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INTRODUCCION

Las hormonas ováricas ejercen un remarcable efecto tró­
fico sobre el tracto genital en los mamíferos y es necesaria una
contínua exposición a las mismas para el óptimo crecimiento y fun
ción de estos tejidos.

Los mecanismos de acción de estas hormonas a nivel celu
lar, así comolos efectos que las mismasejercen sobre la cinéti­
ca de las distintas poblaciones celulares son poco conocidas debi
do a las dificultades que se generan en los estudios "in Vivo".
Entre estas dificultades es importante destacar la complejidad de
los órganos "target" de las hormonasováricas, la interacción en­
tre las distintas hormonasy la posibilidad de multiples interac­
ciones entre órganos, tejidos y aún subpoblaciones celulares. Mu­
chos de estos problemas han podido ser obviados parcialmente usan
do comomodelos de estudio, células en cultivo. De esta forma se
han estudiado los efectos de hormonasováricas sobre cultivos celu
lares de glandula mamarianormal y neoplásica (1,2,3), de epitelio
vaginal (4,5,6), de endometrio humano (7,8) y de endometrio de co_
nejo (9, 10). Este último ha sido uno de los modelos c1ásicos,tan
to "invivo" como"in vitro", mas usados en el estudio de la biolg
gía de la reproducción.

Desde hace muchos años, se conoce que, a diferencia de
la mayor parte de los mamíferos, el conejo carece de ciclo estral,
permaneciendo en un estado de estro contínuo por largos períodos
de tiempo, siempre que las condiciones ambientales y nutricionales
sean adecuadas (11, 12). El estrógeno de acuerdo a estos estudios
clásicos induciría la proliferación en el endometrio y mantendría
el trofismo del organo, ejerciendo una acción preparatoria para la
posterior acción de la progesterona. A esta segunda hormona se
atribuye la formación del endometrio secretorio que se produce en
la primera fase de la preñez o pseudopreñez. Esta propiedad de la
progesterona de inducir el endometrio secretorio fue utilizada du
rante muchos años para el ensayo biológico de esta hormona (13).
Esta transformación del endometrio de proliferativo a secretorio



ocurre como resultado de la ovulación, la que no se produce espon­
laneamenle en esta especie, sino como consecuencia de mecanismos
reflejos producidos en la copulación. En ausencia de ovulación
existen en el ovario, foliculos en todos los estados de desarrollo
incluído numerososfoliculos atrésicos (11,12,14,). Durante la for
mación del endometrio secretorio ocurren drásticos cambios en el
epitelio uterino que incluyen una importante actividad prolifera­
tiva que lleva a la formaciónde glándulas o criptas característi
cas de este tipo de endometrio. Este proceso que se conoce como ar
borización del endometrio, se completa a los 4-5- días post-ovula
ción y está relacionado a los cambios que establecen las condicig
nes necesarias para la implantación del blastocisto (15-16).
Está asociado además a la secreción de una proteína de peso mole­
cular 16.000. Esta proteína primitivamente llamada blastoquinina
por que se le atribuía un efecto sobre el crecimiento del blasto­
cisto (17) fue posteriormente llamada Uteroglobina, nombre con la
que actualmente se la conoce (18). Johnson (19) y Kirchner (20)
usando un anticuerpo específico contra la uteroglobina, encontra­
ron un patrón específico de fluorescencia en cortes de utero de
conejas preñadas, aunque también observaron algún grado de reacción
en conejos en estro. Unaproteína de similares características big
químicas e inmunologicamente indistinguible de la uteroglobina fue
descripta en oviducto (21-22), y en tejidos no pertenecientes al
aparato reproductivo comopulmones, intestino tiroides, etc.(23­
24). La Función de estas proteínas permanece aún oscura aunque han
sido postuladas distintas funciones tales comoinductores de la
proliferación en endometrio, ligadoras de la progesterona y esti­
muladoras del crecimiento embrionario (10-18-25).

Ademásde estrogenos y progesterona, el ovario del cone
jo segrega 20 a-hydroxi-pregn-4 en-3 ona (20-0H-P). De acuerdo a
los estudios de Hilliard y Eaton (26) estas hormonas serian secre­
tadas por el ovario intersticial, el cual esta muydesarrollado en
el conejo. Rennie y Davies (27) consideraron a 1a 20-0H-P como
metabolito de hormonasováricas con debil acción progestacional.
Sin embargo, recientemente, Conners y C01. no pudieron demostrar



ninguna acción progestacional de la 20-0H—P pero observaron que
esta hormonaern capaz de inducir un tipo celular característico
en el epitelio luminal. Estas células, de mayor tamaño que el res
to de las células luminales, entre las que se encuentran interca­
ladas, poseen un citoplasma claro y nucleos de gran tamaño con crg
matina difusa y parecen estar relacionadas con celulas ciliadas
descriptas en el endometrio humanoproliferativo o hipertrófíco
(28).

Un intento de describir, a nivel de cinética celular,los
efectos de las hormonas ováricas sobre el endometrio del conejo,
fue realizado por Lee y Dukelow (29). Estos autores estudiaron,me
diante incorporación de timidina tritiada y determinación de índi
ces de marcación y mitótico, los efectos de las hormonas ováricas
sobre la proliferación Celular. En esta forma describieron un au­
mento de proliferación inducida por estrógeno, aunque muchomenor
que la inducida por 1a progesterona, no diferenciando entre los va
lores obtenidos para epitelios luminal y glandular. En el mismo
trabajo también estudiaron la explosión proliferativa que ocurre
después de la ovulación, sugiriendo que podría estar relacionada
con la secreción de 20-0H-P

Si bien estos estudios "in vivo” han brindado la infor­
mación básica de los efectos de las hormonas ováricas sobre el epi
telio del endometrio, la íntima relación entre ellas y las distin
tas poblaciones celulares que componendicho epitelio, se comenzó
a vislumbrar a partir de los trabajos de Gerschnson y Colaborado­
res quienes desarrollaron un cultivo celular para estudiar dichos
efectos "in vitro" (30). Este modeloconsistía en el cultivo de cg
lulas epiteliales, obtenidas mediante tratamiento de uteros everti
dos con una solución enzimática compleja de hialuronidaza, tripsi­
na y colagenasa. Las celulas eran sembradas en un medio quimica ­
mente definido, HamF 12, adicionado con albúmina, insulina y tam
ponado con bufferes orgánicos. Por medio de estudios autorradiográ
ficos determinaron que los estrógenos naturales o sintéticos actua
han comofactor de crecimiento en estos cultivos y su efecto era
antagonizado por la progesterona. Esta última no provocó aumento



en los índices de proliferación comosugerïan experiencias pre ­
vias realizadas "in vivo", pero ¡ndujo la aparición de celulas mul
tinucleadas (30). Estudios estereológicos ultraestructurales en es
tos cultivos confirmaron 1a existencia de células de tipo secreto
rio inducidas por el tratamiento con progesterona, lo cual sugiere
que esta hormonaproduce la diferenciación de las celulas epite­
liales hacia células de tipo secretor, mientras que el tratamien­
to con estrógeno mantiene el tipo proliferativo (31). Por otra par
te tanto los estrógenos comola progesterona aumentan la incorpo­
ración de uridina y aminocidos radiactivos en los cultivos y la
estimulación proliferativa de los estrógenos no se modifica por
la presencia de hidrocortisona o AMP-cíclico (32). Las hormonas
óváricas no alteran las actividades de la fosfatasa acida y alca­
lina, ni la incorporación de 3-0-metil-Dg1ucosa y acido aminobuti
rico, indicando que los cambios proliferativos no parecen estar
mediados por alteraciones en el transporte de membranas (32). Des
de el punto de vista de la cinética celular, el mecanismode ac­
ción de los estrógenos sobre la proliferación es fundamentalmente
desbloquear células detenidas en Go permitiendo su entrada al ci­
clo celular (33).

Estos resultados se confirmaron mediante una técnica que
permitió aislar de los cultivos, dos poblaciones celulares, proli­
ferantes y no proliferantes ó Go. El estrógeno inducía solamente
aumentoprolifereativo en las celulas no proliferantes, mientras
que estimulantes no específicos de la proliferación comola pros­
taglandina F2 alfa, y el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
lo hacian sobre ambaspoblaciones celulares (34). Este sistema per
mitió también investigar el efecto antagónico que la progesterona
tiene sobre la proliferación inducida por estrógenos. Se observó
que la progesterona antagonizaba al estrógeno solamente en presen
cia de células proliferantes. Estos hallazgos permitieron postular
la existencia de un factor putativo de la progesterona que sería
producido por la interacción de esta hormonacon células prolife­
rantes. Controles con otros tipos celulares y con otros esteroi­
des emparentados con la progesterona demostraron la especificidad
de este factor (10-34). Recientemente fue descripto en estos cul­



tivos, un segundo factor capaz de modular el efecto de los estró­
genos (35). Este factor dependiente de la densidad de los cultivos
y que parece estar relacionado con el factor putativo de la pro ­
gesterona mostró ser sensible al calor y a la tripsina, no diali­
zable y precipitable con sulfato de amonio, con un peso molecular
en el rango de 10-20 Kd. Estas características indicarían que se
trata de un polipéptido capaz de producir inhibición específica
del efecto de estrógeno sobre la proliferación. Su mecanismo de
acción es todavia desconocido.

