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INTRODUCCION

Las hormonas ovaricas ejercen un remarcable efecto trd-
fico sobre el tracto genital en los mamiferos y es necesaria una
continua exposicién a las mismas para el éptimo crecimiento y fun

cidén de estos tejidos.

Los mecanismos de accibén de estas hormonas a nivel celu
lar, asi como los efectos que las mismas ejercen 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 6rganos 'target" de las hormonas ovidricas, la interaccién en-
tre las distintas hormonas y la posibilidad de multiples interac-
ciones entre 6rganos, tejidos y afin subpoblaciones celulares. Mu-
chos de estos problemas han podido ser obviados parcialmente usan
do como modelos de estudio, c&lulas en cultivo. De esta forma se
han estudiado los efectos de hormonas ovdricas sobre cultivos celu
lares de glandula mamaria normal y neoplidsica (1,2,3), de epitelio
vaginal (4,5,6), de endometrio humano (7,8) y de endometrio de co_
nejo (9, 10). Este Gltimo ha sido uno de los modelos cldsicos,tan
to "invivo" como "in vitro'", mas usados en el estudio de la biolo

gia de la reproduccién.

Desde hace muchos afios, se conoce que, a diferencia de
la mayor parte de los mamiferos, el conejo carece de ciclo estral,
permaneciendo en un estado de estro continuo por largos periodos
de tiempo, siempre que las condiciones ambientales y nutricionales
sean adecuadas (11, 12). El estrogeno de acuerdo a estos estudios
clasicos induciria la proliferaci6én en el endometrio y mantendria
el trofismo del organo, ejerciendo una accién preparatoria para la
posterior accién de la progesterona. A esta segunda hormona se
atribuye la formacidén del endometrio secretorio que se produce en
la primera fase de la prehez o pseudoprefiez. Esta propiedad de la
progesterona de inducir el endometrio secretorio fue utilizada du
rante muchos afios para el ensayo biolégico de esta hormona (13).
Esta transformacién del endometrio de proliferativo a secretorio



ovurre como resultado de la ovulacidn, la que no se produce espon-
tancamente ¢n esta especie, sino como consecucncia de mecanismos
reylejos producidos en la copulacidn. En auscncia de ovulacidn
existen en el ovario, foliculos en todos los estados de desarrollo
incluido numcrosos foliculos atrésicos (11,12,14,). Durante la for
macién del endometrio secretorio ocurren drdsticos cambios cn el
cpitclio uterino que incluyen una importante actividad prolifera-
tiva que lleva a la formacién de gliandulas o criptas caracteristi
cas de cste tipo de cndometrio. Lste proceso que se conoce CoOomo ar
borizacidén del endometrio, se completa a los 4-5- dias post-ovula
cidn y estd relacionado a los cambios que establecen las condicio
nes necesarias para la implantacidén del blastocisto (15-16).

Estd asociado ademds a la secrecifn de una proteina de peso mole-
cular 16.000. Esta proteina primitivamente llamada blastoquinina
por que se le atribuia 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 especifico contra la uteroglobina, encontra-
ron un patron especifico de fluorescencia en cortes de utero de
conejas prefiadas, aunque también observaron algGn grado de reaccidn
en conejos en estro. Una proteina de similares caracteristicas bio
quimicas ¢ inmunologicamente indistinguible de la uteroglobina fue
descripta en oviducto (21-22), y en tejidos no pertenecientes al
aparato reproductivo como pulmones, intestino tiroides, etc.(23-
24). La funcidn de estas proteinas permanece alin oscura aunque han
sido postuladas distintas funciones tales como inductores de la
proliferacién cn endometrio, ligadoras de la progesterona y esti-

muladoras del crecimiento embrionario (10-18-25).

Ademis de estrogenos y progesterona, el ovario del cone
jo segrega 20 a-hydroxi-pregn-4 en-3 ona (20-OH-P). De acuerdo a
los cstudios de [lilliard y Eaton (26) estas hormonas serian secre-
tadas por el ovario intersticial, el cual esta muy desarrollado en
el conejo. Rennie y Davies (27) consideraron a la 20-0H-P como
mctabolito de hormonas ovaricas con debil accidn progestacional.

Sin embargo, recientemente, Conners y Col. no pudieron demostrar



ninguna accidn progestacional dc la 20 -0H-P  pero observaron que
c¢sta hormona cra capaz de inducir un tipo celular caracteristico
en el cpitclio luminal. Estas c&lulas, de mayor tamafio que el res
to dec las cé&lulas luminales, entre las que se encuentran interca-
ladas, poseen un citoplasma claro y nuclcos de gran tamafio con cro
matina difusa y parecen estar relacionadas con celulas ciliadas
descriptas en el endometrio humano proliferativo o hipertréfico
(28).

Un intento de describir, a nivel de cinética celular,los
efectos dc¢ las hormonas ovaricas sobre el endometrio del conejo,
fue recalizado por Lee y Dukelow (29). Estos autores estudiaron,me
diante incorporacidn de timidina tritiada y determinacién de indi
ces de marcacidn y mitdtico, los efectos de las hormonas oviricas
sobre la proliferacidén celular. En esta forma describieron un au-
mento de proliferacidn inducida por estrdgeno, aunque mucho menor
que la inducida por la progesterona, no diferenciando entre los va
lores obtenidos para epitelios luminal y glandular. En el mismo
trabajo tambié&n estudiaron la explosién proliferativa que ocurre
después de la ovulacidn, sugiriendo que podria estar relacionada

