gas 1, el cual bloquea la transicién de GO a S 26

APOPTOSIS

p33 induce apoptosis en varios tipos celulares,
particularmente en las células de la linea hematopo-
yética 27 Asimismo, diversos estimulos pueden cau-
sar apoptosis dependiente de p53, incluyendo dafio al
ADN,? expresién de oncogenes virales (ie ElA de
adenovirus®® o E7 de papilomavirus®®), expresién de
oncogenes celulares (i.e myc?!), pérdida de factores
de crecimiento,? o de interleucinas,? o por la pérdi-
da de genes supresores de tumores (i e. Rb*) Sin
embargo, la induceidén de apoptosis también puede
ocurrir por vias independientes de p53 %

p53 puede inducir apoptosis tanto por medio de su
funcién transactivadora, como por una actividad que
no requiere de dicha funcién Esto dltimo se ha ob-
servado en varios tipos celulares, en donde la apopto-
sis mediada por p53 e iniciada por dafio en el ADN
ocurre en ausencia de sintesis de RNA o proteinas?®
0 en presencia de p53 con deficiente funcidn tran-
sactivadora 37

Entre los genes cuya expresién es regulada por
p53 vy que pueden influir en la decisién de entrar a
una via apoptética se encuentran IGF-BP3, bax,
bel-2, PIGs (genes inducidos por p53), Fas, FasL y
DRS (Receptor de muerte 5).3%4! Todos estos genes
son inducidos por p53, a excepcidn de bel-2 que es
inhibido (en algunos tipos celulares) La sobreex-
presién de Bel-2 puede bloguear la apoptesis induci-
da por p53. Bax se une a Bel-2 y antagoniza su habi-
lidad para bloquear l1a apoptosis. Asi es que la sinte-
sig de Bax y la inhibicién de Bcl-2 dependientes de
p53 inducen la respuesta de la célula hacia apopto-
sis (Figura 2) Las proteinas que conforman la fa-
milia de Bax y Bel-2 forman canales en la mitocon-
dria, los cuales regulan su potencial de membranay
la homeostasis del volumen ** Estos canales contro-
lan la liberacién del citocromeo C, el cual es esencial
para la activacién de Apaf-1 El citocyomo C se une
a Apaf-1 en presencia de nucledtidos de adenina y
esta unién produce un cambio conformacional que
permite que la procaspasa-9 se una a este complejo.
La subsecuente oligomerizacién de la procaspasa-9
facilita su autoactivacién, la cual desencadena la
cascada de activacién de caspasas. Estas proteasas
degradan diversas proteinas celulares, entre las que
se encuentran proteinas estructurales, cinasa y pro-
teinas relacionadas con el ciclo celular y la repara-
cién del ADN, lo eual finalmente lleva a la apopto.
sis 4344 Con relacién a la accidén de las caspasas se
recomienda revisar el articulo de Wolf y Green® y
el de Utz y Anderson %9

Los genes inducidos por p53 o PIGs son 13 genes
involucrados en el control redox, y son activados an-
tes de la apoptosis mediada por p53 Estos datos han
llevado a postular el siguiente modelo (Figura 2):
p53 induce transcripcionalmente la expresion de ge-
nes relacionados con el control redox (PIGs), lo que
resulta en la produccién de especies reactivas de oxi-
geno (ROS). Estas ROS causan dafio oxidativo a la
mitocondria, lo cual activa la cascada de caspasas
para inducir la apoptosis 4

La proteina de unién al factor de crecimiento tipo
insulina 3 (IGF-BP3) afecta el crecimiento, y el gen
que codifica para esta proteina también es regula-
daopor p53 (Figura 2).
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- de las' mutaciones en p53, algunos tumores presen-
tan inactivacién de esta proteina debido a la amplifi-
cacion del gen MDM2 (aproximadamente 1/3 parte
de todos los sarcomas)® o por la localizacién de p53
en el citoplasma celular (un pequefio niimero de cdn-
ceres de mama y neuroblastomas)

El tratamiento de las neoplasias con radioterapia
y quimioterapia resulta en dafo extenso en el ADN y
ta activacion de p53 en estas células En algunos mo-
delos de células en cultivo activadas por la expresién
de la proteina de adenovirus E1A, el tratamiento con
radiacién ionizante o con 5-fluorouracilo, etopdsido o
adriamicina induce apoptosis dependiente de p53.%8
De izual manera, todos los teratocarcinomas testicu-
lures de humano y de ratén que contieren el gen de
p53 tipo silvestre,? responden muy bien (90-95% cu-
rados) a la quimioterapia con cisplatino In vitro las
células Stem de estos tumores llevan a cabo una
apoptosis dependiente de p53 en respuesta a etopési-
do %0 Una situacién similar se presenta en las leuce-
mias linfoblasticas agudas infantiles, las cuales muy
frecuentemente tienen p53 tipo silvestre y respon-
den bien a la quimioterapia 28 La recurrencia en es-
tos tumores, o la inefectividad de la terapia se corre-
laciona bien con la presencia de mutaciones en p53.

Otros tumores que frecuentemente contienen mu-
taciones en p53 (melanomas, cancer de pulmén, tu-
mores colorrectales, cancer de prostata, de vejiga y
de mama) generalmente responden pobremente a la
radiacién o a la quimioterapia 5! Por lo tanto, no es
sorprendente que en algunos casos se haya informa-
do que las mutaciones en p53 resultaran en una ma-
yor recurrencia y menor sobrevida total de los pa-
cientes ! Sin embarga, no en todos los casos existe
esta buena correlacién entre el estado funcional de
b83 vy la respuesta al tratamiento o el prondstico.
An mais, es interesante mencionar que algunas li-
neas tumorales gue tienen p53 tipo silvestre son in-
capaces de inhibir la progresién del ciclo en G1-Sen
respuesta al dafio genotéxico, presentanda asi dafio
cromosémico 32 Esto se podria deber a que dichas li-
neas tumorales presentan una serie de alteraciones
que modifican diversas vias que participan en el con-
trol de la proliferacién y la muerte celular.

Actualmente se encuentran en desarrollo nuevas
terapias génicas que aprovechan la induccién selecti-
va de la apoptosis Una estrategia para lograr la se-
lectividad es a través de la entrada especifica en el
tumor de moléculas que inducen apoptosis Por
ejemplo, los vectores virales que expresan genes
apoptéticos pueden ger directamente introducidos en
el tumor, minimizando su captacidn por las células
normales. Este método ha sido particularmente efec-

tivo para p83. La inyeccidn intratumoral de adenovi-
rug que expresan p53 puede inducir apoptosis direc-
tamente y actuar junto con agentes citotéxicos anti-
cancerigenos para promover la regresién tumoral
Actualmente se encuentra en estudios clinicos esta
estrategia, 3355

Ya que las mutaciones en p53 producen proteinas
alteradas, varios grupes han intentado usar el siste-
ma inmune para matar a las células tumorales. Esta
inmunoterapia puede proveer un tratamiento especi-
fico y no toxico para €l combate del cancer Estos es-
tudios se han realizado en ratones. El tratamiento
con células dendriticas sspecificas para p53 mutado
disminuyd el crecimiento tumoral de tumores pre-
existentes Asimismo, estas células dendriticas son
capaces de actuar como vacunas protegiendo a los ra-
tones contra una inyeccién letal de células de sarco-
ma y promoviendo el rechazo del tumor 5 57

Otra estrategia especifica que marca a las células
tumorales toma en cuenta la ausencia de p53 en los
tumores. Un ejemplo de esto es el tratamiento con el
adenovirus ONYX-015, el cual es incapaz de replicar-
se en células normales, pero se divide selectivamente
en células que carecen de p53 En la ausencia de p43,
el virus se replica seguido por la lisis celular. Por lo
tanto, las células tumorales son especificamente eli-
minadas por el virus mientras que las células norma-
ies no son afectadas. La habilidad del virus para re-
plicarse y esparcirse supera algunas de las limitacio-
nes de la terapia génica, sin embargo, todavia falta
determinar si esta terapia seria efectiva en el trata-
miento de lesiones con metdstasis 58 59