Los estudios "in vitro" hasta ahora descriptos han abier
to la posibilidad de formular una serie de hipotesís que requieren
confirmación mediante estudios "in vivo". La finalidad del presen­
te trabajo .es llegar a conocer los mecanismosde la regulación
hormonaldel epitelio uterino del conejo a nivel de la prolifera­
ción y diferenciación celular y correlacionarlo con los hallazgos e
hipótesis obtenidos "in vitro". Con este motivo se ha procurado
probar la existencia en el epitelio uterino de subpoblaciones ce­
lulares con distinta respuesta a las hormonasováricas, así como
también se han estudiado otros parámetros de la cinética celular
tales comola migración y perdida celular, y se ha buscado definir
el rol de la 20 (OH) P en estos tejidos y la capacidad de esta hor
monade generar una población independiente no proliferatíva de cg
lulas ciliadas. Por último se ha intentado correlacionar cambios
en la membranabasal con los procesos de migración y perdida celu
lar y con la organogénesis del endometrio secretorio. Con estos
elementos se ha formulado un modelo capaz de explicar el funciona
miento en conjunto de la cinética del epitelio uterino del conejo
con el objeto de interpretar los mecanismos íntimos de la acción
hormonal y definir el rol de estas hormonas en la patogenía de la
hiperplasias y neoplasias hormonodependientes.



MATERIALES Y METODOS

Animales de Experimentación

Se usaron conejos adultos hembra de aproximadamente ó me
ses de edad y 3-4 Kg. de peso, manteniéndolos en cajas individua­
les y en habitaciones separadas de conejos machos para evitar la
ovulación espontánea.

En algunos experimentos que así lo requerían, los anima
les se ovariectomizaron por incisión ventral, bajo anestesia con
Nembutal, 8 semanas antes de comenzar los tratamientos programados,
examinándolos en el momentodel sacrificio para detectar la posi­
ble presencia de restos de tejido ovárico. En ninguno de los casos
se detectaron evidencias de una ovariectomía incompleta.

Tratamiento hormonal

Las hormonas 17 e-estradiol, progesterona y 20 a-hidroxi
pregn -4 - en 3 ona (ZO-OH-P) se disolvieron en un pequeño volú­
men de etanol y se diluyeron en aceite de maíz. Se administraron
intramuscularmente en una dosis de 2.5 mg/Kg/día la progesterona,
10 mg/Kg/día la 20-OH-P y 1 mg/Kg/día el 173- estradiol. Los ani­
males se sacrificaron con una inyección intracardíaca de pentobar
bital sódico a las Z4 y 48 horas del comienzo del tratamiento hor
monal.

La pseudopreñez fué inducida mediante una inyección in­
tramuscular de 100 Unidades de Gonadotrofina Coriónica Humana(HCG,
Sigma) El sacrifio de los animales se realizó como en el caso ante
rior a los 2, 4, 6 y 9 días post-inyección. El cuerno uterino iz­
quierdo fue utilizado para el ensayo de uteroglobina y el derecho
comocontrol histológico y para estudios de proliferación.

Los estudios de estimulación crónica con Estrógenos se
llevó a cabo mediante el uso de preparaciones hormonales farmaco­



lógicas de liberación lenta, poliestraduran fosfato (Estrudurin,
Ayerst), en una dosis de 2 mg/conejo.

Determinaciónde proliferación "in vitro"

Los conejos que habían recibido el tratamiento hormonal
fueron sacrificados con una inyección intracardíaca de pentobarbi
tal. Los cuernos uterinos fueron extraídos en forma ascéptíca, la
vados en solución salina fría y el tercio medio o distal del cuer
no derecho fue cortado en secciones de 1-2 mm. de espesor. Cada
sección de forma anular fue a su vez cortada en 6-8 partes en for
ma de arco (figura 1). Experimentos previos mostraron que no exis
ten diferencias significativas de proliferación entre los cuernos
derecho e izquierdo o entre los distintos tercios de cada cuerno.
Las pequeñas piezas fueron incubadas a 37° C en medio de cultivo
F 12 de Ham, modificado según Gerschenson, (30). Este medio de cul
tivo, libre de suero y de timidina fría (no radiactiva), se adicig
nó con 1 mg/ml de albúmina bovina (Sigma), e Insulina 10 M. Los es
tudios de proliferación se realizaron agregando al medio 2 uCi de
(H-metil) timidina (actividad específica 62 Ci/mM, NewEngland Nu
clear) por m1. Las piezas se incubaron durante períodos de tiempo
variable en un incubador de Dubnoff con un agitado vigoroso. Pos­
teriormente las piezas fueron lavadas en solución salina, fijadas
en formol neutro y procesadas con técnicas histológicas de rutina
de inclusión en parafina. Cortes de 5 micrones se desparafinaron
con xilol y se procesaron para autorradiografía con emulsión NTB-Z
(Kodak). Las autorradiografías fueron teñidas con hematoxilina y
eosina. Se incubaron por cada animal, un promedio de 18 piezas,
obteniéndose, varios cortes histológicos de cada una. Se contaron
más de 1.000 celulas por animal. Se consideraron marcadas aquellas
células cuyos núcleos poseían mas de 5 granos. Los datos se exprev
saron comoel porcentaje de células epiteliales con nucheo marcado
por el númerototal de células epiteliales.

E] error del método, que se calculó como Desviación
Standard x IOO/media, fue de 3,1% para diez determinaciones del
mismocorte y 5,8% para diez determinaciones de distintos cortes
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pero del mismo animal.

Estudios de cinética celular "in vivo"

Los conejos fueron inyectados subcutaneamente con 0,65
mCi de (3Hmmtíl) timidina (actividad específica 62 Ci/mmol, New
England Nuclear) cada 6 horas durante 3 días. A1 tercer día algu­
nos conejos fueron sacrificados. El resto recibió una dosis de 17
p estradiol, progesterona o vehículo. A las 24 horas (cuarto día)

recibieron una segunda inyección e 1a misma hormona y a1 día si­
guiente (quinto día) fueron sacrificados. Los uteros fueron extra;
dos, fijados en formol neutro y procesados para autorradiografía
comose describió en el punto anterior. Se determinó el porcentaje
de células marcadas y el número de granos por núcleo en los epitg
lios luminal y glandular. Los cortes histológicos fueron obtenidos
del tercio medio de ambos cuernos uterinos y se contaron más de
2.000 celulas epiteliales tomadas de un promedio de 8 cortes his­
tológicos de diferentes piezas de cada animal. Se trató siempre de
obtener igual número de piezas de la región mesometrial y antimesg
metrial. Los datos se expresaron comoel porcentaje de células epi
teliales con nucleos marcados (más de 5 granos) por el número to­
tal de células epiteliales. E1 error del método calculado comoen
el punto anterior fue para diez determinaciones del mismocorte 2,7%
y para determinaciones de 10 cortes de diferentes piezas del mismo
animal 4,2%

Estudios de migración celular

Una dosis única de 1 mCi de (übmetil) timidina (activi­
dad especïfica) 62 Ci/mMol, NewEngland Nuclear) en un volumen de
1 m1 se administró a tiempo cero. Tres horas después algunos cone
jos fueron sacrificados y al mismotiempo al resto de los anima­
les recibieron una dosis de 17 p estradiol o vehículo (aceite de
maiz). Este segundo grupo de animales fue sacrificado a las 24 y
48 horas. En todos los casos los úteros fueron extraídos y proce



sudos para uutorrudiografïa comofue descripto anteriormente, Fi­
nalmente, se determinó el porcentaje de células marcadas en el
epitelio luminal y en los tercios superior, medio e inferior de
las glándulas cortadas longitudinalmente.

Estudios microespectrofotométricos e histométricos

Para la determinación del ADNmediante métodos microes­
pectrofotométricos, se realizó la tinción de gallocianina cromo
alumbre según Sandritter (36). Los cortes histológicos se despara
finaron y se trataron con ARNasa (Sigma) 0,1 mg/ml a 37°C durante
4 horas; luego se lavaron y colorearon en 1a solución de gallocía
nina a pH 1,8 durante 48 horas. Después de lavados y deshidrata­
dos los cortes se montaron en Permount. Las mediciones del ADNse
llevaron a cabo en un microfotómetro O3 Zeiss empleando el método
de "multiple plug" (37). Linfocitos del mismotejido se usaron cg
mo indicadores de la cantidad diploide de ADNe higado como marca
dor de los valores diploide y tetrapolide.

La determinación de la circunferencia interna del lumen
uterino, se llevó a cabo con un curvímetro (Minerva, Suiza) sobre
la imágendel tejido proyectado en una pantalla de televisión, usan
do una cámara montada sobre un microscopio óptico. El número de cg
lulas luminales por unidad de longitud, el número de glándulas por
corte y el númerode células en la circunferencia de 1a glandula
cortada transversalmente fueron determinadas usando un microscopio
óptico con un ocular graduado.

Determinación de Uteroglobina (blastoquinina)

Después del tratamiento con HCG(inductora de ovulación)
los conejos fueron sacrificados a distintos tiempos y el cuerno
uterino iunierdo desecado y ligado en ambos extremos. La luz ute
rina fue varias veces lavada con solución fisiológica y el líqui—
do de lavado recuperado se centrifugó para librarlo de células y



detritus tisulares. Posteriormente el líquido de lavado se con­
centró por liofilización y 1a uteroglobina se determinó por inmu­
noelectroforesis (38) empleandoun anticuerpo antiuteroglobina de
sarrollado en el laboratorio del Dr. Gerschenson en la Universidad
de Colorado (9).