con la secrecidn de 20 -OH-P

Si bien estos estudios '"in vivo" han brindado la infor-
macidn bdsica de los efectos de las hormonas ovaricas sobre el epi
telio del endometrio, la intima relacidn entre ellas y las distin
tas poblaciones celulares que componen dicho epitelio, se comenzd
a vislumbrar a partir de los trabajos de Gerschnson y Colaborado-
res quiencs desarrollaron un cultivo celular para estudiar dichos
efectos "in vitro" (30). Este modelo consistia en el cultivo de ce
lulas epiteliales, obtenidas mediante tratamiento de uteros everti
dos con una solucién enzimatica compleja de hialuronidaza, tripsi-
na y colagenasa. Las celulas eran sembradas cn un medio quimica -
mente definido, llam F 12, adicionado con albimina, insulina y tam
ponado con bulfcres orgdnicos. Por medio de estudios autorradiogra
ficos determinaron que los estrdgenos naturales o sintéticos actua
ban como factor de c¢recimiento en estos cultivos y su efecto era

antagonizado por la progesterona. lista Gltima no provocd aumento



en los indices de proliferacidn como sugerian cxperiencias pre -
vias rcalizadas "in vivo", pero indujo la aparicién de celulas mul
tinuclcadas (30). lLstudios c¢stereoldgicos ultraestructurales en es
tos cultivos confirmaron la existencia de cé&lulas de tipo secreto
rio inducidas por el tratamiento con progesterona, lo cual sugiere
quce csta hormona produce la difercnciacién de las celulas epite-
liales hacia células de tipo sccretor, mientras que el tratamien-
to con estrdgeno mantiene el tipo proliferativo (31). Por otra par
te tanto los estrdgenos como la progesterona aumentan la incorpo-
racidn de uridina y aminocidos radiactivos en los cultivos y la
estimulacidon proliferativa de los estrdgenos no se modifica por

la presencia de hidrocortisona o AMP-ciclico (32). Las hormonas
6varicas no alteran las actividades de la fosfatasa acida y alca-
lina, ni la incorporacidn de 3-0-metil-Dglucosa 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 cin&tica celular, el mecanismo de ac-
cidén de los estrbgenos sobre la proliferacidén es fundamentalmente
desbloquear células detenidas en Go permitiendo su entrada al ci-
clo celular (33).

Estos resultados se confirmaron mediante una técnica que
permitidé aislar de los cultivos, dos poblaciones celulares, proli-
ferantes y no proliferantes 6 Go. El estrdgeno inducia solamente
aumento prolifereativo en las celulas no proliferantes, mientras
que estimulantes no especificos de la proliferacién como la pros-
taglandina F2 alfa, y el factor de crecimiento epidé&rmico (EGF),
lo hacian sobre ambas poblaciones celulares (34). Este sistema per
mitid también investigar el efecto antagbnico que la progesterona
tiene sobre la proliferacidén inducida por estrégenos. Se observd
que la progesterona antagonizaba al estrdgeno solamente en presen
cia de células proliferantes. Estos hallazgos permitieron postular
la existencia de un factor putativo de la progesterona que seria
producido por la interaccidén de esta hormona con cé&lulas prolife-
rantes. Controles con otros tipos celulares y con otros esteroi-
des emparcentados con la progesterona demostraron la especificidad
de este factor (10-34). Recientemente fue descripto en estos cul-



tivos, un segundo factor capaz de modular ¢l efecto de los cstré-
genos (35). Este factor dependiente de la densidad de los cultivos
y que parcce estar rclacionado con el factor putativo de la pro -
gesterona mostrd ser sensible al calor y a la tripsina, no diali-
zable y precipitable con sulfato de amonio, con un peso molecular
en cl rango dc 10-20 Kd. Estas caracteristicas indicarian que se
trata de un polipéptido capaz de producir inhibicibén especifica
del efecto de estrbogeno sobre la proliferacidn. Su mecanismo de

accidn es todavia desconocido.

Los estudios "in vitro" hasta ahora descriptos han abier
to la posibilidad de formular una serie de hipotesis que requieren
confirmacién mediante estudios '"in vivo'". La finalidad del presen-
te trabajo .es llegar a conocer los mecanismos de la regulacidn
hormonal del epitelio uterino del conejo a nivel de la prolifera-
cidén y diferenciacidn celular y correlacionarlo con los hallazgos e
hipotesis 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 hormonas oviricas, asi como
también se han estudiado otros parametros de la cinética celular
tales como la migracidon y perdida celular, y se ha buscado definir
el rol de 1a 20 (OH) P en estos tejidos y la capacidad de esta hor
mona de generar una poblacidén independiente no proliferativa de ce
lulas ciliadas. Por filtimo se ha intentado correlacionar cambios
en la membrana basal con los procesos de migraci6n 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 Intimos de la accidn
hormonal y definir el rol de estas hormonas en la patogenia de la

hiperplasias y neoplasias hormonodependientes,



MATERIALLES Y METODOS

Animales de bxperimentacién

Sc usaron conejos adultos hembra de aproximadamente 6 me
ses de¢ cdad y 3-4 Kg. de peso, manteniéndolos en cajas individua-
les y cn habitaciones separadas de conejos machos para evitar la

ovulacién espontanea.

En algunos experimentos que asil lo requerian, los anima
les se ovarlectomizaron por incisidn ventral, bajo anestesia con
Nembutal, 8 semanas antes de comenzar los tratamientos programados,
examindndolos en el momento del sacrificio para detectar la posi-
ble presencia de restos de tejido ovadrico. En ninguno de los casos

se detectaron evidencias de una ovariectomia incompleta,

Tratamiento hormonal

Las hormonas 17 B-estradiol, progesterona y 20 a-hidroxi
pregn -4 - en 3 ona (20-OH-P) se disolvieron en un pequefio volG-
men de etanol y se diluyeron en aceite de maiz. Se administraron
intramuscularmente en una dosis de 2.5 mg/Kg/dia la progesterona,
10 mg/Kg/dia la 20-OH-P y 1 mg/Kg/dia el 178- estradiol. Los ani-
males se sacrificaron con una inyeccién intracardiaca de pentobar
bital s6dico a las 24 y 48 horas del comienzo del tratamiento hor

monal.