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El conocimiento de la funcién de p53 ha permitido
conocer varias de las vias que estan alteradas en di-
versos tipos de cancer. Es interesante mencionar que
el conocimiento de la estructura y funcién de p53
permitié el desarrollo de terapias muy eficaces en al-
gunos tipos de tumores, particularmente aquellos en
108 que la proteina es normal, como es el caso del
cancer de testiculo. Sin embargo, se sabe que en la
aparicién del cancer se requiere que varias proteinas
estén alteradas ademads de p53. El conocimiento de-
tallado de las interacciones entre p53 y otras protei-
nas, como pueden ser diversos oncogenes, nos po-
dran dar una mayor informacién de los diversos me-
canismos de control del crecimiento y muerte celular
que son anormales y que modifican la funcién celu-
lar Es por ello que es necesario estudiar la funcién
normal de esta proteina en tejidos que normalmente
presentan alto recambio celular, como el tubo diges-
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ANEXO 3

Mendoza-Rodriguez CA, Merchant-Larios H, Segura-Valdez ML, Moreno-Mendoza
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Expression of p53 in luminal and glandular epithelium during the growth and
regression of rat uterus during the estrous cyle Molecular Reproduction and
Development: 61: 445,

En este trabajo se describe el patron de exprasidn, tante a nivel de ARNm
como de |a proteina, del gen supresor de tumores p53 en los epitelios uterinos
durante el ciclo estral y su refacién con el patron de apoptosis de estos tipos

celulares
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ABSTRACT It has been well recognized that
epithelial cells of the rat endometrium cyclically proli-
ferate and die during the estrous cycle The aim of the
present study was to determine p53 expression pattern
and correlate it with the the apoptotic pattern of
epithelial cells of the rat uterus during the estrous
cyele. The p53 mRNA and protein expression pattern
was assessed by in situ hybridization and immunohis-
tochemistry The apoptotic index was determined by
using terminal deoxynucleotidy! transferase mediated
dUTP nick end labeling {TUNEL) and electron micro-
scopy The highest p53 mRNA content, detected by in
situ hybridization, was observed on the metestrus day
both in the luminal and the glandular epithelia. During
this period both epithelia presentad high proliferation.
The content of p53 MRNA markedly decreased in the
following days, presenting its minimal values on the
estrus day The highest number of p53 immunoposi-
tive nuclel, in poth the luminal and the glanduiar
epithelia, was also detected on the mefestrus day,
while the lowest one was found on estrus day On the
proestrus day, p53 protein was predominantly de-
tected in the glandular epithelium However, on the
esirus day, p53 protein was detected both in the nuclei
and in the cytoplasm of luminal epithelial cells, pre-
dominantly in the cytoplasm. The highest aneptotic
index in both the luminal and the glandular epithelia
was observed on the estrus day whareas the lowest one
was observed on the proestrus day. The apoptotic
index values were higher in the luminal than in the
giandular epithelia The overall results indicate that
p53 aexpression at both mRNA and protein levels is
higher on the metestrus day when the apoptotic index
is iow. This suggests that p53 should play an im-
portant physiological role during proliferative phases of
the estrous cycle in the rat uterus. Mol Reprod Dev
61 445-452, 2002 ® 2002 Wiley-Liss inc.

© 2002 WILEY-LISS, INC.

Key Words: apoptosis; female reproductive tract;
gene regulation; uterus; p53

INTRODUCTION

The 1odent uterus is a classical target tissue for
sexual steroid hormones During the estrous cycle, the
uterus presents rnorphological changes including high
proliferation of both luminal and glandular epithelia
and important degeneration of the epithelium after
ovulation (Bertalanffy and Lau, 1963; Marcus, 1974;
Spornitz et al, 1994) These events occur in response
to eyclic changes in serum steroid hoimone levels
(Butcher et al, 1974), Cell proliferation occurs in res-
ponse to estradiol (Eg) and it is inhibited by progester-
one (Py) (Martin et al, 1978; Kirkland et al,, 1979)

Cell death in tissues is highly regulated Itisinvolved
in shaping tissues during development {Saunders,
1966) and in counter-balancing proliferation in adult
tissues (Wyllie et a1 , 1980) Cell death by apoptosis has
been demonstrated in the uterus of several mammals,
including humans (Sandow et al, 1979; Pollard et al |
1987, Spornitz et al, 1994; Spencer &t al.,, 1998). Apop-
tosis has been observed in rat uterus and vagina, where
an inverse correlation was established between cell
death and cell proliferation using an histomorphologi-
cal approach (Spornitz et al, 1994) However, there is
limited systematic information about the extent of pro-
liferation, apoptosis and expression of genes involved
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in these processes during the normal estrous cyecle
(Bourroughs et al , 2000)

It is well known that the apoptotic process involves
the participation of many genes, including p53 (Bates
and Vousden, 1999) p53 is a transcription factor that
under normal conditions is thought to be involved in
the maintenance of genomic stability Indeed, this pro-
tein induces cellular arrest or apoptosis in response to
genotoxic or hypoxic stress or suboptimal growth con-
ditions (Levine, 1997) p53 also appears to be 1equired
for normal cell proliferation (Reich and Levine, 1984,
Steinmeyer et al, 1990) This gene is mutated or
inactivated in more than 50% of human cancers
(Hollstein et al , 1994; Hietanen et al., 2000). In spite
of the great number of studies of pb3 expression in
cancer derived cells and tumoral tissues, few studies
about the expression of this gene have been performed
in normal 1eproductive human female tissues (Brys
et al, 2000; Westhof et al, 2000) The extent of p53
expression seems to be organ dependent (Westhof et al ,
2000) However, there is no information about p&3
expression during the menstrual cycle

The aim of the present work was to evaluate p53
expression pattern during the estrous cycle of the 1at
and to study whether this pattern correlates with the
apoptotic index of the endometrium during the estrous
cycle

MATERIALS AND METHODS
Animals

All animal maintenance and handling was carried
out in accordance with the Guidelines of the Mexican
T.aw of Anima] Protection. Intact adult female Long-.
Evans rats (200-250 g) were used, which presented at
least four regular 4-day estrous cycles, as determined
by daily vaginal smears. They wete maintained under a
14:10 hy light: dark cycle, lights on from 05:00 to 19:00
hi, with food and water available ad libitum In all
experiments, groups of five rats were killed at 13:00 hr
on metestrus, diestrus, proestrus, or estrus days
Uterus were dissected, trimmed of connective tissue,
and immediately fixed with ice-cold 4% paraformalde-
hyde in phosphate buffer saline (PBS} for 2 hr Tissues
were dehydrated through a series of increasing ethanol
concentr ations, and finally cleared with xylene. Tissues
were then embedded in paraplast. Tissue sections (5 pm
thick) were cut and mounted on silanated or poly-1-
lysine coated slides Sections were cleared of paraplast
with xylene, yehydrated and processed for the techni-
ques mentioned below

In Situ Hybridization

In situ hybridization was pezformed in 5-pm sections,
from five different animals in each day of the cycle.
Briefly, rehydiated sections were incubated in 02 N
HCI for 5 min at room temperature. Affer rinsing in
water, slides were incubated in 1 pg/ml proteinase K
{Sigma Chemical Co, St Louis, MO) for § min. Aftex
acetylation with acetic anhydride, the sections were

prehybridized for 1 hr in a hybridization buffer
(formamide 50%, 88C 4 x, Denhardt 1x, 05 mg/ml
salmon sperm DNA, 0 256 mg/ml tRNA, 10% dextran
sulfate) The sections were incubated at 57°C overnight
with the digoxigenin-labeled antizsense or sense ribo-
probes The full-length rat p53 cDNA (Soussi et al,
1988), kindly provided by Dr Thierry Soussi (Institut
Curie, Paris), was cloned into pBlueseript 4 (Stratagen,
La Jolla, CA) transcription vector. After lineatization
with the appropriate restriction enzyme, digoxigenin-
labeled antisense or control sense RNAs were synthe-
sized using the Boehringer Dig RNA Labeling kit
(Boehringer Mannheim Co, Indianapolis, IN), accord-
ing to the manufacturer protocol After hybridization,
the sections were rinsed in 2 x sodium chloride/sodium
citrate (SSC) for 1 hr at room temperature, followed by
1x SSC for 1 hr at room temperature, 0 5 x SSC for
30 min at 37°C, and finally 0 5 x 38C for 30 min at room
temperatuie Tissues were rinsed in buffer 1 (150 mM
Na(Cl, 100 mM Tiis-HCl, pH 7 5) and incubated ovei-
night with a polycional sheep anti-digoxigenin anti-
body coupled to alkaline phosphatase (Boehringer
Mannheim Co.). The color reaction was obtained by
incubation in Fast Red chromogen (Biomeda Corp.,
Fogter City, CA). Sections were counterstained with
Mayer’'s Hematoxylin. Sections of the luminal and
glandular epithelium were analyzed with the Meta-
morph Imaging System for determining the staining
intensity (mean gray values) of immunopositive cells
The gray level was converted to a numerical value
using a scale from 0 (white) to 265 (black). The back-
ground intensity was determined from the section
incubated with the sense probe instead of the antisense
probe The background was subtracted from all values
A total of 100 cells of eachi cell type per section was
analyzed. Three sections by animal were analyzed
(n=>5 animals/day). ‘

