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RESUMEN 

Las progestinas han sido ampliamente utilizadas en el tratamiento y control de 
diferentes procesos biológicos en el campo de la reproducción. La noretisterona 
es una progestina derivada del 1 9-nor-testosterona con actividad progestacional 
que puede metabolizarse in vivo, sufriendo una reducción en el anillo A de la 
molécula. Este cambio en estructura haca que uno de sus metabolitos (Sa.-NET) 
adquiera actividad antiprogestacional. la cual ha sido previamente evaluada en 
modelos animales. En la actualidad esta progestina es utilizada como terapia 
hormonal de remplazo en mujeres posmenopausicas con buenos resultados en 
algunas pacientes, sin embargo en otras se llega a presentar amenorrea 
secundaria a su administración. 

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

El presente trabajo fué enfocado a la evaluación de este efecto en un modelo 
humano, considerando que el endometrio de las mujeres posmenopáusicas 
mantiene su capacidad de respuesta a estímulos hormonales. 

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

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

Consideramos que hasta ahora no podemos hacer un análisis concluyente, ya 
que el número de pacientes incluidos en el estudio no es suficiente, sin embargo 
los datos encontrados son interesantes y apoyan la continuación de este estudio, 
ya que no existe información en la literatura respecto al efecto de la noretisterona 
en el proceso de proliferación y muerte celular. 
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INTRODUCCION. 

El uso de progestinas en ginecología obedece a la necesidad de inducir 
artificialmente un ciclo menstrual normal, frecuentemente con fines de 
pl•nificación familiar, control del ciclo menstrual, control de sangrado uterino o 
bien de remplazo hormonal. Generalmente su uso esta asociado con estrógenos, 
que inducen la proliferación del tejido endometrial, con el fin de antagonizar este 
efecto y una vez suspendidas ambas hormonas se presente el sangrado 
menstrual. 

El valor de la terapia de remplazo hormonal (TRH) esta bien establecido, los 
beneficios terapéuticos y profilácticos superan, en la mayoría de las pacientes, los 
riesgos potenciales. Uno de los principales problemas de la TRH es la falta de 
adherencia al tratamiento. provocada por el reinicio de sangrado menstrual en 
aquellas pacientes que conservan el útero. 

Existe un arsenal terapéutico que permite utilizar diferentes agentes, por 
diferentes vías, en diferentes esquemas con el único fin de ofrecer los beneficios 
de TRH de la manera más cómoda. Sin embargo aún no se cuenta con el 
esquema de tratamiento ideal que permita los beneficios de la terapia hormonal 
con un bajo riesgo y que no produzca sangrado en todas aquellas pacientes que 
conservan el útero, lo que sin duda incrementaría la adherencia al tratamiento. 

La búsqueda de un progestágeno ideal en la TRH nos ha llevado ha considerar 
algunos aspectos básicos de la fisiología endometrial, tal es el caso del efecto 
antiproliferativo de las principales progestinas utilizadas en el mercado para este 
fin. 

A principio de la década de los setenta, algunos estudios de morfología dieron 
origen al concepto de apoptosis o muerte celular programada como la contraparte 
reguladora de la proliferación tisular, que tiene algunas características 
fundamentales que lo hacen totalmente diferente a la muerte producida por 
necrosis celular. En el endometrio, este proceso esta regulado por el efecto de 
hormonas asteroides y se puede observar con más frecuencia durante la fase 
premenstrual del ciclo endometrial, lo cuál indica que la disminución del efecto 
trófico de las hormonas asteroides induce la muerte celular programada. 
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La observación puede hacerse mediante el microscopio de luz o bien con técnicas 
de biología molecular que identifiquen la fragmentación del ácido 
desoxirribonucleico (DNA.), un indicador del inicio del proceso de apoptosis. 

En algunos modelos experimentales en animales la progesterona ejerce un efecto 
inhibidor de la apoptosis en células endometriales y algunos agentes 
antiprogestacionales como el RU 486 inducen apoptosis a pesar del efecto trófico 
de hormonas asteroides. Recientemente se ha encontrado que uno de los 
metabolitos de noretisterona (5ot-NET) ejerce un efecto antiprogestacional, por lo 
que es posible que pudiera tener la capacidad de desencadenar apoptosis en 
células endometriales de la misma manera que el RU 486 (1 ). 

El objetivo de este estudio es establecer si la administración de diferentes 
progestinas, incluyendo la noretisterona, utilizadas a dosis terapéuticas en 
mujeres postmenopáusicas. son capaces de producir el mismo efecto 
antiprogestacional observado en el endometrio de animales de experimentación. 

CLIMATERIO 

f11 De~lnlclón 

Es la etapa de transición en la vida de la mujer en cuál pierde su capacidad 
reproductiva y se caracteriza por la pérdida de la función ovárica, es decir, la 
gónada femenina deja de responder al estimulo hipofisiario y por lo tanto no 
existe desarrollo folicular. 

El síndrome climatérico es aquel conjunto de signos y síntomas que acompa.,an a 
esta etapa de la vida, generalmente causados por el estado hipoestrogénico 
resultado de la falla ovárica. Se debe diferenciar del término menopausia, que 
únicamente se refiere, al último periodo menstrual. siempre y cuando este se haya 
presentado un ª"'º antes. Por lo tanto para llamar menopausia a un periodo 
menstrual, debe hacerse de manera retrospectiva. 

El cuadro clínico de climaterio incluye una gran diversidad de síntomas, estos se 
presentan agrupados en etapas evolutivas que dependen del tiempo transcurrido 
de la falla ovárica, inicialmente los trastornos menstruales, los síntomas 
vasomotores, los síntomas psicológicos y algunos sexuales nos indican que la 
función ovárica esta comprometida. Una vez instalada esta, se presentan 
síntomas relacionados con atrofia tisular, secundaria a la falta de estímulo trófico 



de los estrógenos, en una etapa posterior se presentan además cambios que se 
han considerado como secundarios al proceso de envejecimiento. 

Los niveles hormonales encontrados en pacientes climatéricas se deben a la 
atresia sufrida por una gran cantidad de folículos durante este periodo. Las 
mujeres presentan niveles decrecientes de estradiol y un aumento paulatino de 
sus niveles séricos de FSH y LH ( 2. 3 ). La elevación en la FSH se debe a una 
respuesta folicular deficiente, caracterizada por una baja tasa de producción de 
estrógenos y de inhibina ( 4 ), sin embargo, los mecanismos por los cuales se 
llega a esta pobre respuesta aún no se conocen. 