Microscopía Electronica

Los tejidos se fijaron en glutaraldehido a1 2,5% en 0,14
Mbuffer fosfato, pH 7,2 durante 2 horas a 4°C. Posteriormente se
lavaron en el mismobuffer y se postfijaron en tetróxido de Osmio
al 1%en el mismo buffer. El material se deshidrató en etanol y se
incluyó en Epon (En utilizándose como intermediario el óxido de
propileno. Los cortes de aproximadamente 60 nm. se realizaron con
un micrótomo Sorvall MT2 y se tiñeron con acetato de uranilo y sg
lución de plomo de Reynolds.La observación se llevó a cabo en un
microscopio Philips EM200.

Inmunohistoquímica de la MembranaBasal

Para estudiar las modificaciones de la membranabasal en
el útero sometido a distintas condiciones hormonales, se preparó
un anticuerpo antimembrana basal en oveja. E1 antígeno utilizado
fue la cápsula del cristalino del conejo, la que fue obtenida por
disección en ojos de conejos recien sacrificados. Las cápsulas fue
ron lavadas en solución fisiológica y homogenizadas a 20.000 rpm.
en un homogenizador Virtis, sonicadas en un baño de hielo durante
S minutos y centrifugadas a 10.000 xg a 4°C durante 30 minutos.
El proceso se repitió 3 veces y el pellet con el material insolu­
ble fue lavado varias veces en solución fisiológica. El antígeno
asi obtenido suspendido en Adyuvante completo de Freund se inyec­
tó a un ovino. Inyecciones de refuerzo fueron posteriormente admi
nistradas con Adyuvante de Freund incompleto.

El antisuero obtenido fue ensayado en cortes por conge­



lación. El material fresco fue congelado inmediatamente en nieve
curbónicu hasta el momentodel corte, el cual se realizó en un
criotato a -18°C. Los cortes se fijaron en acetona a 0°C durante
IO minutos y sc lavaron en solución salina tamponada con tris pH
7,4 durante ¡0 minutos. Los cortes fueron coloreados con 1a técni
ca de la Inmunoperoxidasa descripta por Nakane (4o) que consiste
en exponer los preparados al suero antimembrana basal en una dilu
ción 1: 200 a 1:400 durante 15 minutos. Después de lavarse cuida
dosamente en solución salina-Tris para extraer el exceso de este
suero, se exponen al segundo anticuerpo, anti Inmunoglobulina G de
oveja preparado en conejo y conjugado con peroxidasa (Cappel) du­
rante 10 minutos. Los preparados son lavados repetidamente y la
peroxidasa es revelada con Diaminobencidina (41).

La característica de extrema insolubilidad del antígeno
imposibilitó los ensayos inmunoquímícos del suero antimembrana ba
sal, por lo que el análisis del mismose llevó a cabo en cortes
por congelación de riñón que tiene una membranabasal caracterís­
tica que permite el estudio del título y especificidad del suero.



R U S U L T A D O S

ESTUDIOS DE PROLIFERACION "IN VITRO"

1.- Animales Control. En la figura 2 y 3 se observan microfotogra­
fias de autorradiografias de fragmentos de utero incubados en medio
de cultivo con timidina tritiada. Los fragmentos de utero de conejo
control (intactos) incubados con timidina tritiada (3H—Tdr)durante
periodos de tiempo variable mostraron una relación lineal entre los
indices de marcación y los tiempos de incubación, con una pendiente
mayordel epitelio glandular con respecto a la del luminal (figura
4). Estos valores fueron sujetos a un analisis de la curva tiempo
respuesta comola discutida por Grizzle and Allen (41). Se estimó
la recta de regresión para cada tipo de epitelio. Las rectas de rg
gresión media estimada responde a las funciones: I.M.= 0,75 + 0,14t
y para el epitelio glandular y I.M. = 2,27 + 0,4t para el epitelio
glandular, siendo I.M.z indica de marcación y t: tiempo de incuba­
ción. De acuerdo a estos datos 1a pendiente de la recta, que repre
senta el flujo celular a travez del ciclo celular y por lo tanto un
indicador válido de proliferación, es significativamente mayor que
en el epitelio glandular (p«<0,01). Sin embargo, para ambos tipos
de epitelio la pendiente es significativamente mayor que cero
(p<;0,01). Las dos curvas difieren también en su ordenada al ori ­
gen (estimador del periodo S) con un p< 0,05. Por otra parte todos
los valores del epitelio glandular son significativamente mas altos
que los del epitelio luminal.

2.- Efecto de Estrogeno y progesterona. Cuando se estudió la marca
ción "in vitro" de animales que habian sido inyectados 24 horas an
tes con 17B —estradiol se encontró que el indice de marcación de
las células glandulares se incrementó significativamente, pero no
se apreciaron cambios detectables en el epitelio luminal (Figuras
5 y ó). Contrariamente los animales tratados con Progesterona por
24 horas, mostraron un visible incremento en el indice de marcación
que fue estadísticamente significativo para el epitelio luminal pg
ro no para el glandular mientras que los animales tratados con pro
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Fig. 2. Microfotografïa de una autorradíografía de
un fragmento de útero incubado en medio'con
3H-Tdr. X 200.

Fig 3. Detalle a mayor aumento de cortes trans­
versales de glándulas con células marca­
das. X 700.
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gesterona por 48 hrs presentaron un marcado incremento de los índi
ce para ambosepitelios.

La administración simultanea de estradiol y progestero­
na produjo un efecto mutuamente antagónico para ambas hormonas en
los dos tipos de epitelio.

En los úteros de conejos tratados con progesterona du ­
rante 24 horas se observaron areas en el epitelio luminal con un
alto índice de marcación y brotes glandulares (figura 7). Seccio­
nes seriadas de estas areas determinaron que no se tratan de arti
ficios de técnica debidos a1 plano de corte. Ademaseste tipo de
estructura no fue observado en los conejos inyectados con aceite
(vehículo) o estrógeno, sino solamente en aquellos tratados con
progesterona. Un esquemade las distintas estructuras encontradas
con su indice de marcación se presenta en la figura 8.

3.- Estudios animales ovariectomizadosEl analisis de los indi
ces de marcación en animales ovariectomizados mostró porcentajes
muybajos de células marcadas en ambos epitelios, desapareciendo
las diferencias proliferativas que se observan en los epitelios lu
minales y glandulares de los conejos control(Tab1a I). El trata ­
miento con estrógenos aumentó el índice de marcación del epitelio
glandular pero no el del epitelio luminal. La progesterona por su
parte indujo un marcado efecto proliferativo en ambosepitelios y
el tratamiento combinado de ambas hormonas produjo una mutua inhi
bición del efecto de ambas hormonas.

4. - Tratamiento crónico con estrógenos. También se estudió con
este sistema los efectos que sobre los epitelios glandular y lumi
nal del endometrio tiene 1a administración crónica de estrógenos
(poliestradiol forfato)durante 14 y 28 días. Comose puede obser­
var en la Tabla II, a diferencia de lo que ocurre con el Y7fl-es­
triol en los tratamientos a corto plazo, los estrógenos administra
dos en forma crónica no producen aumento en los indices de marca ­
ción del epitelio glandular. El epitelio luminal tampoco fue afec­
tado por este tratamiento.



Pág 7a. Utero de conejo trata­
do con progesterona nor 24
horas. Intensa marcación
de] lumen y glándulas.
x 1400.

Fígu 7b. Areas focales de
proliferación y brotes
epiteliales. X 1400
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TABLA

TRATAMIENTO HORMONAL GLANDULA LUMEN

NINGUNO(n = 4) 0.51 1 0.88 0.97 i 0.95

l7B-ESTRADIOL(n = 4) 2.80 t 3.20 0.77 i 0.89

PROGESTERONA (n = 2)

ESTROGENO + PROGESTERONA

(n = l)

35.95 (31.8-43.l) 37.49 (31.8-43.1)

Efecto de las hormonas ováricas sobre el índice de
marcación en animales ovariectomízadados 60 días antes
del tratamiento.



TABLAII

TFATAMIENTOHORMONALGLANDULALUMEN

NINGUNO(Sol.Salinaunavezen14díasA3.01t0.33E0.74t0.08 NINGUNO(Sol.Salinadosvecesen28días)B3.2410.36F0.90t0.10 POLIESTRADIOLFOSFATO(unavezen14días)C2.93t0.11G

(‘J
,_.

C
+l

¡x
oo

O

POLIESTRADIOLFOSFATO(dosvecesen28días)D2.97t0.15H0.77+0.08

Indicesdemarcacióndelepiteliouterinodespuesde1aadminis­

tracióndeEstrógenodurante14y28días.

LosdatossonexpresadoscomoXio,n=Sconejos.Lasúnicascomparaciones

estadísticamentesignificativasson:A15E,B15F,CXE_G,D!E_H=p<0.001.