Immunohistochemistyry

Immunohistochemistry was performed in & pm sec-
tions ftom five different animals in each day of the
cycle Biiefly, rehydrated sections were mictowaved
(2 cycles of 10 min each) in 0 01 M sodium citrate, pH 6,
and cooled to room temperature Endogenous peroxi-
dase was blocked by incubation in 3% hydrogen pero-
xide in PBS for 30 min. After rinsing in PBS, the slides
were incubated in 0.5% Triton X-100 and nonspecific
immunoglobulin binding was blocked by incubating
sections in 5% bovine serum albumin (BSA) for 30 min
The sections were incubated with primary antibody (sc-
1312, Santa Cruz Biotechnology, Inc , Santa Cruz, CA)
at a 1:50 dilution (4 pg/ml) overnight in a humidified
chamber at 4°C For negative control, two different
procedures were used In the first one, primary anti-
body was omitted, and in the second one primary
antibody was pre-absorbed with a specific synthetic
peptide (sc-1312P, Santa Cruz Biotechnelogy, Inc).
After washing with PBS, the sections were incubated
for 2 hr at room temperature with biotin-conjugated
goat anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc ) at
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a 1:100 dilution, and then washed with PBS to remove
unbound secondary antibody, and incubated for 1 hr at
room temperature in peroxidase-conjugated avidin-
biotin reagent (Santa Cruz Biotechnology, Inc). The
slides were washed with PBS, developed with DAB
substrate and counterstained with Mayer’s Hematox-
yvin. Immunopositive nuclel in the glandular and
luminal epithelium were determined using the Meta-
morph Imaging System. All the nuclei from the luminal
and glandular epithelium were analyzed in each
section Three sections by animal were analyzed
{n =5 animals/day).

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
Mediated dUTP Nick End Labeling (TUNEL)

To detect the cells containing fragmented DNA, in
situ labeling of free 3'-OH was carried out using the In
Situ Cell Death Detection Kit (Boehringer Mannheim
Co), following the manufacturer protocol Briefly,
rehydrated sections were incubated at room tempera-
ture for 30 min with proteinase K (20 pg/ml in 10 mM
Tris-HC], pH 8) Sections were washed in PBS and
endogenous peroxidases were inactivated with 0 3%
Hy0; in absolute methanol for 30 min at room tem-
perature. After rinsing with PBS, sections were per-
meabilized with 0 1% Triton X-100 in PBS for 2 min at
4°C. Positive control sections were treated for 10 min
at 37°C with DNase (25 U) Slides were rinsed with
PBS and incubated for 1 hr at 37°C in the TUNEL
reaction mixture (Yerminal deoxynucleotidyl transfer-
ase enzyme (TdT)} with nucleotide mixture in 1eaction
buffer) In negative controls, TdT enzyme was omitted
from the reaction mixture Slides were rinsed with PBS
and then incubated with anti-fluorescein antibody
Fab fragment fiom sheep conjugated with horse-
radish peroxidase for 30 min at 37°C After rinsing
with PBS, diaminobenzidine reaction was carried out
for the detection of the peroxidase Sections were
counterstained with Harris Hematoxylin The apopto-
tic index was estimated by counting the number of
stained apoptotic cells (using the Metamorph Imag-
ing System, Universal Imaging Corpeoration, Downing-
town, PA) in 500 epithelial cells in three randomly
selected sections of each animal (n =5 animals/day)

Electron Microscopy

Uteri were dissected, trimmed of connective tissue and
immediately processed for electron micrescopy accor-
ding to the previously described protocol {(Merchant-
Larics et al, 1993). Tissue was fixed in Karnovsky
solution, postfixed in 1% Os0, in Zettergqvist’s buffer and
embedded in Epon 812 Sections of 60-90 nm were
stained with uranyl acetate/lead citrate

Radioimmunoassay

Specific radioimmuncassay was performed in in-
dependent serum samples from groups of five animals
at 13:00 hr on metestrus, diestrus, proestius, or estrus
days All samples were stored at —70°C. BE; and P,
assessment was carried out as previously described
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(Abraham, 1975) The sensitivity of the assays was
5 4 pg/ml for B2 and 8 3 ng/ml for P4. The intra and
interassay coefficients of variation were 5 3+ 8%, 6 5 +
10%, respectively.

Statistical Analysis

Immunchistochemistry, in situ hybridization, TU-
NEL and radicimmunoassay data were analyzed using
one-way analysis of variance (ANQOVA) followed by a
Tukey’s multiple comparison test The Prism 201
program {Graph Pad, San Diego, CA} was used for
calculating probability values

RESULTS

In Situ Hybridization and
Immunchistochemistry

During the estious cycle, in situ hybridization
experiments indicated that the highest staining of p53
mRNA expression was observed on the metestrus day,
both in the glandular and the luminal epithelium,
significantly decreasing in the following days (Figs 1
and 2) The lowest staining of p53 mRNA expression
was obseived on the estrus day in both the glandular
and the luminal epithelia (Figs. 1 and 2).

p53 protein was detected by immunchistochemistry.
pd3 immunoreactivity was logalized in the nucleus of
epithelial cells during metestrus, diestrus, and proes-
trus days In contrast, on the estrus day p53 immunos-
taining was predominantly detected in the cytoplasm of
epithelial cells (Fig 3) As chserved for p53 mRNA
stained cells, the highest number of p§3 immuncreac-
tive nuclei were detected on the metestrus day in both
the luminal and the glandular epithelium (Fig. 4) In
the luminal epithelium, the number of immunostained
nuclei decreased during the following days of the
estrous cycle, and the lowest one was observed on the
estrus day (Figs 3 and 4) In the glandular epithelium
the number of immunostained nuclei was similar
during metestrus, diestrus, and proestrus days and
significantly decreased during estrus day (Figs 3
and 4}

TUNEL and Electron Microscopy

The apoptotic index was determined by TUNEL
assay in the luminal and the glandular epithelia of
the rat uterus during the estrous cycle (Fig 58A~E) The
highest apoptotic index was detected both in the
lumeinal and the glandular epithelia on the estrus day
{Fig 6F) In the luminal epithelium, a marked decrease
in the apoptotic index along the other days of the cycle
was ohserved (Fig 5). In contrast, in the glandular
epithelium, the apoptotic index markedly decreased on
the metestrus day followed by a small increase on the
diestrus day (Fig 5)

The election microscopy data showed that both
luminal and glandular epithelial death cells presented
distinctive apoptotic morphology characterized by
typical irregular nuclei with condensed chiomatine,
clumped along the nuclear membrane The apoptotic
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3

Fig. 1 Expression of p53 mENA in the rat uterus during the
estrous cycle analyzed by in situ hybridization A representative
in situ hybridization of each day of the cycle is shown: (A} metestrus;
(B and C) diestrus; {D and E) proestrus; (F and G} estrus; (H and I)

epithelial cells were ingested by adjacent normal cells,
which contained large phagocytic vacuoles (data not
shown)

Radicimmunocassay

E; and P, plasma levels were determined in all
studied animals, to verify the hormonal status during
estrous cycle As expected the highest E; and P, levels
were found on the proestrus day (Fig 6)

negative contiols are serial sections of tissue in metestrus hyhridized
with the sense probe In (A) both luminal and glandular epithelium
are chserved. B D, F and H: show luminal epithelium C, E, Gand I
show glandular epithelium Bar =25 um