La principal fuente de estrógenos circulantes durante esta época es la 
aromatización periférica de andrógenos ( 5, 6 ), pero existe otra fuente de 
producción de hormonas asteroides localizado en las células del parénquima 
ovárico, demostrado por estudios in vitre, mediante la expresión de aromatasa 
citocromo P450 ( 7 ), aún cuando en ellas predomina la producción de 
testosterona ( a ). 

Las células del estroma de mujeres postmenopáusicas mantienen una cantidad 
normal de receptores para hormona luteinizante (LH), sin embargo los receptores 
para FSH se encuentran disminuidos, esto debido a la caída en los niveles de 
estrógenos séricos en estas pacientes( a ). 

Durante la etapa postmenopáusica la concentración sérica de estrena es mayor a 
la de estradiol, contrario a lo que sucede en las mujeres en edad reproductiva. Así 
mismo el sulfato de estrena (metabolismo del estradiol y de la estrena), también 
se encuentra disminuido , pero se encuentra en su forma inactiva. ( 9 ). 

La postmenopausia también se asocia con una disminución en la producción 
ovárica de testosterona, obtenida durante este periodo, a panir de la 
androstenediona ( 1 O ). 

bl M•n•lo mt6dlco. 

El manejo de este tipo de pacientes básicamente consiste en diagnosticar 
tempranamente enfermedades crónico-degenerativas y enfermedades 
neoplásicas, el tratamiento de los síntomas propios del climaterio, en dar apoyo 
psicológico y quizá lo más imponante prevenir las enfermedades cardiovasculares 
y la osteoporosis que requiere del trabajo de un grupo multidisiplinario que se 
encargue de cumplir con los objetivos antes mencionados. En cuanto a la 
prevención de enfermedades cardiovasculares y la pérdida acelerada de masa 



ósea, se sugiere el consumo de una dieta rica en calcio, baja en fibra y grasas, la 
suplementación alimenticia de calcio, el cambio de estilos de vida nocivos, 
ejercicio y TRH. 

La terapia de remplazo hormonal ha mostrado ser de gran utilidad en el 
tratamiento de la sintomatologia propia del climaterio temprano, así como en la 
prevención de complicaciones cardiovasculares y óseas ( 11 - 1 7 ). 

El remplazo hormonal consiste básicamente en suplementar a las mujeres con 
dosis terapéuticas de estradiol, ya que es el responsable de la mayoría de 
efectos benéficos de la TRH, excepto por los efectos hiperplásicos y neoplásicos 
sobre endometrio( 1 8, 19 ). Pero en los últimos al"los se ha observado que en 
aquellas pacientes que conservan el útero, esta terapia debe complementarse con 
el uso de algunas progestinas capaces de contrarrestar los efectos del estradioL 

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

El papel de la TRH en el desarrollo de cáncer de mama es controvertido y en 
algunos estudios se ha encontrado una relación directa entre la dosis y el tiempo 
de administración con el desarrollo de la neoplasia( 30-32 ), aparentemente, el 
riesgo se incremente a partir de los 15 años de uso( 33 ) o bien cuando se toman 
1 .25 mg diarios ( 34 ). Además los estudios a largo plazo sugieren que existe un 
discreto incremento del riesgo de padecer cáncer de mama en los sujetos que 
recibieron TRH, sin embargo se reporta una mayor sobrevida en estas pacientes. 

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

Los compuestos con efecto estrogénico más utilizados en el mercado con fines de 
remplazo hormonal, son de origen natural (estrógenos equinos conjugados y el 
17beta estradiol), administradas por diferentes vías y con la ventaja de que al 
administrarse por vía parenteral se evitan el efecto de primer paso en el hígado, 
en donde teóricamente pueden afectar la síntesis de factores de coagulación y 
aumentar los substratos de renina. 
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El 17 beta estradiol por vía transdérmica tiene una adecuada absorción, es tan 
efectiva como Ja administración oral en el control de sintomatologia climatérica, 
afecta los factores de coagulación y la síntesis de substratos de renina, pero sin 
repercusiones clínicas importantes. Además incrementa Ja concentración de 
lipoproteínas de alta densidad ( HOL ), diminuyen lipoproteínas de baja densidad 
(LDL) y colesterol total( 38 - 40 ), lo que disminuye el riesgo de padecer 
enfermedades cardiovasculares. Otras vías parenterales muestran efectos y 
concentraciones del medicamento variables, las cuales las pone en desventaja 
con la antes descrita( 39, 41-45 ). 

Lo• compuestos con efectos progestacionales pueden ser naturales o sintéticos, 
estos en general tienen efectos adversos sobre el metabolismo de lipidos. por lo 
que es necesario utilizar Ja dosis mínima suficiente que induzca Ja transformación 
secretoria del endometrio en ciclos secuenciales de tratamiento, que evite el 
efecto proliferativo de estrógenos en un esquema de tratamiento continuo. La 
dosis diaria de progestinas capaz de transformar el epitelio glandular del 
endometrio, en esquemas cíclicos de tratamiento, para el acetato de 
medoroxiprogesterona es de 1 O mg, para el acetato de noretisterona de 1.0 mg y 
para progesterona micronizada de 200 a 300 mg( 20 ). Como antes se menciono, 
estos compuestos deben ser administrados por periodos mayores a 12 días para 
disminuir a 0% las posibilidades de hiperplasia endometrial o cualquier otro 
problema a este nivel. 

PROGESTINAS 

aj Generalidad•• «• 1•• proqeatin•• 

Las hormonas asteroides tienen efecto sobre las células epiteliales y del estroma 
en el endometrio, los estrógenos inducen proliferación celular y la progesterona 
inhibe el crecimiento y promueve su diferenciación. Este estimulo hormonal esta 
sujeto a una regulación local que se lleva a cabo mediante citocinas y factores de 
crecimiento. 