S. - Estudio en la pseudopreñez y relación con uteroglobina. Se es
tudió lu proliferación celular a los 2,4, 6 y 9 días de pseudopre­
ñez inducida por la inyección de gonadotrogina coriónica humana.En
los mismosconejos el cuerno iunierdo fue ligado y la concentra ­
ción de uteroglobina en el fluido uterino fue determinado por mé­
todos inmunoquímicos. Los resultados demostraron un considerable
incremento proliferativo en ambosepitelios al segundo día de la
inyección de gonadotrofina, que declina marcadamente al cuarto día,
encontrandose muypocas células marcadas al sexto y noveno día (Fi
gura 9). Contrariamente la producción de uteroglobina es baja al
segundo día y se incrementa sensiblemente en los días cuarto y se}
to, decreciendo al día noveno. Se corroboró mediante un estudio
histológico, la inducción del endometrio secretorio en los uteros
utilizados en este experimento. (Figura 10 y 11).

EFECTO HORMONAL SOBRE LAS POBLACIONES CELULARES PROLIFERANTES Y EN
REPOSO

En este experimento se administró a las conejas timidi­
na tritiada cada ó horas durante 3 días con el objeto de marcas tg
das 0 al menos 1a mayor parte de las células en proliferación.Cuan
do se suspendió la administración de timidina tritiada, las hormo­
nas ováricas fueron administradas durante dos días. Un esquema de
este experimento es mostrado seguidamente:

Hormonas
o Hormonas Sacrificio

Sacrificio

3H-Tdr i ' í
lllllllLllllllJllllllllllllllJJIllllJllllll

r" l I l l 1

0 día l día 2 días 3 días 4 días 5 días

<— Períododemarcación ——>



(°/o) NODVDHVW 3C] BDIÜNI

80r­ 60'­ LOF­ 20­

DIAS

Fig9.

Uteroglobina.

TodoslospuntosrepresentanÏ'i a,n

encélulasluminales(V)yglandulares(o)

Relacióntemporalentrelaproliferaciónylaproducciónde

=3conejos.Indicesdeproliferación
;uteroglobina(o).

(OP!_Í31ap 5/5”) VNIGO'IOOHBLO



Fig.

-26­

10. Bndometrío prolíferatívo. X 200

11. Endometrío secretorío. X 200.



Lu administración de l7{5-Estradiol resultó en una dismi
nución significativa del indice de marcación del epitelio glandular
pero no del epitelio luminul (Tabla III). La administración de pro
gesterona indujo un incremento estadísticamente significativo en el
epitelio glandular y luminal. Los animales controles inyectados so­
lamente con el vehículo, mostraron un incremento significativo en
el epitelio glandular para no en el luminal, comparados con los ani
males controles sacrificados al final del tratamiento con 3HTdr.

En el mismo experimento se analizaron el número de gra ­
nos de plata por cada nucleo de las células espiteliales, con el
propósito de estimar el númerode veces que las células se dividie
ron después de 1a administración de 3HTdr y como ésto es afectado
por el tratamiento hormonal. La figura 12 y 13 muestra que el núme
ro promedio de granos por nucleo decrece a la mitad en dos días,en
ambos epitelios, glandular y luminal. En las mismas figuras se mues
tra que en los conejos tratados con estradiol no hubo disminución
en el número de granos por nucleo en las celulas glandulares, mien
tras que en el epitelio luminal hubo un incremento de granos compa
rados con el control. El tratamiento con progesterona indujo una
marcada disminución en el número de granos por nucleo en ambos epi
telios.

EXPERIMENTOS DE MIGRACION CELULAR

Para el estudio de migración celular se dió un pulso uni
co de 3 HTdr y dos inyecciones de 17 fi estradiol o vehículo (0 y 24
hs.), sacrificandose los animales a los 3, 24 y 48 hs. según el si
guiente esquema:



TABLA III

Indice_de marcacíon en cel. epitel.
_ (X i o, n = 5 conejos)

CONDICIONES EXPERIMENTALES
GLANDULA LUMEN

CONTROL3 (3H—Tdrdurante 3 días) A 48.9 t 1.7 E 19.4 t 1.9

CONTROL5 (3H-Tdr durante 3 días y

vehículo durante 2 días) B 65.2 i 2.1 F 19.0 i 1.0

ESTRADIOL(3H-Tdr durante 3 días y

estradiol durante 2 días) C 50.3 i 2.1 G 16.1 t 0.5

PROGESTERONA(3H-Tdr durante 3 días y

progesterona durante 2 días) D 92.7 i 2.5 H 81.5 i 3.5

Porcentaje de celulas epiteliales uterinas con nucleos marcados
despues de 1a Administración de 3H-Tdr durante 3 días, seguido
por la administración de las hormonas.

Significación estadística: A !g_B, B Xi C, B XE_D, C XE_D, F Xi H, G Xi H,
A vs E, B vs F y C vs G = p<0.001. Otras comparaciones no fueron estadística­
mentesignificativas.
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Fig. Ii. Númerode granos de nlata nor nucleo de e­
pitelio glandular.

H1 diseño experimental es e] mismo que para la Tabla IIT,
pero en este ruso e] número de granos de plnra por céïula mar­
cndn fue registrado. A = Control 3 (3H-Tdr por 3 días); B =

Control S ( H-Tdr por 3 días y luego 2 días de administración
del vehículo); C = estradíol ( H-Tdr por 3 días v luego estra­
díol durante 2 días) y D = Progestcrona ( H-Tdr por 3 días v

luego progesterona durante 2 días). E] número con Ia Flecha
índívn el valor medio.
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El diseño experimental es e] mismoque para la Tabla III,
pero un este caso e] número de granos de plata por célula mar­
cada fue registrado. A = Control (3H—Tdrpor 3 días); B =

Control 5 (3H—Tdrpor 3 días y luego 2 días de administración

de vehículo); C = Estradio] (3H-Tdr por 3 días v luego estra—
díol durante 2 días) y D = Progesterona ( H-Tdr por 3 días y
luego progesterona durante 2 días). El numero con la flecha
Índícu cl valor medio.



Hormonas Hormonas
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3H-Tdr (pulso de marcación)

A las tres horas el índice de marcación en el tercio me
dio e inferior de 1a glándula es mayor que en el tercio superior
comoasí también en el epitelio luminal, siendo éste el que pre ­
senta los valores mas bajos. A las 24 y 48 horas hay una continua
disminución en los Índices de marcación del tercio medio e infe ­
rior, mientras que el tercio superior presenta un constante incrg
mento. En el epitelio luminal se observa un incremento a las 24 ho
ras, que llega a un "planteau" a las 48 hs. (Figura 14).

En los animales con tratamiento hormonal en cambio, se
observa un ligero incremento del índice de marcación en los ter ­
cio medio e inferior de las glandulas a las 24 horas y una dismi­
nución a las 48 horas, mientras que en el tercio superior hay un
incremento a las 24horas llegando a un plateau a las 48. El lumen
por su parte no mostró cambios a las 24 horas pero mostro un incrg
mento a las 48 horas. Este fenómeno se evidencia por una acumula
ción de células marcadas en el cuello de lasglandulas, en las pro
ximidades del epitelio luminal.
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ESTUDIOS HISTOMETRICOS EN CONEJOS TRATADOS CON ESTROGENOS

En conejos tratados en forma aguda (1 ó 2 días) y cróni
ca (2 a 4 semanas) con estrógenos se determinaron: la circunsfe ­
rencia interna del útero, el númerode células en 100,um de epite­
lio luminal, el númerode glándulas en un corte transversal del
útero, el númerode células por glándulas cortada transversalmen­
te, y el número de células por 100_pmde epitelio glandular. Los
resultados de estos experimentos son mostrados en la Tabla IV. La
circunsferencia interna del útero incrementó bajo la influencia
de estrógenos endógenos (intacto vs ovariectomizados) o exógenos.
Todos los otros paramétros estudiados no fueron alterados por .la
administración de 1a hormona.

ACCION DE LA 206f- HIDROXI-PREGN-4-EN-3-ONA (ZO-OH-P)

a.- Mocroscipia óptica y electrónica

El único efecto observado por la administración de 20­
OHvPen el endometrio de conejas ovariectomizadas, fue la inducción
de gran númerode células cíliadas claras las que se observaron sg
lamente en el epitelio luminal (Figura 15 y 16). Estas células pug
den ser facilmente reconocidas por su núcleo de gran tamaño y su
pálido citoplasma.

La microscopía electrónica de estas células (Figura 17),
mostró un citoplasma muyclaro con escasas mitocondrias, ribosomas
y reticulo endoplásmico. Se encontró ademas que todas las celulas
claras son cíliadas, y que todas las celulas cíliadas tienen las
características de células claras, con excepción de un pequeño nú­
mero que mostró condensación nuclear, figuras míelínicas y vacuolas
de grasa, es decir signos definidos de muerte celular, las cuales
no fueron observados en otros tipos celulares. (Figura 18).

b.-Iuteracción de 20-OH-Py otras hormonas ováricas

Cuando la 20-0H-P se administró simultaneamente con 17a ­



TABLAIV

Ce1./100U epitelio luminal

Glandulas

por

sección

Circunferencia

internaporepitelio

(U)Glándulaglandular

ABCDE

CélulasCel./100L

CONDICIONESEXPERIMENTALES Ovariectomizados302i28 (vehículodurante2días)

2823i0.679.6t4.123.9i1.326.4*

Administraciondeestrggenoporperíodoscortosdetiempo

Intactos(vehículoldía)687i2534.0t80.0+3.5

30.1+

3.Intactos(vehículo2días)928i2432.0i1.376.0
.Estradiol(ldía)928i2430.6i2.077.6

1197i71

Estradiol(2días)29.6i1.170.0+

Administracióndeestrógenoporperíodoslargosdeítempo

6.Intactos(vehículo1vezen14días) 7.Intactos(vehículo2vecesen28días) 8.Políestradiolfosfato(lvezen14días) 9.Políestradiolfosfato(2vecesen28días)

498 500 824
1102

1028.3t3.375.6 4426.0t0.478.3 3124.0 6124.3

i2.9 t0.8

30.2 31.0 32.8 33.4

3.0 3.6

31.0 32.0 29.9 34.6

Efectodelaovaríectomíay1aadministracióndeestrógenosporperíodosdetiempo

losparámetrosmorfológicosdelutero. LosdatossonexpresadoscomoÏ_io,n=Sconejos. columnaA=lvs2,2vs4,.3vs5,6vs8y7vs9=p<0.001.

variablesobre

Lasúnicascomparacionesestadísticamementesignificativasfueronen
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Fíg. 15. Microfotografía de células claras ciliadas
observadas en el epitelio luminal. X 1400.

