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Primera carta del apóstol san Pablo a los corintios: 12, 31 - 13, 13,

Hermanos: Aspiren a los dones de Dios más excelentes, Voy a mostrarles

el camino mejor de todos Aunque yo hablara las lenguas de los hombres y de

los ángeles, si no tengo amor, no soy más que una campana que resuena o unos

platillos que aturden Aunque yo tuviera el don de profecía y penetrara todos

los misterios, aunque yo poseyera en grado sublime el don de ciencia y mi fe

fuera tan grande como para cambiar de sitio las montañas, sí no tengo amor,

nada Soy, Aunque yo repartiera en limosna todos mis bienes y aunque me dejara

quemar vivo, si no tengo amor, de nada me sirve

El amor es comprensivo, el amor es servicial y no tiene envidia; el amor

no es presumido ni se envanece; no es grosero ni egoísta; no se irr i ta ni guarda

rencor; no se alegra con la injusticia, sino que goza con la verdad, El amor

disculpa sin límites, confía sin límites, espera sin límites, soporta sin límites

El amor dura por siempre; en cambio, el don de profecía se acabará, el

don de lenguas desaparecerá y el don de ciencia dejará de existir, porque

nuestros dones de ciencia y de profecía son imperfectos, Pero cuando llegue la

consumación, todo lo imperfecto desaparecerá,

Cuando yo era niño, hablaba como niño, sentía como niño y pensaba como

niño; pero cuando llegue a ser hombre, hice a un lado las cosas de niño Ahora

vemos como en un espejo y oscuramente, pero después será cara a cara Ahora

sólo conozco de una manera imperfecta, pero entonces conoceré a Dios como él

me conoce a mí Ahora tenemos estas tres virtudes1, la fe, la esperanza y el

amor Pero el amor es la mayor de las tres
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1. RESUMEN

Desde hace mucho tiempo existe el dogma de que las hormonas
esteroides regulan el fenómeno de proliferación y muerte celular del endometrio
uterino, sin embargo, aun no se conoce bien como se llevan a cabo dichos
fenómenos ni los mecanismos moleculares por medio de los cuales las
hormonas esteroides regulan el crecimiento y la muerte de! epitelio En el
presente estudio se determinó la proliferación y muerte celular del epitelio
luminal y glandular del útero de la rata durante las diferentes etapas del ciclo
estral y su correlación con la expresión del receptor a estrógenos (RE), el proto-
oncogen c-fos y el gen supresor de tumores p53 como parte de la cascada de
eventos que inducen la proliferación y muerte secuencial del epitelio uterino
durante el ciclo estral Los resultados mostraron que tanto el epitelio luminal
como el glandular presentan una máxima proliferación durante las primeras
fases del ciclo estral, en el metaestro y el diestro, sin embargo durante el
proestro solo presentó proliferación el epitelio luminal Durante la etapa del estro,
ninguno de los dos epitelios presenta proliferación, solamente las células 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
disminuyó en forma significativa en las siguientes etapas (proestro y estro) En
contraste el REp no fue detectado en el epitelio en ninguna de las etapas del
ciclo El máximo contenido del ARN mensajero de c-fos, así como la proteína fue
detectado, en ambos epitelios, durante el día del metaestro, mientras que su
valor más bajo fue observado en el día del estro Se observó una correlación
entre el máximo contenido de la proteína c-Fos en el epitelio luminal y la
proliferación de este tipo celular, y la misma tendencia se observó en el epitelio
glandular, a pesar de que la correlación no fue significativa, En conclusión los
resultados de este estudio sugieren que la proteína c-Fos participa en la
regulación de la proliferación del epitelio uterino durante el ciclo estral de la rata

En relación con la muerte celular del epitelio, el más alto índice apoptótico
tanto del epitelio luminal como del glandular se observó en el día del estro y el
más bajo en el día del proestro, En ambos epitelios, el máximo contenido del
ARN mensajero de p53 fue detectado durante el metaestro, Durante esta etapa,
ambos epitelios presentaron su máxima proliferación El contenido del ARN
mensajero de p53 disminuyó en los días siguientes y presentó su valor mínimo
en el día del estro, La proteína de p53 se detectó en ambos epitelios durante los
días de! metaestro y diestro Durante el proestro, se detectó predominantemente
en el epitelio glandular Sin embargo, en el día del estro, la proteína se detectó
tanto en el núcleo como en el citoplasma de las células del epitelio luminal, pero
predominantemente en el citoplasma Los resultados indican que los niveles más
altos tanto del mensajero como de la proteína de p53 se detectaron durante el
metaestro y ei diestro, cuando el índice apoptótico fue más bajo Esto sugiere
que p53 tiene un papel fisiológico importante durante las fases proíiferativas deí
ciclo estral en el útero de la rata,



1.ABSTRACT

It has been well recognized that epithelial cells of the rat endometrium
cyclically proliferate and die during the estrous cycie, Nevertheless, the molecular
mechanisms by which the steroid hormones regúlate epithelial proliferation and
cellular death are still unknown The aim of the present study was to evalúate
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 p53 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
luminal epithelium presented proliferation, and during the estrus day only the
stromal cells proliferated A marked immunostaining for ERot was detected in
both luminal and glandular epithelia during early phases of the cycle but
diminished during proestrus and estrus days In contrast, ER[3 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 mínima! valúes were
detected on the estrus day The overall results indícate that c-Fos protein
presented a good correlation with uterine luminal epithelium cell proliferation, and
the same tendency was observed ¡n glandular epithelium, although no significant
correlation was observed, In conclusión, the results 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 one was observed on the proestrus day The highest p53
mRNA content was observed on the metestrus day both ¡n the luminal and the
glandular epithelia. During this period both epithelia presented high proliferation
The content of p53 mRNA markedly decreased in the following days, presenting
its minimal valúes 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 predominantly detected in the glandular 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 results indícate 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



2JNTR0DUCC10N

El útero de la rata es un tejido blanco clásico para el estudio de la acción

de las hormonas esteroides Durante el ciclo estral, el útero presenta cambios

morfológicos importantes que incluyen la proliferación celular en ambos epitelios

(luminal (EL) y glandular (EG)) y la degeneración de estos después de la

ovulación (Bertalanffy y Lau, 1963; Marcus, 1974; Spornitz et a l , 1994) Estos

eventos ocurren en respuesta a los cambios cíclicos de los niveles de hormonas

esteroides (Butcher et a l , 1974)

Los estrógenos inducen la replicación del ADN y la proliferación celular en

el útero de ¡os mamíferos (Clark, 1971; Kaye et a l , 1972; Marcus, 1974), la cual

es inhibido por la progesterona (P4) (Kirkland et a l , 1979; Martin et a l , 1973), El

mecanismo de acción de los estrógenos resulta de la interacción con el receptor

de estrógenos (RE), el cual es un factor de transcripción ligando específico El

complejo RE-ligando especifico interacciona con sitios de unión específicos del

ADN que se llaman elementos de respuesta a estrógenos (ERE), en genes

blanco y estos complejos se asocian con coactivadores (o correpresores) y otras

proteínas reguladoras las cuales forman lo que se llama el complejo de

transcripción activo (Mendoza-Rodríguez et al., 2001a) El complejo RE-llgando

activo modifica la expresión de múltiples 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 y

Ghahary, 1990), así como diferentes proto-oncogenes como c-fos (Loose-

Mitchell et a l , 1988; Bigsby y Li, 1994; Nephew et a l , 1995), c-junjun-B Jun-D

(Weisz et al., 1990, Webb et al., 1993; Nephew et a l , 1993), c-myc y n-myc

(Murphy et al , 1987; Travers y Knowler 1987; Weisz y Bresciani 1988) Las

proteínas Fos y Jun forman parte del factor de transcripción llamado complejo

AP1, cuya función es mediar la diferenciación y la proliferación celular En el

ratón se ha caracterizado un ERE en el proto-oncogen c~fos tanto en la región



del extremo 5' como en el del 3' (Hyder et a! , 1991a y b) En el caso del humano

dicho elemento se ha caracterizado en la región 5' (Weiszy Rosales, 1990)

De todos los tipos celulares que conforman el útero (epitelios, estroma y

miometrio), solamente el EL y el EG proliferan en respuesta a los estrógenos en

la rata adulta ovariectomizada (Clark, 1971) Se sabe que el gen c-fos se induce

en forma rápida y transitoria en el EL y en el EG del útero de estas ratas (Loose-

Mitchell et a l , 1988; Nephew et a l , 1995; Papa et a l , 1991). Estos datos

sugieren que la expresión del gen de c-fos juega un papel importante en la

proliferación del epitelio uterino. Sin embargo la expresión de este gen en el

útero de la rata solo ha sido estudiada en animales ovariectomizados (ovx)

tratados con dosis farmacológicas de estradiol

Se ha demostrado que el útero de diversos mamíferos, incluyendo el

humano, presentan muerte celular por apoptosis (Spornitz et a!, 1994; Sandow

et al , 1979; Pollard et a l , 1987; Spencer et a l , 1996), Es bien sabido que el

proceso apoptótico involucra la participación de diversos genes, incluyendo a

p53 (Bates y Vousden, 1999) p53 es un factor de transcripción que en

condiciones normales está involucrado en el mantenimiento de la estabilidad

genómica Esta proteína inhibe la progresión del ciclo celular e induce la muerte

celular en respuesta a estrés genotóxico o hipóxico o a condiciones de

crecimiento sub-optimo (Levine, 1997). p53 también parece ser requerido para la

proliferación celular normal (Reich y Levine, 1984; Steinmeyer et al , 1990) Este

gen está mutado o inactivado en más del 50% de los cáncer humanos (Hollstein

et al , 1994; Hietanen et al , 2000) A pesar del gran numero de estudios de la

expresión de p53 en células derivadas de diversos cáncer y de tejido tumora!, se

han realizado pocos estudios de la expresión de este gen en el tejido

reproductivo femenino humano normal (Brys et al., 2000; Westhof et al., 2000)

Se ha demostrado que la expresión de p53 es dependiente del tejido (Westhof et

a l , 2000). Sin embargo, no existe información de la expresión de p53 durante el

ciclo estra!



El útero de la rata durante el ciclo estral representa un modelo adecuado

para evaluar, en condiciones fisiológicas, la expresión de genes involucrados en

el proceso de proliferación y muerte celular de este tejido, ya que los cambios

cíclicos en los niveles de estradiol y progesterona inducen la proliferación 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

útero de ratas intactas durante el ciclo estral por inmunohistoquímica y por

hibridación in situ para localizar tanto la proteína como el ARNm en células

específicas deí endometrio La expresión de la proíeína y del ARNm de c-fos se

correlacionó con la proliferación del epitelio (determinada por medio de la

incorporación de bromodeoxiuridina al ADN) y con la expresión del receptor a

estrógenos en el útero de la rata durante el ciclo estral. La expresión de la

proteína y del ARNm de p53 se correlacionó con la muerte celular del epitelio

(determinada por TÚNEL y por microscopía electrónica) durante el ciclo estral



3. ANTECEDENTES

3.1 CICLO ESTRAL DE LA RATA

3.1.1 Niveles hormonales

La rata es un mamífero de ovulación espontánea, esto es, la ovulación no

depende de una estimulación externa como en el caso del conejo, en el cual es

necesario la cópula para que se presente la ovulación Así mismo, las ratas ovulan

durante todo el año y su ciclo estral está constituido por cuatro etapas: proestro,

estro, metaestro (también llamado diestro temprano) y diestro, Las ratas presentan

ciclos de cuatro a cinco días de duración En ratas que presentan ciclo de cuatro

días de duración, los niveles de estradiol en plasma periférico son básales (8 ± 2

pg/ml) durante el estro (Figura 1) (Brown-Grant eí al, 1970; Butcher eí al, 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 máximo valor (45 ± 2

pg/ml) a las 9:00 am del proestro (Butcher eí a/, 1974). Durante la tarde del

proestro los niveles de estradiol caen rápidamente y alcanzan valores básales en

las primeras horas de la mañana del estro El estradiol es secretado por los

folículos de De Graaf que se encuentran en desarrollo. Los tipos celulares

responsables de dicha secreción son las células de la teca interna y las células de

la granulosa,

El aumento en la concentración de estrógenos en la sangre desencadena

un estímulo neural cíclico que activa la liberación de la hormona liberadora de

gonadotropinas (GnRH) por el hipotálamo La GnRH a su vez desencadena la

secreción de la hormona luteinizante (LH) por la hipófisis, Los niveles circulantes

de LH empiezan a incrementarse alrededor de las 2 a 3 pm. del proestro, y

alcanzan su nivel máximo (37 ± 5 ng/ml) entre las 5 y las 7 p m esa misma tarde

(Figura 1) (Brown-Grant eí al, 1970; Butcher et ai, 1974; Freeman, 1988)
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Figura 1. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral Concentración

de progesterona, prolactina, estradiol, LH y FSH en plasma periférico obtenido en

intervalos de 2 horas a través de los 4 días del ciclo estral de la rata Las barras

negras representan los intervalos de obscuridad en !a colonia y los números en la

base representan la hora del día (Freeman, 1988)
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Este rápido incremento de LH induce la ruptura folicular y la ovulación en las

primeras horas del estro El nivel en sangre de LH empieza a disminuir en la noche

del proestro, alcanza niveles básales (0 5 ± 0.15 ng/ml) en las primeras horas de la

mañana del estro y permanece así durante el metaestro y el diestro (Brown-Grant

eí al, 1970; Butcher eí a/, 1974; Freeman, 1988) El patrón de secreción de la

Hormona Folículo Estimulante (FSH) y prolactina durante el ciclo estral es similar al

deLH

Durante el ciclo estral se presentan dos incrementos en los niveles de

progesterona secretada en plasma periférico (Figura 1) Durante la tarde del

proestro se observa un incremento de progesterona, secretada por las células de

la granulosa del folículo preovulatorio, la cual alcanza su valor máximo entre las

6:00 y 9:00 pm (46 + 7 ng/ml) Este incremento sucede casi simultáneamente al

incremento de LH Los niveles de progesterona vuelven a niveles básales (2 + 1

ng/ml) para la mañana del estro (Butcher etal, 1974; Freeman, 1988) Un segundo

pico, de origen lúteo, se presenta alrededor del mediodía del metaestro (24 ± 3

ng/ml), se prolonga hasta las primeras horas de la mañana del diestro y desciende

a niveles básales poco tiempo después del amanecer del diestro

Pocas horas después de! incremento de progesterona en la tarde del

proestro se presenta un comportamiento característico de lordosis Es probable

que ef aumento de los niveles de estrógenos 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, útero, cervix y vagina, así como también algunos efectos

fisiológicos generalizados La forma más común como se determina la etapa del

ciclo estral en el que se encuentra cada rata, es por medio del estudio de los

cambios morfológicos en las células del epitelio vaginal, En un frotis vaginal

pueden presentarse dos o más 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 c) 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

húmedo y rosado Estos cambios están asociados con !a cornificación de las capas

superiores durante el estro y con la extensa descamación al final de esta etapa A

medida que se aproxima el proestro los tipos celulares presentes en los fluidos

vaginales consiste de células epiteliales nucleadas y leucocitos y ocasionalmente

algunas células cornificadas Durante el proestro, los leucocitos desaparecen, las

células epiteliales nucleadas aumentan en numero y son gradualmente

reemplazadas por células cornificadas sin núcleo, El principio del estro ocurre

cuando el frotis presenta 75% de células nucleadas y 25% de células cornificadas

Eventualmente, las células cornificadas son las únicas presentes, El metaestro y el

diestro se caracterizan por la aparición de un gran número de leucocitos y la

desaparición de las células cornificadas (Baker, 1979)

El útero también presenta cambios cíclicos, dependientes de esteroides,

tanto en su estructura como en su función Durante cada ciclo, el útero inícialmente

se prepara para recibir y transportar el espermatozoide del cervix al oviducto, y

subsecuentemente se prepara para recibir los embriones del oviducto, El útero

está compuesto por dos capas: miometrio y endometrio El miometrio es Ea porción

muscular de la pared uterina, Consiste de dos capas de músculo liso; una capa

gruesa interna que es circular y una capa más delgada externa que es longitudinal

Entre ambas capas se encuentra una capa de tejido conectivo que contiene

nervios, vasos linfáticos y sanguíneos, El endometrio 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 endomeírio está bajo la influencia de los estrógenos

producidos por los folículos ováricos (fase folicular), su vascularización se

incrementa, el epitelio se convierte en un epitelio columnar bajo y las glándulas

presentan cierto crecimiento La actividad proliferativa del epitelio da lugar a un

gran incremento en el área superficial; la proliferación principal es del epitelio

luminal. Las células epiteliales secretan un fluido de constitución líquida que

contiene algunas proteínas, principalmente enzimas proteolíticas En esta etapa

aumenta la contractibilidad y excitabilidad del endometrio (Hafez, 1970)

Durante el estro y el metaestro (fase lútea) las estructuras del endometrio

están controladas por la progesterona producida por el cuerpo lúteo: el endometrio

se expande, el epitelio luminal se convierte a uno de tipo columnar alto y las

glándulas crecen hasta su máximo tamaño, las glándulas ahora son activamente

secretoras; secretan un fluido rico en glicoproteínas, azúcares y aminoácidos Las

células del estroma se hacen más largas y más hinchadas La progesterona actúa

sobre el miometrio causando el crecimiento de las células y, en contraste con los

estrógenos, disminuye la excitabilidad de la musculatura uterina (Hafez, 1970) Al

final de la fase lútea, durante el diestro, el epitelio secretor se colapsa, el

endometrio se reabsorbe y es reemplazado por una pequeña capa de estroma

cubierta con tejido epitelial lista para entrar a un nuevo ciclo (Hafez, 1970)

3.1,2 Proliferación celular del útero durante el ciclo estral

La proliferación de cada uno de estos tipos celulares durante el ciclo estral

ha sido determinada por medio de la medición de la actividad mitótica uterina, sin

embargo los resultados de diferentes grupos no coinciden perfectamente entre si,

Marcus reportó que la actividad mitótica en el epitelio luminaí es máxima durante la

noche del diestro y la mañana del proestro, desciende rápidamente después y

presenta una elevación secundaria durante el metaestro (Tabla 1) (Marcus, 1974)

Bertalanffy y Lau también han reportado proliferación de este tipo celular en el día

del diestro (Tabla 2) (Bertalanffy y Lau, 1963). El estudio de Marcus reportó que el
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TABLA 1. Actividad mitótica uterina durante el ciclo estral (Marcus, 1974),,

Dia del ciclo

Proestro

Estro

Metaestra

Diestro

a m

p.m,

a.m.

pm.

a m.

p m.

a m

p.m.

Mitosis

Epitelio

Lumen

40 4 + 4 1

153 + 30

3 2 ± 1 4

0 2 ± 0 2

18.0±24

116+21

8 5 ±1.7

35 4 ± 3 5

Glándulas

3 2 ± 1 4

1 7 ± 0 5

04 + 02

0.2 + 02

1 5 0 ± 4 0

20 2 ± 3 0

1 7 ± 0 9

1.6 ±0.7

/ Sección

Estroma

1 9 0 ± 4 9

3,2±0 9

1 2 ±0.4

0.8 + 04

0 8 ±0.4

1.8 + 0.3

2 2 ± 0 6

35.6±5 3

Miometrio

1 6 6 ± 3 2

12,2±24

56 + 32

1.6 ±0 9

0

0

0

1,0 ±0 6

Tabla 2 Actividad mitótica uterina durante el ciclo estral (Bertalanffy y Lau,

1963),,

Día de!

ciclo

Proestro

Estro I

Estro II

Metaestro

Diesto I

Diestro II

Porcentaje de mitosis

Epitelio Luminal

10 am-

4 pm

101

2.8

05

50

49

5.1

4 pm-

10 pm

43

38

0.8

3.8

2,2

4.1

10pm-

4 am

77

1.7

35

09

6.5

1 9

4 am-

10 am

3,9

48

22

3,2

92

41

Epitelio Glandular

10 am-

4 pm

05

07

0 3

90

35

44

4pm-

10 pm

0,7

09

0.2

66

04

2,2

10 pm-

4 am

0.3

1 1

05

32

2.6

08

4am-

10am

0.3

1 0

0,4

75

8.1

1 1

epitelio glandular solamente prolifera durante el metaestro, mientras que el de

Bertalanffy y Lau reportan que este tipo celular prolifera tanto en metaestro como

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

Lau la detectan principalmente en el estro y metaestro En el miometrio, la máxima

proliferación 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 estrógenos (50 ng/rata) induce la proliferación en todos los

tejidos uterinos: epitelios, estroma y miometrio (Quarmby y Korack, 1984; Kirkland

ef al, 1979; Kaye eí ai, 1972) El índice mitótico en el epitelio íuminal alcanza su

máximo valor 24 horas después del tratamiento (Kirkland ef a/, 1979; Kaye eí ai,

1972). En el estroma y miometrio el máximo índice mitótico se observa entre las 24

horas (Kaye eí a/, 1972) y 36-48 horas (Kirkland ef ai, 1979) El útero de la rata

adulta no responde de la misma manera a los estrógenos, ya que la mitosis en el

estroma de ratas ovariectomizadas solamente se presenta si la rata ha sido

pretratada con progesterona (P4) Las ratas adultas ovariectomizadas que han sido

tratadas con 17p-estradiol (0,2 fig/rata) solo presentan mitosis en los epitelios

iuminal y glandular, pero no en el estroma En el epitelio luminal el índice mitótico

empieza a aumentar 12 h después de! tratamiento con 17p-estradiol (E2), alcanza

su máximo valor a las 24 h y regresa a niveles básales a las 36 h En el epitelio

glandular el índice mitótico empieza a aumentar a las 12 h y presenta el máximo

valor a las 48 h, regresando a los niveles básales 72 h después del tratamiento con

E2 (Tachi eí a/, 1972) El pretratamiento con P4 suprime la acción mitogénica del

E2 tanto en el epitelio luminal como glandular y causa una respuesta mitótica en el

estroma en respuesta al E2. El estroma comienza a proliferar 12 h después del

tratamiento con P4 (5 mg diarios por 1 a 7 días) + E2 (0 2 ng/rata), se presenta el

máximo índice mitótico a las 24 h y regresa a niveles básales a las 36 h, Las

células del estroma que presentan mitosis se ubican principalmente en la región

que se encuentra debajo del epitelio luminal La P4 sola no produce mitosis en

ninguno de los tejidos (Clark, 1971; Tachi eí al., 1972), Ya que la proliferación

ocurre en todos los tejidos del útero durante el ciclo estral, se debe pensar que la
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cantidad de P4 producida durante el metaestro-diestro en la rata tiene un

significado fisiológico importante en lo que respecta a la proliferación del miometrio

y el estroma

3 1 3 Muerte celular del útero durante el ciclo estral

La muerte celular ocurre a lo largo de la vida de los organismos

multicelulares y está estrictamente regulada Algunos ejemplos destacados de

apoptosis incluyen la involución de la cola del renacuajo durante el desarrollo, la

selección 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 formación de dígitos por la involución de las células

de los intertrigos, La apoptosis es un proceso regulado, controlado por diversas

señales intra y extracelulares, la cual se encuentra involucrada en la muerte

coordinada de células somáticas que se encuentran en exceso, que son

peligrosas o que se encuentran dañadas (Zórnig et al., 2001) Se ha demostrado

que el útero de diversos mamíferos, incluyendo el humano, presentan muerte

celular por apoptosis (Sandow et a/, 1979; Pollard et ai, 1987; Spornitz eí al,

1994; Spencer et al, 1996) Usando una metodología histomorfológica se ha

observado muerte celular por apoptosis en el útero de la rata, en el cual se ha

establecido una correlación inversa entre la proliferación y ía muerte celular

(Spornitz et al., 1994) Sin embargo, hasta hace poco tiempo no existía

información sistemática de la muerte celular del útero de la rata durante el ciclo

estral Más recientemente se ha reportado el índice apoptótico de este tejido

durante el ciclo, sin embargo los resultados de diferentes grupos no coinciden

perfectamente entre si (Sato ef al., 1997; Burroughs etal., 2000; Lai et al, 2000)

El estudio de Sato reporta que el máximo índice apoptótico del epitelio luminal se

presenta en el día del rnetaestro, mientras que el grupo de Burroughs y el de Lai

lo reportan en el día del estro En el epitelio glandular, tanto el grupo de

Burroughs como el de Sato reportan el máximo índice apoptótico en el día del

estro En el esíroma, e! grupo de Burroughs reporta el máximo índice apoptótico
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en el día del estro mientras que Sato no detecta fluctuaciones durante todo el

ciclo

A diferencia del útero, la mayoría de las células epiteliales de la vagina

presentan muerte celular por diferenciación terminal y no por apoptosis (Sridhar

Rao et al., 1998) Sin embargo, algunas células son eliminadas por apoptosis,

involucrando fragmentación del ADN Las células epiteliales de la vagina presentan

cambios bioquímicos y morfológicos, durante el ciclo estral, que resultan en su

división, diferenciación, cornificación y descamación, Histológicamente, el epitelio

vaginal está organizado en compartimentos básales proliferativos, y

compartimentos suprabasales de células diferenciadas. Las células de las capas

básales migran hacia el lumen diferenciándose de manera estratificada Este

proceso culminan en la formación de la capa de células muertas comificadas, que

finalmente se descaman hacia el lumen vaginal Estas células muertas no

presentan fragmentación de ADN y sus niveles de expresión de bcl-2 se mantien

elevados (Sridhar Rao et al, 1998)

3.2 REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN POR HORMONAS

ESIEROIDES SEXUALES,

El mecanismo de regulación de la transcripción por hormonas esteroides

sexuales se comenta extensamente en el artículo presente en el Anexo 1, A

continuación se presenta un resumen de dicho artículo.