DISCUSSION

In this woik, we determined the p53 expression
pattern in the luminal and the glandular epithelia of
the rat uterus during the estrous cycle. p53 expression
was predominantly detected during the proliferative
phases of the estrous cycle and an inverse correlation
was found with the apoptotic index of the luminal and
glandular epithelium,
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Fig 2 p53 mRNA expression level in luminal and glandular
epithelium In situ hybridization was performed in the uterus of five
different animals in each day of the cycle to determine p53 mRENA
content Staining intensity (mean gray value) of immunopositive cells
was evaluated in: (A) luminal epithelium and (B) glandular epi-
thelium M, metestrus; D, diestrus; P, proestrus; E, estrus. Results are
expressed as the mean £ SEM **P < 0 001 as comparcd with the other
days of the cycle

It has been established that during the estrous cycle,
uterine cells proliferate and then undergo apoptosis
However, few studies have described cell apoptosis
during the rat estrous cycle (Spornitz et al , 1994; Sato
et al, 1997, Bourroughs et al, 2000) Our resuits
indicate that the highest apoptotic index in both the
luminal and the glandular epithelium ocecurs on the
estrus day These results are in agreement with elec-
tron microscopy data of Spornitz in which apoptosis
was detected in the epithelium of the uterus of rats on
the estrus day (Spornitz et al, 1994} Furthermore,
our results confirm and extend the apoptosis data
recently reported by Bourroughs et al (2000), which
demonstrate that the highest apoptotic rate in all
uterine cell types oceurs during the estrus day Never-
theless, our resulis are in discrepancy with Sato study,
which determined that the maximal apoptotic index of

Fig 3. Immunohistochemical localization of p53 protein in the rat
uterus during the estrous cycle A representative immunchistoche-
mistry of each day of the ¢ycle is shown: (A and B} metestrus, (C and
D) diestrus; (B and F) proestrus; (G and H) estrus; (I and J} negative
contrels are serial sections of tissue in metestrus in which primary
antibody was pre-shsorbed with a specific synthetic peptide A, C, E,
G, and I show luminal epithelium B, D F H and J show glandular
epithelium Bar =25 um

luminal epithelial cells ocurred during metestrus day
{Sato et al,, 1997) This discrepancy may be due to the
hour at which the study was performed The maximal
apoptotic index in luminal epithelial cells Yeported by
Sato et al was of approximately 17 5% during metes-
trus day and 5% in estrus day In contrast, we observed
the maximal apoptotic index (40%) on estrus day in the
same cellular type, In other animal models, such as the
hamster uterus, it has been reported that apoptosis
also oceurs during the estrus day (S8andow et al, 1879)
and it is probably the result of the decline in serum E,
and the rise in P, during this phase of the cycle (West
et al, 1978

Despite of the previously mentioned studies that
described apoptosis in the uterine tissues during the

o st sl
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Fig 4 pb3 protein expressicn level in luminal and glandular
epitheliurn Immunchistochemist:y was performed in the uterus of
five different animals in cach day of the cycle to determine p53 protein
content, Immunopositive nuclei were determined in: (A) luminal
epithelium and (B} glandular epithelium M, metestrus; D, diestrus;
P, proestrus; E, estrus Results are expressed as the mean +: SEM In
(A) **P < (3 001 as compared with M and D, and P < 0,05 as compared
with P, *P < 0 01 as compared with M In (B) **P < 0 001 as compared
with the other days of the cycle

estrous cycle of therat, none of the genes involved in the
apoptotic pathway, such as p53, have been described in
this tissue under physiological conditions

p53 is a transcription factor that participates in the
regulation of the cell cycle and apoptosis (Levine, 1997)
Under normal conditions, p53 protein is thought to
maintain genomic stability This protein has been
described in healthy and tumoral cells from human
reproductive tissues including breast, ovaries, endo-
metrium, myometrium, and cervix (Brys et al, 2000;
Westhof et al , 2000) However, there is no information
about its presence in rat uterine tissue or during the
estrous cycle.

In the present study, we found an increase in ps3
mRNA content on the metestrus day both in the lumi-
nal and the glandular epithelia (Figs 1 and 2) We also
observed in this day the highest number of p53 im-
murnoreactive nuclei in both epithelia (Figs 3 and ¢)

F
.

L

the kminat epithelia
hY o o~
o = (=2
L3

=
% of apoptotic celis m
the gianduiar epithelia

% of apoptotic celis in

=
L

D13h  P13h  EAdh

Day of the cycle

M13h

Fig 5. Apoptotic rates of uterine epithelia during the estrous cycle
determined by TUNEL method A representative TUNEL assay of
each day of the cycle is shown: (A) metestrus, (B) diestius, (C)
proestrus, (D) estrous, (K} negative contrel is a serial section of tissue
during estrus day (TdT enzyme was omitted) Arrows indicate cells
with nuclear fregmentation Bar=50 ymin A, B, C. and E In D,
bar =25 pm In (F) guantitation of TUNEL staining in uterine
epithelia during the estious cycle M, metestrus; D diestrus; P,
proestrus; B, estrus Results are expressed as the mean +SEM;
**P < 0001 as compared with the other days of the eycle *P < 0.01 as
compared with D and P, + P < 0 001 as compared with M and P, and
P <001 as compared with D

We observed that the highest apeptotic index occurred
on the estrus day Interestingly, p53 protein in this
day of the cycle was localized predominantly in the
cytoplasm of the epithelial cells Nuclear and cytoplas-
mic p53 localization has heen previously deseribed
(Molinari et al , 2000). In MCF-7 breast cancer cells it
has been shown that E; treatment induces cytoplasmic
localization of p53 protein Cytoplasmic localization
after E; treatment oceurs 48 hr after its administration
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Fig 6 Serum concentrations of (A) estradiol and (B) progesterone
during the estrous cycle Steroid levels were determined by radio-
immunocassay [ata are expressed as the mean + SEM of five animals/
day of the cycle M, metestrus; D diestrus; P, proestrus; E estrus
*PzpBsvs B

(Molinari et al, 2000). Whether the increase in pb3
cytoplasmic jocalization observed in estrus day is due to
Es increase in proestrus day deserves further investi-
gation Nuclear localization has been related with the
normal function of the protein, whereas cytoplasmic
localization is mainly due to p53 proteclysis (Levine,
1997; Molinari et al , 2000),

It is generally agreed that the regulation of p43
expressian oceurs at a post-transeriptional level due to
an increase in the half-life of the protein and/or an
increase in the rate of translational initiation of p53
mRNA in the cells (Levine, 1997). The high p53 protein
level observed in the glandular epithelium during
diestrus and proestrus days when mRNA levels de-
creased as observed by in situ hybridization, indicates
a postrascriptional regulation in this cell type.

In this study a concomitant 53 mRNA and pro-
tein expression occurred on the metestrus day in both
luminal and glandular epithelium This evidence
suggests that in normal rat uterus, p53 is regulated
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also at the transcriptional level Recent studies in
mouse and human cell lines indicate that p&3 can be
modulated at the transcriptional level by several
transcription factors, whick include nuclear factor-xB
(NF-xB), upstream stimulating factor (USF), Myc/Max,
nuclear factor 1 (NF1), ying yang 1 (YY1), activator
protein 1 {AP1}, and Maf (Kirch et al , 1999; Hale et al ,
2000; Lee et al , 2000)

It has been reported that p53 is induced by estrogens
in cancer celis lines (Hurd et al, 1995; Moudgil et al,
2001}, Thexe are several repoxts that estrogen 1eceptor
(ER) interacts with p53. Indeed, recent data suppert
a crogs-talk between p53 and ERe signaling path-
ways (Liu et al , 1999) Both in vivo and in vitro studies
indicated that ER physically interacted with p53 (Yu
et ai, 1997), thus suggesting that p53 is an ER
interacting protein which modulates the hormone-
dependent transcriptional activity of the ER (Yu et al ,
1997) The cross talk between the ER and p53 may
have important implications in the understanding of
the biology of the uterus in which many functions are
mediated via ER However, p53 and ER interactions in
this tissue deserve further investigation