El papel del cuerpo lúteo (sintetizador de progesterona) en el establecimiento y 
mantenimiento del embarazo es de vital importancia. Los efectos 
progestacionales incluyen la preparación endometrial que permite Ja implantación 
y contribuyen al mantenimiento del embarazo a través de diferentes mecanismos 
como Ja inhibición de la contractilidad del miometrio, protección inmunológica al 
embrión, mantenimiento del crecimiento y la plasticidad uterina. 
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El efecto de la progesterona en fas células del epitelio endometrial disminuye el 
efecto profiferativo de los estrógenos a través de fa inhibición de la síntesis de 
receptores para estrógenos y del incremento en la actividad de las enzimas que 
convierten al estradiol en metabolitos menos activos (24, 25, 26 ). En fas células 
del estroma, fa actividad progestacionaf más importante consiste en la conversión 
deciduat de estas células ( 46, 47, 48 ). 

Existen algunos agentes sintéticos desarrollados a partir de precursores de 
progesterona o derivados de fa testosterona que tienen efectos progestacionafes, 
a los que se les conoce como progestinas, estos han sido utilizados en et 
tratamiento de algunos padecimientos ginecológicos o bien en métodos de 
planificación familiar y en el remplazo hormonal de pacientes postmenopáusicas. 
Su metabolismo. actividad biológica y potencia en su efecto dependen de su 
estructura química. 

La progesterona nativa es una hormona asteroide compuesta por el grupo 
pregnano, consta de 21 carbonos. con dos grupos cetona en el carbono 3 y 20, y 
con doble ligadura en tos carbonos 4-5. La absorción por vía oral es deficiente, 
con una dosis de 1 00 mg, solo se encuentra en sangre el 25% de la dosis durante 
el pico máximo de concentración. El metabolismo y ta eliminación de fa 
progesterona oral es rápido y su máxima concentración se encuentra a fas 4 hrs. 
Esta misma rapidez con que se absorbe, metaboliza y elimina, sucede con fa 
administración rectal y vaginal ( 49 ). 

Los principales metabolitos son et pregnandiol-3cx-glucurónido y la 17-
hidroxiprogestrona. La eliminación es preferentemente por heces (50 a 60%) 
mientras que por orina solo se elimina el 10%, el cual aumenta con el tiempo de 
uso del medicamento. La acción de la progesterona sobre el núcleo de las células 
se efectúa a través de un receptor específico, que facilita su ingreso al núcleo en 
donde se encuentran los elementos de respuesta a progesterona en el DNA( 49 ). 

La noretisterona (17- alfa- etinif-17 beta-hidroxi-4-estene-3-ona), esta constituida 
de 19 carbonos y es un derivado de ta 17 alfa etinil testosterona. Su absorción por 
vía oral supera a fa progesterona nativa y sus principales metabolitos son el 313-Sa. 
noretisterona (5a-NET), 3J35a.-NET y 3cx5a.-NET quienes presentan afinidad 
variable en fa unión a receptores de progesterona. De los metabolitos 5a 
reducidos, el SaNET tiene una afta afinidad por el receptor de progesterona, 
siendo el responsable de actividad antiprogestacional en el endometrio de 
conejas y se sabe que también presenta afinidad por el receptor de testosterona y 
su excreción se lleva a cabo por heces y orina. 
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La meclroxiprogesterona es un derivado sintético de la 17 hidroxiprogesterona. Su 
principal uso ha sido como anticonceptivo inyectable de deposito, gracias a la 
capacidad de ser absorbido lentamente después de la inyección intramuscular en 
una solución acuosa. Por vía oral su absorción supera a la progesterona nativa, 
pero no es tan activa como noretisterona. en sangre se une a la albúmina y a la 
globulina transportadora de corticosteroides. Tiene gran afinidad por el receptor 
de progesterona y su excreción es también por heces y orina. 

bl Aspectos morlo/óq/cos d•I •ndom•trlo humano durant• I• TRH. 

Los cambios morfológicos producidos por la acción de las hormonas asteroides 
pueden ser evaluados por histeroscopía y por microscopía de luz ó electrónica. 

En las mujeres postmenopaúsicas sin tratamiento, se observan diferentes 
patrones morfológicos de fa superficie endometrial característicos, que 
correlacionan con los hallazgos encontrados por histología. El patrón encontrado 
con mayor frecuencia (83ºA.) es el atrófico, se caracteriza por presentar una 
mucosa adelgazada que permite ver la trama vascular subyacente . En el análisis 
microscópico se encuentran focos aislados de proliferación discreta, alternados 
con cambios discretos de endometrio secretor y ocasionalmente focos con 
hiperplasia ( 50 ). 

Otro patrón encontrado con relativa frecuencia (13%) es el proliferativo. Por 
histeroscopía e histología se encuentran grandes diferencias con lo observado 
durante la fase proliferativa del ciclo endometrial de mujeres en etapa 
reproductiva ( 50 ). 

El patrón hiperplásico (4%) histeroscopicamente se manifiesta con alteraciones 
focales, distribuidas de manera irregular. en donde es posible ver prominentes 
glándulas dentro de un contexto atrófico del estroma e histológicamente la imagen 
recuerda a lo encontrado en un endometrio disfuncional ( 50 ). 

Finalmente el patrón secretor por histeroscopía muestra una superficie delgada e 
irregular; histologicamente se caracteriza por glándulas cortas con patrón secretor 
con un estroma edematoso y vascularizado ( 50 ). 

Después de Ei meses de terapia de remplazo hormonal se observan los mismos 
patrones pero con frecuencias distintas. El patrón atrófico se encontró en 53%, el 
proliferativo en 15%, el hiperplásico en 15% y el secretor en 17% indicativo de 
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que el endometrio de mujeres postmenopáusicas es capaz de responder al efecto 
de TRH ( 50 ). 

APOPTOSIS 

•10.f/nic/ón 

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

Desde hace varias décadas, este término ha sido ampliamente utilizado en el 
ámbito científico para definir a un fenómeno fisiológico al que también se le 
conoce como muerte celular programada. Este proceso selectivo de muerte 
celular en diferentes sistemas biológicos. tiene un importante papel en la 
homeostasis de tejidos renovables. en la embriogénesis y en la involución de 
algunos órganos como el timo y la próstata ( 51, 52, 53 ). 

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

Dlfe,.nciaa entre necrosis y apoptoaia. 