3.2,1 Características moleculares de los receptores a hormonas esteroides

Los esteroides sexuales llevan a cabo su función por su interacción con

receptores específicos Estos receptores a hormonas esteroides forman parte de

una superfamilia de proteínas con un alto grado de homología, los cuales son

activados al unirse el ligando Estos receptores funcionan como factores de
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transcripción que tienen estructura y funciones muy similares La mayoría de los

estudios indican que estos factores de transcripción al ¡nteraccionar con el ADN

aumentan el reclutamiento del complejo de pre-iniciación con los factores

generales de la transcripción (FGT) en promotores específicos,

E! análisis detallado de la estructura y función de estos receptores ha

permitido establecer características generales de los miembros de esta

superfamilia En forma breve podemos decir que a lo largo del receptor

encontramos diferentes funciones: en la región amino terminal (dominio A/B) se

encuentra la función de activación o AF-1 En la región central (dominio C) se

encuentra e! dominio de unión al ADN (o DNA binding domain -DBD), así como

una región de charnela o bisagra (dominio D) la cual contiene la señal de

iocalización nuclear En la región carboxilo terminal (domino E) se encuentra el

dominio de unión al ligando (LBD), así como otra función de activación (AF-2) y

una región de dimerización

3,2 2 Mecanismo general de la regulación de la expresión génica por hormonas

esteroides

Como se puede observar los dominios funcionales reflejan lo complejo del

mecanismo de acción, sin embargo la mayoría de los estudios realizados hasta

ahora han permitido la caracterización casi completa del mecanismo de acción

de estos receptores activados por el ligando En realidad todos los pasos de este

proceso involucran desde la activación del receptor por la unión a la hormona, un

cambio en la estructura del receptor y su disociación de las proteínas de choque

térmico, la dimerización y su interacción con los elementos de respuesta (ERH)

en el ADN. Estos ERH son secuencias palindrómicas de ADN de 15-20 pares de

bases localizadas en el extremo 5' (o incluso dentro del gen) de genes regulados

por hormonas.
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Una fase menos caracterizada en el mecanismo de acción, es la secuencia

de eventos que se llevan a cabo después de que el receptor activado interacciona

con e! 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 coacíivadores que están involucrados en la activación

de la transcripción regulada por receptores nucleares (McKenna ef a/, 1999)

Muchos de estos coactivadores son bifuncionales ya que contienen una actividad

enzimática además de su dominio de coactivación Entre las actividades

enzimáticas que se han caracterizado en diferentes coactivadores se encuentran

dominios con actividad de acetiltransferasa, metiltransferasa, ATPasa, cinasa y

ubiquitin-ligasa, los cuales actúan sobre histonas, receptores, complejos de

cofactores y factores generales de transcripción basal, facilitando la entrada

subsecuente de diferentes complejos preparando al promotor para la iniciación de

la transcripción, El incremento en la acetilación del extremo amino terminal de las

histonas se ha correlacionado con la activación de la transcripción, mientras que la

hipoacetilación se ha asociado con represión. La visión que prevalece actualmente

es que la hiperacetilación del extremos 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 más accesible a los

factores de transcripción (Wolffe y Pruss, 1996) Un efecto adicional de la

acetilación de los residuos de lisina de los extremos amino terminales de las

histonas es el de alterar la estructura de ia cromaíina (Rhodes, 1997), Algunos

cofactores que presentan la actividad enzimática de acetiltransferasa son: p300,

CBP (CREB binding protein), PCAF (p300/CBP-associated factor) y la familia de

proteínas SRC {steroid receptor coactivator) {McKenna et al., 1999). Otros

coactivadores que alteran la estructura del nucleosoma son aquellos que tienen

actividad intrínseca de ATPasa como los productos de los genes brm (brahma) y

brg-1 (brahma-related gene 1) (McKenna et al ,1999), Un modelo para el papel que

juegan las acetiltransferasas y las enzimas que modifican la cromatina en el

reclutamiento del complejo de preiniciación por receptores unidos a su ligando se

describe a continuación El receptor unido a su ligando se asocia con miembros de
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la familia de SRC y otras acetilasas de historias (PCAF, p300 y CBP), así como

coactivadores que tienen actividad enzimática de AT'Pasas capaces de modificar la

estructura de la cromatina (hBRM/BRG-1). Estos coactivadores efectúan

alteraciones en el nucleosoma en la región del enhancer/promótor

Subsecuentemente se lleva al cabo la interacción con complejos coacíivadores

tales como DRIP/ARC y Mediator, los cuales se piensa que establecen un vínculo

directo con los factores generales de la transcripción y la ARN Pol II, lo cual resulta

en la estabilización del complejo de preiniciación y la activación de la transcripción

(McKenna y O'Malley, 2000)

3.3 C-FOS

33,1 Generalidades

El proto-oncogen c-fos originalmente fue descrito como el homólogo celular

del oncogen presente en el retrovirus murino FBJ-MuSV (Van Beveren et al.,

1983) El gen de c-fos se expresa en bajos niveles en la mayoría de los diferentes

tipos de células Sin embargo, su expresión es inducida temporalmente hasta altos

niveles por una gran variedad de estímulos extraceluíares

c-fos es miembros de un conjunto de genes conocidos como genes de

expresión temprana Este conjunto se define por el hecho de que su expresión es

inducida rápidamente por una gran variedad de estímulos extraceluíares, aun en la

presencia de inhibidores de la síntesis de proteínas, Se ha propuesto que los

genes de expresión temprana llevan a cabo su acción al acoplar el estímulo a corto

plazo a cambios a largo plazo en el fenotipo celular, como pueden ser la

proliferación y la diferenciación celular, Esta hipótesis ha sido reforzada por el

descubrimiento de la función de regulación de la transcripción por las proteínas de

la familia de c-fos y c-jun
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3,3,2 Estructura,,

La proteína codificada por el gen de c-fos (c-Fos) es una fosfoproteína

nuclear que está constituida por 380 aminoácidos. La proteína tiene una vida

media corta (20-90 minutos) y contiene un dominio en el que se repiten

periódicamente cada siete aminoácidos un residuo de leucina A este dominio se le

denomina "zipper" de leucina Adyacente al "zipper" de leucina se encuentra un

dominio rico en aminoácidos básicos Cuando la región del "zipper" de Seucina es

arreglada en una a-hélice, los residuos de leucina quedan alineados a So largo de

una cara de la hélice Los residuos de leucina de una a-hélice interaccionan con

los residuos de leucina presentes en otra a-hélice de una proteína diferente, con io

cual se facilita la dimerización a través de interacciones hidrofóbicas, Por lo tanto,

el dominio de "zipper" de leucina facilita la formación de heterodímeros Esta

secuencia está presente en diversos factores de transcripción, tales como las

proto-oncoproteínas Fos, Myc y Jun, los factores de transcripción de la levadura

GCN4 y yAP-1 y la proteína que se une a! elemento de respuesta a cAMP (CREB)

(Hope y Struhl, 1987; Kouzarides y Ziff, 1988; Dang et al, 1989; Landschultz et al.,

1988; González eí ai, 1989) Esta región conservada está compuesta por dos

estructuras: una región rica en aminoácidos básicos (arginina y lisina) y el "zipper"

de leucina

Se ha demostrado (Sassone-Corsi eí al., 1988) que el dominio del "zipper"

de leucina es necesario para que Fos forme un heterodímero 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 formación de dfmeros Fos no forma homodímeros y

ni Fos ni Jun pueden formar dímeros con GCN4 (O'Shea et a/,, 1989). Todas las

proteínas de la familia de jun (cJun, JunB y JunD) pueden formar tanto homo como

heterodímeros, mientras que las proteínas de la familia de fos (cFos, FosB, Fra1 y

Fra2) no son capaces de asociarse entre si, solamente se asocian con las

proteínas de ia familia de jun Todos los diferentes complejos que se forman

reciben el nombre de AP-1.
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Pérdidas en el extremo carboxilo o amino terminal, así como inserciones o

pérdidas en el "zipper" de leucina de Fos y Jun anulan la dimerización Sin

embargo, Sa mutación de una sola leucina tanto en Fos como en Jun no afecta la

formación del heterodímero, como tampoco la mutación de dos residuos de leucina

consecutivos en Jun, no así la mutación de dos residuos consecutivos de leucina

en Fos (Ransone yVerma, 1990)

La región rica en aminoácidos básicos media la unión del dímero a una

región específica del ADN, ya que inserciones o pérdidas en esta región

disminuyen o anulan la unión al ADN pero no la formación del dímero Las

mutaciones que anulan la unión al ADN son arginina (R) 144, R155 y R159 de la

proteína de c-fos por valina o los aminoácidos R262, R273 y lisina 276 por vaüna

de la proteína de c-jun (Ransone et al, 1990) Eí dímero se une a regiones

promotoras que contienen el elemento de respuesta a TPA (12-o-tetradecanoíl-

forbol-13 acetato) llamado TRE (TPA response element) o sitio de unión a AP-1,

cuya secuencia consenso es: 5'-TGA G/C TCA-3' Los diferentes complejos AP-1

presentan diferentes actividades de unión al ADN Los heterodímeros Fos;Jun

presentan una mayor actividad de unión al ADN que los homodímeros Jun:Jun. En

experimentos de unión a ADN que contiene el elemento de respuesta a AP-1 se

observó que el heterodímero Fos:Jun se une a la secuencia a una concentración

de 0 02 ng del fragmento de ADN, mientras que es necesario 0,3 ng del fragmento

de ADN para observar la unión del homodímero de Jun El análisis densitométrico

de la autoradiografía indicó que a la misma concentración de ADN, el heterodímero

Fos:Jun se une 25 veces más a la secuencia AP--1 de ADN que el homodímero de

Jun (Halazonetis eí al, 1988) Este aumento en la actividad de unión al ADN de los

heterodímeros Fos:Jun se refleja en su mayor termoestabilidad que el de los

homodímeros de Jun; los heterodímeros se disocian entre 37° y 42° C mientras

que los homodímeros se disocian entre 25° y 37° C (Ángel y Karin, 1991).
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A pesar de que el "zipper" de leucina es el dominio de dimerización principal

y que la región básica es el dominio principal de unión al ADN, se debe de

mantener presente que la proteína completa interactúa y que aminoácidos fuera de

estos dominios también contribuyen a la dimerización y unión al ADN (Curran eí

al, 1990).

Tanto c-Fos como c-Jun contribuyen a la función de activación de ia

transcripción del complejo AP-1 Ambas proteínas contienen múltiples dominios de

activación. En el caso de Jun se han localizado 3 regiones cortas en el extremo

amino terminal que son importantes para la activación de la transcripción Estas

regiones son ricas en aminoácidos con carga negativa y son las únicas regiones

del extremo amino terminal que están altamente conservadas entre las tres

proteínas de la familia de jun (Ángel y Karin, 1991). Además existe un dominio de

activación relativamente débil en el extremo carboxilo terminal (Baichwal y Tjian,

1990). En Fos se han localizado en el extremo carboxilo terminal, después de la

región del "zipper" de leucina, 3 regiones involucradas en la transactivación de la

transcripción, Dos de estas regiones son homologas a dos de las regiones de

activación de Jun ubicadas en el extremo amino terminal, y reciben el nombre de

HOB1 y HOB2 (Homolgy Box 1 y 2) (Sutherland eí ai, 1992), Así mismo, se ha

determinado que existe otro dominio de transactivación en Fos ubicado en el

extremo amino terminal (Jooss eí al, 1994)

3.3 3 Función de AP-1 en la proliferación

A pesar de que existe una gran cantidad de información respecto a la

estructura y regulación del complejo AP-1, aún no se sabe con certeza el papel

que juega en la proliferación celular, Diversas observaciones sugieren que el

complejo AP-1 puede controlar la expresión de genes involucrados en la

proliferación celular: Se ha observado que la expresión tanto de c~jun como la de c-

fos es rápidamente inducida en varios tipos celulares en respuesta a mitógenos

como suero, EGF, TGFa, PDGF, estrógenos y otros (Brenner eí ai, 1989;



Treisman, 1985; Kruíjer eí a/,, 1984; Quantin y Breathnach, 1988; Weisz y

Bresciani, 1988), Células en crecimiento logarítmico contienen niveles más altos

del ARNm de c-jun que las células privadas de suero (Ange! et a/., 1988). La

expresión desregulada tanto de c-jun como de c-fos lleva a la transformación

neoplásica de fibroblastos de rata (Schütte et al, 1989; Miller eí a/., 1984) La

microinyección de anticuerpos anti-Fos o la transfección del ARN antisentido de c-

fos en fibroblastos en cultivo inhibe la síntesis de ADN y la proliferación celular

(Riabowol ef al., 1988; Holt eí al, 1986), Transfección es transitorias de varios

oncogenes transformantes, incluyendo src, H-ras, raf y mas resultan en el

incremento en la actividad de AP-1, medida por la activación de genes reporteros

dependientes de AP-1 (Wasylyk et a/, 1988; Wasylyk eí a/., 1989) Mientras que

estos experimentos indican que el complejo AP-1 es un blanco nuclear para las

vías de transmisión de señales inducidas por mitógenos o por oncoproteínas, hasta

hace poco los únicos genes involucrados en la inducción de la proliferación que se

conocían, cuya expresión es regulada por AP-1, son genes cuyos productos son

factores de crecimiento tales como TGFa, TGFp e lL-2 (Kim eí a/, 1990; Muegge

eí al, 1989) La inducción de estos genes, a pesar de que afectan la proliferación

celular, no explicaban como AP-1 participa en el compromiso para la replicación

del ADN después de! estímulo mitogénico Recientemente se ha identificado que la

secuencia reguladora del gen humano de la ciclina D1 (CycD1) contiene dos sitios

de unión a AP-1 (S'-TGACTCA-S1 y 5'-TAACGTCA-3") (Albanese eí a/,,1995;

Herber ef al, 1994). Se ha demostrado que varias proteínas AP-1 se unen a estos

sitios, incluyendo c-Jun, JunB, cFos y ATF, y regulan la transcripción de CycD1

(Brown et al, 1998; Beieref a/, 1999; Wisdom eí al, 1999; Bakiri et ai, 2000) Las

proteínas ciclina D son reguladoras de la progresión a lo largo de la fase G1 del

ciclo celular y se unen a las proteínas llamadas cinasas dependientes de ciclinas 4

y 6 (Cdk4, Cdk6) (ver figura 1 del artículo de revisión de p53) Este complejo

proteico fosforila y, por lo tanto, inactiva a la proteína Rb, liberando al factor de

transcripción E2F, permitiendo la expresión de diversos genes que se requieren en

la fase S del ciclo celular, incluyendo a las ciclinas E y A, cdk1, B-myb, dihidrofoiato

reductasa, timidin cinasa y ADN polimerasa a La ciclina E se asocia con cdk2, y
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este complejo cínasa se requiere para que se lleve a cabo la transición de ia fase

G1 a S. El complejo ciclina E/cdk 2 mantiene a Rb en su estado hiperfosforilado, y

por ¡o tanto participa en una retroalimentación positiva para la acumulación de E2F

activo

A pesar de la inducción importante de la expresión de c-fos en respuesta a

factores de crecimiento, lo que sugiere que c-fos es esencial para la proliferación

celular, el ratón knockout para el gen de c-fos demostró que c-Fos no es esencial

para la viabilidad, proliferación y diferenciación de la mayoría de los tipos celulares,

a excepción de algunas células involucradas en la formación de huesos,

gametogénesis y ciertas funciones neuronales (Johnson et al., 1992) Los ratones

homocigotos c-fos -/-, presentan disminución del peso de la placenta y del feto y

hay una disminución importante de su viabilidad al momento del nacimiento

Aproximadamente el 40 % de los mutantes homocigotos sobreviven y crecen

normalmente hasta que desarrollan osteopetrosis severa, con deficiencias en el

remodelado de los huesos y ausencia de la erupción de los dientes, lo cual ocurre

a los 11 días de edad Entre otras anormalidades, estos ratones presentan

gametogénesis retrasada o ausente, linfopenia y conducta alterada El hecho de

que c-Fos parece no ser requerido para la proliferación de la mayoría de las

células in vivo hace cuestionar por que su expresión esta tan ligada al estímulo

mitogénico. Una posible explicación podría ser que otras proteínas AP-1

compensan por la mayoría de las funciones de c-Fos, a excepción de aquellas que

inducen defectos en los huesos, en ia gametogénesis y en ciertas funciones

neuronales Ciertamente, se ha demostrado, a través de microinyecciones de

anticuerpos específicos, que ninguna de las proteínas de la familia de Fos (c-Fos,

FosB, Fra1 o Fra2) individualmente son esenciales para la proliferación celular,

pero que la neutralización de las cuatro bloquea la proliferación celular (Piechaczyk

y Blanchard, 1994)
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3.3.4 Regulación de la expresión de c-fos

La expresión del proto-oncogen fos es inducida por una gran variedad de

agentes, tales como mitógenos, factores de diferenciación y de crecimiento,

agentes farmacológicos específicos (como esteres de forbol, nicotina, bario y ácido

fosfatídico), estrés y choque calórico. La inducción es rápida y pasajera y ocurre al

nivel de la transcripción La expresión del gen de c-fos aparece pocos minutos

después de adicionar el inductor, alcanza su nivel máximo entre 30-120 minutos y

es esencialmente indetectable después de 3-8 horas dependiendo de! tipo de

célula que sea tratada y del estimulo La inducción de la expresión de c-fos se lleva

a cabo aun en la presencia de inhibidores de la síntesis de proteínas; de hecho, el

tratamiento con inhibidores de la síntesis de proteínas resulta en la superinducción

de c-fos debido a la estabilización del ARNm y la eliminación de la autorepresión

de la transcripción por Fos (Ángel y Karin, 1991) Lo anterior sugiere que la

activación de la transcripción de c-fos después del tratamiento mitogénico se lleva

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

Se sabe que algunos de los agentes que inducen la expresión de fos

activan las vías de transducción de señales que involucran tanto a la proteína

cinasa C como a la proteína cinasa A dependiente de cAMP La inspección de la

región 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 transcripción) el cual es

requerido para ía inducción por agonistas de la vía del adenilato ciclasa Localizado

entre las posiciones -308 a -289 está el elemento de respuesta a suero (SRE)

Esta región es esencial para la inducción por suero, así como por diversos factores

de crecimiento: epidérmico (EGF), de fibroblastos (FGF), derivado de plaquetas

(PDGF) y nervioso (NGF), por esteres de forbol, por luz ultravioleta y por los

oncogenes src y ras (Ransome y Verma, 1990) La proteína de 67 KDa que se une

a SRE es llamada factor de respuesta al suero (SRF) Esta proteína actúa como

dímero y requiere de fosforilaciones para la activación transcripcional de genes que
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contienen en su región promotora SRE. Otra proíeína de 62 KDa también ha sido

implicada en la unión a SRE ya que forma un complejo terciario con SRF

Inmediatamente hacia el extremo 3' de SRE, entre !as posiciones -288 a -282, hay

un sitio AP-1 capaz de unir los complejos Fos/Jun El elemento inducible-s/s (SíE)

se encuentra entre las posiciones -341 a -327 A este sitio se une el factor

¡nducible- sis, el cual se activa en respuesta al tratamiento con c-s/s/PDGF Una

secuencia similar al elemento de respuesta a giucocorticoides (GRE) se encuentra

entre las posiciones -268 a -254 La secuencia de la región 5' del gen de c-fos

está altamente conservado: el gen de rata es 93 % idéntico a! de ratón y 77 %

idéntico al de humano Se ha identificado en la región promotora de! gen de c-fos

de humano, entre la posición -1060 a -1300, un elemento de respuesta a

estrógenos (ERE) (Weisz y Rosales, 1990) En el caso del proto-oncogen c-fos

murino se han identificado ERE tanto en el extremo 5', en la región entre -278 a -

135, comoenel3'(Hyderefa/., 1991a; Hydereía/,, 1991b),

TATA AT

Señal de

TGA poli (A)

SRE G R E C R E 47 aa 84 aa 36 aa 213 aa
AP-1

Figura 2, Estructura del gen c-fos (rata),. Diagrama esquemático del gen de c-fos

de rata (Wang y Howells, 1994), en el que se presenta la localización de elementos

regulatorios AP-1, elemento de respuesta a la proteína activadora - 1 ; CRE,

elemento de respuesta a cAMP; GRE, elemento de respuesta a glucocorticoides;

SIE, elemento inducible-s/s, SRE, elemento de respuesta a suero; TATA, caja

TATA

335 Regulación de la expresión de proto-oncogenes por hormonas esteroides

Uno de los principales efectos de los estrógenos sobre el útero y las

glándulas mamarias en los mamíferos es la proliferación celular Hasta el momento

no se sabe con exactitud el mecanismo específico por medio del cual los
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estrógenos controlan !a proliferación celular. La hipótesis que prevalecía hasta

hace algunos años era que los estrógenos actuaban como un mitógeno indirecto,

por ejemplo, podrían actuar vía la secreción, inducida por estrógenos, de factores

de crecimiento polipeptídicos, los cuales actuaban sobre sus receptores ubicados

en la membrana celular (Davidson y Lippman, 1989) Sin embargo, recientemente

se ha demostrado que los estrógenos inducen la expresión, en forma primaria y

rápida, de proto-oncogenes que son inducidos comúnmente por agentes

mitogénicos, los cuales han sido relacionados con proliferación, como son los

proto-oncogenes Con base en estas observaciones varios autores han buscado

este efecto modulador de los estrógenos sobre proto-oncogenes. En el útero de

ratas ovariecíomizadas se ha demostrado que la administración del 17p-estradiol

incrementa la expresión de los proto-oncogenes nucleares c-myc, n-myc (Murphy

et ai, 1987), c-fos, c-jun, jun-B y jun-D (Weisz y Bresciani, 1988; Weisz eí al,

1990; Cicatiello ef al, 1992) Más aún, estos estudios han demostrado que estos

proto-oncogenes son inducidos muy poco tiempo después de la administración de

estradiol, por lo cual son considerados genes tempranos En el caso de N-myc, c-

jun, c-fos y jun-D la concentración de ARNm de estos genes empieza a

incrementarse, en el útero de la rata, 15 a 30 minutos después de la administración

del E2, y en el caso de c-myc y jun-B empieza a aumentar 60 a 90 minutos

después de la administración de la hormona. Tanto en el caso de c-myc como en

el caso de c~fos se presentan dos picos de máxima expresión El primer pico de

máxima expresión de c-myc (5 a 9-veces respecto a !as ratas tratadas con

vehículo) se observa 3-4 horas después del tratamiento con E2 y el segundo pico

(5-veces) se observa a las 28-45 horas después del tratamiento (Travers y

Knowlers, 1987; Murphy et al, 1987; Weisz y Bresciani, 1988) c-fos presenta el

primer pico de máxima expresión (10 a 40-veces) 30 a 180 minutos después del

tratamiento con E2, baja a niveles básales a las 18 horas y el segundo pico (5 a 8-

veces) se presenta 24 a 33 horas después de la administración (Weisz y Bresciani,

1988; Loose-Mitchell eí al, 1988; Cattaneo y Maggi, 1990) Este segundo pico se

podría deber a la inducción tardía de estos proto-oncogenes por factores de

crecimiento (Huet-Hudson eí al,, 1990; Curtis ef al, 1996) , En cambio, N-myc, c-
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jun, jun-B y jun-D solamente presentan un solo pico de máxima expresión N-myc

presenta la máxima expresión (10-veces) 30 minutos después de la administración

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 minutos (2 a 5-veces) después de la

administración del E2 (Murphy et al, 1987; Weisz et al, 1990; Cicatiello eí al,

1992; Nephew eí a/., 1993; Webb et al, 1993)

Por medio de estudios de hibridación in situ se ha podido detectar en que

tipo celular del útero se presenta este aumento en la expresión de los diferentes

proto-oncogenes. En el útero de ratas ovariectomizadas tratadas con vehículo se

observan muy bajos niveles de expresión de c-fos, jun-B y jun-D y no se

encuentran localizados en ningún tipo celular especifico, A! tratar las ratas con E2

se presenta un incremento notorio en el ARNm de c-fos, jun-B y jun-D en ías

células del epitelio luminal y glandular. En el caso de jun-D también se observa un

ligero incremento en la expresión de este gen en el miometrio (Nephew eí al,

1994; Nephew eí ai, 1995) Estos incremento son aun notorios 12 horas después

de la administración de la hormona y regresan a niveles básales a las 24 horas.

Estas observaciones indican que 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 expresión de

estos genes en el epitelio luminal y glandular del endometrio uterino, En cambio, c-

jun presenta un patrón totalmente diferente, En las ratas tratadas con vehículo el

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

prácticamente desaparece del epitelio luminal y presenta un incremento importante

en miometrio (Nephew et al, 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 expresión de c-jun en el miometrio,

Este incremento en los niveles del ARNm de los proto-oncogenes c-fos, c-

jun, jun-B y jun-D por E2 es bloqueado por actinomocina D (inhibidor de la
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transcripción), pero no por puromicina o cicloheximida (inhibidores de la síntesis de

proteína) (Loose-Mitchel! et al, 1988; Weisz ef al, 1990), Esto, aunado a los

ensayos de "nuclear run-on transcription" (Weisz y Bresciani, 1988; Cicatieilo eí al,

1992) indican que los efectos del E2 sobre la expresión 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 ía proteína de estos; se ha observado que la proteína de c-fos

yjun-B se incrementa 2-3 horas después de la administración de estrógenos en las

células del epitelio luminal y glandular (Papa ef al, 1991; Webb etal., 1993).