La pseudopreniez fué inducida mediante una inyeccidn in-
tramuscular de 100 Unidades de Gonadotrofina Coridnica Humana ( HCG,
Sigma) L1 sacrifio de los animales se realizb6 como en el caso ante
rior a los 2, 4, 6 y 9 dias post-inyeccién. El1 cuerno uterino iz-
quierdo fue utilizado para el ensayo de uteroglobina y el derecho

como control histoldgico y para estudios de proliferacidn.

L.os cstudios de estimulacidén crbénica con Estrbgenos se
llevé a cabo mediante el uso de preparaciones hormonales farmaco-



16gicas de liberacidn lenta, poliestraduran fosfato (Estradurin,

Ayerst), cn una dosis de 2 mg/concjo.

Determinacidon de proliferacidn "in vitro"

Los conejos que habifan recibido el tratamiento hormonal
fueron sacrificados con una inyeccidn intracardiaca de pentobarbi
tal. Los cuernos uterinos fueron cxtraidos en forma ascéptica, la
vados en solucidén salina fria y el tercio medio o distal del cuer
no derecho fue cortado en secciones de 1-2 mm. de espesor. Cada
seccién 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 proliferacidén entre los cuernos
derecho e izquierdo o entre los distintos tercios de cada cuerno.
Las pequenas piezas fueron incubadas a 37° C en medio de cultivo
F 12 de Ham, modificado seglGn Gerschenson, (30). Este medio de cul
tivo, libre de suero y de timidina fria (no radiactiva), se adicio
né con 1 mg/ml de albGmina bovina (Sigma), e Insulina 10 M. Los es
tudios de proliferacibn se realizaron agregando al medio 2 uCi de
(H-metil) timidina (actividad especifica 62 Ci/mM, New England Nu
clear) por ml. Las piezas se incubaron durante periodos de tiempo
variable en un incubador de Dubnoff con un agitado vigoroso. Pos-
teriormente las piezas fueron lavadas en solucidén salina, fijadas
en formol neutro y procesadas con técnicas histol6gicas de rutina
de inclusién en parafina. Cortes de 5 micrones se desparafinaron
con xilol y se procesaron para autorradiografia con emulsién NTB-2
(Kodak). Las autorradiografias fueron tefiidas con hematoxilina y
cosina. Sc¢ incubaron por cada animal, un promedio de 18 piezas,
obteniéndose, varios cortes histolbgicos de cada una. Se contaron
mas de 1.000 celulas por animal. Se consideraron marcadas aquellas
células cuyos nfcleos poseian mas de 5 granos. Los datos se expre-
saron como cl porcentaje de células epiteliales con nucheo marcado

por el nGmero total de cé&lulas epiteliales.

L1 crror del método, que se calculd como Desviacibn
Standard x 100/media, fue de 3,1% para diez determinaciones del
mismo cortc y 5,8% para diez determinaciones de distintos cortes
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pero del mismo animal.

ELstudios de cinética celular "in vivo"

Los conejos fueron inyectados subcutaneamente con 0,65
mCi de (3H-metil) timidina (actividad especfifica 62 Ci/mmol, New
England Nuclear) cada 6 horas durante 3 dias. Al tercer dia algu-
nos conejos fueron sacrificados. E1 resto recibié una dosis de 17
p estradiol, progesterona o vehiculo. A las 24 horas (cuarto dia)
recibieron una segunda inyeccién e la misma hormona y al dia si-
guiente (quinto dia) fueron sacrificados. Los uteros fueron extrai
dos, fijados en formol neutro y procesados para autorradiografia
como se describid en el punto anterior. Se determindé el porcentaje
de células marcadas y el nGmero de granos por nficleo en los epite
lios luminal y glandular. Los cortes histoldgicos fueron obtenidos
del tercio medio de ambos cuernos uterinos y se contaron mias de
2.000 celulas epiteliales tomadas de un promedio de 8 cortes his-
tolbégicos de diferentes piezas de cada animal. Se tratb6 siempre de
obtener igual nGmero de piezas de la regién mesometrial y antimeso
metrial. Los datos se expresaron como el porcentaje de células epi
teliales con nucleos marcados (mds de 5 granos) por el nlGmero to-
tal de células epiteliales. El error del método calculado como en
el punto anterior fue para diez determinaciones del mismo corte 2,7%
y para determinaciones de 10 cortes de diferentes piezas del mismo

animal 4,2%

Estudios de migracién celular

Una dosis Gnica de 1 mCi de (3H-metil) timidina (activi-
dad especifica) 62 Ci/mMol, New England Nuclear) en un volumen de
1 ml se administr6 a tiempo cero. Tres horas despu&s algunos cone
jos fueron sacrificados y al mismo tiempo al resto de los anima-
les recibieron una dosis de 17 p estradiol o vehiculo (aceite de
maiz). Este segundo grupo de animales fue sacrificado a las 24 y
48 horas. En todos los casos los fiteros fueron extraidos y proce



sados para autorruadiografia como fue descripto antcriormente, Fi-
nalmente, sce determind el porcentaje de células marcadas cn el
epitelio luminal y en los tercios superior, medio ¢ inferior de

las glandulas cortadas longitudinalmente.

Lstudios microespectrofotométricos e histométricos

Para la determinacidén del ADN mediante métodos microes-
pectrofotométricos, se realizd la tincidén de gallocianina cromo
alumbre segln Sandritter (36). Los cortes histoldgicos 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 la solucidn de gallocia
nina a plH 1,8 durante 48 horas. Después de lavados y deshidrata-
dos los cortes se montaron en Permount. Las mediciones del ADN se
llevaron a cabo en un microfotdmetro 03 Zeiss empleando el mé&todo
de "multiple plug" (37). Linfocitos del mismo tejido se usaron co
mo indicadores de la cantidad diploide de ADN e higado como marca

dor de los valores diploide y tetrapolide.