It has recently been reported that p53 participates in
many other processes in addition to the well known
apoptotic effects, such as: oxidative stress, cell cycle,
DNA replication, signal transduction, angiogenesis,
and cell migration (Zhao et al, 2000) It has been
demonstrated that p53 protein is implicated in the
regulation of cell growth. Indeed, an increase in syn-
thesis and steady-state levels of p53 protein and mRNA
occurs prior to DNA synthesis in late G1 indicating that
p53 has a1ole in the progression of cells from a growth-
arrested state to an actively dividing state (Reich and
Levine, 1984; Steinmever et al, 1990) It has been
demonstrated that proliferation of the rat uterine
epithelia oceur during the metestrus, diestious, and
proestrus days (Bertalanffy and Lau, 1963; Marcus,
1974) In the present work, we demonstrated that p53
expression is increased in the uterine epithelium dur-
ing the proliferative stage of the estrous cycle The
overall results suggest that p53 should play an im-
portant physiological role during proliferative phases of
the estrous cycle in the rat uterus
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ANEXO 4

Mendoza-Rodriguez CA, Merchant-Larios H, Segura-Valdez ML, Moreno-Mendoza
N, Cruz ME, Arteaga-Lépez P, Camacho-Arroyo 1, Dominguez R, Cerbon M (2002)
c-fos and estrogen receptor gene expression pattern in the rat uterine
epithelium during the estrous cycle Aceptado para su publicacion en Molecular

Reproduction and Development
En este trabajo se describe el patrén de expresion del proto-oncogen c-

fos y del receptor a estrogenos en los epitelios uterinos durante e! ciclo estral y

su relacion con el patrén de proliferacion de estos tipos celulares
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ABSTRACT Different studies in ovariectomized estrogen treated animals support
the idea that ¢-fos plays a role in the proliferation of uterine epithelial cells. However, these
studies invite us to reassess the role played by c-fos in epithelial cell types of the
endometrium during the estrous cycle The present study was undertaken to determine the
c-fos and estrogen receptor gene expression pattern in the rat uterine epithelium during
the estrous cycle in which natural and cyclic changes of steroid hormones occur, and
correlate these changes with the proliferation status of this cellular types Proliferation was
assessed during the estrous cycle using bromodeoxyuridine incorporation to DNA
Estrogen receptor (ER) o and P proteins were assessed by immunohistochemistiry The
regulation of c-fos gene expression in the uterus of intact animals during the estrous cycle
was evaluated using both in situ hybridization and immunohistochemistry. Estradiol (Ez)
and progesterone (P4) plasma levels were assessed by radicimmuncassay The resuits
indicated that luminal (LE) and glandular epithelia (GE) presented maximal proliferation
during the metestrus (M} and the diestrus (D) days However, during the proestrus (P) day
only LE presented proliferation, and during the estrus (E) day only the stromai cells
proliferated A marked immunostaining for ERa was detected in both LE and GE cells
during the early phases of the cycle but diminished on the P and the E day In contrast,
ERP was undetectable in both epithelia during all stages of the cycle The highest c-fos
mRNA level was detected in both epithelia on the M day, followed by a significant
reduction during the other days of the cycle. The highest protein content was observed on
the M and D days, and the minimal value was detected on the E day. The c-Fos protein
level in LE was increased during metestrus and diestrus days, presenting a high
correlation with the cellular proliferation pattern of this cell type

In conclusion, the overall results indicate that c-Fos protein presentied a good
correfation with uterine epithelial cell proliferation of LE In the case of GE, the same
tendency was observed, although no significant correlation was found. Both in LE and GE,
c-fos mRNA did not strictly correlate with its protein levels. c¢c-fos seems to have a
postranscriptional regulation in uterine epithelial cells during the rat's estrous cycle

Keywords: c-fos, epithelium proliferation, estrous cycle, estrogen receptor «, uterus

INTRODUCTION

Estrogens induce DNA replication and cellular proliferation in the uterus of
mammals (Bertalanffy and Lau, 1963; Clark, 1971; Kaye et al, 1972; Marcus, 1874) by
modifying the expression of several genes such as progesterone receptor (PR) (Kraus and
Katzenellenbogen, 1993; Savouret et al, 1994), epidermal growth factor (DiAugustine et
al, 1988; Huet-Hudson et al, 1990), insulin-like growth factor | (Murphy and Ghahary,
1990), and their respective receplors (Lingham et al., 1988; Murphy and Ghahary, 1990},
as well as proto-oncogenes such as c-fos (Loose-Mitchell et al, 1988, Bigsby and Li,
1994; Nephew et al , 1995), c+jun, jun-B, jun-D (Weisz et al., 1990; Nephew et al , 1993;
Webb et al , 1993), c-myc and N-myc (Murphy et al, 1987; Travers and Knowler, 1987;
Weisz and Bresciani, 1988) The mechanism of estrogen action results from interaction
with a specific nuciear ER, which is a ligand-activated transcription factor. ER-ligand
complex interacts with DNA binding sites of estrogen response elements (EREs), in target
genes, and this complex recruits coactivators (or corepressors) and other regulatory
proteins that form the active transcription complex (McKenna et al., 1999)
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It has been demonstrated that in immature rat uterus all cell types proliferate in
respond to 178 estradiol, whereas only epithelial cells of both glandular and luminal
epithelium respond in the mature animal (Clark, 1971; Kaye et al, 1972; Nephew et al |
1895). Treatment with estradiol induces early activation of many genes that precede
uterine growth, including c-fos and c¢-fun and c-myc proto-oncogenes, suggesting that they
play an important role in amplifying the estradiol hormonal signal. Fos/Jun proteins
constitute the activating protein-1 (AP-1) transcription factor that mediates cell
proliferation, differentiation, and secretion In the case of murine c-fos proto-oncogene an
ERE has been characterized both in 5' and 3’ regions (Hyder et al, 1891a,b) and in
human c-fos gene, the ERE has been located in §' (Weisz and Rosales 1990)

Rapid, marked and tfransient induction of c-fos in the uterus of ovariectomized rats
treated with estradiol has been previously reported (Weisz and Bresciani, 1988; Mendoza-
Rodriguez et al, 1999). Furthermore, other studies using similar experimental models,
revealed that c-fos mRNA remained in uterine luminal and glandular epithelia, and the
expression was not shifted to stroma in mature and immature castrated rats, and no
substantial differences were found in uterine luminal and glandular epithelium (Nephew et
al, 1995) These results support the idea that ¢-fos gene expression plays a role in the
proliferation of uterine epithelial cells c-fos expression studies in the rat uterus, however,
have only been performed in ovariectomized treated animals

It has been observed in the rat repreductive tissues that the expression of several
genes is different in ovariectomized estrogen treated animals as compared with intact
animals under physiological conditions such as the estrous cycle (Mclnar and Murphy,
1994; Nandha et al, 1999; Cameron et al, 2002) In the present sfudy, the c¢-fos
expression pattern was assessed in the uterus of the rat during the estrous cycle by
immunohistochemistry and in situ hybridization to evaluate the cell type-specific location of
both protein and mRNA encoding c-fos In addition, c-fos gene expression at both mRNA
and protein level was correlated with epithelial cell proliferation and with ER« and ERp
isoforms expression in the rat uterus during the different phases of the estrous cycie

MATERIALS AND METHODS
Animals

Intact adult female Long-Evans rats (200 - 250 g) maintained under a 14:10 h
light:dark cycle with food and water available ad /ibitum, which presented at least 4 regular
4-day estrous cycle, as determined by daily vaginal smears, were used All animal
maintenance and handling was carried out in accordance with the Guidelines of the
Mexican Law of Animal Protection. Groups of five rats were killed at 13:00 h of diestrus,
metestrus, proestrus or estrus days. Uteri were dissected, trimmed of connective tissue,
and immediately fixed with ice-cold 4% paraformaldehyde in PBS for 2h. Tissues were
dehydrated through a series of increasing ethanol concentrations and finally cleared with
xylene, Tissues were then embedded in paraplast Tissue sections (5 pm thick) were cut
and mounted on silanated or poly-L-lysine coated slides Sections were cleared of
paraplast with xytene, rehydrated, and processed for the techniques mentioned below