Los efectos de los estrógenos sobre la regulación de la expresión de proto-

oncogenes nucleares son tejido-específicos; se ha determinado que la expresión

de estos proto-oncogenes no es inducida por E2 en pulmón, riñon, hígado,

músculo, bazo, corazón e intestino grueso (Murphy eí a/,, 1987; Weisz y Bresciani,

1988, Weisz et al., 1990) Estas diferencias entre los diversos tejidos puede ser

debido a los requerimientos de factores de transcripción tejido-específicos

importantes para la regulación (Schuchard ef ai, 1993), Así mismo, se ha

observado que estos efectos también son hormona específicos, ya que mientras

que los estrógenos inducen la expresión de estos proto-oncogenes, en útero de

ratas ovariectomizadas, otras hormonas como glucocorticoides, andrógenos o

progesterona no inducen la expresión de estos genes (Loose-Mitchel! eí ai, 1988;

Webb ef al, 1993; Nephew ef al., 1993; Nephew ef al, 1995) También se ha

observado que no todos los proto-oncogenes responden a estrógenos; la

expresión de los proto-oncogenes abl, bas, erb-A, ets, fms, fps/fes, mos, myb, raf,

Ki-ras, N-ras, reí, sis, src y B-lym no es inducida por estrógenos en útero de ratas

ovariectomizadas (Weisz y Bresciani, 1988)

La progesterona (P4) inhibe la proliferación celular inducida por estrógenos y

causa la diferenciación 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 función. Se ha observado que ía P4 reduce

considerablemente los niveles del ARNm de c-fos inducido por E2 y bloquea el

efecto represivo del E2 sobre la expresión de c-jun en el tejido epitelial (Kirkland eí

al, 1992; Bigsby y Li, 1994) En cuanto zjun-B, el tratamiento con E2+ P4 no altera

la respuesta ni del útero completo ni del epitelio hacia el E2, esto es, la respuesta

fue la misma que en las ratas tratadas solamente con E2. Esto plantea la

posibilidad de que la acción antagonista de la P4 en el crecimiento uterino

estrógeno-inducida sea mediada, en parte, por la supresión de la transcripción de

c-fos y la inducción de la expresión de c-jun en el epitelio uterino (Kirkland eí al,

1992; Bigsby y Li, 1994)

3,4 EL GEN SUPRESOR DE TUMORES P53: MECANISMO DE ACCIÓN EN

LA PROLIFERACIÓN Y MUERTE CELULAR

El mecanismo de acción de p53 en la proliferación y muerte celular se

comenta extensamente en el artículo presente en el Anexo 2 A continuación se

presenta un resumen de dicho artículo

3,4.1 Estructura y función de p53

La proteína de p53 es un factor de transcripción que aumenta la

frecuencia de transcripción de diversos genes que participan en la reparación del

ADN y/o muerte celular entre otros, La proteína humana de p53 contiene 393

aminoácidos y ha sido dividida estructural y funcionalmente en cuatro dominios

los cuales desempeñan un papel muy preciso El extremo amino terminal

contiene el dominio de activación de la transcripción, el cual ¡nteractua con la

maquinaria basal de la transcripción regulando positivamente la expresión de

diferentes genes (p21/Waf1, MDM2, GADD45, ciclina G, bax, PIGs e IGF-BP3

entre otros), Dos eventos de fosforilación de p53 en serinas son determinantes

para la activación de esta proteína (Caspari, 2000). La fosforilación de la serina
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20 por la proteína Chk2 (la cua! es a su vez forsforilada por la cínasa ATM)

induce ia disociación de p53 de MDM2, evitando que sea transportada al

citoplasma donde se degradada La S15 es fosforilada por dos diferentes

cinasas, ATM y ATR Esta fosforilación induce la interacción con CBP/p300, la

cual acetila varios residuos de usina del extremo carboxilo terminal, como se

explica más adelante.

El dominio de unión al ADN de p53 ocupa casi 2/4 partes de la proteína y

se encuentra ubicado entre los residuos 102 a 292 La proteína tetramérica de

p53 (dos dímeros) 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 etal., 1994)

La proteína nativa de p53 es un tetrámero en solución, y los residuos 324-

355 son necesarios para la oligomerización de esta proteína. Se ha demostrado

que ia proteína de p53 requiere de un cambio estructura! para activar su unión al

ADN La forma latente de p53, que no se une al ADN, se regula por el extremo

carboxilo terminal que está compuesto por 29 aminoácidos, de los cuales nueve

son básicos La unión de p53 al ADN es activada por la fosforilación de los

residuos S378 y S392 por la cinasa C y la caseína cinasa II respectivamente, o

por la desfosforilación del residuo S376, o la acetilación, por la proteína

CBP/p300, de los residuos K373 y K382, o por la deleción de este dominio

carboxilo terminal básico y/o la unión del anticuerpo PAb421 a los residuos 370-

378 (Jayaraman y Prives, 1995; Caspari, 2000) Estos datos han llevado a

postular que el extremo carboxilo terminal determina la conversión de p53 entre

formas que están inactivas y formas que están activas para su unión al ADN, en

forma alosterica (Waterman et aí, 1995).
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3.4.2 Inducción y activación de p53

En condiciones normales, p53 es una proteína poco abundante ya que

tiene una vida media corta (~ 20 minutos) y se encuentra de forma inactiva, La

degradación de p53 esta mediada por MDM2 (Tao y Levine , 1999) y ocurre en

el citoplasma, donde se ubiquitina y se degrada por la vía dependiente del

proteasoma (Kubbutat et al, 1997) Las señales que activan p53 están

mediadas por diversas situaciones de stress celular, como son diferentes tipos

de daño al ADN incluyendo el rompimiento de la doble cadena del ADN por

radiaciones y y la presencia de intermediarios de reparación del ADN debido a

radiación ultravioleta o agentes químicos, lo cual resulta en un incremento y

activación de p53 en la célula Los niveles de p53 son debidos en general al

incremento de la vida media de la proteína y posiblemente también a la

velocidad de síntesis (Ko y Prives, 1996) Aun se desconocen las proteínas

involucradas en la vía de detección del daño al ADN y activación de p53

3.43 Regulación del ciclo celular y apoptosis por p53

Los efectos mediados por la inducción de p53 llevan a la inhibición de la

progresión del ciclo celular o a la muerte celular. Ambos proveen mecanismos

por medio del cual p53 funciona para controlar el daño al ADN, protegiendo a las

células descendientes de la acumulación de mutaciones Diversos experimentos

han proporcionado información de las proteínas involucradas en ambas vías

La proteína p53 regula negativamente al ciclo celular en la transición de la

fase G1 a la fase S por medio de p21. En la fase G1, las señales extracelulares

de proliferación se transducen al núcleo y activan la maquinaria del ciclo celular

La vía de señalización mejor estudiada en esta fase es p16-ciclina Drcdk4-Rb

El factor de transcripción E2F regula la expresión de diversos genes que se

requieren en la fase S del ciclo celular Rb en su estado de hipofosforilación

bloquea la progresión del ciclo celular porque se une al factor de transcripción
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E2F El complejo ciclina Drcdk4 fosforila a Rb, lo que libera al factor E2F y

permite la progresión del ciclo celular, Algunas formas de daño al ADN inducen

la activación de p53t el cual induce la transcripción de p21 {Waf1/Cip-1) (El-Deiry

ef al, 1993), La proteína p21 inhibe ia actividad cinasa del complejo ciclina Di-

cdk4, lo cual permite la acumulación de Rb hipofosforilado Por otra parte, se ha

observado que p21 puede formar complejos con subunidades de E2F y de esta

forma controla directamente la actividad de esta proteína por un mecanismo

diferente a la vía descrita anteriormente (Delavaine y La Thangue, 1999) Otras

formas por medio del cual p21 puede regular el ciclo celular es mediante la

interacción con el factor de replicación y reparación PCNA (antígeno nuclear de

proliferación celular) p21 inhibe la función de PCNA, bloqueando el paso de

elongación en la replicación del ADN (Waga ef al, 1994). Así mismo, en algunas

células en cultivo la sobreexpresión del gen GADD45 (gen inducido por p53)

inhibe la progresión de ciclo en G1 (Kastan ef al, 1992) La proteína Gadd45 se

une a PCNA e inhibe la entrada de las células a la fase S (Smith ef ai, 1994)

p53 induce apoptosis en varios tipos celulares, particularmente en las

células de la línea hematopoyética (Oren, 1994) Así mismo, diversos estímulos

pueden causar apoptosis dependiente de p53, incluyendo daño al ADN (Lowe ef

al, 1993a), expresión de oncogenes virales (i e E1A de adenovirus (Debbas y

White, 1993) o E7 de papilomavirus (Howes ef al., 1994)), expresión de

oncogenes celulares (i e myc (Wagner ef al, 1994)), pérdida de factores de

crecimiento (Canman et al, 1995), o de interleucinas (Gottlieb etal., 1994), o por

la pérdida de genes supresores de tumores (i e Rb (Wu y Levine, 1994)), Sin

embargo, la inducción de apoptosis también puede ocurrir por vías

independientes de p53 (Lowe ef a/., 1993b),

p53 puede inducir apoptosis tanto por medio de su función

transactivadora, así como por una actividad que no requiere de dicha función

Esto ultimo se ha observado en varios tipos celulares, en donde la apoptosis

mediada por p53 e iniciada por daño en el ADN ocurre en ausencia de síntesis
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de ARN o proteínas (Caelles et al., 1994) o en presencia de p53 con deficiente

función transactivadora (Haupt ef a/, 1995).

Entre ios genes cuya expresión es regulada por p53 y que pueden influir

en Sa decisión de entrar a una vía apoptótica se encuentran IGF-BP3, bax, bcl-2,

PlGs (genes inducidos por p53), Fas, FasL y DR5 (Receptor de muerte 5)

(Miyashita ef al, 1994; Buckbinder et al, 1995; Miyashita y Reed, 1995; Polyak

etai, 1997) Todos estos genes son inducidos por p53, a excepción de bcl-2 que

es inhibido (en algunos tipos celulares) La sobreexpresión de bci-2 puede

bloquear la apoptosis inducida por p53 Bax se une a Bcl-2 y antagoniza su

habilidad para bloquear la apoptosis. Así es que la síntesis de Bax y la inhibición

de Bcl-2 dependientes de p53 induce la respuesta de la célula hacia apoptosis

Las proteínas que conforman la familia de Bax y Bcl-2 forman canales en la

mitocondria, los cuales controlan la liberación del citocromo C, el cual es

esencial para la activación de Apaf-1 El citocromo C se une a Apaf-1 en

presencia de nucleótidos de adenina y esta unión produce un cambio

conformacional que permite que la procaspasa-9 se una a este complejo La

subsecuente oligomehzación de la procaspasa-9 facilita su autoactivación, la

cual desencadena la cascada de activación de caspasas Estas proteasas

degradan diversas proteínas celulares, entre las que se encuentran proteínas

estructurales, cinasa y proteínas relacionadas con el ciclo celular y la reparación

del ADN, lo cual finalmente lleva a la apoptosis (Zou et al., 1997; Sheikh y

Fornace, 2000)

Los genes inducidos por p53 o PlGs 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

transcripcionalmente la expresión de genes relacionados con el control redox

(PlGs), lo que resulta en la producción de especies reactivas de oxigeno (ROS),

Estas ROS causan daño oxidativo a la mitocondria, lo cual activa la cascada de

caspasas para inducir la apoptosis (Polyak eí al, 1997)
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La proteina de unión al factor de crecimiento tipo insulina 3 {IGF-BP3)

afecta el crecimiento y eí gen que codifica para esta proteína también es

regulada por p53 Al unirse esta proteína a IGF previene la interacción con su

receptor (IGFR), bloqueando la vía de señalización de IGF que induce mitosis

(Miyashitay Reed, 1995)

Fas y DR5 pertenecen a la familia del receptor del factor de necrosis

tumorai (TNFR) Estas proteínas se encuentran ubicadas en la membrana

citoplasmática y contienen un dominio intracelular que es fundamental para la

transducción de la señal apoptótica 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 sobreexpresión del receptor La activación del

receptor, dependiente o independiente del ligando, induce la trimeñzación del

receptor, lo cual induce el reclutamiento de proteínas adaptadoras intracelulares

y la subsecuente activación 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 proliferación y muerte celular en el epitelio uterino Sin

embargo, los datos de proliferación celular reportados hasta el momento no

coinciden perfectamente entre sí y existen pocos datos en la literatura que

describen la muerte celular en este tejido. Así mismo, se ha propuesto que uno de

los primeros pasos mediante el cua¡ los estrógenos inducen la replicación del ADN

y la proliferación celular en el útero de las ratas ovariectomizadas (ovx) es

mediante la inducción de la expresión de factores de transcripción, entre los cuales

se encuentran los proto-oncogenes Se ha demostrado que la expresión del proto-

oncogen c-fos es inducida en el útero de las ratas ovariectomizadas poco tiempo

después de la administración de 17[3-estradiol (E2), Sin embargo, no se ha

estudiado si la expresión de c-fos es regulada por E2 durante el ciclo estral y si su

expresión efectivamente se correlaciona con la proliferación celular en tejidos

uterinos. En diversos modelos experimentales, se ha observado que p53 es uno de

los genes involucrados en la regulación de la muerte celular, sin embargo, hasta el

momento se desconoce si este gen se expresa en el útero de la rata y si lo hace de

que manera se correlaciona con la regulación de la muerte celular en eS epitelio

uterino durante el ciclo estral
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5. OBJETIVOS GENERALES

Estudiar el patrón de proliferación y apoptosis del epítellio uterino de la rata

durante el ciclo estral y correlacionarlos con el patrón de expresión del proto-

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

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1 Analizar el patrón de expresión del proto-oncogen c-fos y deí gen supresor de

tumores p53 en los epitelios uterinos luminal (EL) y glandular (EG) de la rata

durante el ciclo estral tanto al nivel transcripcional (ARNm) como traduccional

(proteína)

2 Analizar el patrón de apoptosis del EL y EG del útero de la rata durante el

ciclo estral y correlacionarlo con la expresión de p53

3 Analizar el patrón de proliferación del EL y EG del útero de la rata durante el

ciclo estral y correlacionario con la expresión de c-fos

4 Analizar el patrón de expresión de las isoformas ce y p del receptor a

estrógenos en el EL y EG del útero de la rata durante el ciclo estral y

correlacionarlo con la expresión de c-fos y la proliferación celular
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6.HIPÓTESIS DE TRABAJO

Se espera que la expresión del gen de c-fos se incremente en los tipos

celulares del útero de la rata que presentan proliferación celular en las diferentes

etapas del ciclo estral y que la expresión de p53 se incremente en los tipos

celulares que presenten muerte celular
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7. MATERIAL Y MÉTODOS

7.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

Se usaron ratas adultas de la cepa Long-Evans de 200-250 g, las cuales

fueron mantenidas en un ciclo luz:obscuridad 14:10, con agua y comida ad

¡ibitum Solamente se utilizaron ratas que presentaron por lo menos 3 ciclos

estrales regulares de 4 días de duración, el cual fue determinado por medio de

análisis microscópico de frotis vaginales diarios Los animales se sacrificaron a

las 13:00 hrs de cada uno de los días del ciclo. Inmediatamente después de

sacrificar a ios animales se obtuvo el útero

7.2 PROCESAMIENTO DEL TEJIDO

Los tejidos fueron fijados en paraformaldehido al 4% en PBS Los tejidos

que se usaron tanto para la hibridación in situ como para la inmunohistoquímica

fueron fijados por 2 h, mientras que los que se usaron para la determinación del

índice apoptótico fueron fijados por 24 h Los tejidos fueron deshidratados,

impregnados e incluidos en parafina. Se hicieron cortes de 4-5 \xm de grosor y se

colocaron en iaminillas Siiane-Prep (Sigma) para hibridación in situ, laminillas

tratadas con vectabond (Vector) para inmunohistoquímica, o laminillas tratadas con

Poli-L-iisina (Sigma) para índice apoptótico

7.3 DETERMINACIÓN DEL ÍNDICE APOPTÓTICO

Se llevo a cabo la técnica de TÚNEL para determinar el índice apoptótico de

cada tipo celular en las diferentes etapas del ciclo estral en cortes histológicos

Para ello se usó un estuche de detección in situ de muerte celular (Boehringer

Mannheim) siguiendo las instrucciones de! fabricante Este estuche se basa en el

mareaje de los extremos libres 3-OH del ADN, Sos cuales se generan por la

degradación del ADN durante la muerte celular, con un nucleótido modificado

40



(fluoresceina-dUTP) por medio de la enzima deoxinucíeotidil transferasa terminal

(TdT) El ADN marcado con dUTP-fluoresceina es detectado por medio de un

anticuerpo anti-fluoresceina conjugado con peroxidasa. Posteriormente, la

peroxidasa es detectada por su reacción con la diaminobencidina (DAB) y las

células teñidas se analizan por medio de un microscopio de luz El índice

apoptótico fue estimado contando el número de células apoptóticas marcadas

(usando el programa Metamorph Imaging System) Un total de 100 células fueron

analizadas por cada tipo celular por cada sección Tres secciones por anima!

fueron analizadas N = 5 animales por día

7,4 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA

Se observó la estructura de los diferentes tipos celulares por medio de

microscopía electrónica de transmición Para ello se sacrificaron 2 ratas de cada

uno de los días del ciclo y se extrajo el útero El tejido se fijó con fijador de

Karnovsky (Karnovsky, 1965) modificado y se procesó hasta su inclusión en Epón

812 según una técnica ya probada (Merchant-Larios et al, 1993) Se hicieron

cortes seriados alternando semifinos y finos de 1 ¡am y 70 nm respectivamente Los

cortes semifinos se observaron al microscopio de luz después de teñirlos con azul

de toluidina y los cortes finos se contrastaron con acetato de uranilo y plomo y se

observaron en un microscopio electrónico (Jeol, Modelo JEM-1010), a un aumento

dex25Kax15K

7 5 DETERMINACIÓN DE PROLIFERACIÓN CELULAR

Se llevó a cabo la determinación de la proliferación de cada tipo celular del

útero de la rata en los diferentes días del ciclo estral por medio de la incorporación

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 intraperitonealmente 2 h antes de sacrificar al

animal Los animales se sacrificaron a las 13:00 h e inmediatamente se obtuvo el

útero Este se proceso para llevar a cabo cortes en congelación de 16 jam de
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grosor y se montaron en laminillas tratadas con poli-L-lisina. El tejido fue fijado con

etanol ácido (50 mM glicina en 70% etanol pH 2) e incubado con el anticuerpo

monoclonal anti-BrdU La preparación del anticuerpo contiene nucleasas

específicas que permiten el acceso del anticuerpo a la BrdU incorporada al ADN.

Después de incubar con el anticuerpo secundario anti-ratón-lg-rodaminado, las

células marcadas se observaron en un microscopio de fluorescencia (Nikon,

Modelo HSX-DX) Se cuantificó la cantidad de núcleos marcados en el epitelio

luminal y en el epitelio glandular en cada una de las etapas del ciclo estral. Se

analizaron todos los núcleos de los epitelios luminales y glandulares de cada corte

y se cuantificó el numero de núcleos positivos N = 5 animales por día

7 6 PREPARACIÓN DE PLÁSMIDOS

Se llevó a cabo la preparación de los plásmidos ,que contenían el ADNc de

c-fos y p53, usando un método de purificación en columnas (Qiagen). Para ello se

cultivaron 25 mi de medio líquido LB con las bacterias de E, coli DH5a que

previamente se habían transformado con los plásmidos respectivos, Para obtener

los plásmidos, las bacterias se Usaron en medio alcalino (0.2 N NaOH, 1% SDS) y

se neutralizaron (3 M acetato de potasio, 2 M ácido acético glacial) Finalmente, se

purificaron por medio de columnas (Qiagen) Para verificar los plásmidos se hizo

un mapa de restricción El ADNc de p53, que estaba inserto en el plásmido

Bluescript (Stratagene), fue digerido con Stu I o con Eco Rl/Bgl !! El ADNc de c-

fos, que estaba inserto en el plásmido pSp65 (Promega), fue digerido con la

enzima Pvu II.

7 7 TRANSCRIPCIÓN IN VITRO

Se obtuvo el ARNc marcado con digoxigenina-11-UTP por medio de un

estuche de transcripción in vitro con SP6, T3 o T7 ARN polymerasa (Boehringer

Mannheim) según las instrucciones de! fabricante El molde de ADN de p53

(Soussi ef al, 1988) y de c-fos (Curran eí al ,1987) de rata se encuentran clonados

42



en la región del poly-linker de los plásmido Bluescript+ y pSp65, respectivamente

Después de linearizarlos en un sitio adecuado, el ARN se transcribió en la

presencia de digoxigenina-11-UTP, Para obtener la sonda antisentido de p53 se

digirió el plásmido en el que estaba inserto el ADNc con Stu I y se transcribió con

T3, y la sonda sentido se obtuvo digiriendo el plásmido con Kpn I y transcribiendo

con T7 En el caso de c-fos, la sonda antisentido se obtuvo digiriendo el plásmido

c-fos 1B con Sal I y transcribiendo con SP6, La sonda sentido se obtuvo digiriendo

el plásmido c-fos 1A con Pvu II y transcribiendo con SP6, La eficiencia de cada

transcripción se determinó por medio de dot blot comparándola con el control

marcado que proporciona el estuche de transcripción. Así mismo, se llevó a cabo

una hibridación en dot blot para lo cual se usaron ARNs extraídos de útero de rata

en diferentes días del ciclo estral

7.8 HIBRIDACIÓN IN SITU

Los cortes histológicos que previamente se habían colocado en laminillas

silane-prep (Sigma), se desparafinaron y se rehidrataron, Se llevó a cabo un

rompimiento de ribosomas con HCl 0 2 N, se permeabilizó con proteinasa K (1

I-ig/ml) y se acetiló con trietanolamina -• anhídrido acético Se equilibraron las

muestras con solución de equilibrio (formamida 50%, NaCI 0 6 Evi, Tris-HC! 10 mM,

EDTA 1 mM, DTT 10 mM y heparina 50 mg/ml), se prehibridaron con amortiguador

de prehibridación (50% formamida, 4 X SSC (NaCI 0.6 M, citrato de sodio 0 06 M),

1 X solución de Denhardt (Ficoll tipo 400 0 02 %, poiivinilpirrolidona 0 02 %,

albúmina sérica bovina 0 02 %), 0.5 mg/ml ADN esperma de salmón, 0 25 mg/ml

ARNt, 10% dextrán sulfato) por 1 h a temperatura ambiente y se hibridaron con los

ARNc marcados con digoxigenina (30 ng/u,l) por 18 h a 52 ° C (c-fos) o 57 ° C

(p53) Una vez terminada la hibridación las muestras se lavaron con SSC 2 X, 1 X

y 0.5 X La detección de los híbridos marcados con digoxigenina se desarrolló

mediante un estuche de detección de ácidos nucleicos marcados con digoxigenina

(Boehringer Mannheim) siguiendo las instrucciones del fabricante, Este consiste en

la detección de ácidos nucleicos marcados con digoxigenina por medio de un
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anticuerpo conjugado antí- digoxigenina -fosfatasa alcalina y el substrato rojo

permanente, el cual produce un precipitado rojo. Los núcleos se contratiñeron con

hematoxilina Se empleó un microscopio de luz para la observación de los campos

microscópicos Se analizó e! epitelio lumina! 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 inmunopositivas 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 la sonda sentido El valor del fondo se resto a los valores obtenidos con la

sonda antisentido Un total de 100 células fueron analizadas por cada tipo celular

por cada sección Tres secciones por animal fueron analizadas N=5 animales por

día.

7 9 INMUNOHISTOQUÍMICA

Los cortes histológicos que previamente se habían colocado en laminillas

tratadas con vectabond, se desparafinaron y se rehidrataron Se llevó a cabo la

recuperación del antígeno hirviendo los cortes en citrato de sodio 10 mM pH 6. Se

bloqueó la peroxidasa endógena con H2O2 al 3% y se permeabilizó con tritón X-

100 al 0 5 % Se bloqueo con albúmina 5 % - H2O21 % y posteriormente se incubó

con el anticuerpo primario policlonal anti-Fos, anti-p53, anti-REa o anti- REp (c-

Fos: sc-52, p53: sc-1312, REa: sc-542, RE{3: sc-6821; Santa Cruz Biotechnology

Inc, Santa Cruz, CA) por 24 h a 4 ° C Para el control negativo, se omitió el

anticuerpo primario. Se incubó con el anticuerpo secundario biotinilado por 2 h y

después con el complejo avidína-biotina por 1 h La reacción se reveló con

diaminobencidina y se contratiñó con hematoxilina, Las células marcadas se

observaron en un microscopio de luz Se cuantificó la cantidad de núcleos

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 núcleos de los epitelios luminales y glandulares de cada corte.