La determinacidén de la circunferencia interna del lumen
uterino, se llevd a cabo con un curvimetro (Minerva, Suiza) sobre
la imdgen del tejido proyectado en una pantalla de televisidn, usan
do una cdmara montada sobre un microscopio 6ptico. El nlmero de cé
lulas luminales por unidad de longitud, el nGmero de glandulas por
corte y el nGmero de células en la circunferencia de la glandula
cortada transversalmente fueron determinadas usando un microscopio

6ptico con un ocular graduado.

Determinacidén de Uteroglobina (blastoquinina)

Después del tratamiento con HCG (inductora de ovulacidn)
los conejos fueron sacrificados a distintos tiempos y el cuerno
uterino izquicrdo desecado y ligado en ambos extremos. lLa luz ute
rina fue varias veces lavada con solucién fisiolbgica y el liqui-
do de lavado recuperado se centrifugd para librarlo de células y



detritus tisulares. Posteriormentc ¢l liquido de lavado se con-
centr6 por liofilizacidén y la uteroglobina se determind por inmu-
noelectroforesis (38) empleando un anticuerpo antiuteroglobina de
sarrollado en el laboratorio del Dr. Gerschenson en la Universidad
de Colorado (9).

Microscopia Electronica

Los tejidos se fijaron en glutaraldehido al 2,5% en 0,14
M buffer fosfato, pH 7,2 durante 2 horas a 4°C. Posteriormente se
lavaron en el mismo buffer y se postfijaron en tetrdxido de Osmio
al 1% en el mismo buffer. El material se deshidratd en etanol y se
incluyd en Epon (39) utilizdndose como intermediario el 6xido de
propileno. Los cortes de aproximadamente 60 nm. se realizaron con
un micrétomo Sorvall MT 2 y se tifieron con acetato de uranilo y so
lucidén de plomo de Reynolds.La observacidén se 1llevé a cabo en un

microscopio Philips EM 200.

Inmunohistoquimica de 1la Membrana Basal

Para estudiar las modificaciones de la membrana basal en
el Gtero sometido a distintas condiciones hormonales, se prepard
un anticuerpo antimembrana basal en oveja. El antigeno utilizado
fue la capsula del cristalino del conejo, la que fue obtenida por
diseccidén en ojos de conejos recien sacrificados. Las cdpsulas fue
ron lavadas en solucidén fisioldégica y homogenizadas a 20.000 rpm.
en un homogenizador Virtis, sonicadas en un bafio de hielo durante
S minutos y centrifugadas a 10.000 xg a 4°C durante 30 minutos.

El proceso se repitid 3 veces y el pellet con el material insolu-
ble fue lavado varias veces en solucidn fisiol6gica. E1 antigeno

asi obtenido suspendido en Adyuvante completo de Freund se inyec-
t6 a un ovino. Inyecciones de refuerzo fueron posteriormente admi

nistradas con Adyuvante de Freund incompleto.

El antisuero obtenido fue ensayado en cortes por conge-



lacién. El material fresco fue congelado inmediatamente en nieve
carbdénica hasta c¢l momento del corte, el cual se realizd en un
criotato a -18°C. Los cortes se fijaron en acctona a 0°C durante
10 minutos y sc¢ lavaron en solucién salina tamponada con tris pH
7,4 durante 10 minutos. Los cortes fueron coloreados con la técni
ca de la Inmunoperoxidasa descripta por Nakane (40) que consiste
cn exponer los preparados al suero antimembrana basal en una dilu
cién 1: 200 a 1:400 durante 15 minutos. Después de lavarse cuida
dosamente en solucidn 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 caracteristica de extrema insolubilidad del antigeno
imposibilitdé los ensayos inmunoquimicos del suero antimembrana ba
sal, por lo que el andlisis del mismo se llevd a cabo en cortes
por congelacién de rifiédn que tiene una membrana basal caracteris-
tica que permite el estudio del titulo y especificidad del suero.



RESULTADOS

LESTUDIOS DIE 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 relacidén lineal entre los
indices de marcacidn y los tiempos de incubacibén, con una pendiente
mayor del epitelio glandular con respecto a la del luminal (figura
4). Estos valores fueron sujetos a un analisis de la curva tiempo
respuesta como la discutida por Grizzle and Allen (41). Se estimo
la recta de regresidén para cada tipo de epitelio. Las rectas de re
gresién media estimada responde a las funciones: I.M.= 0,75 + 0,14¢
y para el epitelio glandular y I.M. = 2,27 + 0,4t para el epitelio
glandular, siendo I.M.: indica de marcacién y t: tiempo de incuba-
cién. De acuerdo a estos datos la pendiente de la recta, que repre
senta el flujo celular a travez del ciclo celular y por lo tanto un
indicador valido de proliferacidén, 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 Istrogeno y progesterona. Cuando se estudié la marca

cién "in vitro" de animales que habian sido inyectados 24 horas an
tes con 17f3 -estradiol se encontrd que el indice de marcacidn de
las células glandulares se incrementé significativamente, pero no
se apreciaron cambios detectables en el epitelio luminal (Figuras
5y 6). Contrariamente los animales tratados con Progesterona por
24 horas, mostraron un visible incremento en el indice de marcacidn
que fue estadisticamente significativo para el epitelio luminal pe
ro no para el glandular mientras que los animales tratados con pro
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Fig. 2. Microfotografia de una autorradiografia de

Fig 3.

un fragmento de tGtero incubado en medio 'con
3H-Tdr. X 200.

Detalle a mayor aumento de cortes trans-

versales de glandulas con células marca-
das. X 700.
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Fig. 5. Indice de marcacién del epitcelio luminal c¢n cone-

10s intactos: Control (Co) y tratados con 178 -
estradiol, progesterona (P) o ambas hormonas $1-

multancamente (I + P) durante 24 6 48 horas.