Fig. 16“ Celulas Claras. X 2500.



Fíg 17. Microfotografía electrónica del endometrío de un conejo tratado con 20-0H-P.
Varias células ciliadas con escasos organoides en el citoplasma estan pre­
sentes en el epitelio. X 15.000

Fíg 18. Mícrofotografïa electrónica de una célula cíliada mostrando marcados cam­
bios degenerativos. X 10.000



estradiol se observó solo el efecgo de esta última hormona, es de
cir que histologicamente el útero presentaba células epiteliales
grandes con un gran nucleo basal eucromátíco y estroma edematoso
con capilares dilatados, no encontrándose aumento en el número de
células ciliadas, parametro este regulado por la primera hormona
(Tabla V). Cuando la 20-OH-P se administró simultaneamente con pr9
gesterona se observó una mutua inhibición del efecto de ambas hor
monas. En este caso el endometrio no presenta una completa arbori
zación ni incremento en el número de celulas claras, más aún, en
animales tratados con estrógenos o progesterona solamente, parece
existir una disminución en el númerode células ciliadas con res­
pecto al control. (Figura 19)

c.- Efecto de la suspensión del tratamiento con ZO-OH-P

Dos días después de suspender el tratamiento de cinco
días de duración, con 20-OH-P, se observó un típico endometrio se
cretorio arborizado equivalente a 4-5 días de pseudopreñez induci
da con Gonadotrofina corionica (HCG).Las similitudes entre el en
dometrio secretorio inducido por HCGo por 20-0H-P no solo inclu­
ye la arborización, sino también típicos cambios en el estroma ta
les comocongestión y edema y desídualización alrededor de los ca
pilares.

En la parte superior de las glándulas, se encontraron ce
lulas claras en un número inusual para un epitelio secretorio (Ta­
bla V). Tres días después de finalizado el tratamiento con ZO-OH­
P, la presencia de células claras era aun evidente para el epite­
lio uterino comenzoa mostrar cambios degenerativos evidentes.
Cuatro días después de la suspensión los cambios degenerativos eran
marcados pero no se observaron las típicas células multinucleadas
que están usualmente presentes a tiempo equivalente de la pseudo­
preñez.

d.- Determinación de ADNen núcleos individuales

El contenido en ADNen núcleos individuales se determinó



TABLAV

Tratamiento

Célulasclaras­ ciliadas/1000 cel.luminales
(Íz0)

Gradode arborización

PatrónHistológico

CONTROL(Aceitedemaíz) 178ESTRADIOL
PROGESTERONA

20-0H-P 20-OH-P+17B-ESTRADIOL 26-0H-P+PROGESTERONA 48hspost-interrupciónde20-0H-P 72hspost-interrupciónde20-0H-P 96hspost-interrupciónde20-0H-P

51.5i15.9 17.0t7.0*
1.5i1.5***

189.3i56.0**
88.2t29.4

2.01'1.1***
74_0t13.6 49.0t7.0 45.7i14.9

+3 +3 +2

Atrófico Normal Secretorio Atrófico Normal Ligeramentesecretorio Secretoriox Secretoríoynecrótico Secretorioyextensiva necrosis

Efectodelaadministraciónde20-0H-Pysuinterrupción,

sobreelepiteliouterino

deConejasovariectomizadas.Interacciónconl7B-estradiolyprogesterona. Sinificaciónestadística:*0.1<p<0.05;**0.05<p<0.02;

***0.02<p<0.01.

ElgradodearborizaciónfueestimadodeacuerdoalaescaladeMcPhail(13).



Fig. 19. Microfotografïas opticas de üteros de conejos ovaríectomízados
ínyectados con A) vehículo; B) 20-0H-P; C) 20-0H-D + Estradio]
y D) 20-0H-P + progesterona.



cn los epitelios luminal y glandular de conejos intactos ovariec­
tomizados y tratados con 20-OH-P. En la figura 20 se muestran es­
tos resultados conjuntamente con los valores obtenidos en linfoci
tos tomados como referencia del valor 2 c y ADNe higado como mar
cador de los valores Zc y 4C. El contenido en nucleos luminales y
glandulares de conejas ovariectomizadas y epitelio luminal de ani­
males intactos mostró la típica distribución sim trica y unimodal
de las poblaciones celulares con escasa proliferación. La distribp
ción del ADNen las células glandulares de animales intactos o tra
tados con ZO-OH-Ptambién mostró un pico modal en el valor 2c,pe—
ro en este caso la distribución fue claramente asimétrica hacía la
izquierda lo cual es característico de poblaciones celulares en ac
tiva división. Estos hallazgos son consistentes con experimentos
previos donde se observó un mayor índice proliferativo en celulas
glandulares que en celulas luminales.

Las celulas no ciliadas del epitelio luminal en las co­
nejas tratadas con 20-0H-Pmostraron una distribución bimodal con
un pico en 2c y otro pico prominente en el valor de ADN4c (figu­
ra 20).

Las células ciliadas por otra parte mostraron 1a distri­
bución unimodal simétrica en 2Ccaracterístico de las poblaciones
sin actividad proliferativa (Figura 21).

ESTUDIO INMONOHISTOQUIMICO DE LA MÉMBRANA BASAL

Con un anticuerpo contra 1a membranabasal se estudiaron
las modificaciones de esta estructura en distintas condiciones ho;
monales. La figura 22 muestra un control del anticuerpo realizado
en riñon donde pueden observarse la reacción de inmunoperaxidasa pg
sitiva en la unión corio epitelial de los tubulos y en el glomeru­
lo renal.

En utero se encontraron tres patrones distintos de la
membranabasal, de acuerdo a1 estado fisiológico del mismo.
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En animales ovariectomízados se encontró una membrana basal
de gran espesor, no bifurcada y altamente reactiva contra el
anticuerpo antimembrana basal (figura 23).
En animales que estaban bajo influencia de estrógenos, la mem
brana basal era mas fina y menos regular (figura 24).
En animales tratados con progesterona o en los primeros días
de la pseudopreñez, la membrana basal era mas gruesa con una
apariencia de multiples capas irregulares (figura 25).
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Fíg. 22. Reacción inmunoperoxídasa positiva de mem—
brana basal en riñon.

Fig. 23. Utero de animales ovariectomizados. Membra­
na basal de gran espesor, no hifurcada y
altamente reactiva al antícuerno.
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Fig 24. Utero de animales bajo 1a influencia de es­
trógenos. Membranabasal fina y levemente
irregular‘

Fig. 25. Utero de animales tratados con nroges­
terona. Membranabasal gruesa con ana
riencia de multiples canas irregulares..



DISCUSION

Para el estudio de los efectos de las hormonas ováricas
sobre la proliferación del epitelio endometrial se desarrolló una
técnica en 1a que las hormonas ejercen su acción "in vivo" y el
estudio de proliferación se realiza "in vitro", incubando trozos de
tejido con timidina tritiada. Técnicas similares han sido usadas
en otros laboratorios (43.44,45,46). Sin embargodado que el epite
lio del endometrio del conejo es un simple estrato celular y las
glandulas son en general cortas y rectas, no se ha observado en es
te modelo los problemas debidos a la falta de difusión de la timi­
dina y de oxigenación comunicada por otros autores (44,46). Por
otra parte, se ha observado que la incorporación de timidina en las
celulas epiteliales es lineal por lo menosdurante 12 horas, lo
que indica que los tejidos conservan su capacidad metabólica intac
ta en ese periodo.

Utilizando este sistema para estudiar proliferación en el
epitelio uterino de animales intactos, se ha obseryado que las cé­
lulas glandulares tienen un flujo de entrada a la fase S del ciclo
celular mayor que el de la células luminales, lo cual indica una
mayoractividad proliferativa del epitelio glandular en dichos ani
males. Comolos conejos son ovuladores inducidos y se encuentran
indefinidamente en estro continuo y considerando que ha sido mos­
trado en experimentos de este trabajo (Figura 5,6) que las celulas
de las glandulas serian el blanco para el efecto proliferativo del
170 -Estradiol, puede postularse que la mayoractividad prolifera­
tiva de las células glandulares se origina en el estímulo estrogé­
nico endógeno. Confirma además esta hipótesis otros experimentos
(Tabla I) donde se ha podido demostrar que no hay diferencias en
los indices de marcación entre las células glandulares y luminales
en los animales ovariectomizados. En estos mismos experimentos se
mostro que mientras una dosis baja (0,1 mg/Kg/dia) de 17(5-Estradiol
no afecta la proliferación del epitelio uterino de animales intac­
tos a las 24 horas, la misma dosis de la hormona indujo un marcado
efecto proliferativo en las glandulas de conejos ovariectomizados.