Necrosis 

CAMBIOS MORFOLOGICOS 

Perdida de la integridad de la 
membrana 

Dispersión de la cromatina 

Expansión celular 

Lisis celular 

Desintegración de organelas 

CAMBIOS BIOQUIMICQS 

P•rdlda de la homeostasis 

No requiere de energía 

Ruptura al azar del DNA 

Fragmentación del DNA prelitica. 

SIGN/FICAQO FISIOLOGICO 

Muene de grupos celulares 

lnlelada por alteraciones no fisiológicas 

Fagocitosis por macrótagos 

Respuesta Inflamatoria 

APoPIO•la 

Constricción de la membrana, pero no 
perdida de la Integridad. 

Agregación de la cromatina a la 
membrana nuclear. 

Condensación celular. 

Formación de cuerpos apoptóticos. 

Organelas intactas. 

Proceso estrechamente regulado por 
activación y pasos enzimáticos. 

Dependiente de energla. 

Ruptura del DNA en mono y oligo 
nucteosomas. 

Fragmentación del ONA postlltica. 

Muene celular Individual 

Inducida por estlmulos fisiológicos. 

Fagocitosis 'por células adyacentes y 
macrófagos. 

Sin respuesta inflamatoria. 
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La muerte por necrosis presenta una serie de cambios iniciales que incluyen la 
expansión del citoplasma y los organelos intracelulares, especialmente las 
mitocondrias. Estos cambios permiten la disolución de los organelos ruptura de la 
membrana plasmática, permitiendo la salida del contenido intracelular hacia el 
espacio extracelular. Tales cambios pueden ser resultado de las alteraciones 
metabólicas que impiden mantener la permeabilidad selectiva través de la 
membrana, ya sea por da.,o directo o por alteración de le bomba de iones ( 58, 
60, 61 ). Esto produce un ingreso importante de calcio ( Ca) que su vez activa a 
la fosfolipasa localizada en la membrana plasmática causando la disolución de los 
fosfolipidos que la constituyen ( 62, 63 ). 

La disolución de membranas lisosomales permite la salida de hidrolasas 
causando una rápida desintegración celular en las etapas tardías de la necrosis 
celular ( 57 ) y es en este momento cuando ocurre una depresión de los niveles 
de proteínas. ácido ribonucleico (RNA) y ácido desoxirribonucleico (DNA). El DNA 
es degradado por su exposición a enzimas proteolíticas que digieren las histonas 
( 64, 65 ). La necrosis afecta generalmente a grupos celulares y es capaz 
reinducir un proceso inflamatorio en el tejido dal'lado. 

A diferencia de la necrosis , la muerte celular por apoptosis se presenta en 
células aisladas. en forma rápida y ocurre por inducción de estímulos fisiológicos 
o nocivos sin inducir reacciones inflamatorias. 

Desde el punto de vista bioquímico, la apoptosis esta definida como la 
degradación del DNA genómico de forma irreversible, la cual se presenta antes 
de que la célula tenga cambios a nivel da la membrana. Esta degradación en 
muchos sistemas se lleva a cabo por la activación de una endonucleasa 
endógena dependiente del calcio y magnesio. Esta enzima rompe el DNA en 
forma selectiva a nivel de los sitios de unión de los nucleosomas. por lo que se 
generan fragmentos de diversos tamar'los, los cuales pueden ser separados en un 
gel de agarosa y te.,idos con bromuro de etidio. Una imagen característica de la 
"escalera" de DNA se puede observar en el carril 5 y 6 de la la siguiente figura: 
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Figura 1. 
C ....... ; 1.2 y 3. DNA intllgr'O, •In ,,..r.m..,.o hormoNll 
c.,.,.,.. :4, 5 y 6. DNA fragmrwntec:IO por fnlmmNtnto con RU4Be. 

Otro de los métodos para la evaluación de la muerte de una célula por apoptosis 
es el marcaje in situ de los fragmentos de ONA presentes en el núcleo el, uso de 
la enzima terminal transferasa y el dioxi-uridin-trifosfato (dUTP) ligado a 
fluoriseína, con la técnica de TUNEL ( ver anexo 1 ). Una vez hecho el marcaje de 
las regiones 3'-0H, las células en apoptosis pueden ser analizadas por 
microscopía de fluorescencia. 

bl Papel d• I• apoptosis en ,..producción 

En los últimos af'los se ha avanzado mucho en el conocimiento de la importancia 
que tiene la muerte celular por apoptosis en los diferentes procesos de 
reproducción tanto en animales como en como en el humano. Existen muchas 
evidencias de que el mantenimiento de la homeostasis celular presente en los 
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órganos reproductores femeninos se lleva a cabo a través de la regulación del 
crecimiento, proliferación y muerte celular. 

Un ejemplo de ello, es el hecho de que durante el ciclo endometrial existe una 
importante pérdida de células epiteliales glandulares durante la fase secretora, 
premenstrual y menstrual ( 66 ). Parr y Cols, en 1987 demostraron que durante la 
implantación temprana una proporción importante de células cercanas al sitio de 
implantación del blastocisto en la rata, presentan una morfología típica de muerte 
celular por apoptosis por un mecanismo no conocido ( 67 ). 

Así mismo en muchas especies, la ovulación y la formación subsecuente del 
cuerpo lúteo son procesos fisiológicos requieren para iniciar y mantenerse de la 
proliferación y diferenciación celular, y se ha demostrado que para que el cuerpo 
lúteo involucione mes con mes, la presencia de muerte celular por apoptosis es 
de vital importancia, pero a la fecha no se conoce cual es el mecanismo que lleva 
a esta condición celular. 

Otros de los eventos importantes para la reproducción, es la decidualización del 
endometrio, y se ha visto que la deprivación de progesterona o el tratamiento con 
RU 486 induce la apoptosis de las células deciduales, principalmente las 
localizadas en regiones periféricas y antimesoteliales de la decidua cercano al 
lumen epitelial, sin embargo aún no se sabe cual es la importancia de este 
fenómeno, ni los mecanismos moleculares involucrados ( 68 ). 

el Apoetosl• y honnon•• estero/des 

Los mecanismos bioquímicos y moleculares involucrados en la inducción y 
regulación de la muerte por apoptosis en los diferentes órganos de la economía, 
aún no han sido completamente entendidos y clarificados, sin embargo existe 
mucha información que sei"lala la influencia de moléculas de origen proteico, 
como los factores de crecimiento; la activación de los genes que codifican para 
algunos oncogenes como myc, p53, Bcl2 los cuales ejercen efectos inductores o 
de protección contra la muerte celular por apoptosis, y por último los factores 
hormonales, entre los que se encuentran los asteroides ( 69 y 70 ). 