En todos los casos se incubaron los especimenes durante 3 horas.

Los datos son expresados como X * o y el nimero de animales esta in-

dicado sobre las barras. Significacidén estadistica: * p<0.05; ** p<0.0l.
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Fig. . Indice de marcacion de epitelio glandular en co-
nejos intactos: Control (Co) y tratados con 178-
estradiol (E), progesterona (P) o ambas hormonas

<imul tancamente (I8 + ) durante 24 6 48 horas.

En todos los casos e incubaron fos especimenes durante 3 horas.
Los datos son expresados como X+ oy el nimero de animales esta in-

dicado sobre las barras. Significacidn estadistica: * p<0.05; **% p<0.01.



gesterona por 48 hrs presentaron un marcado incremento de los indi

cc para ambos epitelios.

La administracidn simultanea dc estradiol y progestero-
na produjo un efecto mutuamente antagdénico para ambas hormonas en

los dos tipos de epitelio.

En los dteros de conejos tratados con progesterona du -
rante 24 horas se observaron areas en el epitelio luminal con un
alto indice dec marcacidn y brotes glandulares (figura 7). Seccio-
nes seriadas de estas areas determinaron que no se tratan de arti
ficios de técnica debidos al plano de corte. Ademas este tipo de
estructura no fue observado en los conejos inyectados con aceite
(vehiculo) o estr6geno, sino solamente en aquellos tratados con
progesterona. Un esquema de las distintas estructuras encontradas

con su indice de marcacidén se presenta en la figura 8.

3. - Estudios animales ovariectomizados.El analisis de los indj

ces de marcacidén en animales ovariectomizados mostrd porcentajes
muy bajos de cé&lulas marcadas en ambos epitelios, desapareciendo
las diferencias proliferativas que se observan en los epitelios 1lu
minalec y glandulares de los conejos control(Tabla I). El trata -
miento con estrégenos aumentd el indice de marcacibn del epitelio
glandular pero no el del epitelio luminal. La progesterona por su
parte indujo un marcado efecto proliferativo en ambos epitelios y
el tratamiento combinado de ambas hormonas produjo una mutua inhi
bicidn del efecto de ambas hormonas.

4. - Tratamiento crdnico con estrbgenos. También se estudib6 con

este sistema los efectos que sobre los epitelios glandular y lumi
nal del endometrio tiene la administracién crdénica de estrdgenos
(poliestradiol forfato) durante 14 y 28 dias. Como se puede obser-
var en la Tabla II, a diferencia de lo que ocurre con el T7ﬂ -es-
triol en los tratamientos a corto plazo, los estrdgenos administra
dos en forma crdénica no producen aumento en los indices de marca -
cién del epitelio glandular. L1 epitelio luminal tampoco fue afec-

tado por este tratamiento.
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Fig 7a. Utero de conejo trata-
do con progesterona nor 24

horas. Intensa marcacion

del lumen y glandulas.
x 1400.

Fig. 7b. Areas focales de

proliferacién y brotes
epiteliales. X 1400
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TABLA

TRATAMIENTO HORMONAL GLANDULA LUMEN

NINGUNO (n = 4) 0.51 + 0.88 0.97 + 0.95
17B-ESTRADIOL (n = 4) 2,80 + 3.20 0.77 + 0.89
PROGESTERONA (n = 2) 35.95 (31.8-43.1) 37.49 (31.8-43.1)

ESTROGENO + PROGESTERONA
(n=1)

0.15

0.07

Efecto de las hormonas ovaricas sobre el indice de

marcacidn en animales ovariectomizadados 60 dias antes

del tratamiento.
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5. - Estudio c¢n la pseudopreiez y relacidén con uteroglobina. Se es

tudid la prolilfcracién celular a los 2,4, 6 y 9 dias de pseudopre-
ficz inducida por la inyeccidén de gonadotrogina coridnica humana.En
los mismos concjos el cuerno izquicrdo fue ligado y la concentra -
cidén de utceroglobina en el fluido uterino fue determinado por mé-
todos inmunoquimicos. Los resultados demostraron un considerable
incremento proliferativo en ambos epitelios al segundo dia de 1la
inyeccidn de gonadotrofina, que declina marcadamente al cuarto dia,
encontrandose muy pocas células marcadas al sexto y noveno dia (Fi
gura 9). Contrariamente la produccidén de uteroglobina es baja al
segundo dia y se incrementa sensiblemente en los dias cuarto y sex
to, decreciendo al dia noveno. Se corrobord mediante un estudio
histoldgico, la induccién 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 administrd a las conejas timidi-
na tritiada cada 6 horas durante 3 dias con el objeto de marcas to
das o al menos la mayor parte de las c&lulas en proliferacidn.Cuan
do se suspendié la administracidén de timidina tritiada, las hormo-
nas oviricas fueron administradas durante dos dias. Un esquema de

este experimento es mostrado seguidamente:

Hormonas
o Hormonas Sacrificio
Sacrificio
3H-Tdr ’ ’ ’
ALttt eeetonporerrtantelng
T 1 I T 1
0 dia 1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias

«+—————— Periodo de marcacidn —_—
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Fig. 10. Endometrio proliferativo. X 200

Fig. 11. Endometrio secretorio. X 200.




La administracion de 17 -Estradiol resultd en una dismi
nucidén signilicativa del indice de marcacidn del epitelio glandular
pero no del epitelio luminal (Tabla III). La administracién de pro
gesterona indujo un incremento ecstadisticamente significativo en el
cpitelio glandular y luminal. Los animales controles inyectados so-
lamente con el vehiculo, 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 JHTdr.