N = 5 animales por día Se le asignó los siguientes valores a la intensidad de la
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tinción: (0) ausente; (1) débil; (2) moderada; (3) intensa Se calculó el puntaje

histológico (HSCORE) de la siguiente forma: HSCORE = 2P¡ (i+1), donde i = 0, 1,

2, o 3 y Pi es el porcentaje de cada intensidad, de 0% a 100% (Lessey et al ,

1988)

7.10 CUANTIFICACIÓN HORMONAL

Se llevó a cabo la cuantificación del nivel hormonal en plasma sanguíneo

por radioinmunoanáiisis (RÍA) (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 días del ciclo La sensibilidad del ensayo fue de 5 4 pg/ml para el

estradiol y de 8 3 ng/ml para la progesterona Los coeficientes de variación intra e

ínterensayo fueron de 5 3 + 8% y 6 5 ± 10% respectivamente

7.11 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los datos de TÚNEL, proliferación, hibridación in situ, inmunohistoquimica y

radioinmunoensayo fueron evaluados por medio de análisis de varianza de una

sola vía (ANOVA) seguida por una prueba de comparación múltiple de Tukey. Se

usó el programa Prism 2 01 para calcular los valores de probabilidad y los errores

estándar de la media (+ESM)
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8, RESULTADOS

8.1 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA

Con el objeto de determinar las características que presentan las células

muertas se observó ia estructura de los diferentes tipos celulares por medio de

microscopía electrónica Las características principales que presentan las células

que mueren por apoptosis son: la cromatina se condensa formando agregados

cerca de ía membrana nuclear, la cual se convoluciona, mientras que los nucléolos

se agrandan Las células se encojen y la membrana celular presenta

protuberancias Los organelos mantienen una apariencia normal salvo por ¡a

dilatación del retículo endoplásmico y la hinchazón de las mitocondrias Las células

apoptóticas son fagocitadas por células vecinas o por macrófagos (Zórnig et al,

2001) En el útero de la rata se observaron células muertas en el epitelio glandular

y en el epitelio luminal durante el estro (Fig 3). Durante el metaestro, las células

muertas se observaron principalmente en el epitelio luminal (Fig 3) Entre las

principales características de estas células en proceso de apoptosis se observó

que presentaron condensación de la cromatina, formación de cuerpos apoptóticos,

y se observó que son fagocitadas por células epiteliales adyacentes y/ o por

macrófagos Durante el diestro también se observaron células muertas en el

epitelio glandular, pero en menor proporción que durante el estro Estas células

presentaron las mismas características antes mencionadas, Durante el proestro,

prácticamente no se observaron células apoptóticas

Figura 3. (Siguiente hoja) Microscopía electrónica del epitelio luminal (A) y

glandular (B) del útero de la rata durante el día del metaestro y estro,

respectivamente Las flechas indican cuerpos apoptóticos en diversos estadios de

digestión con vacuolas fagocíticas Barra = 2 ¡am
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8.2 CUANTIFICACION DEL ÍNDICE APOPTOTICO

Para cuantifícar eí porcentaje de células muertas en cada tipo celular del

útero se usaron úteros de ratas en los diferentes días del ciclo estral Los úteros se

fijaron con paraformaldehido, se incluyeron en parafina y se procesaron con un

estuche para detección in situ de muerte celular - POD (Boehringer Mannheim),

revelando finalmente la reacción con DAB De los úteros de los anímales

sacrificados a las 13:00 h, en la etapa en la que se observó un mayor número de

células muertas tanto en el epitelio luminal como en el epitelio glandular fue

durante eí estro (Fig 4) Durante el metaestro también se observaron células

muertas en ei epitelio luminal 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 cuantificó el porcentaje de células positivas a la reacción de

TÚNEL en el epitelio luminal y glandular en cada una de las etapas de! cicío con la

ayuda del programa MetaMorph Imaging System Los resultados de la

cuantificación se presentan en la figura 5

Figura 4 (Siguiente hoja) Apoptosis del epitelio uterino durante el ciclo

estral determinado por el método de TÚNEL. Se muestra un ensayo

representativo de cada día del ciclo: A) metaestro, B) diestro, C) proestro, D)

estro, E) control negativo, es un corte seriado del tejido durante el día del estro

(se omitió la enzima TdT). Las flechas indican células positivas a la reacción de

TÚNEL Barra = 25 ^m en A, B, y D, En C y E barra - 50 ^m LE, epitelio

luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma.
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Figura 5 Apoptosis en el epitelio uterino durante el ciclo estral. Se llevó a

cabo la reacción de TÚNEL en el útero de 5 animales diferentes en cada día del

ciclo para determinar el número de células muertas en el epitelio luminal y

glandular, M, metaestro; D, diestro; P, proestro; E, estro, Los resultados se

expresan como la media ± ESM En e! epitelio luminal: **p< 0,001 comparado con

los otros días del ciclo *p< 0 01 comparado con D y P. En el epitelio glandular:

**p< 0 001 comparado con M y P y p< 0 01 comparado con D.

8.3 EVALUACIÓN DEL ARNm DE P53 POR HIBRIDACIÓN IN SITU

Para evaluar si p53 esta involucrada en la regulación de la muerte celular en

los epitelios uterinos durante el ciclo estral, se detectó la presencia tanto del ARNm

como de la proteína de p53 en el epitelio luminal y glandular del útero durante los

diferentes días del ciclo. Para detectar el ARNm de p53 en los epitelios uterinos se

procesaron los úteros de las ratas en los diferentes días del ciclo por medio de la

técnica de hibridación in situ Las células inmunopositivas se revelaron con el

colorante rojo permanente y los núcleos se contratiñeron con hematoxilina La

intensidad de la tinción citoplasmática se cuantificó con la ayuda del programa

Metamorph Imaging System Se observó 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 ios días del ciclo estra!, sin embargo, se observó, en forma muy marcada,

un mayor contenido del ARNm, tanto en el epitelio luminal como glandular, en el

día del metaestro y este disminuyó a lo largo del ciclo hasta llegar a su nivel más

bajo en el día del estro (Fig 6 y 7)

Figura 6,, (Siguiente hoja) Expresión del ARNm de p53 en el útero de la rata

durante el ciclo estral analizado por hibridación in situ,, Se muestra una

hibridación in situ representativa de cada uno de los días del ciclo: A) metaestro;

B) y C) diestro; D) y E) proestro; F) y G) estro; H) e I) control negativo (es un

corte senado del útero 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 I) muestran el epitelio glandular Barra = 25 |im

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

Epitelio Luminal Epitelio Glandular

a.x
UJ

75-,

50-

25-

0-1—
D P

Día del ciclo

•o
'5
£
Q.
X
m

75-i

50-

25-

M D P
Día de! ciclo

Figura 7, Expresión del ARNm de p53 en el epitelio uterino de la rata

durante el ciclo estral,. Se llevó a cabo la hibridación in situ en el útero de 5

animales diferentes en cada día del ciclo para determinar el contenido de ARNm

de p53. Se evaluó la intensidad de la tinción (valor promedio en la escala de

grises) M, metaestro; D, diestro; P, proestro; E, estro Los resultados se

expresan como la media ± ESM **p< 0 001 comparado con los otros días del

ciclo
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8,4 EVALUACIÓN DE LA PROTEÍNA DE P53 POR

INMUNOHISTOQUÍMICA

La proteína p53 se detectó por inmunohistoquímica (Fig. 8) La

inmunoreactividad para p53 se detectó en el núcleo de las células epiteliales

durante los días del metaestro, diestro y proestro En el día del estro, la

inmunoreactividad para p53 fue detectada predominantemente en el citoplasma

de las células epiteliales La mayor cantidad de núcleos inmunopositivos para

p53 fueron detectados, en ambos epitelios, en el día del metaestro En el epitelio

luminal, el número de núcleos inmunopositivos disminuyó en los siguientes días

del ciclo estral, y se observó el valor más bajo en el día del estro, que es cuando

se presenta la mayor muerte celular en ambos epitelios En el epitelio glandular

el número de núcleos inmunopositivos fue similar durante los días del metaestro,

diestro y proestro y disminuyó significativamente durante el día del estro (Fig. 9)

Figura 8 (Siguiente hoja) Localización de la proteína p53 por

inmunohistoquímica en el útero de la rata durante el ciclo estral Se

presenta una inmunohistoquímica representativa de cada uno de los días del

ciclo; A) y B) metaestro; C) y D) diestro; E) y F) proestro; G) y H) estro; I) y J)

controles negativos (son cortes seriados del útero de rata en metaestro en el

cual se omitió el anticuerpo primario) A), C), E), G) e I) muestran el epitelio

luminal B), D), F), H) y J) muestran el epitelio glandular. Las cabezas de flecha

indican núcleos con tinción positiva a p53 Barra = 25p.m LE, epitelio luminal;

GE, epitelio glandular; S, estroma
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Figura 9. Nivel de expresión de la proteína p53 en el epitelio uterino durante

el cíelo estral. Se realizó la inmunohistoquimica de p53 en el útero de 5 diferentes

animales por cada día del ciclo estral y se determinó el numero de núcleos

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

luminai: **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

días del ciclo

8.5 EVALUACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR

Con el objeto de determinar la etapa del ciclo en ta cual proiiferan cada uno

de los epitelios uterinos se usó la incorporación de BrdU al ADN de las células que

se encuentran en la fase S del ciclo celular La BrdU incorporada se detectó por

medio de un anticuerpo acoplado a rodamina, Los núcleos marcados se

observaron en un microscopio de fluorescencia, En las etapas de metaestro y

diestro se observó 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 presentó una alta actividad proliferativa, mientras que

en el epitelio glandular disminuyó significativamente el numero de núcleos

positivos Así mismo, se observaron en esta etapa algunas células en proliferación
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en el estroma y en el miometrio En la etapa de estro se observaron pocos núcleos

positivos en ambos epitelios, (o que índica que en esta etapa ambos epitelios

presentan su mínima actividad proliferativa, En cambio, el estroma presentó una

alta actividad proliferativa en esta etapa del ciclo estral

Figura 10 (Siguiente hoja) Se utilizó la incorporación de BrdU para

determinar fa proliferación del epitelio uterino de la rata en cada día del

ciclo estral,, La BrdU incorporada se detectó con un anticuerpo anti-BrdU, y este

a su vez se detectó con un anticuerpo secundario rodaminado Las células

marcadas se observaron en un microscopio de fluorescencia En el día del

metaestro A) y del diestro B) el epitelio íuminal y el glandular presentan

proliferación En el día del proestro (C y E), el epitelio luminal y el estroma

presentan proliferación, mientras que en el día del estro (D y F) el estroma es el

único tipo celular que prolifera G) Control negativo (es un corte seriado del tejido

en el día del proestro en el que se omitió el anticuerpo) En E y F se observa una

exposición doble con fluorescencia y con óptica de Nomarski, las flechas indican

núcleos positivos para la incorporación de BrdU Barra = 100 ¡am en A, B, C, D y

G En E y F barra = 50 ¡xm LE, epitelio luminal; GE, epitelio glandular; S,

estroma
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Figura 11 Cuantificación de la incorporación de BrdU en el epitelio uterino

durante el ciclo estral. Se cuantificaron los núcleos ¡nmunofluorescentes en el

epitelio lumina! y glandular del útero de 5 animales diferentes por cada día 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 M y D,

8.6 EVALUACIÓN DEL ARNm DE C-FOS POR HIBRIDACIÓN IN SITU

Para evaluar si c-fos esta relacionado con la proliferación de los epitelios

uterinos durante el ciclo estral, se detectó la presencia tanto del ARNrn como de la

proteína de c-fos en el epitelio luminal y el epitelio glandular del útero durante los

diferentes días del ciclo. Para detectar el ARNm de c-fos en los epitelios uterinos

se procesaron los úteros de las ratas en los diferentes días del ciclo por medio de

la técnica de hibridación in situ Las células inmunopositivas se revelaron con el

colorante rojo permanente y los núcleos se contratiñeron con hematoxilina La

intensidad de la tinción citoplasmática se cuantificó con la ayuda del programa

Metamorph Imaging System El ARNm de c-fos se observó en el citoplasma de las

células del epitelio luminal y de! epitelio glandular en todos los días del ciclo estral

Sin embargo, se observó un mayor contenido del ARNm, tanto en epitelio tuminal
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como glandular, en ei día deí metaestro y este disminuyó a lo largo del ciclo hasta

llegar a sus niveles más bajos en el día del estro (Figs, 12 y 13) Así mismo, se

detectó la presencia de este ARNm en el miometrio (tanto circular como

longitudinal) en todas las etapas del ciclo En el miometrio longitudinal, la mayor

concentración se detectó en el metaestro y en el miometrio circular en el proestro.

En ambos miometrios la concentración disminuyó en el diestro, aumentó en el

proestro y disminuyó en el estro En el estroma periluminal, también se detectó la

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

Figura 12., (Siguiente hoja) Expresión del ARNm de c-fos en el útero de la rata

durante el ciclo estral analizado por hibridación in situ. Se muestra una

hibridación in situ representativa de cada uno de los días del ciclo: A) metaestro; B)

diestro; C) proestro; D) estro; E) control negativo (es un cortes seriado del útero de

rata en metaestro hibridado con la sonda sentido) Barra = 100 \xm LE, epitelio

luminal; GE, epitelio glandular; S, estroma.
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Figura 13. Expresión del ARNm de c-fos en el epitelio uterino durante el

ciclo estral,, Se llevó a cabo la hibridación in situ en el útero de 5 animales

diferentes por cada día del ciclo para determinar el contenido de ARNm de c-fos

Se evaluó la intensidad de la tinción (valor promedio en la escala de grises). 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 y E y p< 0 01

comparado con P En el epitelio glandular: **p< 0 001 comparado con P y E y p<

0 05 comparado con D
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8 7 EVALUACIÓN DE i A PROTEÍNA C-FOS POR INMUNOHISTOQUÍMICA

La proteína c-Fos se detectó por inmunohistoquímica Esta proteína se

detectó en el núcleo de las células del epitelio glandular y luminai (Fig 14) En

ambos epitelios, la mayor cantidad de núcleos inmunopositivos para Fos se

detectaron en la etapa del diestro (Figs 14 y 15), disminuyeron en el proestro y

alcanzaron sus valores más bajos en el día del estro En el epitelio luminai, el

incremento observado en la proteína de Fos mostró una correlación significativa (r

= 0 9877, p = 0 012 ) con el patrón de proliferación de este tipo celular. Una

tendencia similar se observó en el epitelio glandular, sin embargo, la correlación no

fue significativa

Figura 14. (Siguiente hoja) Localización de la proteína Fos por

inmunohistoquímica en el útero de la rata durante el ciclo estral, Se presenta

una inmunohistoquímica representativa de cada uno de los días del ciclo: A) y B)

metaestro; C) y D) diestro; E) y F) proestro; G) y H) estro A), C), E) y G) muestran

el epitelio luminai B), D) y F) muestran el epitelio glandular, Las flechas indican

núcleos con tinción positiva a Fos Barra = 25 ^m en A-G En H barra = 50 p,m LE,

epitelio luminai; GE, epitelio glandular; S, estroma
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Figura 15, Nivel de expresión de la proteína Fos en el epitelio uterino

durante el ciclo estral. Se realizó la inmunohistoquímica de Fos en e! útero de

5 diferentes animales por cada día del ciclo estral y se determinó el numero de

núcleos 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 M y

p< 0 05 comparado con P En el epitelio glandular: **p< 0,001 comparado con D,

p< 0.05 comparado con M, y *p< 0 01 comparado con D

8 8 DETECCIÓN DEL RECEPTOR A ESTRÓGENOS a Y

INMUNOHISTOQUÍMICA

POR

Para determinar si la expresión de c-fos es regulada por el complejo RE-E2,

y cual de las isoformas del RE se encuentra presente en el epitelio uterino, se llevó

a cabo la inmunohistoquímica para detectar las isoformas del RE Se observó que

la isoforma predominante del RE en el útero es la isoforma a (Fig 10) Tanto en el

epitelio luminal como en el glandular, el mayor numero de núcleos inmunopositivos

para REa se detectó en las etapas del metaestro y diestro, y disminuyó en las

etapas de proestro y estro (Fig. 16 y 17) En las etapas de proestro y estro se

observó localización citoplasmática de esta proteína. La presencia del REa se
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observó en el núcleo de las células del estroma en todas las etapas del ciclo En

cambio, la ¡soforma J3 del receptor a estrógenos no fue detectada en ninguno de ¡os

dos epitelios durante todo el ciclo estral (Fig 161). Sin embargo, el REp fue

detectado tanto en el núcleo como en el citoplasma, principalmente en este ultimo,

de las células del estroma en todas las etapas del ciclo (Fig. 161) Para verificar la

eficiencia del anticuerpo se llevó a cabo la inmunohistoquímica del REp en el

ovario de la rata, el cual es un tejido que se sabe que expresa esta protelna en

altos niveles (Saunders et al., 1997; Sar y Welsch, 1999). El REp se detectó en

este tejido en el núcleo de las células de la granulosa (Fig 16J)

Figura 16,, (Siguiente hoja) Localización inmunohistoquímica de la proteína

del REcc en el útero de la rata durante el ciclo estral,, A) y B) metaestro; C) y

D) diestro; E) y F) proestro; G) estro; H) control negativo (son cortes seriados del

útero de rata en metaestro en el cual se omitió el anticuerpo primario) A), C), E)

y G) muestran el epitelio luminal B), D) y F) muestran el epitelio glandular Las

flechas indican núcleos con tinción positiva a REa En I) se muestra la

iocalización inmunohistoquímica del REp en el útero de la rata durante la etapa

del metaestro, y en J) se muestra la localización de REp en el ovario como tejido

control Barra = 25 jam en A-G En H-J barra = 50 |im. LE, epitelio luminal; GE,

epitelio glandular; S, estroma; G, células de ia granulosa.
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Figura 17 Nivel de expresión de la proteína REa en el epitelio uterino durante

el ciclo estral. Se realizó la ¡nmunohistoquímica del REa en el útero de 5

diferentes animales por cada día del ciclo estral y se determinó el numero de

núcleos 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 01 comparado con M En el epitelio glandular: **p<

0.001 comparado con M y D

8.9 NIVELES HORMONALES

Se analizó el nivel plasmático de E2 y P4 de todos los animales estudiados

para verificar el status hormonal durante el ciclo estral Los niveles hormonales

obtenidos por RÍA (Fig 18) concordaron con los datos reportados en la literatura,, A

las 13:00 h del día del proestro, que es la hora en que se sacrificaron a los

animales, el E2 se encuentra en su valor más alto de todo el ciclo (s 40 pg/ml) La

P4 alcanza su nivel más alto (= 60 ng/ml) hasta las 17:00 h del día del proestro

(Fig 1), por lo cual, a las 13:00 h el nivel detectado (20 ng/ml) todavía no alcanza

su máximo valor
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Figura 18. Concentración sérica de estradiol y progesterona durante el

ciclo estral. Los niveles hormonales fueron determinados por RÍA Los

resultados son expresados como la media ± ESM de los valores obtenidos de 5

animales por cada día del ciclo M, metaestro; D, diestro; P, proestro; E, estro

*p< 0 05 comparado con E
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9.0 DISCUSIÓN

El útero de la rata es un tejido blanco considerado como clásico para la

acción de las hormonas sexuales esteroides Es bien conocido que la

concentración de estas hormonas varia a lo largo del ciclo estral, lo cual induce

cambios cíclicos en la estructura y función del útero, Sin embargo, aun no se

conoce bien como se llevan a cabo la proliferación y muerte celular del endometrio

uterino y los mecanismos moleculares por medio de los cuales las hormonas

esteroides regulan dichos fenómenos. Por lo tanto, este tejido representa un

modelo excelente para estudiar, en condiciones fisiológicas, la proliferación y

muerte celular Como se pudo comprobar en este trabajo, ambos procesos ocurren

en el útero de la rata en diferentes etapas del ciclo estral

En el presente estudio se determinó la proliferación y muerte celular del

epitelio luminal y glandular del útero de la rata durante las diferentes etapas del

ciclo estral y su correlación con la expresión del receptor a estrógenos alfa

(REa), él proto-oncogen c-fos y el gen supresor de tumores p53 como parte de

los genes que participan en la cascada de eventos que inducen la proliferación y

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

9.1 PROLIFERACIÓN Y MUERTE CELULAR EN EL EPITELIO UTERINO DE

LA RATA DURANTE EL CICLO ESTRAL

Se ha establecido que durante el ciclo estral, las células del útero

proliferan y después mueren por apoptosis La proliferación, durante el ciclo

estra!, de cada uno de los tipos celulares de! útero, ha sido determinada por

medio de la medición de la actividad mitótica uterina, sin embargo los resultados

de diferentes grupos no coinciden entre si (Bertalanffy y Lau, 1963; Marcus,

1974; Bourroughs et a/., 2000) y pocos estudios han descrito la muerte

apoptótica en el útero de la rata durante el ciclo estral (Spornitz et al, 1994; Sato

et al., 1997; Bourroughs eí al, 2000) Nuestros resultados indican que los niveles

máximos de proliferación celular en el epitelio glandular y luminal ocurren
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durante los días del metaestro y diestro (Figs 10 y 11) Estos resultados

concuerdan con el estudio previo de Burroughs y col en e! cual la máxima

proliferación celular en el epitelio ¡uminal se observó, al igual que en nuestro

estudio, durante e! metaestro y el diestro, y la proliferación celular en el epitelio

glandular fue observada solamente durante el día del metaestro (Burroughs et

al, 2000) Siendo esta ultima la única diferencia, ya que en nuestro estudio

también detectamos proliferación celular en el epitelio glandular durante el día

del diestro Esto seguramente se debe a la diferencia en la hora en la cual los

animales fueron sacrificados en dicha investigación (entre las 12:00 y las 16:00

h), ya que sabemos que enormes cambios biológicos ocurren secuencialmente

durante el ciclo estral, como lo demostró el estudio de Bertalanffy y Lau (1963)

en el que se observa mayor proliferación en el epitelio glandular en la mañana

del metaestro y diestro que en la tarde de dichos días. Nuestros datos de

proliferación de! epitelio glandular en el diestro concuerdan con los datos de

Bertalanffy y Lau (1963), los cuales reportaron proliferación de este tipo celular

en este día, usando otra técnica de medición,

En el útero de ratas ovariectomizadas el tratamiento con E2 induce la

proliferación del epitelio luminal 24 h después de su administración y desciende

a niveles básales a las 36 h (Tachi et a/, 1972) En contraste, en el presente

estudio observamos que en animales intactos el epitelio luminal presenta una

proliferación sostenida durante los días del metaestro y diestro (Fig 11), a pesar

de que los niveles de E2 fueron bajos durante estos días (Fig. 18) Lo anterior

indica que niveles bajos de E2 son suficientes para inducir la proliferación de

este tipo celular, y esta proliferación sostenida no se observa en los animales

ovariectomizadas Así mismo, durante el proestro, que es cuando se detectaron

los más altos niveles de E2, el epitelio luminal continuo proliferando, pero no se

detectó proliferación de este tipo celular 24 h después, esto es en el día de!

estro, cuando se detectó la muerte celular de los epitelios En el epitelio

glandular uterino de las ratas ovariectomizadas se observa un efecto más

sostenido del E2. En este tipo celular, la proliferación inducida por el E2 se
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observa 12 h después de su administración, presenta un pico a las 48 h y

regresa a niveles básales a las 72 h (Tachi et al., 1972). Durante el ciclo estral,

la máxima proliferación celular en el epitelio glandular se detectó en el día del

metaestro, que es 48 h después de que se observan los más altos niveles de E2

en el proestro (Fig 18) Sin embargo, durante el día del diestro (72 h después

del pico de E2) todavía se observó proliferación de este tipo celular Estos

resultados indican que en el útero de la rata, durante el ciclo estral, existen otros

factores, además del E2, que regulan la proliferación de los epitelios del útero

Sin embargo, el estradiol si es relevante para la proliferación del endometrio

uterino, ya que en estudios con antagonistas se ha observado que los

antagonistas a estrógenos, como el droíoxifen y EM-652, reducen la proliferación

celular del endometrio inducido por estrógenos (Eppenberger et a l , 1991; Labrie

etal., 1999)

Con respecto a la muerte celular programada de los epitelios del útero, se

observó que el máximo índice apoptótico, tanto en el epitelio luminal como en el

glandular, se presentó en el día del estro (Figs 4 y 5). Estos resultados

concuerdan con los datos de microscopía electrónica presentados por Spornitz,

en el cual se reporta la muerte celular del epitelio uterino de la rata durante el día

del estro (Spornitz et al, 1994) Más aun, nuestros resultados confirman y

extienden los datos de apoptosis publicados recientemente por Bourroughs eí al.

los cuales demuestran que el máximo índice apoptótico en todos los tipos

celulares del útero ocurre durante el día del estro (Bourroughs eí al, 2000) Sin

embargo, nuestros resultados están en discrepancia con el estudio de Sato ef

al, el cual determina que el máximo índice apoptótico del epitelio luminal ocurre

durante el día del metaestro (Sato eí al, 1997) Esta discrepancia se puede

deber a la hora a la cual se realizó 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 día, por lo cual las

células del epitelio luminal aun no presentaban su máximo valor en el dia del

estro El máximo índice apoptótico reportado por Sato ef al para este tipo celular
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fue del 17 5% en el día del metaestro, y en el día del estro del 5 %. A diferencia

del estudio de Sato, nosotros observamos el máximo índice apoptótico (40 %) en

el día del estro en el epitelio luminal uterino En otros modelos animales, tales

como el útero del hámster, se ha reportado que la muerte celular programada

ocurre durante el día del estro (Sandow eí al,, 1979) y probablemente es el

resultado del descenso de los niveles de E2 en suero y el aumento de los niveles

de P4durante estafase del ciclo (Westeía/, 1978)