En la mayoría de los tejidos que son dependientes de las hormonas esteroides 
sexuales, como el endometrio, la próstata, el cuerpo lúteo, cuando son 
deprivados de la acción hormonal se induce la muerte por apoptosis ( 70 ), 
indicando que las hormonas juegan un papel importante en el mantenimiento da 
la homeostasis celular de estos tejidos. Estos hallazgos se apoyan además por 
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loe efectos observados con la administración de la progestina RU 486, un 
bloqueador del efecto da la progesterona. Se ha demostrado que su 
administración en conejas adultas induce a las células del epitelio uterino a entrar 
en apoptosis; efecto que puede ser revertido con la administración de 
progasterona ( 1 ). Estos efectos también han sido demostrados en la rata, pero 
sin notables efectos sobre las células del estroma ( 71 ). 
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JUSTIFICACION 

Existen algunos trabajos que demuestran que metabolitos de noretisterona tienen 
efectos antiprogestacionales, androgénicos y estrogénicos en animales de 
experimentación. Este compuesto al igual que medroxiprogesterona y la 
progesterona natural micronizada se utilizan en el manejo de pacientes 
postmenopausicas. A la fecha no hay estudios en el Instituto Nacional de 
Perinatología (INPer) que establezcan la acción de estos compuestos a nivel del 
endometrio de las usuarias. Se desea con este estudio abrir una nueva linea de 
investigación enfocados principalmente al estudio de la acción antiprogestacional 
de algunos compuestos sintéticos de uso frecuente en la clínica. 

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

Establecer si existen diferencias morfológicas y bioquímicas en el endometrio de 
mujeres postmenopáusicas tratadas con noretisterona. medroxiprogesterona y 
progesterona micronizada en un esquema cíclico combinado de TRH. 

HIPO TESIS 

09do que existe la evidencia de que metabolitos de Noretisterona tienes acción 
antiprogestacional en endometrio de animales de experimentación, nos 
permitimos postular que; a dosis utilizadas en en un esquema cíclico combinado 
de tratamiento, la noretisterona tendrá un efecto antiprogestacional sobre el 
endometrio humano, esto medido a través de cambios morfológicos por 
microscopia de luz ( ausencia de cambios secretorios en glándulas y estroma ) y 
por el grado de apoptosis ( medido a través de indice apoptótico). 
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METODOLOGIA. 

Durante el periodo comprendido entre junio a noviembre de 1996 se propuso ta 
inclusión en este proyecto a tas pacientes que a su ingreso a ta clínica de 
climaterio del Instituto Nacional de Perinatotogia (INPer), cumplieran con tos 
siguientes criterios: Sanas. con menopausia espontánea de más de 12 meses de 
evolución, sin tratamiento de remplazo hormonal en tos tres meses previos a su 
ingreso. A todas se tes explicaron los objetivos, procedimientos y riesgos del 
proyecto y todas firmaron una carta de consentimiento informado. 

Se tes realizó una historia clínica completa haciendo especial énfasis en descubrir 
factores de riesgo para osteoporosis. enfermedades cardiovasculares, 
alteraciones genito-urinarias y para enfermedades neoplásicas de ta mama o del 
endometrio. La exploración física incluyó la toma de una biopsia de endometrio 
con cánula de Randat de 2 ó 3 mm de diámetro. la cuál se fijó con formaldehído 
amortiguado al 1 OºA> y se envió al departamento de patología para su 
procesamiento. 

Se inició tratamiento durante 2 ciclos. cada esquema de tratamiento con una 
duración de 4 semanas cada uno. entre ambos se dejó una semana de descanso. 
En ambos ciclos se tes indicó un soto esquema de tratamiento. este consistió en 
administrar 17 beta estradiot por vía transdérmica, en parches de 50 mg, dos 
veces por semana durante tas 4 semanas se tratamiento y durante tas últimas 
dos semanas se les indicó de manera aleatoria las siguientes dosis de 
progestinas, conformándose los diferentes grupos de estudio: Grupo A: Acetato 
de medroxiprogesterona (Provera 5 mg. Upjon de. S.A. de C.V.) 10 mg al día por 
vía oral; Grupo B: Acetato de noretisterona (Primolut Nor Smg. Shering Mexicana. 
S.A. de C.V.) 10 mg al día por vía oral; Grupo C: Acetato de noretisterona ( 
Estracomb TTS. Byk Gutden, S.A. de C.V.) 30mg dos veces por semana vía 
transdérmica y Grupo D: Progesterona micronizada ( Utrogestan 1 00 mg. 
Fustery, S.A. de C.V.) 200 mg diarios por vía oral. 

La biopsia de endometrio postratamiento se tomó el día 21 del ciclo, es decir 7 
días después de haber iniciado la ingesta de progestinas. Igual que la biopsia 
tomada al inicio del estudio fué fijada y enviada al departamento de patología para 
si procesamiento. según se indica en el anexo 1. Una vez preparada la muestra 
se enviaron 4 cortes subsecuentes de 4 a 5 micras para la clasificación 
histológica por el patólogo y para la realización de ta técnica de marcaje (TUNEL) 
en et departamento de bioquímica. 
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·-------- - ..... ______ _ 

Grupo A 

MPA 

DIAGRAMA DE FLUJO 

SELECCION OE PACIENTES 

Historia clínica y toma de biopsia de endometrio basal 

JJ 

TRATAMIENTO 

JJ 

17 beta estradiol en parches durante 4 semanas 
Y una progestina las ultimas 2 semanas 

Durante 2 ciclos. con una semama de descanso 

Grupo B Grupo e 

NETV:O NETVT 

JJ 
TOMA DE BIOPSIA POST-TRATAMIENTO 

( dla 21 del ciclo ) 

J. 
hiSlologla Microscopio de luz 

Grupo O 

Prog. Nat. 