BrdU Immunostaining
Two hours prior fo killing, each animal received an ip. injection of 5-bromo-2'-
deoxyuridine (BrdU) in PBS at a dose of 50 mg/kg. All animals were sacrificed at 13:00 h
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and uteri were dissected and trimmed of connective tissue The samples were embedded
in Tissue Tek and frozen at —70°C Sections of 16 um were air-dried on microscope slides
The BrdU Labeling and Detection Kit (Boehringer Mannheim Co Indianapolis, IN) was
used to detect the cells that had incorporated BrdU into DNA, following the manufacturer
protocol. Briefly, the sections were rinsed in PBS and fixed in 70% ethanol (in 50 mM
glycine buffer, pH 2.0) for 30 min at -20°C After washing with PBS, the sections were
incubated with anti-BrdU mouse monoclonal antibody at a 1:10 dilution in incubation buffer
(86 mM Tris buffer, 0 66 mM MgCl;, 1 mM 2-mercaptoethanol) for 30 min at 37°C. For
negative controi, primary antibody was omitted After washing with PBS, sections were
incubated for 30 minutes at 37°C with TRITC-conjugated rabbit anti-mouse 1gG (Sigma,
St Louis, MO) diluted 1:200 in PBS. Slides were washed with PBS and covered with
DAKO Fluorescent Mounting Medium (DAKO Corporation, Carpinteria, CA). The sections
were observed in a fluorescent microscope using a G-2A filter from Nikon. The proliferative
rates of the LE and GE were assessed by counting the number of BrdU-positive nuclei in a
section and expressed as a percent of the total number of epithelial cells Three sections
by animal were analyzed N = 5 animals per day

In Situ Hybridization

In situ hybridization was performed in 5-pm sections Briefly, rehydrated sections
were incubated in 02 N HCI for 5 minutes at room temperature After rinsing in water,
slides were incubated in 1 ug/mi proteinase K (Sigma Chemical Co , St. Louis, MO) for 5
minutes After acetylation with acetic anhydride, sections were prehybridized for 1 hour in
a hybridization buffer (formamide 50%, SSC 4X, Denhardt 1X, 0.5 mg/mi salmon sperm
DNA, 0 25 mg/ml tRNA, 10% dextran sulfate) Sections were incubated at 57°C overnight
with the digoxigenin-labelled antisense or sense riboprobes The full-length rat c-fos cDNA
(Curran et al. 1987), kindly provided by Dr Tom Curran (St Jude Children's Research
Hospital, USA), was cloned into pSPB5 transcription vector After linearization with the
appropriate restriction enzyme, digoxigenin-labelled antisense or control sense RNAs were
synthesized using the Boehringer Dig RNA Labeling kit (Boehringer Mannheim Co
Indianapolis, IN), according to the manufacturer protocol After hybridization, sections were
rinsed in 2X sodium chloride/sodium citrate (SSC) for 1 hour at room temperature,
followed by 1X SSC for 1 hour at room temperature, 0 5X SSC for 30 min at 37 °C, and
finally O 5X SSC for 30 min at room temperature Tissues were rinsed in buffer 1 (150 mM
NaCl, 100 mM Tris-HCI, pH 7.5), and incubated overnight with a polyclonal sheep anti-
digoxigenin antibody coupled to alkaline phosphatase (Boehringer Mannheim Co
Indianapolis, IN} The colour reaction was obtained by incubation in Fast Red chromogen
(Biomeda Corp, Foster City, CA) Sections were counterstained with Mayer's
Hematoxylin Sections of the luminal and glandular epithelium were analyzed with the
Metamorph Imaging System (Universal Imaging Corporation, Downingtown, PA) for
determining the staining intensity (mean gray values) of immunopaositive cells The gray
level was converted to a numerical value using a scale from G (white) to 255 (black). The
background intensity was determined from the section incubated with the sense probe
instead of the antisense probe The background was subtracted from all values A total of
100 cells of each cell type per section were analyzed Three sections by animal were
analyzed N =5 animals per day
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Immunchistochemistry

Immunohistochemistry was performed in 5 um sections Briefly, rehydrated sections
were microwaved (2 cycles of 10 min each) in 0 01 M sodium citrate, pH 6 and cooled to
room temperature Endogenous peroxidase was blocked by incubation in 3% hydrogen
peroxide in PBS for 30 minutes. After rinsing in PBS, the slides were incubated in 05 %
Triton X-100, and nen specific immunoglobulin binding was blocked by incubating sections
in 8 % bovine serum albumine (BSA) for 30 minutes Sections were incubated with primary
antibody (c-Fos: sc-52, ERa: sc-542, ERB: sc-6821; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, CA) at a 1:50 dilution (4 pg/ml) overnight in a humidified chamber at 4°C For
negative control, two different procedures were used In the first one, primary antibody was
omitted, and in the second one primary antibody was pre-absorbed with a specific
synthetic peptide (c-Fos: sc¢-52P, ERa: sc-542P, ERP:sc-6821P, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) After washing with PBS, sections were incubated for
2 hours at room temperature with biotin-conjugated goat anti-rabbit igG (c-Fos and ERa)
or donkey anti-goat 1gG (ERP) (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) ata 1:100
dilution Sections were washed with PBS to remove unbound secondary antibody and
incubated for 1 hour at room temperature in peroxidase-conjugated avidin-biotin reagent
(Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA). Slides were washed with PBS,
developed with DAB substrate, and counterstained with Mayer's Hematoxylin The number
of immunopositive nuclei and the staining intensity in the GE and LE were determined
using the Metamorph Imaging System All the nuclei from the LE and GE were analyzed in
each section. Three sections by animal were analyzed n = 5 animals per day The
staining intensity of cell nuclei was assigned the following scores: (0) absent; (1) weak; (2)
moderate; and (3) intense The histologic score (HSCORE) was calculated as follows:
HSCORE = ZPi (i+1), where i = 1, 2 or 3, and Pi is the percentage of each intensity, from
0-100% (Lessey et al.,, 1988)

Radioimmunoassay
Specific radioimmunoassay was performed in serum samples from all animals
studied during different days of the estrous cycle All samples were stored at -70°C until
estradiol and progesterone were determined as previously described (Abraham, 1975).
The sensitivity of the assays was 543 pg/mi for E;, 83 ng/m! for P, The intra and
interassay coefficients of variation were 5.3 + 8%, 8 5 + 10% respectively.

Statistical Analysis
Immunochistochemistry, in  situ  hybridization, BrdU immunostaining and
radioimmunoassay data were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by a Tukey's multiple comparison test The Prism 2 01 program (Graph Pad, San
Diego, CA) was used for calculating probability values and correlation coefficient

RESULTS
Proliferation pattern in LE and GE of the rat uterus during the estrous cycle
In the LE proliferation was observed during M, D and P days (M: 358 + 55%, D:
470 £ 3.29% and P: 305 £ 7 83%) In contrast the GE presented proliferation during M
and D days (55 33 + 2 33%, 58 0 = 2 12% respectively) Whereas on E day, proliferation
was only detected in stroma (Figs 1 and 2)



Immunodetection of ERc and ERp in the rat uterus during the estrous cycle

ERa was the predominant isoform in the uterus [n both luminal and glandular
epithelium the highest number of ERa immunopositive nuclei were observed during the
metestrus and the diesfrus days (median HScore: LE: M = 2289 + 399 and D =152 +
17 9) (GE: M = 295 £ 27 and D = 338 £ 6 1) (Figs. 3 A-D and 4), as compared with the
proestrus (median HSceore: LE =816+ 47 %, GE = 1112 & 16 4 ) and the estrus days
(median HScore: LE = 1144 + 81 %, GE = 12286 + 116 ) (Figs 3 E-G and 4) On
proestrus and estrus days cytoplasmic localization of ERa was observed The presence of
ERc was observed in stromal cell nuclei during alt stages of the cycle. In contrast estrogen
receptor § was undetectable in both epithelia during all stages of the cycle. However ERpP
was detected in stroma both in nuclear and cytoplasmic localization, mainly in the latter,
and the highest immunostaining was detected on metestrus and diestrus days Figure 3I
shows ER[ expression on the metestrus day ER[p was detected in ovaries as control
expression tissue for this isoform In this tissue ER( was localized in the nuclei (Fig. 3J).