92 EXPRESIÓN 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 fisiológicas, ninguno de los genes involucrados en la

vía apoptótica, como puede ser p53.

p53 es un factor de transcripción que participa en la regulación del ciclo

celular y en la apoptosis (Mendoza-Rodríguez y Cerbón, 2001b). Se piensa que

p53, en condiciones normales, mantiene la estabilidad genómica, Esta proteína

se ha descrito en células normales y tumorales del tejido reproductivo humano,

incluyendo mama, ovarios, endometrio, miometrio y cerviz (Brys eí al., 2000;

Westhof eí ai, 2000) Sin embargo, no existe información de la presencia de

esta proteína 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 día del metaestro, tanto en el epitelio íuminal como en el epitelio

glandular (Figs 6 y 7) En este mismo día, también observamos el mayor

número de núcleos inmunopositivos en ambos epitelios El máximo índice

apoptótico de estos tipos celulares se detectó en el día del estro. En este día, la

proteína p53 se localizó predominantemente en el citoplasma de las células
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epiteliales. Existen datos en la literatura que describen tanto la locaiización

nuclear como citoplasmática de esta proteína (Molinari et al, 2000) En la línea

celular MCF-7 de cáncer de mama se ha demostrado que el tratamiento con E2

induce la locaiización citoplasmática de la proteína p53, La locaíización

citoplasmática de ía proteína p53 se observó 48 h después de la administración

del E2 (Molinari eí al, 2000) El incremento en la localización citoplasmática de

p53 observada en el día del estro podría deberse al incremento en los niveles de

E2 en el día del proestro, esta hipótesis merece una futura investigación La

localización nuclear de esta proteína se ha correlacionado con su función

normal, mientras que la localización citoplasmática se asocia principalmente a su

degradación (Levine, 1997; Molinari et al, 2000)

Se ha reportado que la regulación de la expresión de p53 ocurre a nivel

post-transcripcional debido a un incremento en la vida media de ía proteína y/o

un incremento en la velocidad de iniciación de la traducción del ARNm de p53 en

las células (Levine, 1997) Este tipo de regulación post-transcripcional se

observó en el epitelio glandular durante el diestro y eí proestro, cuando los

niveles de ARNm de p53, detectado por hibridación in situ, disminuyen

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

En este estudio se observó en el día del metaestro un incremento tanto

del ARNm como de la proteína de p53 en ambos epitelios (lumina! y glandular)

(Figs. 7 y 9) Esta evidencia sugiere que en el epitelio uterino de la rata, la

expresión de p53 pudiera ser regulada también a nivel transcripcional, Estudios

recientes en líneas celulares de rata, ratón y de humano indican que la expresión

de p53 puede ser regulada a nivel transcripcional por diversos factores de

transcripción, los cuales incluyen factor nuclear-icB (NF-KB), upstream

stimulating factor (USF), Myc/Max, factor nuclear 1 (NF1), ying yang 1 (YY1),

proteína activadora 1 (AP1), y Maf (Lee et al., 1998; Kirch et al, 1999; Hale eí

a/, 2000; Lee et al, 2000; Song etai, 2001)
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Se ha reportado que p53 también es inducido por estrógenos en líneas

celulares de cáncer (Hurd et al, 1995; Moudgil eí al, 2001) Sin embargo, no se

ha reportado un elemento de respuesta a estrógenos presente en su región

promotora. Es posible, que la inducción de la expresión de p53 inducida por

estrógenos este mediada por el complejo AP-1 (Fos-Jun), También existen

reportes que la proteina p53 puede interactuar con el receptor de estrógenos

Datos recientes apoyan una intercomunicación entre las vías de señalización de

p53 y REa (Liu eí al, 1999), Tanto estudios in vivo como in vitro indican que el

RE interactua físicamente con p53 (Yu eí a/, 1997), lo cual sugiere que p53 es

una proteína que a! interactuar con RE modula la actividad transcripcional

hormono-dependiente del RE (Yu eí al, 1997) Esta intercomunicación entre RE

y p53 puede tener implicaciones importantes en el entendimiento de la fisiología

del útero en el cual muchas funciones están mediadas via RE Sin embargo, ia

interacción 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, replicación y reparación del ADN, transducción de

señales, y migración celular (Zhao eí a/, 2000). Ha sido reportado que la

proteína p53 está implicada en la regulación del ciclo celular Un incremento

tanto en la síntesis del ARNm como en los niveles de la proteína de p53, ocurre

antes de la síntesis del ADN, en la fase tardía de G1, lo cual indica que p53

juega un papel importante en la progresión del ciclo ceiuiar (Reich y Levine,

1984; Shaulsky eí al, 1990; Steinmeyer eí al, 1990), Nuestros resultados

apoyan esta teoría, ya que se demostró que la expresión 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 la ADN polimerasa a (la

cual carece de actividad exonucieasa 3'-5' que elimina nucleótidos mal

apareados inmediatamente después del paso de incorporación) con lo cual

podía estar involucrada en la prevención y reparación de daños en el ADN

(Janus et al , 1999; Kuhn et al., 1999)
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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

midió la expresión 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 expresión 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 lleve a

cabo la muerte celular del epitelio Esto debe de ocurrir en las primeras horas del

día del estro Es por ello que estamos llevando a cabo experimentos para

verificar si efectivamente la expresión de este gen se altera en las primeras

horas del día del estro, lo que nos podría sugerir una participación de este gen

en la regulación de la muerte celular

9.3 EXPRESIÓN DE C-fOS Y RECEPTOR A ESTRÓGENOS a EN EL

EPITEUO UTERINO DE LA RATA DURANTE EL CICLO ESTRAL

Se ha demostrado en el útero de ratas adultas ovariectomizadas que el

estradiol induce la proliferación del epitelio luminal y glandular por medio de la

inducción temprana de factores de transcripción los cuales incluyen diversos

proto-oncogenes (Weisz et al, 1988; Loose-MitcheÜ et ai, 1988; Nephew et al,

1995; Bigsby and Li, 1994; Weisz ef al, 1990; Nephew et a/., 1993; Webb et al,

1993; Travers and Knowler 1987; Murphy et al, 1987; Papa eí a/, 1991) La

inducción del gen de c-fos por el estradiol en el útero de ratas ovariectomizadas

ha sido ampliamente demostrada por diferentes metodologías, las cuales

incluyen "Northern blot" (Weisz and Bresciani, 1988, Loose-Mitchell et al, 1988;

Bigsby y Li, 1994), inmunohistoquímica (Papa eí al, 1991), e hibridación in situ

(Nephew eí a/, 1995).
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Sin embargo, todos estos experimentos se han realizado en condiciones

farmacológicas y tienen la desventaja de no presentar las mismas condiciones

fisiológicas 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 (Molnar y Murphy,

1994; Nandha et a l , 1999; Cameron et a l , 2002). Ciertamente, durante el ciclo

estral de la rata todos los factores hormonales y ováncos podrían tener un pape!

en el control de la proliferación y regresión del epitelio uterino. Tomando ventaja

de esta información decidimos evaluar la expresión del gen de c-fos en

condiciones fisiológicas, tales como el ciclo estral de la rata, en el que se

presentan cambios en las concentraciones de estradio! y progesterona

(Freeman, 1988), los cuales inducen variaciones cíclicas en la proliferación y

muerte de este tejido, como se describió anteriormente,

Se sabe, por otro lado, que en la mayoría de los mamíferos la actividad

del REcc es regulado en el útero y en el oviducto por cambios cíclicos en los

niveles hormonales El estradio! y la progesterona administrados a ratas

ovariectomizadas tienen efectos tanto inductores como represores en la

expresión del REa en el epitelio y el estroma del útero de la rata Se ha

demostrado que el estradiol en estos animales regula (primero inhibiendo y

después induciendo) los niveles del ARNm y de la proteína del REa (Nephew et

al., 2000). Tanto el ARNm como la proteína del REa disminuyen 6 h después de

la administración de estradiol en las células del epitelio uterino Veinticuatro

horas después de su administración, los niveles tanto del mensajero como de la

proteína se incrementan respecto a los niveles observados antes del tratamiento,

regresando a sus niveles básales a las 72 h (Nephew et al, 2000) Se ha

observado que la progesterona también reduce la expresión del REa en el

epitelio luminal de las ratas ovariectomizadas pretratadas con estradio! (Wang et

al, 1999) De acuerdo con estas observaciones nosotros detectamos que los

niveles más bajos de expresión del REa fueron durante los días del proestro y

estro (Figs 16 y 17), cuando los niveles de estradiol y progesterona son los más
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altos del ciclo, En nuestro estudio en animales intactos la presencia del REa se

observó en las células del estroma en todas las etapas del ciclo, lo cual

concuerda con lo reportado en animales maduros ovariectomizados tratados con

estradioí en los cuales el contenido del REa no presenta cambios en este tipo

celular durante el tratamiento (Katzuda ef al, 1999)

Se ha sugerido que el REa es el subtipo dominante en el epitelio luminal y

glandular en eí útero 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 núcleo de las células del estroma, observándose la

máxima inmunotinción en los días del metaestro y de! diestro Estos resultados

apoyan la idea de que los estrógenos producen efectos diferentes dependiendo

de su interacción con el REa o el REp en el epitelio y el estroma del útero de la

rata durante el ciclo estral, En el epitelio glandular la alta expresión del REa

durante los primeros días del ciclo presentó una correlación positiva con la

proliferación de este tipo celular (r = 0,9974, p = 0 0026) Esta misma tendencia

se observó en el epitelio luminal, sin embargo, no se observó una correlación

significativa (Fig. 19).
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Figura 19. Correlación entre la proteína del REa y la proliferación de los

epitelios uterinos durante el ciclo estral, Se muestra la regresión lineal
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Es bien sabido que el complejo hormona-receptor inicia respuestas en el

útero al interactuar con elementos de respuesta hormonal presentes en diversos

genes, de entre ellos los de expresión temprana, cuyas proteínas se piensa que

amplifican las señales que provienen del complejo hormona-receptor (Mendoza-

Rodríguez ef al., 2001a) Algunos de estos genes que han sido ampliamente

estudiados son los factores de transcripción miembros de la familia AP-1 En

efecto, en ratas ovariectomizadas la expresión de c-fos es inducida en forma

rápida por estradiol, tanto en el epitelio iuminai como glandular del útero (Weisz

y Bresciani, 1988), y esta regulación se lleva a cabo a nivel transcripcional

{Weisz y Rosales, 1990; Hyder ef al, 1991a y b) y el ARNm presenta una vida

media corta En este estudio la máxima expresión del ARNm de c-fos se detectó

en el día del metaestro (Figs 12 y 13), cuando hay bajos niveles de E2 (Fig. 18),

seguida de una reducción significativa en los siguientes días del ciclo Así

mismo, no se encontró una correlación estricta entre el ARNm de c-fos y la

proteína del REa En las ratas ovariectomizadas tampoco se observa una

correlación estricta entre estos 2 parámetros En los animales ovariectomizados,

el ARNm de c-fos es inducido 2-3 h después de la administración del E2 (Papa et

al., 1991; Nephew et a l , 1995), mientras que la proteína del REa es inhibida 3-6

h después de la administración 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 día de! metaestro, el incremento

observado en la proteína del REa podría directamente estimular la expresión de

c-fos. Sin embargo, en el día del diestro, todavía se observan niveles elevados

del REa, pero bajos niveles del ARNm de c-fos. Esto podría deberse a la

regulación del promotor de c-fos por otros estímulos (Karin et a l , 1997). Por lo

tanto, la regulación de la expresión de c-fos en animales intactos parece no estar

regulada solamente por el estradiol, sino también por otros factores de

transcripción.

La máxima expresión del ARNm de c-fos se detectó en el día del

metaestro (Figs. 12 y 13), mientras que los niveles de la proteína de Fos se
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mantuvieron elevados durante los días del metaestro y del diestro (Fig 15) Lo

anterior indica que c-fos también se regula a! nivel post-transcripcional En el

epitelio uterino de las ovejas también se ha observado esta regulación post-

transcripcional de c-fos durante el ciclo estral (Johnson et a l , 1997) En otros

modelos biológicos, tales como la regeneración del hígado del ratón, los niveles

estables de los transcritos de c-fos se mantienen durante varias horas debido a

mecanismos de control post-transcripcional (Sobczak eí a/,, 1989). Así mismo,

en fibroblastos humanos, la inducción tanto del ARNm como de la proteína de c-

fos sugiere que la regulación no solamente ocurre por la activación de la

transcripción, sino también al nivel de la degradación de ía proteína (Rahmsdorf

etal, 1987)

Nuestros resultados muestran que en animales intactos la máxima

expresión de la proteína Fos en los epitelios uterinos se detectó cuando estos

tipos celulares presentaron la máxima proliferación (metaestro y diestro) (Figs

11 y 15) Sin embargo, en el día del proestro, se observó una mínima

proliferación del epitelio glandular a pesar de que se detectó la presencia de la

proteína c-Fos, aunque presentó un menor contenido que en metaestro y diestro

Estos resultados indican que existe una clara correlación entre la proteína c-Fos

y la proliferación del epitelio luminal (r= 0 9877, p= 0 012) Esta misma tendencia

se observó en el epitelio glandular, a pesar de que no se observó una

correlación significativa (Fig. 20)

Se ha reportado que las ciclinas D1 y D3 son inducidas por estrógenos en

las células epiteliales del endometrio (Zhuang et al, 2001). Fos regula la

transcripción de la ciclina D1, directa o indirectamente (Brown et a/,, 1998), y

podría funcionar como una conexión importante entre la estimulación por

estradiol y la proliferación celular En las ratas ovariectomizadas, el tratamiento

con estradiol induce la expresión diferencial de las ciclinas D1 Y D3 en el epitelio

iuminal y glandular, respectivamente, lo cual índica que en estos tipos celulares

existe una regulación específica para cada tipo celuiar Estos resultados están
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en línea con la expresión diferencial de la proteína Fos en ambos epitelios

observada en este estudio
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Figura 20. Correlación entre la proteína Fos y la ta proliferación de los

epitelios uterinos durante el ciclo estral,, Se muestra la regresión lineal

En conclusión los resultados de este estudio indican que la proteína c-Fos

podria estar involucrado en la regulación de la proliferación del epitelio uterino

durante el ciclo estral de la rata Este estudio es el primero que muestra de

manera clara dicha correlación y permitirá estudiar ios cambios en los patrones

de expresión del ARNm y de ía proteína de este gen en la transformación celular

del endometrio Así mismo, representa un excelente modelo para evaluar in vivo

el efecto de nuevas variantes de esteroides con actividad estrogénica agonista u

antagonista, importantes para la terapia de reemplazo hormonal en la

menopausia, así como en el tratamiento y prevención 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 observó en el citoplasma de las

células del epitelio luminal y glandular en el día del metaestro y este disminuyó a

lo largo del ciclo hasta llegar a su nivel más bajo en el día del estro Respecto a

la proteína de p53, la mayor cantidad de núcleos inmunopositivos fueron

detectados, en ambos epitelios, en el día del metaestro En el epitelio luminal, el

número de núcleos inmunopositivos disminuyó en los siguientes días del ciclo

estral, y se observó el valor más bajo en el día del estro En el epitelio glandular el

numero de núcleos inmunopositivos fue similar durante los días del metaestro,

diestro y proestro y disminuyó significativamente durante el día del estro

El mayor contenido de! ARNm de c-fos se observó, tanto en epitelio luminal como

en el glandular, en el día del metaestro y este disminuyó a lo largo del ciclo hasta

llegar a sus niveles más bajos en eí día del estro, En ambos epitelios, la mayor

cantidad de núcleos inmunopositivos para la proteína Fos se detectaron en la

etapa del diestro, disminuyeron en el proestro y alcanzaron sus valores más bajos

en el día dei estro

2 El máximo índice apoptótico de ambos epitelios se detectó en la etapa del estro y

las características morfológicas que presentaban las células muertas son

distintivas de apoptosis, Durante la etapa del estro se detectaron los niveles más

bajos tanto del ARNm como de la proteína 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 expresión

mucho tiempo antes de que se detecte la muerte celular La presencia de p53



durante las fases proliferativas del ciclo estral sugiere que p53 debe de tener un

papel fisiológico importante durante estas etapas en el útero de la rata

3, El epitelio luminal uterino presenta proliferación durante 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 correlación entre la proteína c-Fos y la proliferación celular

del epitelio uterino de la rata durante el ciclo estral, lo que sugiere que esta

proteína podría estar involucrada en la regulación de la proliferación de estos tipos

celulares

4 Se observó que la isoforma predominante del receptor a estrógenos (RE) en el

útero es la isoforma a, ya que la isoforma p no fue detectada en ninguno de los dos

epitelios durante todo el ciclo estral Tanto en el epitelio luminal como en el

glandular, el mayor numero de núcleos inmunopositivos para REa se detectó en

¡as etapas del metaestro y diestro, y disminuyó en las etapas de proestro y estro

No se encontró una correlación estricta entre el ARNm de c-fos y la proteína del

REa, lo cual sugiere que la expresión de c-fos es regulada por otros factores de

transcripción, además del REa, en el útero de la rata durante el ciclo estral,
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11. PERSPECTIVAS

Finalmente, los resultados obtenidos han demostrado que los cambios que

presenta el útero durante el ciclo estral representan un excelente modelo para

estudiar factores de transcripción involucrados con la muerte celular programada o

con en el proceso de proliferación celular del útero

Es por ello que actualmente estamos buscando cambios en la expresión de

genes involucrados en el proceso de muerte celular, como son bcI-2, bax, bcl-xL y

jbc/-xs en la noche del proestro-madrugada del estro, que es la etapa en la que se

define la muerte del epitelio Así mismo, es interesante estudiar cual es el estímulo

que detiene la muerte celular cuando los animales se aparean: es la fecundación

del óvulo o tan solo el estimulo de la cópula logra evitar la muerte celular

Con respecto a la proliferación celular, es importante estudiar que genes

son regulados por el complejo AP-1 que pudieran estar involucrados en el proceso

de proliferación. Entre estos, un buen candidato es la ciclina D, ya que se ha

reportado que su expresión es inducida por AP-1 en otros modelos

Sin embargo, es importante recordar que los estudios realizados en la

presente tesis solamente correlacionan los parámetros evaluados. Es por ello que

para saber si efectivamente Fos está involucrado en la proliferación del endometrio

seria necesario usar un modelo en el que se delete este gen y se observe como se

afecta la proliferación del epitelio uterino

Así 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, así como en el tratamiento y

prevención de tumores del aparato reproductivo
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13. ANEXOS

ANEXO 1

Mendoza-Rodríguez CA, Arríela Cruz I, Rodríguez Dorantes M, Camacho Arroyo

1, Cerbón M (2001) Regulación de la transcripción por hormonas esteroides

sexuales En: Mensaje Bioquímico (Juárez MA, Pardo JP, del Arenal IP, Cea A,

Pina E, ed) pp 129, Universidad Nacional Autónoma de México, México,

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

esteroides en ia regulación de la transcripción y se dan algunos ejemplos de genes

que son regulados por el receptor de estrógenos.
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ANEXO 2

Mendoza-Rodríguez CA, Cerbón MA (2001) El gen supresor de tumores p53:

mecanismo de acción en la proliferación y muerte celular Rev Inv Clin 53,

266

En este trabajo se describe la estructura y función de p53 y sus alteraciones

durante ei cáncer Así mismo, se describe su mecanismo de acción en la

proliferación y muerte celular
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El gen supresor de tumores p53:
mecanismos de acción en la proliferación y muerte celular

Carmen Adriana Mendoza-Rodríguez,* Marco Antonio Cerbón*

• Departamento de Biología Facultad de Química UNAM México D F

7 he tumor suppresaor p53:
mechaniam of action in proliferation and cell death

ABSTRACT

Normal deveíopment is a balance procesa, which includes
proliferation and cell death Indeed both proliferation and
apoptotic cell death are very complex procesa that inuolves the
participation of many genes. In both events, the tumor
suppressor p53 is one of the most important and studied
genes. This transcription factor actívales several genes, which
results in the arrest of the cellular cycle and cellular repair or
apoptosis Many are the signáis that actívate p53 function
including, DNA damage by y or ultrauiolet radiation and
chemical agenta and hypoxia, among others When p53 is
actiuated it can either induces the expression of p21 (Wafl,
Cip-1), which particípales in the cellular arrest between Gl-S
transition, or the expression ofbax, PIGs, 1GF-BP3, Fas, FasL
and DR5 The former genes particípate in the cascade of
euents that induce apoptosis Cellular arrest or apoptosis
depends ofthe degree of cellular damage The final outcome of
the differenl mechanisms of action ofp53 is to maintain the
genomic stability ofthe cell. Thus, the absence of thia protein
contributes to genomiz instability, the accumulation of
mutations and increaaed tumorigenesis It has been
demonstrated that p53 present mutationa in 50-55 % of all
types of reported human cáncer. These mutations are primary
located in DNA binding dotnain of the protein, which resulta
in the loss of its biological actimty Frequently, lumors that
present wild type pS3 haue a better response towarda therapy
than those that present p53 mutations. This review is focused
on the knowledge of the normal pS3 cellular pathways and
their alterations in cáncer It is clear that the underslanding
of p53 function in the deveíopment of this pathology may give
new ineights in future tkerapeutic strategies including gene
therapy for cáncer

Eey worde. Tumor suppressor p53 Apoptosis
Cáncer Qene expression

Cell cycle.

RESUMEN

El desarrollo normal es un proceso equilibrado que incluye
la proliferación y la muerte celular. Los procesos de prolife-
ración y muerte celular por apoptosis son muy complejos e
involucran la"participación de muchos genea. En ambos pro-
cesos, el gen supresor p53 es uno dB los genes más impor-
tantes y estudiados Este factor de transcripción activa una
variedad, de genes que resulta en la inhibición de la progre-
sión del ciclo celulai y la reparación celular o en apoptosis.
Las señales que activan la función de pB3 incluyen: daño al
ADN por agentes químicos o radiación y y ultravioleta e hi-
poxia, entre otros, Cuando p53 es activado induce la expre-
sión de p21 (Wafl, Cip-1), el cual participa en la inhibición
de la progresión del ciclo celular durante la fase GX, o la ex-
presión de hax, PIGs, IGF-BP3, Fas, FasL y DR5. Estos úl-
timos participan en la cascada de eventos que inducen
apoptosis Cuando una célula es dañada, depende de la in-
tensidad del daño el que se detenga el ciclo o se induzca
apoptosis El resultado final de loe diferentes mecanismos
de acción de p53 es mantener la estabilidad genómica de las
células. Por lo tanto, la deficiencia de esta proteína contri-
buye a la inestabilidad genómica, a la acumulación de muta-
ciones y a la aceleración de la tumorogénesis, p53 se en-
cuentra mutado en 50-55 % de todos los tipos de cáncer en
humanos. Estas mutaciones se encuentran localizadas prin-
cipalmente en el dominio de unión al ADN., lo que resulta
en la pérdida de su actividad biológica Se ha demostrado
que algunos tipos tumorales que responden bien a la qui-
mioterapia y radioterapia presentan p53 tipo silvestre, a di-
ferencia de los que presentan p53 mutado Este trabajo des-
cribe la estructura y función de pS3 y sus alteraciones du-
rante el cáncer El conocimiento de la participación de p53
en el desarrollo de esta enfermedad puede dar un nuevo en-
foque en el diseño de nuevas estrategias en el tratamiento
del cáncer, incluyendo la terapia génica

Palabras clave. Gen aupresor de tumores p53 Apoptosis
Ciclo celular Cáncer Expresión génica
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INTRODUCCIÓN

En la sociedad moderna, el cáncer es la enferme-
dad más temida y una de las más frecuentes. Esta
enfermedad ha sustituido en frecuencia de mortali-
dad a las enfermedades infecto-contagiosas en paí-
ses industrializados Hoy en día se sabe que la célu-
la, que representa la unidad funcional de todos los
tejidos, vive bajo un constante estiés ya que posee
una maquinaria bioquímica que no sólo genera pro-
ductos de utilidad para su sobrevida, sino que tam-
bién genera productos intermediarios que frecuen-
temente representan insultos químicos que bajo
ciertas circunstancias podrían llevarla a la muerte
En realidad el equilibrio de la célula resulta del ba-
lance entre la producción y utilización de los pro-
ductos nutritivos y los insultos bioquímicos que se
generan y los mecanismos que le permiten la desin-
toxicación

Desde su descubrimiento en 1979,l el gen supre-
sor de tumoresp53 y su proteína se han convertido
en el centro de intensos estudios Más del 50 % de los
cánceres humanos presentan mutaciones en este gen
y en la actualidad existe un catálogo de sus mutacio-
nes en más de 50 diferentes tejidos y tipos celulares 2

La activación de la proteína p53 debido a estrés ce-
lular, permite a la proteína funcionar como factor de
transcripción, activando una serie de genes cuya ac-
ción concertada resulta en la inhibición de la progre-
sión del ciclo celular para la reparación de la célula o
la inducción de apoptosis 3 Así mismo, se ha infor-
mado que p53 participa en otros procesos como la re-
plicación y reparación del ADN, la diferenciación y la
senescencia,3 pero debido a la extensión de este tra-
bajo solamente revisaremos los mecanismos de acti-
vación de p53 y su participación durante el ciclo celu-
lar y la apoptosis

ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE P53

La proteína p53 es un factor de transcripción que
aumenta la frecuencia de transcripción de diversos
genes que participan en la reparación, muerte celu-
lar o ambas, entre otros La proteína humana p53
contiene 393 aminoácidos y ha sido dividida estruc-
tural y funcionalmente en cuatro dominios los cuales
desempeñan un papel muy preciso El extremo ami-
no terminal contiene el dominio de activación de la
transcripción, el cual interactua con la maquinaria
basal de la transcripción regulando positivamente la
expresión de diferentes genes (p21/Wafl, MDM2,
GADD45, ciclina G, bax, PIGs e IGF-BP3, entre
otros). Se ha observado que los aminoácidos F19,

L22 y W23 se requieren para la activación de la
transcripción de esta proteína in vivo4 Estos son
responsables de la interacción con la proteína de
unión a la caja TATA (TBP) y con otros factores aso-
ciados a TBP ,57 La actividad transcripcional de p53
es regulada negativamente por la proteína E1B-
55Kd de adenovirus y la proteína MDM2 de humano
a través de la interacción con los aminoácidos 22 y
23 4 Dos eventos de fosforilación dep53 en serinas
son determinantes para la activación de esta proteí-
na 8. La fosforilación de la serina 20 por la proteína
Chk2 (la cual es a su vez fosforüada por la cinasa
ATM) induce la disociación dep53 de MDM2, evitan-
do que sea transportada al citoplasma donde se de-
grada. La S15 es fbsforilada por dos diferentes ciña-
sas, ATM y ATR Esta fosforilación induce la inte-
racción con CBP/p300, la cual acetila varios residuos
de Usina del extremo carboxilo terminal, como se ex-
plica más adelante

El dominio de unión al ADN de p53 ocupa casi 2/4
partes de la proteína y se encuentra ubicado entre
los residuos 102 a 292, La proteína tetramétrica de p53
(dos dímeros) se une a cuatro repeticiones de una se-
cuencia consenso del ADN: 5'-PuFuPuC(A/T)-3'
Esta secuencia sé" repite en dos pares, cada una arre-
glada como repeticiones inversas,9 En 5,0% de los tu-
mor es humanos se han detectado mutaciones pun-
tuales en el genp53,2 la mayoría de éstas (>90%) se
encuentran en este dominio y son responsables por1

la pérdida de la actividad biológica dep53
La proteína nativa áep53 es un tetramero en so-

lución, y los residuos 324-355 son necesarios para la
oligomerización de esta proteína. Este dominio de te-
tramerización está unido al dominio de unión al
ADN por1 una unión flexible de 37 aminoácidos (287-
323) 10

Se ha demostrado que la proteína de p53 requier e de
un cambio estructural para activar su unión al ADN
La forma latente de p53, que no se une al ADN, se
regula por el extremo carboxilo terminal que está
compuesto por 29 aminoácidos, de los cuales nueve
son básicos, La unión áep53 al ADN es activada por
la fosforilación de los residuos S378 y S392 por la ci-
nasa C y la caserna cinasa II, respectivamente, o por
la desfbsforilación del residuo S376, o la acetilación,
por la proteína CBP/p300, de los residuos K373 y
K382, o por la deleción de este dominio carboxilo ter-
minal básico y/o la unión del anticuerpo PAb421 a
los residuos 370-378 8 | U Estos datos han llevado a
postular1 que el extremo carboxilo terminal determi-
na la conversión de p53 entre formas que están inac-
tivas y formas que están activas para su unión al
ADN, en forma alostérica..12

Mendoza-Rodríguez CA et al El gen supresat c/e tumores p53 en la proliferación y muerte celular Rev Invest Clin 2001; 53 (3); 266-273 267



INDUCCIÓN Y ACTIVACIÓN DE P53

En condiciones normales, p53 es una proteína poco
abundante ya que tiene una vida inedia corta (-20 min)
y se encuentra de forma inactiva. La degradación de
p53 está mediada por MDM213 y ocurre en el citoplas-
ma, donde se ubiquitina y se degrada por la vía depen-
diente del proteasoma.14 Las señales que activan p53
están mediadas por diversas situaciones de estrés celu-
lar, como son diferentes tipos de daño al ADN inclu-
yendo el rompimiento de la doble cadena del ADN por
radiaciones 7 y la presencia de intermediarios de repa-
ración del ADN debido a radiación ultravioleta o agen-
tes químicos, lo cual resulta en un incremento y activa-
ción de p53 en la célula. Los niveles de p53 son debidos,
en general, al incremento de la vida media de la proteí-
na y posiblemente también a la velocidad de síntesis.3

Aún se desconocen las proteínas involucradas en la vía
de detección del daño al ADN y activación de p53.

Además del daño directo al ADN, la hipoxia es capaz
de aumentar la concentración de p53 y activar la pro-
teína.15 Se ha sugerido que este proceso representa
otra vía por medio de la cual p53 lleva a cabo una fun-
ción de vigilancia contra la formación de cáncer. Así
mismo, se ha informado que p53 regula la expresión
del gen trombospondina, el cual es un factor antiangio-

Cdk 4/6

génico que podría reducir el suplemento de sangre a los
tumores.16 Existen otros mecanismos de activación de
p53 menos estudiados,17 como su regulación por hor-
monas esteroides.18-19

REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR
YAPOPTOSISPORP53

Los efectos mediados por la inducción de p53 llevan
a la inhibición de la progresión del ciclo celular o a la
muerte celular. Ambos proveen mecanismos por medio
del cual p53 funciona para controlar el daño al ADN,
protegiendo a las células descendientes de la acumula-
ción de mutaciones. Diversos experimentos han pro-
porcionado información de las proteínas involucradas
en ambas vías.

CICLO CELULAR

La proteína p53 regula negativamente al ciclo celu-
lar en la transición de la fase Gl a la fase S por medio
de p21. En la fase Gl, las señales extracelulares de pro-
liferación se transducen al núcleo y activan la maqui-
naria del ciclo celular. La vía de señalización mejor es-
tudiada en esta fase es pl6-ciclina Dl-cdk4-Rb (Figura
1). El factor de transcripción E2F regula la expre-

Núcleo

Transición de la
fase Gl ala fas* S PCNA

Replica don
del ADN

G1 S

Figura 1. Regulación del ci-
clo celular por p53. ía acti-
vación de p53 induce fó
transcripción de ios genes
p21**"W y GADD45. p21
se une e inhibe el complejo
ciciina/cdk, lo que resulta en
la acumulación de Rb hipo-
fosforilado inhibiendo la pro-
gresión del ciclo celular.
Tanto p21 como GADD45
interactüan con PCNA e in-
hiben ¡a replicador].
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sión de diversos genes que se requieren en la fase S
del ciclo celular Rb en su estado de hipofosforilación
bloquea la progresión del ciclo celular porque se une
al factor de transcripción E2F. El complejo ciclina
Dl-cdk4 fosforita a Rb, lo que libera al factor E2F y
permite la progresión del ciclo celular Algunas for-
mas de daño al ADN inducen la activación dep53, el
cual induce la transcripción áep21 (Wafl/Cip-1) 20

La proteína p21 inhibe la actividad cinasa del com-
plejo ciclina Dl-cdk4, lo cual permite la acumula-
ción 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 proteína por un
mecanismo diferente a la vía desciita anteriormen-
te 21 Además, se ha informado que p21 puede inhi-
bir otros complejos ciclina/cdk que participan en la
fase Gl (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 interacción
con el factor de replicación y reparación PCNA (an-
tígeno nuclear de proliferación celular) p21 inhibe
la función de PCNA, bloqueando el paso de elonga-
ción en la replicación del ADN 22 (Figura 1) Así
mismo, en algunas células en cultivo la sobreexpre»
sión del gen GADD45 (gen inducido por p53) inhibe
la progresión de ciclo en Gl.23 La proteína
GADD45 se une a PCNA e inhibe la entrada de las
células a la fase S.24 (Figura 1)

Otro punto en el cual p53 puede detener el ciclo ce-
lular es en G2,25 Los fibroblastos de ratones con dele-
ción de p53 (p53-/-), no se detienen en G2 en respues-
ta a un inhibido: del huso mitótico y entran en varias
rondas de síntesis de ADN sin la segregación apropia-
da de los cromosomas, Esto da como resultado la for-
mación de células tetraploides y octaploides También
se ha sugerido que p53 puede participar en la deten-
ción del ciclo celular' que resulta al sobreexpresar el
gen Gas 1, el cual bloquea la transición de GO a S 2 6

APOPTOSIS

p53 induce apoptosis en varios tipos celulares,
particularmente en las células de la línea hematopo-
yética27 Asimismo, diversos estímulos pueden cau-
sar apoptosis dependiente de p53, incluyendo daño al
ADN,28 expresión de oncogenes virales (i e E1A de
adenovirus29 o E7 de papilomavirus30), expresión de
oncogenes celulares (i.e myc31), pérdida de factores
de crecimiento,32 o de interleucinas,33 o por la pérdi-
da de genes supresores de tumores (i e Rb34) Sin
embargo, la inducción de apoptosis también puede
ocurrir por vías independientes dep53 35

p53 puede inducir apoptosis tanto por medio de su
función transactivadora, como por una actividad que
no requiere de dicha función Esto último se ha ob-
servado en varios tipos celulares, en donde la apopto-
sis mediada por p53 e iniciada por daño en el ADN
ocurre en ausencia de síntesis de RNA o proteínas36

o en presencia de p53 con deficiente función tran-
sactivadora 37

Entre los genes cuya expresión es regulada por
p53 y que pueden influir en la decisión de entrar a
una vía apoptótica se encuentran IGF-BP3, bax,
bcl-2, PIGs (genes inducidos por p53), Fas, FasL y
DRS (Receptor de muerte 5) 33 41 Todos estos genes
son inducidos por p53, a excepción de bcl-2 que es
inhibido (en algunos tipos celulares) La sobreex-
presión de Bcl-2 puede bloquear la apoptosis induci-
da por p53. Bax se une a.Bcl-2 y antagoniza su habi-
lidad para bloquear la apoptosis. Así es que la sínte-
sis de Bax y la inhibición de Bcl-2 dependientes de
p53 inducen la respuesta de la célula hacia apopto-
sis (Figura 2) Las proteínas que conforman la fa-
milia de Bax y Bcl-2 forman canales en la mitocon-
dria, los cuales regulan su potencial de membrana y
la homeostasis del volumen 42 Estos canales contro-
lan la liberación del citocromo C, el cual es esencial
para la activación de Apaí-1 El citociomo C se une
a Apaf-1 en presencia de nucleótidos de adenina y
esta unión produce un cambio conformacional que
permite que la procaspasa-9 se una a este complejo,
La subsecuente oligomerización de la procaspasa-9
facilita su autoactivación, la cual desencadena la
cascada de activación de caspasas, Estas proteasas
degradan diversas proteínas celulares, entre las que
se encuentran proteínas estructurales, cinasa y pro-
teínas relacionadas con el ciclo celular y la repara-
ción del ADN, lo cual finalmente lleva a la apopto-
sis 4344 Con relación a la acción de las caspasas se
recomienda revisar el artículo de Wolf y Green45 y
el de Utz y Anderson 46

Los genes inducidos por1 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 expresión de ge-
nes relacionados con el control redox (PIGs), lo que
resulta en la producción de especies reactivas de oxí
geno (ROS), Estas ROS causan daño oxidativo a la
mitocondria, lo cual activa la cascada de caspasas
para inducir la apoptosis 40

La proteína de unión al factor1 de crecimiento tipo
insulina 3 (IGF-BP3) afecta el crecimiento, y el gen
que codifica para esta proteína también es reguía-
daopor p53 (Figura 2).
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de las1 mutaciones enp53, algunos tumores presen-
tan inactivación de esta proteína debido a la amplifi-
cación del gen MDM2 (aproximadamente 1/3 parte
de todos los sarcomas)49 o por la localización de p53
en el citoplasma celular1 (un pequeño número de cán-
ceres de mama y neuroblastomas)

El tratamiento de las neoplasias con radioterapia
y quimioterapia resulta en daño extenso en el ADN y
la activación de p53 en estas células En algunos mo-
delos de células en cultivo activadas por la expresión
de la proteína de adenovirus E1A, el tratamiento con
radiación ionizante o con 5-fluorouracilo, etopósido o
adriamicina induce apoptosis dependiente de p53 28

De; gual manera, todos los ter atocar cinomas testicu-
lare« de humano y de ratón que contienen el gen de
p53 tipo silvestre,50 responden muy bien (90-95% cu-
rados) a la quimioterapia con cispíatino In vitro las
células Stem de estos tumores llevan a cabo una
apoptosis dependiente dep53 en respuesta a etopósi-
do 50 Una situación similar se presenta en las leuce-
mias linfoblásticas agudas infantiles, las cuales muy
frecuentemente tienenp53 tipo silvestre y respon-
den bien a la quimioterapia28 La recurrencia en es-
tos tumores, o la inefectividad de la terapia se corre-
laciona bien con la presencia de mutaciones en p53,

Otros tumoies que frecuentemente contienen mu-
taciones enp53 (melanomas, cáncer de pulmón, tu-
mores coloríectales, cáncer de próstata, de vejiga y
de mama) generalmente responden pobremente a la
radiación o a la quimioterapia 5 l Por lo tanto, no es
sorprendente que en algunos casos se haya informa-
do que las mutaciones enp53 resultaran en una ma-
yor recurrencia y menor sobrevida total de los pa-
cientes 5I Sin embargo, no en todos los casos existe
esta buena correlación entre el estado funcional de
p53 y la respuesta al tratamiento o el pronóstico
Aún más, es interesante mencionar que algunas lí-
neas tumor ales que tienen p53 tipo silvestre son in-
capaces de inhibir la progresión del ciclo en Gl-S en
respuesta al daño genotóxico, presentando así daño
cromosómico 52 Esto se podría deber1 a que dichas lí-
neas tumorales presentan una serie de alteraciones
que modifican diversas vías que participan en el con-
trol de la proliferación y la muerte celular1.

Actualmente se encuentran en desarrollo nuevas
terapias génicas que aprovechan la inducción selecti-
va de la apoptosis Una estrategia para lograr la se-
lectividad es a través de la entrada específica en el
tumor de moléculas que inducen apoptosis Por1

ejemplo, los vectores virales que expresan genes
apoptóticos pueden ser1 directamente introducidos en
el tumor, minimizando su captación por las células
normales,. Este método ha sido particularraente efec-

tivo para p53, La inyección intratumoral de adenovi-
rus que expresanp53 puede inducir1 apoptosis direc-
tamente y actual1 junto con agentes citotóxicos anti-
cancerígenos para promover la regresión tumor al
Actualmente se encuentra en estudios clínicos esta
estrategia,5355

Ya que las mutaciones enp53 producen proteínas
alteradas, varios grupo? han intentado usar el siste-
ma inmune para matar1 a las células tumorales, Esta
inmunoterapia puede proveer un tratamiento especí-
fico y no tóxico para el combate del cáncer Estos es-
tudios se han realizado en ratones, El tratamiento
con células dendríticas específicas parap53 mutado
disminuyó el crecimiento tumoral de tumores pre-
existentes Asimismo, estas células dendríticas son
capaces de actuar1 como vacunas protegiendo a los ra-
tones contra una inyección letal de células de sarco-
ma y promoviendo el rechazo del tumor 5S| 57

Otra estrategia específica 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 dep53 En la ausencia dep53,
el virus se replica seguido por1 la lisis celular1, Por1 lo
tanto, las células tumorales son específicamente eli-
minadas por el virus mientras que las células norma-
les no son afectadas,, La habilidad del virus para re-
plicarse y esparcirse supera algunas de las limitacio-
nes de la terapia génica, sin embargo, todavía falta
determinar si esta terapia sería efectiva en el trata-
miento de lesiones con metástasis58 '59

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El conocimiento de la función dep53 ha permitido
conocer1 valias de las vías que están alteradas en di-
versos tipos de cáncer1 Es interesante mencionar que
el conocimiento de la estructura y función de p53
permitió el desarrollo de terapias muy eficaces en al-
gunos tipos de tumores, particularmente aquellos en
ios que la proteína es normal, como es el caso del
cáncer de testículo Sin embargo, se sabe que en la
aparición del cáncer se requiere que varias proteínas
estén alteradas además dep53, El conocimiento de-
tallado de las interacciones entre p53 y otras proteí-
nas, como pueden ser diversos oncogenes, nos po-
drán dar una mayor información de los diversos me-
canismos de control del crecimiento y muerte celular1

que son anormales y que modifican la función celu-
lar Es por ello que es necesario estudiar la función
normal de esta proteína en tejidos que normalmente
presentan alto recambio celular, como el tubo diges-
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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 corretate it with the the apoptotíc pattern of
epithelial cells of the rat uterus during the estrous
cycle The p53 mRNA and protein expression pattern
was assessed by in situ hybridization and immunohis-
tochemistry The apoptotic índex was determined by
using terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
dUTP nick end iabeiing (TÚNEL) and electrón 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 presented high proliferation.
The content of p53 mRNA markedly decreased in the
following days, presenting its minimal valúes on the
estrus day The highest number of p53 ¡mmunoposi-
tive nuclei, in both the lumina! and the glandular
epithelia, was also detected on the metestrus 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
estrus day, p53 protein was detected both in the nuciei
and in the cytoplasm of ¡uminal epithelial cells, pre-
dominantly in the cytoplasm. The highest apoptotic
Índex ¡n both the luminal and the glandular epithelia
was observed on the estrus day whereas the lowest one
was observed on the proestrus day. The apoptotic
índex valúes were higher in the luminal than in the
glandular epithelia The overall results indícate that
p53 expression at both mRNA and protein levéis is
higher on the metestrus day when the apoptotic index
ís low. Thís suggests that p53 should play an im-
porta nt 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 xodent uterus is a classical target tissue fot

sexual steioid hormones Duiing the estrous cycle, the
uterus piesents morphological changes including high
pioliferation of both luminal and glandular epithelia
and important degeneíation of the epithelium aftei
ovulation (Beitalanffy and Lau, 1963; Maicus, 1974;
Spornitz et a l , 1994) These events occui in response
to cyclic changes in serum steioid hoimone levéis
(Butchei et a l , 1974), Cell pi olifei ation occuis in les-
ponse to estradiol (E2) and it is inhibited by piogestei-
one (P4) (Maitin et a l , 1973; Kirkland et al , 1979)

Cell death in tissues is highly i egulated It is involved
in shaping tissues duiing development (Saundeis,
1966) and in counter-balancing proliféi ation in adult
tissues (Wyllie et a l , 1980) Cell death by apoptosis has
been demonsti ated in the uterus of seveial mammals,
including humans (Sandow et al , 1979; Pollaid et al ,
1987; Spornitz et a l , 1994; Spencer et al., 1996), Apop-
tosis has been obseí ved in i at uterus and vagina, whei e
an inverse conelation was established between cell
death and cell prolifei ation using an histomoiphologi-
cal appioach (Spomitz et a l , 1994) Howeveí, theie is
limited systematic infoimation about the extent of pro-
liferation, apoptosis and expression of genes involved
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in these processes during the normal estrous cycle
(BourTOUghs et al , 2000)

It ís well known that the apoptotic piocess involves
the paiticipation of' many genes, including p53 (Bates
and Vousden, 1999) p53 ís a ti anscí iption factor that
under noimal conditions is thought to be involved in
the maintenance of genomic stability Indeed, this pro-
tein induces cellular anest oí apoptosis in response to
genotoxic or hypoxic stress oí suboptimal growth con-
ditions (Levine, 1997) p53 also appeais to be requiíed
foi normal cell prolíferation (Reich and Levine, 1984;
Steinmeyei et a l , 1990) This gene is mutated oí
inactivated in more than 50% of human cancers
(Hollstein et a l , 1994; Hietanen et al., 2000). In spite
of the gieat numbei of studies of p53 expression in
cancei1 deiived cells and tumoial tissues, few studies
about the expression of this gene have been peifoimed
in normal leproductive human fémale tissues (Brys
et a l , 2000; Westhof et a i , 2000) The extent of p53
expression seems to be oigan dependent (Westhof et al.,
2000) However, there ís no infoimation about p53
expiession duiing the menstiual cycle

The aim of the present work was to evalúate p53
expression pattein duiing the estrous cycle oí the lat
and to study whethei this pattein coi relates with the
apoptotic index of the endometiium duiing the estious
cycle

MATERIALS AND METHODS
Animáis

A1I animal maintenance and handling was carneo!
out in accoi dance with the Guidelines of the Mexican
Law of Animal Piotection Intact adult fémale Long-
Evans iats (200-250 g) were used, which piesented at
least four regular1 4-day estious cycles, as determined
by daily vaginal smeai s. They wei e maintained undei a
14:10 hi light: daik cycle, lights on ñom 05:00 to 19:00
hr, with food and water1 available ad libitum In all
experiments, groups of five iats were killed at 13:00 hr
on metestrus, diestrus, proestius, OÍ estius days
Uteius weie dissected, tiimmed of connective tissue,
and immediately fixed with ice-cold 4% parafoimalde-
hyde in phosphate buff'er saline (PBS) foi 2 hr Tissues
were dehydrated through a seiies of incieasing ethanol
concentr ations, and finally cleai ed with xylene. Tissues
were then erabedded in par aplast Tissue sections (5 f¿m
thick) were cut and mounted on silanated oí poly-i,-
lysine coated slides Sections weie cleared of paraplast
with xylene, lehydrated and processed fbr the techni-
ques mentioned below

In Situ Hybiidization
In situ hybridization was peí formed in 5-|im sections,

fiom five diffeient animáis in each day of the cycle.
Biiefiy, lehydiated sections were incubated in 0 2 N
HC1 foi 5 min at 'room temperature. Aftei rinsing in
water, slides weie incubated in 1 ug/ml pioteinase K
(Sigma Chemical Co , St Louis, MO) foi 5 min. Aftei
acetylation with acetic anhydride, the sections were

piehybridized foi1 1 hi in a hybiidization buffer1

(formamide 50%, SSC 4x , Denhardt l x , 0 5 mg/ml
salmón sperm DNA, 0 25 mg/ml tRNA, 10% dextian
sulfate) The sections were incubated at 57°C overnight
with the digoxigenin-labeled antisense or sense ribo-
probes The full-length rat p53 cDNA (Soussi et al ,
1988), kindly provided by Dr Thieny Soussi (Institut
Curie, Paiis), was cloned into pBIuescript 4- (Stratagen,
La Jolla, CA) transe:iption vector. Af'ter linéarization
with the appropriate restiiction enzyme, digoxigenin-
labeled antisense or1 control sense RNAs were synthe-
sized using the Boehiinger Dig RNA Labeling kit
(Boehringer Mannheim Co , Indianapolis, IN), accord-
ing to the manufactuier piotocol Aftei hybiidization,
the sections were rinsed in 2 x sodium chloiide/sodium
citrate (SSC) fbr 1 hr at loom temperature, followed by
1 x SSC foi 1 hi at room temperature, 0 5 x SSC for
30 min at 37°C, and finally 0 5 x SSC for 30 min at i oom
temper atuie Tissues weie rinsed in buffer1 1 (150 mM
NaCl, 100 mM Tiis-HCl, pH 7 5) and incubated over-
night with a polyclonal sheep anti-digoxigenin anti-
body coupled to alkaline phosphatase (Boehiinger
Mannheim Co). The color reaction was obtained by
incubation in Fast Red chromogen (Biomeda Corp.,
Foster City, CA). Sections were counter stained with
Mayei's Hematoxylin. Sections of the luminal and
glandular epithelium were analyzed with the Meta-
morph Imaging System foi1 determining the staining
intensity (mean gray valúes) of immunopositive cells
The gray level was converted to a numérica! valué
using a scale fiom 0 (white) to 255 (black),. The back-
ground intensity was determined from the section
incubated with the sense probé instead of the antisense
probé The background was subtracted from all valúes
A total of 100 cells of each cell type per section was
analyzed. Three sections by animal weie analyzed
(n = 5 animals/day).