.,¡. 
TUNEL 
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RESULTADOS 

Se incluyeron en el estudio a 8 pacientes con una edad promedio de 52. 1 ( rango 
de 48 a 62 }, sin patología de base, con 5.2 ar'ios de menopausia en promedio 
( rango de 3 a 1 O } e indice de masa corporal de 24.8 ( rangos de 22 a 28 }, la 
paridad fué similar ( Ver cuadro 2 ). 

Cuadro 2 

DATOS GENERALES 

Caso Grupo Edllc:I Paridad IMC 

A 51 G4-P4 22.2 

2 A 52 G7-P5-A2 28.2 --------------
3 B 55 G5-P2-C3 24.8 

4 B 50 G5-P5 25.5 

5 e 48 G7-P3-A4 22.3 ------
6 e 48 G2-P1-A1 24.0 

7 o 62 G3-P2-A1 26.2 

a o 50 G2-C2 28.0 

G• No. d9 geetecionee P• perta. e-- A• 8bort09 
IMC• Indice de~ c:orporml. 

Por razones técnicas únicamente obtuvimos 7 biopsias de endometrio, de las 
cuales una fué tomada antes de iniciar el tratamiento y 6 post-tratamiento ( Una 
del grupo A, dos del grupo B. dos del grupo C y una del grupo O }. La muestra 
pre-tratamiento correspondió al caso 2 y las muestras post-tratamiento 
correspondieron a las pacientes 1, 3, 4, 5, 6 y 7. 
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Debido a la pequer'\a cantidad de pacientes reclutadas en el estudio y de las 
muestras obtenidas se decidió hacer la descripción cada una de las biopsias 
post-tratamiento de manera individual para después verlos integrados en cuadros 
comparativos. 

caao1 

Corresponde a una paciente de 51 ar'\os, la cuál recibió 17 beta estradiol y 
acetato de rnedroxiprogesterona a la dosis previamente descrita en la sección de 
metodología . El reporte histopatológico de la biopsia fue: Endometrio proliferativo 
y las imagenes de la técnica de marcaje de núcleos en apoptósis se muestran en 
la figura 1. En la fig. 1 A se muestra el control positivo con el objetivo 40 x, las 
marcas de fluoreceina (indicadoras de células en apoptosis) en el estroma están 
senaladas con flechas negras y el epitelio con una cabeza de flecha. Este marcaje 
se genera como consecuencia de la acción de la DNAsa 1 y a la enzima 
deoxinucleotidil transferasa terminal que incorpora al DNA fragmentado moléculas 
fluorescentes en los sitios de cene. La fig. 1 B corresponde al control negativo. 
en que no existen marcas de fluoreceína ya que no se agrega la enzima 
deoxinucleotidil transferasa terminal y la figura 1 C se muestra un corte de tejido 
problema, es decir, que recibió tratamiento hormonal; en donde se puede 
observar los núcleos marcados en el estroma endometrial en una pequer'\a 
cantidad. Los datos numéricos por campo están registrados en la t•bla 5. 

caao 3 

Se trata de una paciente de 52 ar'\os. manejada con 17 beta estradiol y 
noretisterona por vía oral, El reporte histopatológico de la biopsia corresponde al 
de un endometrio secretor irregular y las imágenes del marcaje de DNA con 
fluoreceina de los cuerpos apoptóticos se muestran en la figura 2- La figura 2A: 
muestra el control positivo con el objetivo 1 00 x, obsérvense los núcleos 
marcados tanto en el epitelio ( cabeza de flecha ) como en el estroma ( flechas ). 
28: muestra el control negativo sin marcas en estroma ni epitelio endometriales y 
2C: muestra el problema con algunos núcleos marcados de predominio estromat. 

caao4 

Corresponde a una paciente de 50 ar'\os que recibió tratamiento con 17 beta 
estradiol y noreti§ferona por vía oral; El reporte de patología muestra un 
endometrio proliferativo y la figura 3 muestra los controles positivo (1A) y negativo 
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FIGURA 1 - .. , .... 
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(18) del estudio con la técnica de TUNEL ( 3A y 3B respectivamente). En la figura 
3C se evidencian una gran cantidad de núcleos marcados en el estroma 
(Flechas). en tanto que el epitelio sólo se marcó en forma discreta ( cabezas de 
flechas}. 

Se trata de una paciente de 48 años. la cual recibió noretiS(erona por vía 
transcténnica, además del 17 beta estradiol, El reporte histopatológico 
correspondió a endometrio pro/iterativo. Los controles positivo y negativo del 
estudio de ONA se muestran en las figuras 4A y 4B. En la figura 4C se muestran 
dos núcleos marcados con líneas rectas y una imagen que por su tamal'lo y forma 
fue considerada como un artefacto ( Backgraund ) el cual se señala con una 
cabeza de flecha. 

Corresponde a una paciente de 48 al'los que recibió NET en parches combinados 
con 1 7 beta estradiol. El reporte histopatológico mostró un endometrio proliferativo 
y las imágenes con el estudio del DNA se muestran en la figura 5. Los núcleos en 
apoptosis del estroma se sel'lalan con una línea recta y los del epitelio con una 
cabeza de flecha. 

Se trata de una paciente de 62 años, tratada con progestergna micrpnizada y 17 
beta estradiol. El reporte histopatológico correpondiente a endometrio 
proliferativo. En el control positivo del estudio de integridad del ONA ( figura SA ) 
se marcan intensamente núcleos del epitelio y más discretamente los del estróma. 
Al igual que el control positivo, el problema (figura se ), también mostró una 
mayor cantidad de núcleos en apoptosis, pero principalmente en el epitelio y no 
así en el estroma. 
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Los reportes histopatológicos de fas biopsias enviadas al servicio de patología se 
incluyen el cuadro 3. Obsérvese que de las biopsias pre-tratamiento 
(identificadas como biopsia 1) solamente una fue suficiente para hacer 
diagnóstico (12.5%). En comparación con el 87.5% de las biopsias post
tratamiento (biopsia 2). De estas el 85. 7% correspondieron a endometrio 
proliferativo. Sólo 1 de 7 fue secretor irregular y correspondió a una paciente 
tratada con noretisterona. 

Caso 

1 
2 
3 
4 
5 
8 
7 
a 

Cuadro 3. 