LEn el mismo experimento se analizaron el nGmero de gra -
nos de plata por cada nucleo de las cé&lulas espiteliales, con el
propbésito de estimar el nmero de veces que las cé&lulas se dividie
ron después de la administracidn de SHTdr y como ésto es afectado
por el tratamiento hormonal. La figura 12 y 13 muestra que el nGme
ro promedio de granos por nucleo decrece a la mitad en dos dias,en
ambos epitelios, glandular y luminal. En las mismas figuras se mues
tra que en los conejos tratados con estradiol no hubo disminucién
en el nGmero 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 disminucidén en el nGmero de granos por nucleo en ambos epi

telios.

EXPERIMENTOS DE MIGRACION CELULAR

Para el estudio de migracién celular se did un pulso Gni
co de 3 IlITdr y dos inyecciones de 17 ﬁ estradiol o vehiculo (0 y 24
hs.), sacrificandose los animales a los 3, 24 y 48 hs. segln el si

guiente esquema:



TABLA TIII

Indice de marcacion en cel. epitel.
(X * 0o, n=75 conejos)

CONDICIONES EXPFRIMENTALES

GLANDULA LUMEN

CONTROL 3 (3H-Tdr durante 3 dias) A 48.9 t 1.7 E 19.4 + 1.9
CONTROL 5 (3H-Tdr durante 3 dias y

vehiculo durante 2 dias) B 65.2 + 2.1 F 19.0 + 1.0
ESTRADIOL (3H-Tdr durante 3 dias y

estradiol durante 2 dias) C 50.3 + 2.1 G 16.1 + 0.5
PROGESTERONA (3H-Tdr durante 3 dias y

progesterona durante 2 dias) D 92.7 £ 2.5 H 8l1.5 % 3.5
Porcentaje de celulas epiteliales uterinas con nucleos marcados
despues de la Administracién de 3H-Tdr durante 3 dias, seguido

por la administracién de las hormonas.

Significacidn estadistica: Avs B, Bvs C, Bvs D, Cvs D, F vs H, G vs H,

Avs E, Bvs Fy Cvs G = p<0.00l. Otras comparaciones no fueron estadistica-

mente significativas.
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Fig. 12, Nimero de granos de nlata nor nucleo de e-

pitelio glandular.

E1 disepo experimental es el mismo que para la Tabla TIT,
pero en este caso el nimero de granos de plata por célula mar-
cada fue registrado. A = Control 3 (3H-Tdr por 3 dias); B =
Control 5 ( H-Tdr por 3 dias v luego 2 dfas de administracién
del vehiculo); C = estradiol ( N-Tdr por 3 dias v luego estra-
diol durante 2 dias) y D = Progesterona ( H-Tdr por 3 dias v

lucgo progesterona durante 2 dias). Fl ndmero con la flecha

indica ¢l valor medio.



EPITELIO LUMINAL
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Fig. 12. Namcero de granos de plata por nucleo de e-

pitelio luminal,

El diseno experimental es el mismo que para la Tabla III,
pero en este caso el ndmero de granos de plata por cé&lula mar-
cada fue registrado. A = Control (3H-Tdr por 3 dfas); B =
Control 5 (3H-Tdr por 3 dias y luego 2 dias de administracidn
de vehiculo); C = Estradiol (3H-Tdr por 3 dias vy luego estra-
diol durante 2 dias) y D = Progesterona ( H-Tdr por 3 dias y
lucgo progesterona durante 2 dias). Fl1 numero con la flecha

indica ¢l valor medio.



Hormonas Hormonas
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l Sacrificio Sacrificio
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! 3h 24h 48h

3H-Tdr (pulso de marcacidn)

A las tres horas el indice de marcacidén en el tercio me
dio e inferior de la gldndula es mayor que en el tercio superior
como asi tambi&n en el epitelio luminal, siendo éste el que pre -
senta los valores mas bajos. A las 24 y 48 horas hay una continua
disminucidn en los indices de marcacidén del tercio medio e infe -
rior, mientras que el tercio superior presenta un constante incre
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 indice de marcacidén en los ter -
cio medio e inferior de las glandulas a las 24 horas y una dismi-
nucidén a las 48 horas, mientras que en el tercio superior hay un
incremento a las 24horas llegando a un plateau a las 48. El1 lumen
por su parte no mostrd cambios a las 24 horas pero mostro un incre
mento a las 48 horas. Este fenb6meno se evidencia por una acumula
cidn de cé&lulas marcadas en el cuello de l1as glandulas, en las pro

ximidades del epitelio luminal.
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Fig. 14, Migracidén celular en epitelio del ttero de coneio.

Cada valor es expresado como X + o, n = 5 conejos. El recua-
dro en los esquemas de la derecha ilustra el area de epitelio cuantita-
da. Co (0): Animales inyectados con vehiculo; E (A): Animales invectados

con Estradiol.



ESTUDIOS IITSTOMETRICOS EN CONLEJOS TRATADOS CON ESTROGENOS

En conejos tratados cn forma aguda (1 6 2 dias) y croni
ca (2 a 4 semanas) con estrdégenos se determinaron: la circunsfe -
rencia interna del utero, el nfimero de células en 100 um de epite-
lio luminal, el nfimero de glandulas en un corte transversal del
Gtero, el ndmero de cé&lulas por gliandulas cortada transversalmen-
te, y el nGmero de cé&lulas por 100 um de epitelio glandular. Los
resultados de estos experimentos son mostrados en la Tabla IV, La
circunsferencia interna del utero incrementdé bajo la influencia
de estrdgenos endbgenos (intacto vs ovariectomizados) o exdgenes.
Todos los otros paramétros estudiados no fueron alterados por .1la

administracién de la hormona.