Immunohisto chemistry
Immunohistochemistry was peí formed in 5 um sec-

tions fiom five different animáis in each day of the
cycle Biiefly, rehydrated sections were miciowaved
(2 cycles of 10 min each) in 0 01 M sodium citiate, pH 6,
and cooled to room tempeíature. Endogenous peroxi-
dase was blocked by incubation in 3% hydiogen pero-
xide in PBS foi1 30 min. After linsing in PBS, the slides
were incubated in 0 5% Tritón X-100 and nonspecific
immunoglobulin binding was blocked by incubating
sections in 5% bovine serum albumin (BSA) foi 30 min
The sections weie incubated with primaiy antibody (sc-
1312, Santa Cruz Biotechnology, Inc , Santa Cruz, CA)
at a 1:50 dilution (4 ug/ml) overnight in a humidified
chamber at 4CC For negative contiol, two diffeient
procedures were used In the first one, piimaiy anti-
body was omitted, and in the second one piimaiy
antibody was pie-absorbed with a specific synthetic
peptide (sc-1312P, Santa Cruz Biotechnology, Inc).
After washing with PBS, the sections weie incubated
for 2 hr at room temperature with biotin-conjugated
goat anti-iabbit IgG (Santa Ciuz Biotechnology, Inc ) at
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a 1:100 dilution, and then washed with PBS to lemove
unbound secondaiy antibody, and incubated for 1 hi at
ioom tempeí ature in peíoxidase-conjugated avidin-
biotin reagent (Santa Cruz Biotechnology, Inc) The
slides were washed with PBS, developed with DAB
substiate and counteistained with Mayei's Hematox-
ylin Immunopositive nuclei in the glandular and
luminal epithelium were determined using the Meta-
morph Imaging System. All the nuclei fiom the luminal
and glandular epithelium were analyzed in each
section Thiee sections by animal were analyzed
(n = 5 animals/day),

Terminal Deoxynucleotidyl Transfeíase
Mediated dUTP Nick End Labeling (TÚNEL)
To detect the cells containing fiagmented DNA, in

situ labeling offree 3'-OH was carried out using the In
Situ Cell Death Detection Kit (Boehiinger Mannheim
Co), following the manufacture! píotocol Biieñy,
rehydiated sections weie incubated at room tempeí a-
ture foi 30 min with pioteinase K (20 |ig/ml in 10 mM
Tris-HCl, pH 8) Sections were washed in PBS and
endogenous peí oxidases weie inactivated with 0 3%
H2O2 in absolute methanol for1 30 min at room tem-
peratuie. After rinsing with PBS, seetions were pei-
meabilized with 0 1% Tritón X-100 in PBS for 2 min at
4°C. Positive control sections were treated for 10 min
at 37°C with DNase (2 5 U) Slides weie rinsed with
PBS and incubated for 1 hr at 37°C in the TÚNEL
reaction mixture (terminal deoxynucleotidyl transfer-
ase enzyme (TdT) with nucleotide míxtuie in ieaction
bufíéi) In negative controls, TdT enzyme was omítted
from the reaction mixture Slides wei e rinsed with PBS
and then incubated with anti-fluoi escein antibody
Fab í'r agment fi om sheep conjugated with hoi se-
ladish peroxidase for1 30 min at 37°C After rinsing
with PBS, diaminobenzidine reaction was carried out
foi the detection of the peí oxidase Sections were
counterstained with Hairis Hematoxylin The apopto-
tic index was estimated by counting the numbei oí
stained apoptotic cells (using the Metamorph Imag-
ing System, Universal Imaging Corpoiation, Downing-
town, PA) in 500 epithelial cells in three randomly
selected sections oí each animal (n = 5 animals/day)

Electron Micr oscopy
Uter i wer e dissected, trimmed of connective tissue and

immediately processed fbi electrón micr oscopy accor-
ding to the previously described píotocol (Merchant-
Larios et al., 1993) Tissue was fixed in Kamovsky
solution, postfixed in 1% OsO4 in Zettei qvist's buñ'ei and
embedded in Epon 812 Sections of 60-90 nm weie
stained with uranyl acetate/lead citiate

Radioimmunoassay
Specific radioimmunoassay was peifoimed in in~

dependent serum samples fiom gioups offive animáis
at 13:00 hr on metestrus, diestrus, proestius, 01 estius
days All samples weie stored at -70°C. E2 and P4
assessment was carried out as previously desciibed

(Abraham, 1975) The sensitivity of the assays was
5 4 pg/ml fbr E2 and 8 3 ng/ml for1 P4. The intra and
inteíassay coefficients of variation were 5 3 ± 8%, 6 5 ±
10%, respectively.

Statistical Analysis
Immunohistochemistry, in situ hybiidization, TÚ-

NEL and radioimmunoassay data were analyzed using
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a
Tulce^s múltiple compaiison test The Piism 2 01
program (Giaph Pad, San Diego, CA) was used foi
calculating probability valúes

RESULTS
In Situ Hybiidization and

tramunohist o chemisti y
Duiing the estrous cycle, in situ hybridization

expeiiments indicated that the highest staining ofp53
mRNA expiession was obseived on the metestrus day,
both in the glandular and the luminal epithelium,
significantly decieasing in the following days (Figs 1
and 2) The lowest staining of p53 mRNA expiession
was obseived on the estius day in both the glandular
and the luminal epithelia (Figs. 1 and 2).

p53 protein was detected by immunohistochemistry.
p53 immunoreactivity was localized in the nucleus of
epithelial cells during metestius, diestrus, and pioes-
trus days In contrast, on the estrus day p53 immunos-
taining was pi edominantly detected in the cytoplasm of
epithelial cells (Fig 3). As obseived for1 p53 mRNA
stained cells, the highest numbei of p53 immunoieac-
tive nuclei weie detected on the metestrus day in both
the luminal and the glandular epithelium (Fig. 4) In
the luminal epithelium, the numbei of immunostained
nuclei decreased duiing the following days of the
estrous cycle, and the lowest one was observed on the
estrus day {Figs 3 and 4) In the glandular1 epithelium
the numbei of immunostained nuclei was similai
duiing metestius, diestius, and pioestrus days and
significantly decieased during estius day (Figs 3
and 4)

TÚNEL and Electron Micr oscopy
The apoptotic index was deteimined by TÚNEL

assay in the luminal and the glandular epithelia of
the ratuterus during the estrous cycle (Fig 5A-E) The
highest apoptotic index was detected both in the
luminal and the glandulai epithelia on the estius day
(Fig 5F) In the luminal epithelium, amar ked deciease
in the apoptotic index along the other days of the cycle
was observed (Fig 5). In contrast, in the glandular
epithelium, the apoptotic index markedly decreased on
the metestius day followed by a small increase on the
diestrus day (Fig 5)

The electrón micr oscopy data showed that both
luminal and glandular epithelial death cells piesented
distinctive apoptotic morphology chaiacterized by
typical irregular nuclei with condensed chromatine,
clumped along the nuclear membrane The apoptotic
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Fig. 1 Expression oí p53 mRNA in the rat uterus during the

estrous cycle analyzed by in situ hybiidization A representative
in situ hybridization of each day of the cycle is shown: (A) metestrus;
(B and C) diestrus; (D and E) pioestrus; (F and G) estrus; (H and I)

negative contiols are serial sections of tissue in metestrus hybridized
with the sense probé In (A) both luminal and glandular epithelium
are obseived. B D, F and H: show luminal epithelium C, E, G and I:
show glandular epithelium Bar = 25 ̂ im

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

Radioimraunoassay
E2 and P4 plasma levéis were determined in all

studied animáis, to veiiíy the hormonal status duiing
estrous cycle As expected the highest E2 and P4 levéis
were found on the proestius day (Fig 6)

DISCUSSION

In this woik, we determined the p53 expiession
pattein in the luminal and the glandular epithelia oE
the lat uterus during the estrous cycle, p53 expression
was predominantly detected during the prolif'eíative
phases of the estrous cycle and an inveise 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 glandulai
Gpithelium In situ hybiidization was peifoimed in the uterus of five
different animáis in each day of the cycle to determine p53 mRNA
contont Staining intensity (mean giay valué) of immunopositive celís
was evaluated in: (A) luminal epithelium and (B) glandular epi-
thelium M, metestrus; D, diestius; P, proestrus; E, estrus. Rcsults are
expressedasthemeaniSEM **P<0 001 as compaiedwith theothei
days of the cycle

It has been established that during the estrous cycle,
uteiine cells prolif érate and then undeigo apoptosis
However, few studies have described cell apoptosis
during the lat estious cycle (Spornitz et al, 1994; Sato
et al, 1997; Bounoughs et al, 2000) Our resulte
indicate that the highest apoptotic índex in both the
luminal and the glandular epithelium occurs on the
estrus day These íesults are in agreement with elec-
trón microscopy data of Spornitz in which apoptosis
was detected in the epithelium of the uterus ofrats on
the estius day (Spornitz et al, 1994) Furtheimore,
our results confirm and extend the apoptosis data
recently reported by Bouiroughs et al (2000), which
demonstiate that the highest apoptotic late in all
uterine cell types occurs during the estrus day Never-
theless, our1 íesults are in disciepancy with Sato study,
which deteimined that the maximal apoptotic index of

" ' * • •

i.:'":,'. '-.-. . / . . . "-^ •-, _.-, ; / -v

Fig 3, Immunohistochemical localization of p53 protein in the rat
utenas during the estrous cycie A representativa ¡mmunohistochc-
mistiy of each day of the cycle is shown: (A and BJ metcstius; (C and
D) diestrus; (E and F) proestrus; (G and H) estrus; (I and J) negativo
controls are serial secüons of tissue in metestrus in which primary
antibody was pre-absorbed with a speciñc synthetic peptide A, C, E,
G, and I show luminal epithelium B, D F H and J show glandular
epithelium Bar = 25 nm

luminal epithelial cells ocuried duiing metestrus day
(Sato et al., 1997) This discrepancy may be due to the
hour at which the study was perfbrmed, The maximal
apoptotic index in luminal epithelial cells lepoited by
Sato et al was of approximately 17 5% during metes-
tius day and 5% in estrus day In contiast, we observed
the maximal apoptotic index (40%) on estrus day in the
same cellular type, In othei animal models, such as the
hamstei uterus, it has been leported that apoptosis
also occurs during the estrus day (Sandow et al, 1979)
and it is piobably the íesult of the decline in seium E2
and the rise in P4 duiing this phase of the cycle (West
et al , 1978)

Despite oí the previously mentioned studies that
described apoptosis in the uteiine tissues duiing the

r TISIS CCffi
! A DE OBIGEN
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Fig 4 p53 protein expression level in luminal and glandular
epithelium Immunohistochemístiy was performed in the uteius of
five different animáis in cach day of the cycle to determine p53 piotein
contení, I m mu ñopo si ti ve nuclei weie determined in: (A) luminal
epithelium and (B) glandular epithelium M, metestrus; D, diestrus;
P, proestrusi E, estms Results are expressed as the mean ±SEM in
(A) **P<G001 as compared with M and D, and P < 0.05 as compared
with P, *P < 0 01 as compaied with M In (B) **P < 0 001 as compared
with the other days of the cycle

estrous cycle of the lat, none of the genes involved in the
apoptotic pathway, such as p53, have been descí ibed in
this tissue undei physiological conditions

p53 is a tianscription factor that participates in the
legulation of the cell cycle and apoptosis (Levine, 1997)
Undei normal conditions, p53 protein is thought to
maintain genomic stability This piotein has been
desciibed in healthy and tumor al cells from human
leproductive tissues including breast, ovaries, endo-
metrium, myometrium, and cervix (Brys et a l , 2000;
Westhof'et a l , 2000) Howeveí, theie is no information
about its presence in lat uterine tissue oí1 duiing the
estrous cycle

In the piesent study, we found an inciease in p53
mRNA content on the metestius day both in the lumi-
nal and the glandular epithelia (Figs 1 and 2) We also
obseived in this day the highest numbei of p53 im-
mun ore active nuclei in both epithelia (Figs 3 and 4)

M13h

•10
E.3

D13h

Day of the cycle
E13h

Fig 5.. Apoptotic lates ofuteiine epithelia duting the estrous cycle
determined by TÚNEL method A representative TÚNEL assay of
each day oí the cycle is shown; (A) metestrus, (B) diestius, (C)
procstrus, (D) estrous, (E) negativo control is a serial section of tissue
during cstrus day (TdT enzymc was omítted) Arrows indícate cells
with nuclear fragtnentation Bar =50 ^m in A, B, C. and E In D.
bar =25 ¡im In (F) quantitation of TÚNEL staining in uterine
epithelia during the estrous cycle M, metestrus; D diestrus; P,
proestius; E, estrus Results are expressed as the mean ±SEM;
**P < 0 001 as compared with the other days of the cycle *P < 0.01 as
compared with D and P, + P < 0 001 as compared with M and P, and
P < 0 01 as compared with D

We obseived that the highest apoptotic index oceurred
on the estius day ínterestingly, 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 been previously described
(Molinan et a l , 2000). In MCF-7 breast cancei cells it
has been shown that E2 treatment induces cytoplasmic
localization of p53 protein Cytoplasmic localization
aftei E2 treatment oceur s48hr_aj£er its administration
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Fig 6, Serum concentrations of (A) estradiol and (B) piogesterone
during the estrous cycle Steioid levéis werc deteimined by radio
immunoassay Data are expiessed as the mean ± SEM of ñve animáis/
day of the cycle M, metestrus; D diestrus; P. proestrus; E ostrus
*P < 0 05 vs E

(Molinari et a l , 2000) Whether the inciease in p53
cytoplasmic localization observed in estius day is due to
E2 inciease in pioestius day deserves furthei investi-
gation Nuclear localization has been related with the
noimal function of the protein, whereas cytoplasmic
localization is mainly due to p53 pioteolysis (Levine,
1997; Molinari et a l , 2000),

It is geneíally agreed that the regulation of p53
expression occurs at a post-transciiptional level due to
an inciease in the half-life of the piotein and/oí an
inciease in the rate of translational initiation oíp53
mRNA in the cells (Levine, 1997). The high p53 protein
level obseived in the glandular epithelium duiing
diestrus and pioestius days when mRNA levéis de-
cieased as obseived by in situ hybridization, indicates
a posto ascriptional legulation ín this cell type.

In this study a concomitant p53 mRNA and pio-
tein expression occmred on the metestius day in both.
luminal and glandular1 epithelium This evidence
suggests that in noimal rat uterus, pS3 is regulated

also at the transaiptional level Recent studies in
mouse and human cell lines indicate that p53 can be
modulated at the ti anscí iptional level by sever al
transa iption factors, which include nucleai íactoi-KB
(NF-KB), upstieam stimulating factor (USF), Myc/Max,
nuclear factor 1 (NF1), ying yang 1 (YY1), activatoi
protein 1 (API), andMaf (Kirch et a l , 1999; Hale et a l ,
2000; Lee et a l , 2000)

It has been leported thatp53 is induced by estrogens
in cancei1 cells lines (Huid et al , 1995; Moudgil et a l ,
2001). Theie are several lepoits that estiogen receptor
(ER) interacts with p53. Indeed, lecent data support
a cross-taík between p53 and ERc¿ signaling path-
ways (Liu et a l , 1999) Both in vivo and in vitio studies
indicated that ER physically ínter acted with p53 (Yu
et a l , 1997), thus suggesting that p53 is an ER
ínteracting protein which modulates the hoimone-
dependent transcr iptional activity of the ER (Yu et al ,
1997) The cross talk between the ER and p53 may
have impoitant implications in the understanding oí
the biology of the uteius in which many fúnctions are
mediated via ER However, p53 and ER interactions in
this tissue deserve fuither investigation

It has lecently been reported that p53 participates in
many other processes in addition to the well known
apoptotic effécts, such as: oxidative stress, cell cycle,
DNA replication, signal transduction, angiogenesis,
and cell migration (Zhao et a l , 2000), It has been
demonstiated that p53 protein is implicated in the
legulation of cell growth, Indeed, an inciease in syn-
thesis and steady-state levéis oí'p53 protein and mRNA
occuispiior to DNA synthesisin late Gl indicatingthat
p53 has a role in the piogression of cells fiom a giowth-
anested state to an actively dividing state (Reich and
Levine, 1984; Steinmeyer et a l , 1990) It has been
demonstrated that prolifeíation of the rat uteiine
epithelia occur during the metestius, diestrous, and
pioestius days (Beitalanffy and Lau, 1963; Marcus,
1974) In the present work, we demonstrated that p53
expression is increased in the uteiine epithelium dur-
ing the proliferative stage of the estrous cycle The
overall results suggest that p53 should play an im-
poitant physiological i ole dui ing pi olifér ative phases of
the estious cycle in the rat uterus
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26 A B S T R A C T Different studies in ovariectomized estrogen treated animáis support
27 the idea that c-fos plays a role ¡n the proliferation of uterine epithelia! ceils However, these
28 studies invite us ío reassess the role played by c-fos in epithelial cell types of the
29 endometrium during the estrous cycle The present study was undertaken to determine the
30 c-fos and estrogen receptor gene expression pattern in the rat uíerine epitheüum during
31 the estrous cycle in which natural and cyclic changes of steroid hormones occur, and
32 correlate these changes with the proliferation status of this cellular types Proliferation was
33 assessed during the estrous cycle using bromodeoxyuridine incorporaron to DNA
34 Estrogen receptor (ER) a and p proteins were assessed by immunohistochemistry The
35 regulation of c-fos gene expression in the uterus of intact animáis during the estrous cycle
36 was evaluated using both in situ hybridization and immunohistochemistry. Estradiol (E2)
37 and progesterone (P4) plasma levéis were assessed by radioimmunoassay The resuits
38 indicated that luminal (LE) and glandular epithelia (GE) presented maximal proliferation
39 during the metestrus (M) and the diestrus (D) days However, during the proestrus (P) day
40 only LE presented proliferation, and during the estrus (E) day only the stroma! ceils
41 proliferated A marked immunostaining for ERa was detected in both LE and GE cells
42 during the early phases of the cycle but diminished on the P and the E day In contrast,
43 ERp was undetectable in both epithelia during al! stages of the cycle The highest c-fos
44 mRNA level was detected in both epithelia on the M day, fol lowed by a significant
45 reduction during the other days of the cycle. The highest protein contení was observed on
46 the M and D days, and the minimal valué was detected on the E day. The c-Fos protein
47 level in LE was increased during metestrus and diestrus days, presenting a high
48 correlation with the cellular proliferation pattern of this cell type
49 In conclusión, the overail resuits indícate that c-Fos protein presented a good
50 correlation with uterine epithelial cell proliferation of LE In the case of GE, the same
51 tendency was observed, although no significant correlation was found Both in LE and GE,
52 c-fos mRNA did not strictly correlate with its protein levéis, c-fos seems to have a
53 postranscriptional regulation in uterine epithelial cells during the rat's estrous cycle
54

55 Keywords: c-fos, epitheüum proliferation, estrous cycle, estrogen receptor a, uterus
56
57
58 1NTRODUCTION
59 Estrogens induce DNA replication and cellular proliferation in the uterus of
60 mammaSs (Bertalanffy and Lau, 1963; Clark, 1971; Kaye et al , 1972; Marcus, 1974) by
61 modifying the expression of several genes such as progesterone receptor (PR) (Kraus and
62 Katzenellenbogen, 1993; Savouret et al., 1994), epidermal growth factor (DiAugustine et
63 al., 1988; Huet-Hudson et a l , 1990), insulin-like growth factor I (Murphy and Ghahary,
64 1990), and their respective receptors (Ungham et al., 1988; Murphy and Ghahary, 1990),
65 as well as proto-oncogenes such as c-fos (Loose-Evlitchell et al , 1988; Bigsby and L¡,
66 1994; Nephew et al , 1995), c-jun, jun-B, jun-D (Weisz et al., 1990; Nephew et al , 1993;
67 Webb et a l , 1993), c-myc and N-myc (Murphy et a l , 1987; Travers and Knowler, 1987;
68 Weisz and Bresciani, 1988). The mechanism of estrogen action resuits from ¡nteraction
69 with a specifíc nuclear ER, which is a i igand-activated transcription factor. ER-ligand
70 complex interacts with DNA binding sites of estrogen response elements (EREs), in target
71 genes, and this complex recruits coactivators (or corepressors) and other regulatory
72 proteins that form the active transcription complex (McKenna et al., 1999)



73 It has been demonst ra ted that ¡n immaíure rat uterus all cell types proli ferate in
74 respond to 17(3 estradiol , whereas only epiíhelial cells of both g landular and luminal
75 epi thel ium respond in the mature animal (Clark, 1971 ; Kaye et a l , 1972; Nephew eí a l ,
76 1995). Treaíment wi th estradiol induces early act ivat ion of rnany genes that precede
77 uterine growth, including c-fos and c-jun and c-myc p ro to-oncogenes, suggest ing that they
78 play an important role in ampl i fy ing the estradiol hormonal s ignal . Fos/Jun proteins
79 consti tute the activat ing protein-1 (AP-1) t ranscr ipt ion factor that mediates ceil
so prol i feration, di f ferent iat ion, and secret ion In the case of mur ine c-fos p ro to-oncogene an
si ERE has been characterized both in 5' and 3' regions (Hyder et al , 1991a,b) and in
82 human c-fos gene, the E R E has been located in 5' (Weisz and Rosales 1990J
83 Rapid, marked and transient ¡nduction of c-fos in the uterus of ovar iectomized rats
84 treated with estradiol has been previously reported (Weisz and Bresciani , 1988; Mendoza-
85 Rodríguez et a l , 1999). Fur thermore, other studies using similar exper imenta l models ,
86 revealed that c-fos m R N A remained in uterine luminal and glandular epitheüa, and the
87 expression was not shifted to s t roma in mature and ¡mmature castrated rats, and no
88 substantial d i f ferences were found in uterine luminal and glandular epi thel ium (Nephew et
89 a l , 1995) These results support the idea that c-fos gene express ion plays a role in the
90 prol i feration of uter ine epithel ial cells c-fos expression studies in the rat uterus, however,
91 have only been per formed in ovar iectomized t reated animáis
92 It has been observed in the rat reproduct ive t issues that the express ion of several
93 genes is different in ovar iectomized estrogen treated animáis as compared with intact
94 animáis under physiological condi t ions such as the estrous cycle (Molnar and Murphy,
95 1994; Nandha et al. , 1999; Cameron et a l , 2002) In the present study, the c-fos
96 expression pattern was assessed in the uterus of the rat dur ing the estrous cycle by
97 immunohis tochemist ry and in situ hybridizat ion to evalúate the cell type-speci f ic locat ion of
98 both protein and m R N A encod ing c-fos In addi t ion, c-fos gene express ion at both m R N A
99 and protein level was corre lated with epithelial cell prol i ferat ion and with E R a and ERp

loo isoforms express ion in the rat uterus during the different phases of the estrous cycie
101
102
103 M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
104 Animáis
105 Intact adult female Long-Evans rats (200 - 250 g) main ta ined under a 14:10 h
106 l igh tdark cycle wi th food and water avai lable ad libitum, wh ich presented at least 4 regular
107 4-day estrous cycle, as determined by daiíy vaginal smears , we re used All animal
ios maintenance and handl ing was carr ied out in accordance with the Guidel ines of the
109 Mexican Law of An ima l Protect ion, Groups of f ive rats were ki l led at 13:00 h of diestrus,
no metestrus, proestrus or estrus days. Uteri were dissected, trimmed of connective tissue,
ni and ¡mmediately fixed with ice-cold 4% paraformaldehyde in PBS for 2h. Tissues were
U2 dehydrated through a series of increasing ethanol concentratíons and finalty cleared with
113 xylene, Tissues were then embedded in paraplast Tissue sections (5 ¡xm thick) were cut
H4 and mounted on silanated or po!y-L-lysine coated slides Sections were cleared of
115 paraplast with xylene, rehydrated, and processed for the techniques mentioned below
116
117 BrdU Immunostaining
lis Two hours prior to killing, each animal received an i.p. injection of 5-bromo-2'-
119 deoxyuridine (BrdU) in PBS at a dose of 50 mg/kg. Al! animáis were sacrificed at 13:00 h



!2o and uteri were d issected and t r immed of connect ive t issue. T h e samples were embedded
121 ¡n T issue Tek and f rozen a t - 7 0 ° C Sect ions of 16 ¡xm were air-dried on microscope slides
122 The BrdU Label ing and Detect ion Kit (Boehringer Mannhe im Co Indianapol is, IN) was
123 used to detect the cells that had incorporated BrdU into DNA, fo l lowing the manufacturer
124 protocol,. Briefly, the sect ions were r insed in PBS and f ixed in 7 0 % ethanol (in 50 mM
125 glycine buffer, pH 2.0) for 30 min at -20°C After wash ing with PBS , the sect ions were
126 incubated with an t i -Brd l l mouse monoclonal ant ibody at a 1:10 di lut ion in ¡ncubation buffer
127 (66 m M Tris buffer, 0 66 m M MgCI 2 , 1 m M 2-mercaptoethanol ) for 30 min at 37°C, For
128 negative control , pr imary ant ibody was omit ted After wash ing wi th PBS, sect ions were
129 incubated for 30 minutes at 37°C with TRITC-con jugated rabbit ant i -mouse IgG (Sigma,
130 St Louis, MO) di luted 1:200 in PBS. Slides were washed with PBS and covered with
131 DAKO Fluorescent Mount ing Méd ium (DAKO Corporat ion, Carpintería, CA) . The sect ions
132 were observed in a f luorescent microscope using a G-2A filter f rom Nikon T h e proli ferative
133 rates of the LE and GE were assessed by count ing the number of BrdU-posi t ive nuclei in a
134 sect ion and expressed as a percent of the tota! number of epithelial cells Three sect ions
135 by animal were analyzed N = 5 animáis per day
136