Este hallazgo sugiere que existe un mecanismode desensibilización
para la acción estrogénica en los conejos adultos intactos, que es
tan normalmentebajo una constante estimulación estrogénica, mien­
tras que en los conejos ovariectomizados el umbral para el efecto
del 17(3-Estradiol es menor. Mecanismosde desensibilización simi­
lares al sugerido, fueron descriptos en el utero de la rata y el
ratón (47,48). Ademásen células del endometrio de conejo se ha
demostrado una disminución de receptores estrogénicos comorespues
ta al tratamiento con esta hormona, fenómeno que puede estar rela
cionado a los mecanismosde desensibilización descriptos (49).Los
datos presentados en este trabajo sobre tratamiento crónico con es
trógenos (Tabla II) también indicarian la existencia de un mecanis
mo de este tipo.

La progesterona inyectada a conejos intactos indujo un
incremento en el índice de marcación de los epitelios luminal y
glandular. Los experimentos realizados en conejos ovariectomizados
mostraron los mismosresultados, los cuales son consistentes con
trabajos previos (14,50) que muestran que en conejos adultos ova­
riectomizados no es necesario un tratamiento previo con estrógeno
para permitir la acción de progesterona, siempre que una dosis su
ficientemente grandeqdeésta sea administrada.

En los úteros de animales inyectados con progesterona se
observaron areas de hiperplasia focal en el epitelio luminal, lbs
cuales son sitios activos de proliferación celular. Estas areas pa
recen estar relacionadas con 1a formación de glándulas (13) o plig
gues (15) que caracterizan el endometrio de conejas preñadas o pseg
dopreñadas.

Las hormonas ováricas parecen regular, en forma diferen­
te, a las células del epitelio luminal y glandular. Sin embargola
administración simultanea de ambas hormonas resultó en la mutua
inhibición de sus efectos proliferativos (Figuras 5,6). Este hallaí
go sugiere la existencia de mecanismosregulatorios complejos en
el endometrio para la modulación de 1a proliferación celular por
las hormonas ovaricas. Esto ha sido sugerido previamente en traba



jos en los que utilizando cultivo de tejidos de endometrio (33) se
demostró la existencia de un factor que resulta de la interacción
de la progesterona con células en división. Este factor inhibe el
efecto proliferativo de los estrógenos sobre las células Godel
cultivo. También ha sido demostrado que la progesterona induce una
disminución de los receptores estrogénicos en cultivos de endome­
trio de conejo (34,49).

Una importante diferencia en los efectos biológicos de
las hormonasováricas usados en estas investigaciones, reside en
el resultado final del efecto proliferativo que ellas ejercen so­
bre el endometrio. La progesterona, pero no los estrógenos, pare­
ce ser esencial para 1a formación de glándulas funcionales (51),
las cuales parecen estar formadas de células diferenciadas, secrg
torias y no proliferantes (19).

Si bien los mecanismos no estan completamente dilucida­
dos, surge de estas experiencias que, tanto el estrógeno comola
progesterona, regularían la proliferación del epitelio uterino del
conejo por mecanismosdiferentes y con complejas interacciones en­
tre ambas hormonas. El estrógeno mantendría el trofismo del órga­
no y la progesterona induciría una rápida onda de proliferación
que llevaría a 1a diferenciación terminal y a la formación del en
dometrio secretorio.

Estos mecanismos también se pusieron de manifiesto en los
estudios de pseudopreñez inducida por Gonadotrofina coriónica hu­
mana (HCG). Dos días después de la ovulación se produce un explo­
sivo aumentode la proliferación en el epitelio glandular y lumi­
nal cuyo significado puede asumirse que esta relacionado con la
posterior arborización del endometrio. Despuésdel pico prolifera­
tivo hay una casi completa ausencia de actividad que coincide con
1a apariencia morfológica de un endometrio secretorio. Es en este
punto donde los niveles de uteroglobina se incrementaron notable­
mente en 1a secreción uterina. Es interesante remarcar que el epi
telio uterino deja de proliferar y empiezaa secretar altos nive­
les de uteroglobina antes de que la arborización este totalmente



desarrollada. Por otra parte estos resultados, asi comoestudios
inmunohistoquímjcosrealizados por otros laboratorios (19,20) con
firman la observación de que 1a utcroglobina es secretada por cé­
lula glandulares, no proliferantes y probablemente terminalmente
diferenciadas.

Estudios previos realizados en cultivos de células del
endometrio del conejo habian mostrado que el blanco del efecto pro
liferativo de los estrógenos son las células en reposo (probable­
mente Go) normalmente presente en estos cultivos. En este modelo
experimental la progesterona no estimulaba la proliferación celu­
lar pero interactuaba con las células ciclantes paraproducir un
factor al que nos hemosreferido anteriormente (10,34). Un factor
similar esta presente en el medio de cultivo de células sembradas
con alta densidad (35). Basado en estos hechos se ha considerado la
hipotesis que el utero puede estar compuesto por diferentes pobla­
ciones celulares que tienen una respuesta proliferativa diferente
a las hormonas ováricas. Esto ha sido parcialmente demostrado en
los experimentos comentados en el párrafo anterior donde se ve la
respuesta diferencial de los epitelios glandular y luminal a las
hormonas ovaricas. Sin embargo se ha querido profundizar el con­
cepto y se ha tratado de demostrar si el blanco para 1a misma hoL
monapueden ser células en distintos estados del ciclo prolifera­
tivo. Para ello se diseñó un experimento en el cual el comporta ­
miento de las células proliferantes fue marcado mediante la admi­
nistración rutinaria de timidina tritíada durante tres días. Las
hormonas se administraron 3 horas despues de haber finalizado el
tratamiento con timidina tritíada. En el análisis de este experi­
mento se aume que la timidina es completamente catabolizada en 3
horas (52) y que un aumento de la proliferación por entrada de cg
lulas de Goal ciclo celular resultaría en una disminución en el
índice de marcación. Por el contrario un incremento en el índice
de marcación, seria causado por el acortamiento del ciclo celular
en células que ya se dividían. E1 análisis del número de granos
por nucleo en el mismoexperimento confirmarïa estas conclusiones.
ya que la división de células cuyos nucleos ya estaban marcados



(células en división) resultaría en la dilusión de la radiactivi­
dad en cada núcleo y por 10 tanto una disminución del número de
granos por núcleo.

Los resultados de estos experimentos mostraron que des­
pués de 3 días de marcación el 20%de las células del epitelio lu
minal y el 50%del glandular tienen los nucleos marcados. Dos días
después, el número de células marcadas se incrementa en la glándu
la pero no en el lumen. Estos resultados son consistentes con la
mayoractividad proliferativa de las glándulas demostrada anterior
mente. Considerando que las células del lumen se dividen lentamen­
te y que en este trabajo se ha presentado evidencia de migración
celular desde las glándulas al lumen, seria esparable encontrar en
este experimento un aumento del índice de marcación de las células
luminales, ya sea por división de las células marcadas o por migra
ción de ellas. Sin embargolos resultados experimentales no mostra
ron aumento en el índice de marcación de estas células. Esta obser
vación sugiere que el crecimiento neto de este compartamiento esta
ría controlado por un mecanismode descamación del epitelio lumi­
nal. Además, no se ha observado evidencias de muerte celular "in
situ" en conejos intactos (estro continuo), aunque se observaron
células necróticas en experimentos con 20—0H-P.La tabla III y las
figuras 12 y 13 muestran claramente que la administración de estrg
diol produce un desplazamiento de las células glandulares en repo­
so hacia el ciclo celular, mientras que el mismoesteroide parece
no afectar a las células luminales. La progesterona, por otra par­
te, indujo una aceleración en 1a velocidad de proliferación acor­
tando el ciclo celular en las células de ambosepitelios. También
pudo probarse en estos experimentos que 1a progesterona no produ­
ce un movimiento del compartimento Go al ciclo celular. Los datos
de la Figura 12 y de la Tabla III muestran que 1a administración
de estradiol no cambia el índice de marcación de las células lumi­
nales, pero produce un incremento en el número de granos por célu­
la comparadocon el control respectivo. Estos hallazgos podrian ex
plicarse por una disminución en la descamación de las células lu­
minales inducida por los estrógenos. Los resultados experimentales
de migración celular (Figura 14) parecen avalar esta hipotesis.



La disminución en la descamación celular, acompañada por una inhi
bición de la proliferación resultaría en una acumulación de célu­
las no prolifernntes o de baja proliferación que migran desde las
glándulas.

La hipótesis de migración celular desde las glándulas al
lumen ha sido comprobada por los experimentos ilustrados en la fi­
gura 14. Esta muestra que, aun en condiciones control, después de
un pulso de timidina tritiada y un subsiguiente seguimiento de las
células marcadas, los índices de marcación del fondo y tercio me­
dio de las glándulas disminuyen, mientras que se produce un incre­
mento del mismoparámetro en la parte alta de las glándulas y el
lumen. Este tipo de migración celular para la renovación de los
epitelios ha sido propuesto y probado experimentalmente en 1a mu­
cosa intestinal y ha sido sugerido en el endometrio humanoy de ra
ta (53,54,55).