ACCION DE LA 20 - HIDROXI-PREGN-4-EN-3-ONA (20-OH-P)

a,- Mocroscipia d6ptica y electrdnica

£l Gnico efecto observado por la administracidén de 20-
OH-P en el endometrio de conejas ovariectomizadas, fue la induccidn
de gran nmero de c&lulas ciliadas claras las que se observaron so
lamente en el epitelio luminal (Figura 15 y 16). Estas cé&lulas pue
den ser facilmente reconocidas por su nlGcleo de gran tamafio y su

palido citoplasma.

La microscopia electrbnica de estas células (Figura 17),
mostrd un citoplasma muy claro con escasas mitocondrias, ribosomas
y reticulo endoplidsmico. Se encontrd ademas que todas las celulas
claras son ciliadas, y que todas las celulas ciliadas tienen las
caracteristicas de células claras, con excepcién de un pequefo nfi-
mero que mostrd condensacién nuclear, figuras mielinicas y vacuolas
dec grasa, e¢s decir signos definidos de muerte celular, las cuales

no fueron observados en otros tipos celulares. (Figura 18).

b.-Interaccién de 20-OH-P y otras hormonas oviricas

Cuando la 20-OH-P se administrd simultaneamente con 17@ -
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Fig. 15. Microfotografia de células claras ciliadas
observadas en el epitelio luminal. X 1400,

Fig. 16. Celulas claras. X 2500,




Fig 17. Microfotografia electronica del endometrio de un conejo tratado con 20-OH-P.
Varias cé@lulas ciliadas con escasos organoides en el citoplasma estan pre-

sentes en el epitelio. X 15.000

Fig 18. Microfotografia electrdénica de una célula ciliada mostrando marcados cam-

bios degenerativos. X 10.000



cstradiol sc observd solo ¢l cfccgo de esta Gltima hormona, es de
cir que histologicamente ¢l Gtero presentaba células epiteliales
grandes con un gran nucleo basal cucromitico y estroma edematoso
con capilares dilatados, no encontrandosc aumento en ¢l nimero de
c€lulas ciliadas, parametro este recgulado por la primera hormona
(Tabla V). Cuando la 20-Oll-P sc administrd simultaneamente con pro
gesterona sc¢ observd una mutua inhibicién del efecto de ambas hor
monas. LEn estc caso el endometrio no presenta una completa arbori
zacibén ni incremento en el niimero de celulas claras, mids alin, en
animales tratados con estrdgenos o progesterona solamente, parece
existir una disminucidén en el nidmero de células ciliadas con res-

pecto al control. (Figura 19)

c.- Efecto de la suspensidén del tratamiento con 20-OH-P

Dos dias después de suspender el tratamiento de cinco
dias de duracidn, con 20-OH-P, se observd un tipico endometrio se
cretorio arborizado equivalente a 4-5 dias de pseudoprefiez induci
da con Gonadotrofina corionica (HCG). Las similitudes entre el en
dometrio secretorio inducido por HCG o por 20-OH-P no solo inclu-
ye la arborizacidén, sino también tipicos cambios en el estroma ta
les como congestidén y edema y desidualizacibén alrededor de los ca

pilares.

IEn la parte superior de las glandulas, se encontraron Ccg
lulas claras en un nGmero inusual para un epitelio secretorio (Ta-
bla V). Tres dias después de finalizado el tratamiento con 20-OH-
P, la presencia de cé&lulas claras era aun evidente para el epite-
lio uterino comenzo a mostrar cambios degenerativos evidentes.
Cuatro dias después de la suspensibédn los cambios degenerativos eran
marcados pero no se observaron las tipicas c&lulas multinucleadas
que estan usualmente presentes a tiempo equivalente de la pseudo-

prenez.

d.- Determinacidn de ADN en nficleos individuales

1 contenido en ADN en nGcleos individuales se determind
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Fig.

=20

19. Microfotografias opticas de dteros de conejos
inyectados con A) vehiculo; B) 20-0H-P; (C) 20-
y D) 20-OH-P + progesterona.

ovariectomizados
OH-P + Estradiol



cn los cpitelios luminal y glandular de conejos intactos ovariec-
tomizados y tratados con 20-Ol-P. En la figura 20 se muestran es-
tos resultados conjuntamente con los valores obtenidos en linfoci
tos tomados como rcfcerencia del valor 2 ¢ y ADN e higado como mar
cador de los valores 2c y 4c. II1 contenido en nucleos luminales y
glandularcs de conejas ovariectomizadas y epitelio luminal de ani-
males intactos mostrd la tipica distribucidén sim trica y unimodal
de las poblaciones celulares con escasa proliferacidn. La distribu
cidon del ADN en las cé&lulas glandulares de animales intactos o tra
tados con 20-OH-P también mostr6 un pico modal en el valor 2c,pe-
ro en este caso la distribucién fue claramente asimétrica hacia 1la
izquierda 1o cual es caracteristico de poblaciones celulares en ac
tiva divisién. Lstos hallazgos son consistentes con experimentos
previos donde se observé un mayor indice proliferativo en celulas

glandulares que en celulas luminales.

Las celulas no ciliadas del epitelio luminal en las co-
nejas tratadas con 20-OH-P mostraron una distribucidédn bimodal con
un pico en 2c y otro pico prominente en el valor de ADN 4c (figu-
ra 20).

Las c&lulas ciliadas por otra parte mostraron la distri-
bucidén unimodal simé&trica en 2c caracteristico de las poblaciones

sin actividad proliferativa (Figura 21).

ESTUDIO INMONOHISTOQUIMICO DE LA MEMBRANA BASAL

Con un anticuerpo contra la membrana basal se estudiaron
las modificaciones de esta estructura en distintas condiciones hor
monales. La figura 22 muestra un control del anticuerpo realizado
en rifion donde pueden observarse la reaccidén de inmunoperaxidasa po
sitiva en la unidén corio epitelial de los tubulos y en el glomeru-

lo renal.