137 In Situ Hybridization
¡38 In situ hybridizat ion was per formed in 5-^m sect ions Briefly, rehydrated sect ions
139 were incubated in 0 2 N HCl for 5 minutes at room temperature After rinsing in water,
140 slides were incubated in 1 ¡j.g/ml proteinase K (Sigma Chemica l Co , St. Louis, MO) for 5
Mi minutes After acetylation with acetic anhydride, sections were prehybridized for 1 hour in
142 a hybridization buffer (formamide 50%, SSC 4X, Denhardt 1X, 0.5 mg/ml salmón sperm
143 DNA, 0 25 mg/ml tRNA, 1 0 % dextran sulfate) Sect ions were incubated at 5 7 ° C overnight
144 with the d igoxigenin- label led ant isense or sense r iboprobes T h e ful l - length rat c-fos cDNA
H5 (Curran et a!. 1987), k indly provided by Dr Tom Curran (St Jude Chi ldren's Research
146 Hospital , USA) , was c loned into pSP65 transcript ion vector After l inearization with the
147 appropr iate restr ict ion enzyme, digoxigenin- label led ant isense or control sense RNAs were
148 synthesized using the Boehr inger Dig RNA Label ing kit (Boehr inger Mannhe im Co
149 Indianapolis, IN), accord ing to the manufacturer protocol After hybr id izat ion, sect ions were
150 rinsed in 2X sod ium chlor ide/sodium citrate (SSC) for 1 hour at room temperature,
151 fol lowed by 1X SSC for 1 hour at room temperature, 0 5X SSC for 30 min at 37 ° C , and
152 finalíy 0 5X SSC for 30 min at room temperature T issues were r insed in buffer 1 (150 mM
153 NaCl, 100 m M Tr is -HCl , pH 7.5), and incubated overnight wi th a polyclonal sheep anti-
154 digoxigenin ant ibody coupled to alkal ine phosphatase (Boehr inger Mannhe im Co
155 Indianapolis, IN) T h e colour react ion was obtained by incubat ion in Fast Red chromogen
156 (Biomeda Corp , Foster City, CA) Sect ions were countersta ined with Mayer's
157 Hematoxyün Sect ions of the luminal and glandular epi thel ium were analyzed with the
158 Metamorph Imaging Sys tem (Universal Imaging Corporat ion, Down ing town, PA) for
159 determining the staining intensity (mean gray valúes) of ¡mmunoposi t ive cells The gray
160 leve! was converted to a numer ica l valué using a scale f rom 0 (white) to 255 (black). The
161 background intensity was determined f rom the sect ion incubated with the sense probé
162 instead of the ant isense probé The background was subtracted f rom al! va lúes A tota! of
163 100 cells of each cell type per sect ion were anaiyzed Three sect ions by animal were
164 analyzed N = 5 animáis per day
165

166



167 Immunohistochemistry
!68 Immunohistochemistry was performed in 5 ̂ m sections Briefly, rehydrated sections
169 were microwaved (2 cycles of 10 min each) in 0 01 M sod ium citrate, pH 6 and cooled to
170 room temperatura. Endogenous peroxidase was blocked by incubat ion in 3 % hydrogen
171 peroxtde in PBS for 30 minutes After rinsing in PBS, the sl ides were incubated in 0.5 %
172 Tri tón X-100, and non specif ic immunoglobul in binding was b locked by ¡ncubating sect ions
173 in 5 % bovine serum a lbumine (BSA) for 30 minutes Sect ions we re incubated with pr imary
174 ant ibody (c-Fos: sc-52, ERa: sc-542, ERp: sc -6821 ; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
175 Cruz, CA) at a 1:50 di lu t ion (4 jag/ml) overn ight in a humid i f ied c h a m b e r at 4°C For
176 negative control , two dif ferent procedures were used In the first one, pr imary ant ibody was
W7 omit ted, and in the second one pr imary antibody was pre-absorbed with a specif ic
178 synthetic pept ide (c-Fos: sc-52P, ERa : SC-542P, ERf3:sc-6821P, Santa Cruz
179 Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) After washing with PBS, sect ions were incubated for
180 2 hours at room temperature with biotin-conjugated goat anti-rabbit IgG (c-Fos and ERa)
181 or donkey anti-goat IgG (ERp) (Santa Cruz Biotechnoiogy Inc., Santa Cruz, CA) at a 1:100
182 dilution Sections were washed with PBS to remove unbound secondary antibody and
183 incubated for 1 hour at room temperature ¡n peroxidase-conjugated avidin-biotin reagent
¡84 (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA). Slides were washed with PBS,
185 deveioped with DAB substrate, and counterstained with Mayer 's Hematoxy l in The number
186 of immunoposi t ive nuclei and the staining intensity in the G E and LE were determined
187 using the Metamorph Imaging System All the nuclei f rom the LE and GE were analyzed in
188 each sect ion. Three sect ions by animal were analyzed. n = 5 animáis per day. The
189 staining intensity of cell nuclei was assigned the fol lowing scores: (0) absent ; (1) weak; (2)
190 modérate; and (3) in tense T h e histologic score (HSCORE) was calculated as fo l lows:
191 H S C O R E = SPi (i+1), whe re i = 1, 2 or 3, and Pi is the percentage of each intensity, f rom
192 0-100% (Lesseyetal, 1988)
193

194 Rad io immunoassay
195 Specif ic rad io immunoassay was per formed in serum samp les f rom all animáis
196 studied dur ing dif ferent days of the estrous cycie Aíl sampíes were stored at -70°C until
197 estradiol and progesterone were determined as previously descr ibed (Abraham, 1975).
198 The sensitivity of the assays was 5 43 pg/ml for E2, 8 3 ng/ml for P4 T h e intra and
199 interassay coeff icients of var iat ion were 5.3 ± 8%, 6 5 + 1 0 % respect ively,
200

201 Statistical Analysis
202 Immunohis tochemist ry , in situ hybridizat ion, BrdU immunosta in ing and
203 rad io immunoassay data were analyzed using one-way analysis of var iance (ANOVA)
204 fol lowed by a Tukey 's múlt ip le compar ison test The Pr ism 2 01 program (Graph Pad, San
205 Diego, CA) was used for calculat ing probabil i ty valúes and correlat ion coeff icient
206
207

208 RESULTS
209 Proliferation pattern in LE and GE of the rat uierus during íhe estrous cycle
210 In the LE proliferation was observed during M, D and P days (M: 35 6 ± 5.5%, D:
2i i 47 0 + 3 29% and P: 30.5 ± 7 83%) in contrast the GE presented proliferation during M
212 and D days (55 33 + 2 33%, 58 0 + 2 12% respectively) Whereas on E day, proliferation
213 was only detected in stroma (Figs 1 and 2)
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214

215 Immunodetect ion of ERa and ERp in the rat uterus during the estrous cycle
216 ERa was the predominant isoform in the uterus ín both luminal and glandular
217 epithelium the highest number of ERa immunoposit ive nuclei were observed during the
218 metestrus and the diestrus days (median HScore: LE: M = 228 9 ± 39 9 and D =152 ±
219 17 9) (GE: M = 295 ± 27 and D = 336 ± 6 1) (Figs. 3 A-D and 4), as compared with the
220 proestrus (median HScore: LE = 81 6 + 4 7 %, GE = 1 1 1 2 + 16.4 ) and the estrus days
221 (median HScore: LE = 114.4 ± 81 %, GE = 122 6 ± 11 6 ) (Figs 3 E-G and 4) On
222 proestrus and estrus days cytoplasmic iocalization of ERa was observed The presence of
223 ERa was observed in stromai cell nuclei during alí stages of the cycle. In contrast estrogen
224 receptor p was undetectable in both epitheüa during all stages of the cycle. However ERp
225 was detected in stroma both in nuclear and cytoplasmic localization, mainíy in the latter,
226 and the highest ¡mmunostaining was detected on metestrus and diestrus days Figure 31
227 shows ERp expression on the metestrus day ERp was detected in ovaries as control
228 expression t issue for this isoform In this t issue ERp was localized in the nuclei (Fig. 3J)
229

230 c-fos mRNA expression detected by ¡n situ hybridization in the rat uterus during the
231 estrous cycle
232 c-fos mRNA expression was detected by specific in situ hybridization The results
233 demonstrated that in all uterine t issues the higher content of c-fos mRNA was during the
234 metestrus day In the epitheíia, it was detected in both LE (62 87 ± 8 07 mean grey valué)
235 and GE (71 97 ± 5.34 mean grey valué), c-fos expression was markedly detected also in
236 the periluminal stroma and in the myometr ium (Figs 5 and 6). A marked reduction in c-fos
237 gene expression was detected from the diestrus to the estrus day (E: LE 15.62 ± 2 97 and
238 GE 21.9 + 1.75 mean grey valué)
239

240 Immunodetect ion of c-Fos protein in the rat uterus during estrous cycle
241 Fos protein was assessed by immunohistochemistry in serial sections of the uterus
242 The Fos immunoposit ive nuclei were observed on the metestrus (median HScore: LE =
243 183 ± 10 7, GE = 187 ± 3 7 ) , diestrus (median HScore: LE = 211 3 + 28 9, GE = 268 3 +
244 31.8) and proestrus (median HScore: LE = 145.9 ± 10.7, GE = 114.7 + 25 0 ) days in
245 epithelium and stroma. The lowest number of Fos immunoposi t ive nuclei in epithelial cells
246 were detected on estrus day (median HScore: LE = 72 4 ± 7.1 , GE = 56.2 + 20.0) and
247 remained in some stromal ceíls during this day of the cycle (Figs 7 and 8). The increase
248 observed in c-Fos protein in the LE presented a high correíation (r = 0 9877, p=0 012 )
249 with the cellular proliferation pattern of this cellular type. A similar tendency was observed
250 between c-Fos and proliferation in the GE, however the correíation was not significant
251

252 Radioimmunoassay
253 Estradiol and progesterone plasma levéis were determined in all studied animáis
254 The highest estradiol and progesterone levéis were found on the proestrus day (table 1)
255
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256 D1SCUSSION
257 ít has been demonstrated in the uteri of adult ovariecíomized rats that esíradiol
258 induces proliferation of iuminal and glandular epithelium through the early induction of
259 transcription factors including several proto-oncogenes (Weisz et al., 1988; Loose-Mitcheil
260 et a l , 1988; Nephew et al , 1995; Bigsby and Li, 1994; Weisz et al , 1990; Nephew et al ,
261 1993; Webb et a l , 1993; Travers and Knowler 1987; Murphy et ai , 1987) c-fos gene
262 induction by 17p-estradiol in the uterus of ovariectomized rats has been widely
263 demonstrated by Northern blot (Weisz and Bresciani, 1988, Loose-Mitchel! et a l , 1988;
264 Bigsby and Li, 1994), ¡mmunohistochemistry (Papa et a l , 1991), and in situ hybridizatíon
265 (Nephew et al , 1995) Indeed, we also observed by in situ hibridization and
266 immunohistochemistry that c-fos mRNA and protein are induced in the LE and GE of the
267 uterus of ovariectomized E2 teated animáis (data not shown)
268 However, all these experiments have been done in pharmacological conditions and
269 have the difficulty to establish similar physiologica! conditions to that of the estrous cycle ít
270 has been established in different studies in rodents, that ovariectomized animáis respond
271 in a different manner to steroid hormones than the intact animáis (Molnar and Murphy,
272 1994; Nandha et a l , 1999; Cameron et al , 2002) Indeed, during the rats' estrous cycle all
273 the hormonal, uterine and ovarian factors may play a role in proliferation and regression of
274 the uterine epithelium. These results prompted us to evalúate c-fos gene expression under
275 physioiogica! conditions, such as the natural estrous cycle in which marked and cyclic
276 changes in proliferation are observed
277 As figures 1 and 2 show, maximal levéis of Iuminal and glandular epiíheíia
278 proliferation occur during metestrus and diestrus days, Labelíng Índex and mitotic rate of
279 the Iuminal and glandular epithelia during the estrous cycle have been reported by several
280 authors (Bertalanffy and Lau, 1963; Leroy et a l , 1969; Marcus, 1974; Burroughs et a l ,
281 2000) Our results are in agreement with these authors who reported luminal epithelium
282 proliferation during the metestrus and the diestrus days However, in the glandular
283 epithelium our results of proliferation are in agreement with the data of Bertalanffy and
284 Lau, and Leroy et a l , but in discrepancy with the data of Marcus, and Burroughs et al ,
285 who reported proliferation of this ceílular type only during the metestrus day These
286 differences could be due to the t ime of day at which the tissues were harvested, since
287 blood concentrations of estradioi vary according to the t ime of the day within a given day
288 of the cycle
289 In ovariectomized rats, E2 treatment induced proliferation of LE 24 h after its
290 administration, and returned to basal levéis 36 h after E2 administration (Tachi et a l ,
291 1972) In this study, in intact animáis, we observed a sustained proliferation during
292 metestrus and diestrus days (Figs 1 and 2), even though E2 levéis are low (Table 1),
293 indicating that low levéis of estradioi are sufficient to induce proliferation, and this
294 sustained effect of estradioi does not occur in LE of ovariectomized animáis In addition,
295 during proestrus, when the levéis of E2 are highest, luminal epithelia presented
296 proliferation, but not 24 h after, during the estrus day when epithelial cell death is observed
297 (Mendoza-Rodríguez et a l , 2002) In GE a sustained effect of estradioi action is observed
298 in ovariectomized rats, E2 induced proliferation of this cellulai type, which starts 12 h after
299 its adminístration, presents a peak at 48 h and returning to basa! levéis by 72 h after E2

300 treatment (Tachi et a l , 1972) During the estrous cycle, maximal proiiferation is observed
301 in metestrus day, which occurs 48 h after the highest estradioi level observed in proestrus
302 day (Table 1) However, during diestrus day (72 h after the estradioi peak) we still observe
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303 proíiferation of this cellular type These results indícate that in addit ion to estradíol, there
304 are other factors that regúlate proliferation in this t issue during the estrous cycle
305 In several mammals including rodents, cyclical hormone levéis regúlate E R a
306 activity in uterus and oviduct Both up- and down regulatíon of E R a mRNA and protein
307 levéis by E2 nave been demonstrated Down regulation of ERa m R N A and protein in
308 uterine epitheíial cells of ovariectomized adult female rats treated with E2 occurs 6 hours
309 after hormone admin is t raron (Nephew et al,, 2000) Up reguíation of E R a mRNA and
310 protein was observed 24 hours after treatment and returned to baseline by 72 hours. It has
311 been reported that progesterone reduces ERa expression in luminal epitheíium of
312 ovariectomized rats pr imed with E2 In line with these observat ions, we detected the lowest
313 ERa expression during the proestrus and the estrus days when estradiol and
314 progesterone levéis are increased respectively (Table 1)
315 It has been reported that ERa is the dominant subtype in the luminal and glandular
316 epitheüum of the rat uterus (Wang et ai , 1999). Accordingly, we found that ERp was
317 undetectable in both epithelia during all stages of the cycle. However, ER(3 was detected in
3¡8 the stroma both in nuclei and cytoplasmic locaíization, mainly in the latter, and the highest
319 immunostaining was detected on the metestrus and the diestrus days (Fig 3), These
320 results support the view that ERa and ERp medíate distinct pathways of estrogen action in
321 the epithelia and stroma of rat uterus during the estrous cycle, In glandular epitheíium the
322 high ERa expression in metestrus and diestrus days presented a signif icant correlation
323 with GE proliferation The same tendency was observed in LE, however, a non significant
324 correlation was observed
325 !t is welí known that the hormone-receptor complex initiates uterine responses by
326 interacting with estrogen response elements of early target genes whose protein products
327 are thought to amplify the signal emanat ing from the inttial hormone-receptor interaction
328 Some of the best studied examples of such target genes are the members of the AP-1
329 family of transcription factors Indeed, ¡n ovariectomized rats c-fos gene expression is
330 induced early by E2 in uterine luminal and glandular epitheíium In these and other well
331 studied models, c-fos gene expression is regulated at the trascript ional level and presents
332 a short half ufe In the present study the major o-fos mRNA expression level was observed
333 during metestrus day fol lowed by a significant reduction the fol lowing days of the cycle In
334 intact animáis during the estrous cycle, we did not find a sthct correlation between c-fos
335 mRNA and ERa protein contení (figs 4 and 6) On line with this observat ion, in
336 ovariectomized animáis it has been observed that c-fos mRNA is induced 2-3 h after E2
337 administration (Papa et al , 1991 ; Nephew et al , 1995), whi ie ERa protein is inhibited 3 to
338 6 hours after E2 administrat ion (Nephew et al , 2000) fol lowed by an increasse 24 hours
339 after hormone administrat ion. ít is known that the promoter of c-fos contains ERE. In
340 metestrus day, the ¡ncrease observed in ERa may directly st imulate c-fos mRNA
341 expression However, in diestrus day we still observed high levéis of ERa, but low ievels of
342 c-fos mRNA This may be due to a change in the balance of E2/P4, in which P4 may play an
343 inhibitory role (Bigsby and Li, 1994), or due to the c-fos promoter respons to other stimuli
344 (Kahn et al , 1997) The regulation of c-fos expression in intact animáis does not appear to
345 be related only with estrogen systemic levéis but with a compiex network including a
346 variety of growth and dif ferentiat ion-promoting stimuli, which deserves to be investigaíed
347 In the present study the major c-fos mRNA expression level was observed during
348 metestrus day fol lowed by a signif icant reduction the fol lowing days of the cycle, whereas



349 an increased leve! of the c-Fos protein was observed during M and D days, thus indicating
350 that a postranscript ionaí regulat ion of c-Fos occurs Postranscr ipt ional regulat ion of c-fos
351 gene has been detected in the uterine epithel ia! cells of the ewe dur ing estrous cycle
352 (Johnson et al. , 1997) In other biological models such as mouse liver regenera ron the
353 steady-state levéis of c-fos t ranscr ipts increased to high levéis after hepatec tomy and were
354 maintained for several hours due to post-transcript ional control mechan isms (Sobczak et
355 al , 1989) Transient induct ion of c-fos m R N A and protein in h u m a n f ibroblasts suggest
356 that regulation occurs not only by transcript ional act ivat ion but aiso at the level oí turnover
357 of the gene product (Rahmsdor f et ai , 1987)
358 Our results showed that the c-Fos maximal protein leve! in uterine luminal and
359 glandular epitheí ium of intact animáis was on the metestrus and the diestrus days, when
360 the highest proliferación rate was observed in these cell types (Figs. 2 and 8) However, in
36! proestrus day, we observed min imal GE proli feration aSthough c-Fos protein expression
362 was stili observed, even though it presented a markedly lower content than in M and D
363 days (Fig 8) These results indicated that c-Fos protein presented a good correlat ion with
364 uterine epitheiial cel! prol i ferat ion of LE, and the same tendency was observed in GE,
365 ai though no signif icant correlat ion was observed Whe the r c-Fos is regulated in this
366 cellular type by other t ranscr ipt ion factors involved in other uter ine funct ions, apart f rom
367 proi i feration deserves fur ther invest igaron
368 It has been reported that cycl ins D1 and D3 are up-regulated by estrogens in
369 epitheiial cells of the endomet r ium (Zhuang et a l , 2001) Fos, direct ly or indirectly,
370 regulates the transcr ipt ion of cycl in D1 gene and may funct ion as a crit ical link be tween
371 estradiol st imulat ion and cell prol i ferat ion (Brown et al. , 1998) In ovar iectomized rats,
3 72 estradiol t reatment induces dif ferential cyclin D1 and D3 gene express ion in the LE and
373 GE respectively, thus indicat ing that cell type-speci f ic up-regulat ion of these proteins occur
374 in these different cel lular types These results are in l ine wi th the differential c-Fos
375 proliferation funct ion observed be tween LE and GE in our s tudy (figs 7 and 8)
376 In conc lus ión, Fos protein in uterine epithel ial cel ls varíes throughout the
377 estrous cycle and presents its max ima l content when these cel lular types present maximal
378 prol i feration, indicat ing that Fos protein is involved in the regulat ion of the prol i feration of
379 these cellular types dur ing the estrous cycle. However, c-fos m R N A does not correlate
380 strictly either wi th its protein induct ion or with E R a protein. In addi t ion, c-Fos seems to
381 have a postranscr ipt ional regulat ion in uterine epitheliaS cells dur ing the rat's estrous cycle.
382
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498 Figure Legends
499 Figure 1 BrdU incorporat ion was used to determine the prol i ferat ion of uterine t issues of
500 the rat at each stage of the estrous cycle On metestrus A) and diestrus B) days luminal
501 and glandular epi thel ium present prol i feration. On proestrus day (C and E) prol i feration is
502 observed in luminaí epi thel ium and stroma, whereas on estrus day (D and F) prol i feration
503 was only detected in s t roma. In G) negative control is a serial sect ion of t issue during
504 proestrus day in wh ich pr imary ant ibody was omit ted). Bar = 100 j im in A, B, C, D and G
505 In E and F bar = 50 ̂ m LE, luminal epi theüum; GE, glandular ep i the l ium; S, st roma
506
507 Figure 2 Quant i tat ive representat ion of BrdU incorporat ion in the uter ine epithel ia during
508 the estrous cycle Immunof luorescent nuclei were determined in: A) ¡uminal epi thel ium and
509 B) glandular epi thel ium M, metestrus; D, diestrus; P, proestrus; E, estrus Results are
510 expressed as the mean ± S E M In A) **p<0 001 as compared wiíh D, p<0 01 as compared
511 with M, and p < 0 05 as compared with P In B) **p<0 001 as compared with M and D.
5!2
513 Figure 3 Immunohis tochemica l localization of ERa protein in the rat uterus dur ing the
514 estrous cycle A) and B) metest rus; C) and D) diestrus; E) and F) proestrus; G) estrus; H)
515 negative control was a serial sect ion of t issue in metestrus in wh ich pr imary ant ibody was
516 pre-absorbed with a specif ic synthet ic pept ide. A) , C), E) and G) show luminal epi thel ium
517 B), D) and F) show glandular epi thel ium Intense specif ic nuclear ¡mmunostain ing was
sis observed in the luminal and glandular epi thel ium during metest rus and diestrus and a
519 decrease in number and intensity of immunosta ined nuclei was observed during proestrus
520 and estrus days In I) w e show the immunohis tochemica l local izat ion of ERp protein in the
521 rat uterus during the metest rus day In J) a sect ion of ovary t issue stained with ERp
522 ant ibody as a posit ive control is shown In K) ER[3 negative control was a serial sect ion of
523 t issue in metestrus in wh ich pr imary ant ibody was pre-absorbed with a specif ic synthetic
524 peptide Bar = 25 |im in A-G In H-J bar = 50 j¿m 1nKbar = 75^m.
525

526 Figure 4 E R a protein express ion level in luminal and glandular epi thel ium,
527 Immunohistochemist ry was per formed in the uterus of 5 di f ferent an imáis in each day of
528 the cycle to determine E R a protein contení The histologic score (HSCORE) was
529 calculated, as descr ibed in Mater ials and Methods, in: A) luminal epi thel ium and B)
530 glandular epi thel ium M, metestrus; D, diestrus; P, proestrus; E, estrus Resuits are
531 expressed as the mean ± S E M In A) *p< 0.01 as compared wi th M In B) **p< 0 001 as
532 compared with M and D
533

534 Figure 5 Expression of c-fos m R N A in the rat uterus dur ing the est rous cycle analyzed by
535 in situ hybridizat ion A) metest rus ; B) diestrus; C) proestrus; D) estrus; E) negat ive controls
536 are serial sect ions of t issue in metestrus hybridized with the sense probé Intense
537 cytoplasmic staining was observed in the lumina! and glandular epi thel ium on metestrus
538 day and decreased on the fol lowing days Bar = 100 jam LE, luminal epi thel ium; GE,
539 glandular epi thel ium; S, s t roma
540
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540 Figure 6 c-fos m R N A express ion level ¡n luminal and glandular epi thel ium In situ
541 hybridizat ion was per formed in the uterus of 5 different an imáis in each day of the cycíe to
542 determine c-fos m R N A content. Staining intensity (mean gray valué) of immunoposi t ive
543 cells was evaiuated in: A) luminal epi thel ium and B) glandular epi thel ium M, metestrus; D,
544 diestrus; P, proestrus; E, estrus, Results are expressed as the mean ± S E M . In A) **p<
545 0 001 as compared with D and E, and p< 0 01 as compared with P In B) **p< 0 001 as
546 compared with P and E, and p< 0 05 as compared with D.
547
548 Figure 7 Immunohis tochemica l loca l izaron of c-Fos protein in the rat uterus during the
549 estrous cycle A) and B) metestrus; C) and D) diestrus; E) and F) proestrus; G) and H)
550 estrus A), C), E) and G) show luminal epi íhel ium B), D) and F) show glandular epi thel ium.
551 Intense specif ic nuclear immunosta in ing was observed in the lumina! and glandular
552 epi thel ium dur ing metest rus and diestrus and a decrease in number and ¡ntensity of
553 immunosta ined nuclei was observed during proestrus and estrus days. Bar = 25 \xm in A-
554 G In H bar =50 ¡xm
555
556 Figure 8 c-Fos protein expression leve! in luminal and glandular epi thel ium.
557 Immunohistochemist ry was per formed in the uterus of 5 dif ferent animáis in each day of
555 the cycle to determine c-Fos protein content The histologic score (HSCORE) was
559 calculated, as descr ibed ¡n Mater ials and Methods, in: A) luminal epi thel ium and B)
560 glandular epi thel ium. M, metestrus; D, diestrus; P, proestrus; E, estrus Results are
561 expressed as the mean ± S E M . In A) **p< 0.001 as compared with D, p< 0 01 as
562 compared with M, and p< 0 05 as compared with P In B) **p< 0 001 as compared with D,
563 and p< 0 05 as compared with M; and *p<0 01 as compared wi th D
564

565

566 Table 1. Variations of estradio
Day of the cycle

Metestrus
Diestrus

Proestrus
Estrus

I and progesterone serum
E2 (pg/ml)

20.14 ±4.56
20.97 ±2.81
37.99 ±6.63
15.92 ±4.41

levéis during the estrous cycle.
P4 (ng/ml)

14.11 ±4.26
8.39 ±2.61

20.94 ±4.83
4.60 ±0,90

567 Steroid levéis were determined by rad io immunoassay. Data are expressed as the mean
568 SEM of f ive animáis/ day of the cycle
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