REPORTE HISTOPATOLOGICO 

Biopsia 

Moco 
E. Atrófico 
Muestra insuficiente 

Moco 
Moco 
Moco 

Biopsia 2 

E. Proliferativo 
Muestra Insuficiente 
E. Secretor Irregular 
E. Proliferalivo 
E. Proliferatlvo 
E. Proliferalivo 
E. Proliferatlvo 
E. Proliferativo 

El índice de apoptosis calculó en base al número de núcleos marcados con 
ffuoreceína por campo óptico con el objetivo de 40x. En el cuadro " se muestran 
el número de núcleos marcados en los distintos compartimientos endometriales y 
el número de campos contados de cada una de fas muestras. En las pacientes 
que no fueron tratadas con noretisterona (1y7) el indice apoptótico en el estroma 
fue menor a la unidad, en cambio en fas muestras de las pacientes tratadas con 
noretisterona (3, 4, 5 y 6) el índice apoptótico. del mismo compartimiento, fue casi 
igual o mayor que fa unidad. En el epitelio endometriaf, el índice apoptótico fue 
menor a la unidad en todos los casos,. Sin embargo en 3 de 4 pacientes tratadas 
con NET este indice fue mayor al encontrado en las pacientes tratadas con 
acetato de medroxiprogesterona y progesterona natural. En todas las muestras el 
indice apoptótico fue mayor en el compartimiento estromaf que en el epitelial, 
excepto en la muestra correspondiente al caso 7 en el que el índice de apoptosis 
fue mayor en el epitelio (0.31 vs 0.03). 
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Cuadro"· 
INDICE DE APOPTOSIS 

Caso Biopsia 2 Estroma Epitelio 
Marcas I campos Marcas J campos 

(marca por campo) (marca por campo) 

1 E.Prolif. 28/37 3113 
(0.75) (0.23) 

2 M.lnsuf. 

3 E.Sec.I. 2e124 213 
(1.08) (0.88) 

4 E.Prolif 59/38 3/8 
(1.83) (0.50) 

5 E.Prolif 29/19 719 
(1.52) (0.77) 

8 E.Prolif 38/39 2/15 
(0.97) (0.13) 

7 E.Prolif 1/32 10/32 
(0.03) (0.31) 

8 Moco 
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Todas las pacientes tenían niveles de gonadotropinas coriónicas, tomadas al 
ingreso al INPer , mayores de 17 U/mi. En el cuadro S se muestran los valores 
absolutos de cada una de ellas. 

CASO 

1 
2 
3 
4 
5 
e 
7 
s 

Cuadro 5. 

PElfFIL GINECOLOG/CO 

FSH 
U/mi 

28 
32 
31 
35 
25 
23 
53 
38 

LH 
U/mi 

2e 
27 
30 
35 
20 
19 
50 
35 
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DISCUSION 

El trabajo experimental de esta tesis fue orientado a la evaluación del efecto de 
algunas progestinas como la medroxiprogesterona y la noretisterona, así como de 
la progesterona natural sobre el tejido uterino. Como modelo experimental se 
usaron mujeres posmenopáusicas entre 48 y 62 años de edad, que no hubieran 
recibido ningún tratamiento hormonal de remplazo en los tres meses previos al 
ingreso al estudio. Esta selección se hizo basándonos en el hecho de que sabe 
que el útero de estas mujeres mantiene la capacidad de responder al estímulo 
hormonal externo y que tres meses es suficiente para que desaparezcan los 
efectos generados por la acción de diferentes asteroides previamente 
administrados. 

Debido a la presencia de algunos problemas en la captación de las pacientes. asi 
como en la toma de las biopsias (tejido insuficiente), principalmente en la 
correspondiente a la primera toma sin tratamiento, el número de muestras es 
insuficiente para hacer un análisis estadístico hasta este corte y por lo tanto las 
conclusiones no son totalmente concluyentes. Sin embargo los resultados 
encontrados hasta este corte son interesantes y se discutirán en este documento. 

Las progestinas sintéticas han sido ampliamente utilizadas como agentes 
anticonceptivos y en la regulación de la fertilidad de las mujeres en edad 
reproductiva, así como terapia hormonal de remplazo en mujeres 
posmenopáusicas. En este último caso los resultados obtenidos con el uso 
combinado con estradiol ha sido altamente satisfactorio, tanto en términos de 
prevención de la osteoporosis como en la regulación de los ciclos menstruales en 
la mujer. 

Entre las progestinas mas utilizadas en el mercado, se encuentra la 
medroxiprogesterona, la cual ejerce un efecto progestacional puro, y la 
noretisterona (NET) que presenta efectos progestacionales importantes, pero 
además puede adquirir efectos diferentes al metabolizarse. Entre dichos efectos 
se encuentra el bloqueo de la acción de la progesterona (Sat-NET), actividad 
estrogénica (3J35at-NET) y afectos androgénicos (3at5at-NET) (Chavez y col, 1985) 

Estos hallazgos han sido claramente demostrados en modelos no humanos (rata, 
conejo) y desde el punto de vista funcional se sabe que la administración tanto de 
Sat-NET como de 3135at inhibe el proceso de implantación y la gestación en estos 
animales. Así mismo se demostró que la administración de dosis altas de NET 
provoca una disminución en el número de sitios de implantación en la coneja, 
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cuando se le compara con los los animales que no recibieron ningún tratamiento 
(Castro y Col, 1995). Algunos datos histológicos de tejido uterino tomado de los 
animales tratados con estos compuestos ser'lalan que existe dos tipos de dar'lo 
celular: muerte por lisis y células en apoptosis (Alzaldúa y cols. 1996. Tesis ). 

En base a los datos anteriores, surge la idea de llevar a cabo este estudio bajo la 
hipótesis de que estos mismos efectos pudieran estarse presentando en el 
endometrio de la mujer, aún cuando no se conoce si efectivamente noretisterona 
se reduce a sus metabolitos en el endometrio o en algún otro tejido, como el 
hígado. Por tal motivo se decidió utilizar vías de administración de noretisterona y 
comparar sus efectos. 