Un hallazgo interesante fue el gran incremento en el ng
mero de células marcadas en la parte alta de las glándulas a las
Z4 horas del tratamiento con estrógenos, mientras que las células
luminales, en las mismas condiciones, se mantuvieron en los mismos
valores que el control. Solo se observó un incremento en el índice
de marcación del lumen a las 48 horas del tratamiento. Estas ob ­
servaciones, asi como la ausencia de un aumento de marcación,en el
epitelio luminal de los conejos control entre las 24 y 48 horas,
comotambién el aumento registrado en la parte alta de las glandu
las, sugiere que el area de transición glandula lumen podría fun
cionar comouna barrera geográfica para la migración de las célu­
las glandulares al lumen. Se trataría de un mecanismoregulador
del crecimiento del epitelio luminal, que implicaría la posibili­
dad en las células glandulares migrantes de seguir dos caminos;
migrar al lumen o descamarse.

Los datos de la Tabla IV avalan la hipotesis de la migra
ción celular y también sugieren que el 170 -estradiol regula el
grado de descamación celular en el lumen, ya que la administración
de la hormona en forma aguda o crónica produce un incremento del



area luminal por aumento del número de células, mientras que el
número de glándulas no varía. Por otra parte, como se discutió an
teriormente (Tabla Il) el efecto de estrógeno sobre las glándulas
no esta presente en los tratamientos prolongados, indicando una pg
sible desensibilización a 1a hormona mientras que como se ve en
Tabla 1Vel aumento del area luminal persiste en esas condiciones,
indicando que dicha hormona tendría otros mecanismos diferentes al
de la proliferación para mantener el tamaño del órgano, probable­
mente actuando a nivel de la regulación de la perdida celular.

Todos estos resultados sugieren que el 17? -estradiol
tiene comoblanco a las células luminales y glandulares pero con
efectos diferentes, ya que esta hormonaesteroide regularía la pro
liferación en células glandulares y la descamación en las lumina­
les; 1a administración continua produciría una desensibilización
de las primeras pero no de las segundas.

La administración de 17’p-estradiol tuvo un marcado efeg
to en la cinética de migración. E1 hallazgo indicando que los es­
trógenos inducen a las células en Go a entrar al ciclo celular eg
plicaría el incremento del índice de marcación a las 24 horas. La
ulterior disminución del índice de marcación que ocurre en el fon
do y tercio medio de las glándulas a las 48 horas es probablemente
debido a la perdida de células por descamación ya que el índice de
marcación en la parte alta de las glándulas no se incrementa adi­
cionalmente a las 48 horas. Otra explicación a este "plateau" en
la parte superior de las glándulas es que por la administración
de 176 -estradiol las células migrarían rapidamente desde la parte
superior de las glándulas al epitelio luminal. En el aumento de cg
lulas del epitelio luminal intervendría la regulación por los es­
trógenos de 1a pérdida celular. La posibilidad de que el 17g -estra
diol disminuya la frecuencia de perdida o muerte celular hasido su­
gerida previamente por Martín y Colaboradores (56). En nuestro mo­
delo este fenómeno esta claramente expresado en el aumento del pe
rímetro interno del útero comoresultado del tratamiento con estró
genos en forma aguda o crónica. En las experiencias crónicas se ob



servó que esta disminución de la descamación celular se mantiene
aún en condiciones en que el efecto prolíferativo del estrógeno so
bre las glándulas parece estar bloqueado por el mecanismo de desen
sibización.

Sobre la base de estas investigaciones se podría propo­
ner un modelo de los efectos de las hormonas ováricas sobre el en­
dometrio del conejo: Los estrógenos actuarían sobre las células
blanco en las glándulas uterina las que son células en reposo o blg
queadas en Go del ciclo celular y estas células funcionaríán como
una verdadera población de células madre ("Stem cells"). Las célu­
las hijas migrarían hacia el lumen y en la unión glandula-lumen
continuarïan la migración o se descamarían. El balance entre migra
ción o descamación es también probablemente regulado por los estró
genos. Una vez alcanzado el lumen, las células hijas continuan
siendo blanco de los estrógenos aunque no regulando proliferación
sino descamación celular. La progesterona por su parte actua sobre
célula en división de las glandulas y el lumen induciendo la forma
ción de nuevas glándulas, las cuales estan formadas por células sin
actividad proliferativa que secretan uteroglobina.

Muchosautores han señalado 1a posibilidad de que dife­
rentes poblaciones celulares del útero: epitelio, estroma y miomg
trio puedenmostrar diferentes respuestas a los estrógenos (57,58)
asi comoa relaciones intercelulares (59). Los experimentos des ­
criptos en este trabajo muestran que en el endometrio del conejo
las interacciones celulares y la complejidad de las respuestas jue
gan un rol importante en definir la regulación estrogénica de la
población celular. La existencia en los órganos blanco de poblacig
nes celulares que responden en forma distinta a las hormonas ová­
ricas, cuya acción se piensa que es regulada por interacciones ce­
lulares, agrega otro nivel de comprensióna la interpretación a
nivel celular de los mecanismos de la acción hormonal. Por lo tan­
to es interesante especular que alteraciones en los mecanismosde
crecimiento del epitelio uterino y su regulación por las hormonas
ováricas podría dar lugar a condiciones patológicas tales comohi­
perplasia y neoplasia (60).



La función de 20-0H-P en conejos no ha sido completa­
mente dilucidada, aunque algunos autores la consideraron un debil
progestágeno (27) Hilliard y Eaton (26) demostraron en el conejo
que 1a 20-OH-P es secretada por cl ovacio intersticial y esta
presente en el suero del conejo en estro, mostrando un brusco au­
mento unas horas antes de 1a ovulación. Sin embargo estos autores
no describen el posible rol de la hormona. Posteriormente Davies y
Hoffmansugirieron que 20-0H-P podría estar relacionada a la ci
ligenesis (15).

Connor y Colaboradores en 1978 mostraron que la 20-OH-P
P no producía la formación de un endometrio secretorio como podría
esperarse de un progestágeno debil, pero inducía la formación de
células claras en el epitelio uterino de conejos ovariectomizados
(28). Los estudios de microscopía electrónica presentados en este
trabajo mostraron que las células claras eran ciliadas y que toda
las células ciliadas tenian las características de las células cla
ras. Se puede concluir con estos datos que ZO-OH-p indice cílio­
génesis en el endometrio del conejo, aunque los mecanismos de este
proceso, asi comoel significado de dichas células es todavía des
conocido. No puede descartarse que la 20-0H-P pueda ejercer esta
acción indirectamente a traves de otro órgano diferente al ovario.

Células claras y ciliadas en el endometrio humanofueron
descriptas por Mandl en 1911 (61), no presentando evidencia alguna
sobre su origen y función. Actualmente se piensa que podrian ser
estimuladas por los estrógenos dado que aparecen frecuentemente en
endometrios proliferativos e hiperplásticos y no asi en la atrofia
endometrial (62). AsimismoSilverberg y colaboradores (63) demostra
ron que son mas frecuentes en carcinomas de endometrio desarrolla­
dos en mujeres que han recibido estrógenos exógenos que en tumores
similares cn mujeres que no recibieron tratamiento estrogénico.Sin
embargo no se ha podido establecer una vinculación entre las célu­
las cíliadas y las hormonasovárícas.

Un hallazgo interesante en el curso de este trabajo, fue
observar células ciliados con claros signos de muerte celular,má­



ximo cuando no se ha observado ningún tipo de células necróticas
en los estudios histológicos. Esto sugiere que el mecanismogene­
ral para el recambio celular en el endometrio del conejo, estaría
determinado por la descamación celular, mientras que en otros te­
jidos la apoptosis y necosis condensante es el mecanismo común
(64).

Debido a que el efecto de 20-OH-P sobre la ciliogéne­
sis no pudo ser demostrado en animales intactos, a pesar de haber
sido encontrado en conejos ovariectomizados, se decidió estudiar
la interacción de 20-OH-P con otras hormonas ováricas. Cuando

se administró simultaneamente la 20-0H-P con 170 -estradiol, el
porcentaje de células ciliadas se redujo, un fenómenoque también
se observó cuando se administró solamente 170 -estradiol a conejas
ovariectomizadas. Este efecto del 17g —estradiol es probablemente
el resultado de un aumentoen la proliferación de células no Cilia
das que produciría dilución de las células ciliadas, ya que desde
el punto de vista morfológico se puede observar una acción estrogÉ
nica completa.

La progesterona por su parte, produjo una casi completa
inhibición de la ciliogénesis inducida pgr 20-0H-P , pero a1 mismo
tiempo hubo una marcada inhibición de la arbonización. Este antagg
nismo con la progesterona sugiere que la 20-0H-P no es un proges
tágeno debil, sino una hormona capaz de producir efectos específi—
cos en el endometrio del conejo.