c-fos mMRNA expression detected by in situ hybridization in the rat uterus during the
estrous cycle

c-fos mRNA expression was detected by specific in situ hybridization The results
demonstrated that in all uterine tissues the higher content of c-fos mMRNA was during the
metestrus day In the epithelia, it was detected in both LE (62 87 + 8 07 mean grey value)
and GE (7197 = 5.34 mean grey value). c-fos expression was markedly detected also in
the periluminal stroma and in the myometrium (Figs S and 8). A marked reduction in c-fos
gene expression was detected from the diestrus to the estrus day (E: LE 1562 + 2 97 and
GE 21.9+ 175 mean grey value)

Immunodetection of c-Fos protein in the rat uterus during estrous cycle

Fos protein was assessed by immunohistochemistry in serial secticns of the uterus
The Fos immunopositive nuclei were cbserved on the metestrus {median HScore: LE =
183 £ 107, GE = 187 £ 37 ), diestrus (median HScore: LE = 2113+ 289, GE = 2683 £
31.8) and proestrus (median HScore: LE = 1459 £ 107, GE = 1147 + 250 ) days in
epithelium and stroma. The lowest number of Fos immunopositive nuclei in epithelial cells
were detected on estrus day (median HScore: LE =724 + 7.1, GE = 562 £ 200) and
remained in some stromal cells during this day of the cycle {Figs 7 and 8). The increase
observed in c-Fos protein in the LE presented a high correlation (r = 0 9877, p=0012 )
with the cellular proliferation pattern of this cellular type. A similar tendency was observed
between c-Fos and proliferation in the GE, however the correlation was not significant

Radioimmuncassay
Estradiol and progesterone plasma levels were determined in all studied animals
The highest estradiol and progesterone levels were found on the proestrus day (table 1)
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DISCUSSION

It has been demonstrated in the uteri of adult ovariectomized rats that estradiol
induces proliferation of jJuminal and glandular epithelium through the early induction of
transcription factors including several proto-oncogenes (Weisz et al,, 1988; Loose-Mitchell
et al,, 1988; Nephew et al , 1995, Bigsby and Li, 1994; Weisz et al , 1990; Nephew et al
1993; Webb et al, 1993; Travers and Knowler 1987; Murphy et al, 1987) c-fos gene
induction by 17p-estradiol in the uterus of ovariectomized rats has been widely
demonstrated by Northern blot (Weisz and Bresciani, 1988, Loose-Mitchell et al, 1988;
Bigsby and Li, 1994), immunchistochemistry (Papa et al., 1991), and in situ hybridization
(Nephew et al, 1995) Indeed, we also observed by in situ hibridization and
immunohistochemistry that c-fos mRNA and protein are induced in the LE and GE of the
uterus of ovariectomized E; teated animals (data not shown)

However, all these experiments have been done in pharmacological conditions and
have the difficulty to establish similar physiological conditions to that of the estrous cycle It
has been established in different studies in rodents, that cvariectomized animals respond
in a different manner to steroid hormones than the intact animals (Molnar and Murphy,
1994; Nandha et a] , 1999; Cameron et al , 2002) Indeed, during the rats' estrous cycle all
the hormonal, uterine and ovarian factors may play a role in proliferation and regression of
the uterine epithelium. These results prompted us to evaluate c-fos gene expression under
physiological conditions, such as the natural estrous cycle in which marked and cyclic
changes in proliferation are observed

As figures 1 and 2 show, maximal levels of luminal and glandular epitheiia
proliferation occur during metestrus and diestrus days. Labeling index and mitotic rate of
the luminal and glandular epithelia during the estrous cycle have been reperted by several
authors (Bertalanffy and Lau, 1963; Leroy et al., 1989; Marcus, 1974; Burroughs et al,
2000) Our results are in agreement with these authors who reported [uminal epithelium
proliferation during the metestrus and the diestrus days However, in the glandular
epithelium our results of proliferation are in agreement with the data of Bertalanffy and
Lau, and Leroy et al., but in discrepancy with the data of Marcus, and Burroughs et al ,
who reported proliferation of this cellular type only during the metestrus day These
differences could be due to the time of day at which the tissues were harvested, since
blood concentrations of estradiol vary according to the time of the day within a given day
of the cycle

in ovariectomized rats, E, treatment induced proliferation of LE 24 h after its
administration, and returned to basal levels 36 h after E; administration (Tachi et al,
1972) In this study, in intact animals, we observed a sustained proliferation during
metestrus and diestrus days (Figs 1 and 2), even though E; levels are low (Table 1),
indicating that low levels of estradiol are sufficient to induce proliferation, and this
sustained effect of estradiol does not occur in LE of ovariectomized animals In addition,
during proestrus, when the levels of E, are highest, luminal epithelia presented
proliferation, but not 24 h after, during the estrus day when epithelial cell death is observed
(Mendoza-Rodriguez et al , 2002) In GE a sustained effect of estradiol action is observed
in ovariectomized rats. E; induced proliferation of this cellular type, which starts 12 h after
its administration, presents a peak at 48 h and returning to basal levels by 72 h after E;
treatment (Tachi et al, 1972) During the estrous cycle, maximal proliferation is observed
in metestrus day, which occurs 48 h after the highest estradiol level observed in proestrus
day (Table 1). However, during diestrus day (72 h after the estradiol peak) we still observe
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proliferation of this cellular type These results indicate that in addition to estradiol, there
are other factors that regulate proliferation in this tissue during the estrous cycle

In several mammals including rodents, cyclical hormone levels regulate ERa
activity in uterus and oviduct Both up- and down regulation of ERa. mRNA and protein
levels by E; have been demonstrated Down regulation of ERe mRNA and protein in
uterine epithelial cells of ovariectomized adult female rats treated with Ez occurs 6 hours
after hormone administration (Nephew et al, 2000) Up regulation of ERa mRNA and
protein was observed 24 hours after treatment and returned to baseline by 72 hours. It has
been reported that progesterone reduces ERa expression in luminal epithelium of
ovariectomized rats primed with E; In line with these observations, we detected the lowest
ERc expression during the proestrus and the estrus days when estradiol and
progesterone levels are increased respectively (Table 1)

it has been reported that ER« is the dominant subtype in the luminal and glandular
epithelium of the rat uterus (Wang et al, 1999). Accordingly, we found that ERp was
undetectable in both epithelia during all stages of the cycle. However, ER{} was detected in
the stroma both in nuclei and cytoplasmic localization, mainly in the latter, and the highest
immunostaining was detected on the metestrus and the diestrus days (Fig 3) These
results support the view that ERa and ERP mediate distinct pathways of estrogen action in
the epithelia and stroma of rat uterus during the estrous cycle. In glandular epithelium the
high ERa. expression in metestrus and diestrus days presented a significant correlation
with GE proliferation The same tendency was observed in LE, however, a non significant
correlation was cbhserved

it is well known that the hormone-receptor complex initiates uterine responses by
interacting with estrogen response elements of early target genes whose protein products
are thought to amplify the signal emanating from the initial hormoene-receptor interaction.
Some of the best studied examples of such target genes are the members of the AP-1
family of transcription factors Indeed, in ovariectomized rats c-fos gene expression is
induced early by E> in uterine luminal and glandular epithelium In these and other well
studied models, ¢-fos gene expression is regulated at the trascriptional level and presents
a short half life In the present study the major c-fos mMRNA expression level was observed
during metestrus day followed by a significant reduction the following days of the cycle In
intact animals during the estrous cycle, we did not find a strict correlation between c¢c-fos
mRNA and ERa protein content (fige 4 and 8) On line with this observation, in
ovariectomized animals it has been observed that ¢-fos mRNA is induced 2-3 h after E;
administration (Papa et al , 1991, Nephew et al, 1995), while ERx protein is inhibited 3 to
6 hours after E; administration (Nephew et al , 2000) followed by an increasse 24 hours
after hormone administration. It is known that the promoter of c-fos contains ERE. In
metestrus day, the increase observed in ERo may directly stimulate c-fos mRNA
expression However, in diestrus day we still observed high levels of ERw, but low levels of
c-fos MRNA This may be due to a change in the balance of Eo/P4, in which P4 may play an
inhibitory role (Bigsby and Li, 1994), or due to the c-fos promoter respons to other stimuli
(Karin et al , 1897) The regulation of ¢c-fos expression in infact animals does not appear to
be related only with estrogen systemic levels but with a complex network including a
variety of growth and differentiaticn-promoting stimuli, which deserves to be investigated