Una de las formas técnicas que usamos en este trabajo para medir la actividad 
anti-progestacional de noretisterona fue la evaluación de sus efecto sobre la 
inducción de la muerte celular por apoptosis. a través del sistema de marcaje in 
situ conocido como TUNEL. cuyo fundamento es la incorporación de una 
molécula fluorecente a las cadenas de DNA fragmentadas en el núcleo de las 
células. cuya muerte por apoptosis fue inducida por agentes hormonales u otros 
factores. 

Esta demostrado que la antipogestina conocida como RU486, es capaz de inducir 
la muerte celular por apoptosis en el endometrio de la coneja ovariectomizada 
(Rotello y col, 1992) y que la administración de progesterona fue capaz de inhibir 
esta acción. El hecho de que 5a-NET ejerce un efecto antiprogestacional similar 
al RU486, hace posible la suposición de que este metabolito pudiera funcionar 
como un inductor de la apoptosis en el tejido uterino de las mujeres incluidas en 
nuestro estudio. 

Como se puede ver en las figura 3C,4C,5C,6C y en el cuadro 6 , la 
administración de noretisterona en el esquema utilizado como terapia de remplazo 
indujo la muerte por apoptosis en los cuatro casos revisados hasta, y no se 
observó diferencia en cuanto a la vía de administración. Este mismo efecto se 
observó con el tratamiento con medroxiprogesterona (fig 2c) pero su acción 
indujo un 43% (O. 75 núcleos por campo) menos de núcleos en apoptosis si lo 
comparamos con la noretisterona (1.3 núcleos por campo). Estos efectos son 
contrarios a los observados con la progesterona, la cual no indujo este tipo de 
proceso (0.03 núcleos por campo)(fig 1C). Estos mismos porcentajes se 
observaron tanto en las células epiteliales como del estroma. Sin embargo, 
cuando se compara entre ambos tipos celulares y el mismo tratamiento, el número 
de núcleos marcados fue en todos los tratamientos siempre mayor en las células 
del estroma. excepto con progesterona las células del estroma no se ven 
afectadas. 
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Aún cuando no es posible concluir en forma determinante. estos resultados 
preliminares son sugestivos de que al menos NET a la dosis administrada tiene la 
capacidad de generar cambios a nivel celular. principalmente fas de tipo estromal 
en tanto que la progesterona esta jugando un papel protector. El mecanismo por 
el cual se lleva a cabo esta acción aún no esta completamente establecido, sin 
embargo, el caso de progesterona se sabe que este asteroide ejerce un efecto 
protector de la muerte celular por apoptosis. a través de la inducción de un gene 
que codifica para la expresión del protooncogen Bcl2 . el cual f'unciona como un 
agente inhibidor de la muerte celular en varios tejidos. 

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

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

En cuanto al efecto observado en el endometrio de la mujer tratada con 
medroxiprogesterona, consideramos que un solo caso no es válido para sacar 
conclusiones y que es necesario complementar el estudio con un número de 
muestra mayor. Sin embargo pareciera como si la dosis administrada no es 
suficiente para ejercer una protección contra la muerte celular como lo hace la 
progesterona natural. 

Con todos estos resultados consideramos, que a pesar de no ser concluyentes, si 
sugieren la posibilidad de que la noretisterona es capaz de ejercer efectos sobre 
el endometrio, induciendo la muerte celular por apoptosis en un grupo de células. 
tanto epiteliales como del estroma. Sin embargo es necesario continuar con el 
estudio, ya que esto podría ser en parte. una explicación a los efectos observados 
previamente en modelos animales. como la inhibición de la gestación, el proceso 
de implantación, a través de someter al útero en un estado desfasado de 
maduración con respecto al del blastocisto. Esto podría explicar también el 
porque encontramos al útero en etapa proliferativa, después de tantos días de 
tratamiento, cuando esperaríamos que el efecto progestacional lo llevara a la 
etapa secretora. Además, podría ayudar a entender algunos de los problemas 
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encontrados en los programas de fertilización in vitre, en mujeres que son 
previamente tratadas con noretisterona, bajo estos esquemas. 

CONCLUSIONES 

1. La administración de progesterona natural no induce la muerte celular por 
apoptosis en el endometrio de la mujer posmenopáusica. 

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

3. La noretisterona es capaz de inducir la muerte celular por apoptosis, 
principalmente de las células del estroma, posiblemente por sus efectos 
antiprogestacional previamente en el conejo. 

Suaerencl•• 

1. Continuar con la captación de pacientes. para poder ser analizado por 
estadística. 

2. Mejorar la toma de muestra, primordialmente en la primera toma. 
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Anexo 1 

DETECCION MOLECULAR "IN SITU •• DE APOPTOSIS 

Fljacl6n: La muestra se fijó en formol neutro ( Paraformaldehido 4% en 
amortiguador de fosfatoso. 1 M pH 7.4 ) durante 20 hrs. 

Prep•r•ci6n de cortea: La muestra fijada se cortó del bloque de parafina con un 
eapesor de 4 a 5 micras, estos se montaron laminillas sialinizadas (3 amino 
propiltrietoxilano 2% ). La desparafinación y rehidratación se realizó de acuerdo 
con la técnica habitual para estudio histopatológico. 

Se agregó proteinasa K ( 20 mg/ml en 10 mM tris-HCL pH 7.8 ) durante 20 
minutos a 37 GC, para realizar la digestion proteolitica. Despúes se lavó con PBS 
0.1MpH7.4. 

Se agregaron 50 microlitros de mezcla TUNEL ( tdt-mediated d-UtP nick end 
1.t>eling ) y se incibó en cámara húmeda durante 60 minutos a 37 GC. Después se 
18Vó con PBS en 3 ocaciones. 

L• preparación se contrastó con azul tripan (1%) y se lavó dos veces con PBS. 

Se montó con glicerol y cibreobjetos para ser observada al microscopio de 
fluorescencia con el objetivo 40x. 

Control••: 

Negativo: Estos se prepararon de la misma manera que los cortes problema, 
excepto por que estos se incubaron con 50 microlitros de la mezcla de nucleótidos 
m8rcados, sin la enzim• deoxinucleotidiltr•nsferas• terminal. 

Poaitivo: Estos una vez rehidrtatados se incubaron con DNAsa 1 (1 mglml ) 
durante 1 O minutos a temperatura ambiente. Después se siguió con el mismo 
procedimiento. 
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