Dos días despues de la suspensión del tratamiento de S
días con 20 -OH-P, se desarrolla en endometrio secretorio comple­
tamente arborizado. Para explicar esta rápida inducción del epite­
lio secretorio que usalmente toma lugar en 4-5 días cuando es indu
cido con HCGo progesterona, se penso en la posible existencia de
una población bloqueada en la fase GZdel ciclocelular. Estas célu
las podrían considerarse comouna población de células de reserva
que bajo la influencia del estímulo adecuado, en este caso la sus
pensión de una hormona, pueden reingresar en el ciclo celular pro­



duciendo una casi inmediata onda de proliferación. Una cinética si
milar fue descripta por Gelfant para la epidermis en la oreja del
raton (65). Por esta razón se llevó a cabo un estudio citofotomé­
trico del ADNen núcleos individuales del endometrio del conejo.
En ese estudio se encontró que las células ciliadas estaban blo­
queadas en GI, pero en el epitelio luminal se encontró una impor­
tante fracción de células en GZ. Esta fracción no fue observada en
animales intactos u ovariectomizados y parece haber sido inducida
por el tratamiento con 20 -OH-P . La presencia de gran número de
células arrestadas en GZpuede explicar 1a rápida arborización que
sigue a 1a suspensión de la hormona. Sin embargo la arborización
inducida por este mecanismomostró algunas diferencias con el epi
telio arborizado inducido por HCGo progesterona. Mientras que és
te último dura varios días y posteriormente resulta en una lenta
regresión caracterizada por la presencia de células multinuclea­
das, el epitelio secretor del tratamiento con 20 -OH-P muestra
cambios regresivos solo a las 48 horas de la suspensión de 1a ho:
mona y una completa ausencia de células multinucleadas.

En resumen, se ha observado que 20 —OH-P‘tuvo un efec­
to sobre la ciliogénesis del endometrio del conejo. Las células ci
liadas son probablemente terminalmente diferenciadas ya que no se
observó a ninguna de estas células en mitosis, pero se encontraron;
muchas de ellas en proceso de necrobiosis. Ademásel estudio cito­
fotométrico del ADNde estas células indicó claramente la ausencia
de actividad proliferativa.'La función de 20 —0H-pnen conejos seu
ria la inducción de células ciliadas durante el estro y las prime­
ras etapas de la preñez y pseudopreñez, por un mecanismo todavía
desconocido. Posteriormente 1a interacción con la progesterona lu­
teal llevaría a una progresiva desaparición de las células ciliadas
como fue reportado por Davies y Hoffman (15,16). Los trabajos pre­
vios muestran que 17d-lüdroxiprogestrona y 5d pregnvS, 20 diona
tienen efecto similar a la 20-0H-Py sugieren un rol específico de
estos esteroides hidroxilados, los cuales fueron considerados débi«
les progestágenos (28).

Conjuntamentecon los cambios proliferativos del epitelio



se han observado modificaciones en la membrana basal como conse ­
cuencia de 1a acción hormonal. Basicamente se ha observado que los
estrogenos influyen sobre la membranabasal disminuyendo su espe­
sor y presentando una reacción inmunohistoquímica debil. Por otra
parte la progesterona presentó un efecto totalmente opuesto al an­
terior observándose una reacción inmunohistoquímica irregular y
dando lugar ademas a una membrana basal multilaminar de gran espe
sor. Estos cambios en la membranabasal parecen estar relacionados
con las modificaciones mortológicas producidas por las hormonas.
Numerosostrabajos en la literatura han mostrado que tiene un rol
preponderante en la organogénesis y en la reparación de las estrug
turas epiteliales (66,67,68). En el caso del útero del conejo,los
cambios en la membranabasal podrían regular la descamación celu­
lar e intervenir en la neoformación de glándulas en el endometrio
secretorio. Un mecanismosimilar al propuesto para la formación de
glándulas fue sugerido por Meier en el desarrollo de 1a placoda
ótica (69).

La organización de 1a membrana basal en forma de capas
multiples es un fenómeno común en aquellos casos en que la sinte­
sis de la membrana esta muy aumentada, aunque este fenomeno ha si­
do descripto fundamentalmente en cuadros patológicos tales como
las diabetes mellitus, las alteraciones en nervios periféricos,los
glomerulos renales en regeneración, el daño por:radiaci6n, etc.(70,
71,72,73,74). La formación de una membranabasal multilaminar bajo
la influencia de progestágenos parece estar ligada a la organogéng
sis del endometrio secretorio.



RESUMEN Y CONCLUSIONES

Sc cncaró en este trabajo, el estudio de la cinética cg
lular del epitelio uterino del conejo, con la idea de analizar 1a
posible existencia de poblaciones celulares que tengan una respues
ta diferentes a las hormonasováricas. Con ese objeto se desarro ­
lló una técnica que permite estimar "in vitro" el efecto prolife­
rativo de las hormonasadministradas "in vivo". Usando esa técnica
se demostró que el 179 -estradiol estimula la proliferación de las
glándulas endometriales en animales intactos y ovariectomizados.
La progesterona por su parte, estimuló tanto a1 epitelio luminal
comoal glandular, también en conejos intactos y ovariectomizados.
En los úteros de animales tratados con progesterona se encontraron
zonas de hiperplasia focal, las cuales parecen estar relacionadas
con la neoformación de glándulas, que caracterizan al endometrio
secretorio. De acuerdo a estos resultados se pudo concluir que a
pesar de la semejanza morfológica, las células glandulares y lumi
nales se comportan comopoblaciones independientes en cuanto a la
respuesta a las hormonasováricas.

Utilizando la mismametodología se estudiaron los índi­
ces de proliferación durante las primeras etapas de 1a pseudopre­
ñez y se los correlacionó con 1a síntesis de uteroglobina, una prg
teína secretada por el endometrio y que se supone conectada de al
guna forma con el proceso de anidación. De acuerdo con 1a secuen­
cia temporal de la secresión de uteroglobina, se concluyó que las
células que secretan esta proteina son no proliferativas y proba­
blemente terminalmente diferenciadas.

Ante estos resultados se decidió explorar la posible res
puesta diferencial de las células epiteliales endometriales de
acuerdo a su estado en el ciclo celular, ademas de su ubicación en
glándulas o lumen. Para ello se realizaron estudios "in vivo” ín­
yectando conejos con timidina tritiada durante 3 días para marcar
los núcleos de células en activa próliferación. Unavez finalizado



el tratamiento con timidina tritiada se inyectaron hormonasduran­
te 2 días y los animales se sacrificaron y se determinaron los nu
cleos marcados mediante autorradiografía. El 179 —estradiol produ
jo una disminución en el número de células marcadas, por cuanto se
dedujo que esta hormonaejerce su acción proliferativa haciendo en
trar al ciclo celular a células que estaban en reposo (o Go). La
progesterona produjo un considerable aumento en los índices de mai
cación determinandose en esa forma que las células en división
eran el blanco para esta hormona. El análisis del número de granos
en las autorradiografías confirmó estas conclusiones.

Con la administración de estrógenos durante cortos (días)
y largos (semanas) lapsos de tiempo, se produjo un aumento de la
circunferencia interna del útero debido a un incremento de las cg
lulas luminales, mientras que el número de glándulas pareció no
alterarse. Estos hallazgos, conjuntamente con experimentos pre­
vios sugieren que las células endometriales migran de la glándula
hacia el lumen y que la administración de estrógenos disminuye su
posterior descamación. Este concepto de migración celular fue pos
teriormente confirmado en experimentos en los que se administró ti
midina tritiada a conejos y posteriormente se determinó a distin­
tos tiempos la distribución geográfica de células con nucleos mar
cados. Se observó que en función del tiempo decrece el número de
células marcadas en el fondo y tercio medio de las glándulas,mien
tras que el mismoparámetro aumentó en la parte superior de las
glándulas y el epitelio luminal. La administración de estradiol al­
tera 1a cinética de este fenómenoy parece influir en este procg
so de migración.

La 20q’-hidroxi-pregn- 4 en-S ona (20-OH-P), una hormo­
na esteroide secretada por el ovario intestícial del conejo indu­
jo la aparición de células ciliadas en el endometrio de conejos
ovariectomizadas. El 17Ó-estradiol parece inhibir parcialmente ese
efecto pero la 20-0H-P y progesterona fueron antagonistas, ya
que la administración simultanea no resulta en la formación de cg
lulas ciliadas ni de endometrio secretorio.



La suspensión de la 20-0H-P después de ser administra­
da durante 5 días, causó un rápido efecto proliferativo que lleva
a la formación en un endometrio secretorío en solo 48 horas. Las
células ciIiadas no mostraron estar relacionadas con esta reacción
proliferativa ya que se encontró evidencia que estas células son
terminalmente diferenciadas. Ademas,la determinación citoFotometri
cas de ADNen nucleos individuales mostró que, mientras las célg
las ciliadas son una población homoneneade células sin actividad
proliferativa, bloqueada en G1, el resto del epitelio luminal es
una población celular inhomogeneacon una distribución bimodal de
ADNcon un pico en Gl y otro en el rango GZ. Este último pico que
no se observó en conejos intactos-ovaríectomizados representa pro­
bablemente una población celular bloqueada en la base GZdel ciclo
celular. Estas células podrían reingresar al ciclo después de la
suspensión del tratamiento hormonal participando en la formación
del endometrio secretorio.

Conjuntamentecon los cambios proliferativos del epite­
lio se pudieron demostrar por métodos inmunohistoquímicos importan
tes modificaciones en la membranabasal. Estos cambios parecen es
tar relacionados con cambios morfológicos de la estructura epite­
lial tales comola regulación de 1a descamación y 1a organogéne­
sis del endometrio secretorio.

Con la información obtenida en estos experimentos, se ha
formulado un modelo general para explicar la cinpetica del endo —
metrio del conejo y que es esquematizado en la figura 26.
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