In the present study the major ¢-fos mRNA expression level was observed during
metestrus day followed by a significant reduction the following days of the cycle, whereas
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an increased level of the ¢-Fos protein was observed during M and D days, thus indicating
that a postranscriptional regulation of c¢-Fos occurs Postranscriptional regulation of c-fos
gene has been detected in the uterine epithelial cells of the ewe during estrous cycle
(Johnson et al, 1997) In other biclogical models such as mouse liver regeneration the
steady-state levels of ¢-fos transcripts increased to high levels after hepatectomy and were
maintained for several hours due to post-transcriptional control mechanisms (Sobczak et
al, 1989) Transient induction of e-fos mRNA and protein in human fibroblasts suggest
that regulation occurs net only by franscriptional activation but aiso at the level of turnover
of the gene product (Rahmsdorf et al , 1987)

Qur results showed that the c-Fos maximal protein level in uterine luminal and
glandular epithelium of intact animals was on the metestrus and the diestrus days, when
the highest proliferation rate was observed in these cell types (Figs. 2 and 8) However, in
proestrus day, we observed minimal GE proliferation although ¢-Fos protein expression
was still observed, even though it presented a markedly lower content than in M and D
days (Fig 8) These resuits indicated that c-Fos protein presented a good correlation with
uterine epithelial celi proliferation of LE, and the same tendency was observed in GE,
aithough no significant correlation was observed Whether c-Fos is regulated in this
cellular type by other transcription factors involved in other uterine functions, apart from
proliferation deserves further investigation

It has been reported that cyclins D1 and D3 are up-regulated by estrogens in
epithelial cells of the endometrium (Zhuang et al, 2001) Fos, directly or indirectly,
regulates the transcription of cyclin D1 gene and may function as a critical link between
esiradiol stimulation and cell proliferation (Brown et al.,, 1898) In ovariectomized rats,
estradiol treatment induces differential cyclin D1 and D3 gene expression in the LE and
GE respectively, thus indicating that cell type-specific up-regulation of these proteins occur
in these different cellular types. These results are in line with the differential c-Fos
proliferation function observed between LE and GE in our study (figs 7 and 8)

In conclusion, Fos protein in uterine epithelial cells varies throughout the
estrous cycle and presents its maximal content when these cellular types present maximal
proliferation, indicating that Fos protein is involved in the regulation of the proliferation of
these cellular types during the estrous cycle. However, ¢-fos mRNA does not correlate
strictly either with its protein induction or with ERa protein. In addition, c-Fos seems to
have a posiranscriptional regulation in uterine epithelial cells during the rat's estrous cycle.
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Figure Legends

Figure 1 BrdU incorporation was used to determine the proliferation of uterine tissues of
the rat at each stage of the estrous cycle On metestrus A) and diestrus B) days luminal
and glandular epithelium present proliferation. On proestrus day (C and E) proliferation is
observed in luminal epithelium and stroma, whereas on estrus day (D and F) proliferation
was only detected in stroma. In G) negative control is a serial section of tissue during
proestrus day in which primary antibody was omitted). Bar =100 umin A, B, C, Dand G
In E and F bar = 50 pm LE, luminal epithelium; GE, glandular epithelium; S, stroma

Figure 2 Quantitative representation of BrdU incorporation in the uterine epithelia during
the estrous cycle immunofluorescent nuclei were determined in: A) luminal epithelium and
B) glandular epithelium M, metestrus; D, diestrus; P, proestrus; E, estrus Results are
expressed as the mean £ SEM In A) **p<0.001 as compared with D, p<0.01 as compared
with M, and p < 0 05 as compared with P In B) **p<0 001 as compared with M and D

Figure 3 Immunohistochemical localization of ERwa protein in the rat uterus during the
estrous cycle A) and B) metestrus; C) and D) diestrus; E) and F) proestrus; G) estrus; H)
negative control was a serial section of tissue in metestrus in which primary antibody was
pre-absorbed with a specific synthetic peptide. A), C), E) and G) show luminal epithelium
B), D) and F) show glandular epithelium Intense specific nuclear immunostaining was
observed in the luminal and glandular epithelium during metestrus and diestrus and a
decrease in number and intensity of immunostained nuclei was observed during proestrus
and estrus days In [) we show the immunohistochemical localization of ERp protein in the
rat uterus during the metestrus day In J) a section of ovary fissue stained with ER
antibody as a positive control is shown In K) ER( negative control was a serial section of
fissue in metestrus in which primary antibody was pre-absorbed with a specific synthetic
peptide Bar=25umin A-G In H-J bar=50 pm In K bar=75um.

Figure 4. ERa protein expression level in luminal and glandular epithelium,
Immunohistochemistry was performed in the uterus of & different animals in each day of
the cycle to determine ERa protein content The histologic score (HSCORE) was
calculated, as described in Materials and Methods, in: A} luminal epithelium and B)
glandular epithelium. M, metestrus; D, diestrus; P, proestrus; E, estrus Results are
expressed as the mean = SEM In A) *p< 0.01 as compared with M In B) **p< 0 001 as
compared with M and D

Figure 5. Expression of c-fos mRNA in the rat uterus during the estrous cycle analyzed by
in situ hybridization. A) metestrus; B) diestrus; C) proestrus; D) estrus; E) negative controls
are serial sections of tissue in metestrus hybridized with the sense probe. Intense
cytoplasmic staining was cbserved in the luminal and glandular epithelium on metestrus
day and decreased on the following days Bar = 100 um LE, luminal epithelium; GE,
glandular epithefium; S, stroma
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Figure 6 c-fos mRNA expression level in luminal and glandular epithelium In situ
hybridization was performed in the uterus of 5 different animals in each day of the cycle to
determine c-fos mRNA content. Staining intensity (mean gray value) of immunopositive
cells was evaluated in: A) luminal epithelium and B) glandular epithelium M, metestrus; D,
diestrus; P, proestrus; E, estrus. Results are expressed as the mean + SEM In A) **p<
0 001 as compared with D and E, and p< 001 as compared with P In B) **p< 0001 as
compared with P and E, and p< 0 05 as compared with D.

Figure 7 [mmunohistochemical localization of c-Fos protein in the rat uterus during the
estrous cycle A) and B) metestrus; C) and D) diestrus; E) and F) proestrus; G) and H)
estrus A}, C), E} and G) show luminal epithelium B}, D) and F) show glandular epithelium.
Intense specific nuclear immunostaining was observed in the luminal and glandular
epithelium during metestrus and diestrus and a decrease in number and intensity of
immunostained nuclel was observed during proestrus and estrus days Bar = 25 um in A-
G In H bar =50 pm

Figure 8 c-Fos protein expression level in luminal and glandular epithelium.
Immunohistochemistry was performed in the uterus of 5 different animals in each day of
the cycle to determine c-Fos protein content The histologic score (HSCORE) was
calculated, as described in Materials and Methods, in: A) luminal epithelium and B)
glandular epithelium. M, metestrus; D, diestrus; P, proestrus; E, estrus Results are
expressed as the mean + SEM. In A) p< 0001 as compared with D, p< 001 as
compared with M, and p< 0 05 as compared with P In B) **p< 0 001 as compared with D,
and p< 0 05 as compared with M; and *p<0.01 as compared with D

Table 1. Variations of estradiol and progesterone serum levels during the estrous cycle.

L Day of the cycle Es (pg/ml) P4 (ng/ml)
Metestrus 20,14 + 4 .56 14.11+£4.26

I Diestrus 20.97 + 2.81 8.39 + 2.61
Proestrus 37.99 +6.63 20,94 £ 4,83

Estrus 15.82 + 4.41 4.60+0.80

Steroid levels were determined by radicimmunoassay. Data are expressed as the mean +
SEM of five animals/ day of the cycle
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