En utero se encontraron tres patrones distintos de la

mcmbrana basal, de acuerdo al estado fisioldgico del mismo.
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En animales ovariectomizados se encontrd 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 estrdgenos, la mem
brana basal era mas fina y menos regular (figura 24).

En animales tratados con progesterona o en los primeros dias
de la pseudopreiiez, 1a membrana basal era mas gruesa con una
apariencia de multiples capas irregulares (figura 25).



Fig. 22. Reaccibén inmunoperoxidasa positiva de mem-
brana basal en rifon.

Fig. 23. Utero de animales ovariectomizados. Membra-
na basal de gran espesor, no bifurcada vy

altamente reactiva al anticuerno.
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Fig 24. Utero de animales bajo la influencia de es-
tré6genos. Membrana basal fina y levemente
irregular.

FFig. 25. Utero de animales tratados con nroges-
terona. Membrana basal gruesa con apa

riencia de multinles capas irregulares.




DISCUSTON

Para c¢l estudio de los efectos de las hormonas oviricas
sobre la proliferacidén del epitelio endometrial se desarrolld una
técnica en la que las hormonas ejercen su accién "in vivo'" y el
estudio de proliferacidén se realiza "in vitro', incubando trozos de
tejido con timidina tritiada. Técnicas similares han sido usadas
en otros laboratorios (43.44,45,46). Sin embargo dado 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 difusién de la timi-
dina y de oxigenacidén comunicada por otros autores (44,46). Por
otra parte, se ha observado que la incorporacién de timidina en las
celulas epiteliales es lineal por lo menos durante 12 horas, lo
que indica que los tejidos conservan su capacidad metabdlica intac

ta en ese periodo.

Utilizando este sistema para estudiar proliferacidén en el
epitelio uterino de animales intactos, se ha observado 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
mayor actividad proliferativa del epitelio glandular en dichos ani
males. Como los 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
17@ -Estradiol, puede postularse que la mayor actividad prolifera-
tiva de las células glandulares se origina en el estimulo estrogé-
nico enddégeno. Confirma ademds esta hip6tesis otros experimentos
(Tabla I) donde se ha podido demostrar que no hay diferencias en
los indices de marcacidén entre las cé&lulas 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 (» -Estradiol
no afecta la proliferacidn 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.



Il'stc hallazgo sugicrc que cxiste un mecanismo de desensibilizacidn
para la accidn cstrogénica en los conejos adultos intactos, que es
tan normalmentec bajo una constantec estimulacidn estrogénica, mien-
tras que en los conejos ovariectomizados el umbral para el efecto
del 17(3—Estradiol es mecnor. Mccanismos de desensibilizacidén simi-
lares al sugerido, fueron descriptos en el utero de la rata y el
ratdén (47,48). Ademdas en células del endometrio de conejo se ha
demostrado una disminucién de receptores estrogénicos como respues
ta al tratamiento con esta hormona, fendmeno que puede estar rela
cionado a los mecanismos de desensibilizacidén descriptos (49).Los
datos presentados en este trabajo sobre tratamiento crénico con es
trogenos (Tabla II) tambi&n indicarian la existencia de un mecanis

mo de este tipo.

La progesterona inyectada a conejos intactos indujo un
incremento en el indice de marcacién de los epitelios luminal y
glandular. Los experimentos realizados en conejos ovariectomizados
mostraron los mismos resultados, los cuales son consistentes con
trabajos previos (14,50) que muestran que en conejos adultos ova-
riectomizados no es necesario un tratamiento previo con estrdgeno
para permitir la accidn de progesterona, siempre que una dosis su

ficientemente grande de ésta sea administrada.

En los Gteros de animales inyectados con progesterona se
observaron areas de hiperplasia focal en el epitelio luminal, 1los
cuales son sitios activos de proliferacidn celular. Estas areas pa
recen estar relacionadas con la formacidn de glandulas (13) o plie
gues (15) que caracterizan el endometrio de conejas prefiadas o pseu

doprefiadas.

lLas hormonas ovaricas parecen regular, en forma diferen-
te, a las células del epitelio luminal y glandular. Sin embargo la
administracidén simultanea de ambas hormonas resulté en la mutua
inhibicidén de sus efectos proliferativos (Figuras 5,6). Este hallaz
go sugiere la existencia de mecanismos regulatorios complejos en
el endometrio para la modulacidén de la proliferacidén celular por

las hormonas ovaricas. Esto ha sido sugerido previamente en traba



jos en los quc utilizando cultivo de tejidos de endomectrio (33) se
demostrd la existencia de un factor que resulta de la interaccidn
de la progesterona con células en divisién. Lste factor inhibe el
cfecto prolifcrativo de los estrbgenos sobre las cé&lulas Go del
cultivo. También ha sido demostrado que la progesterona induce una
disminucidén de los receptores estrogénicos en cultivos de endome -

trio de conejo (34,49).

Una importante diferencia en los efectos biolbgicos de
las hormonas ovaricas usados en estas investigaciones, reside en
el resultado final del efecto proliferativo que ellas ejercen so-
bre el endometrio. La progesterona, pero no los estrbgenos, pare-
ce ser esencial para la formacidén de gliandulas funcionales (51),
las cuales parecen estar formadas de c&lulas diferenciadas, secre

torias y no proliferantes (19).

Si bien los mecanismos no estan completamente dilucida-
dos, surge de estas experiencias que, tanto el estrdgeno como la
progesterona, regularian la proliferacién del epitelio uterino del
conejo por mecanismos diferentes y con complejas interacciones en-
tre ambas hormonas. E1 estrdgeno mantendria el trofismo del &6rga-
no y la progesterona inducirfa una rapida onda de proliferacidn
que llevaria a la diferenciacién terminal y a la formacién del en

dometrio secretorio.

Estos mecanismos también se pusieron de manifiesto en los
estudios de pseudoprefiez inducida por Gonadotrofina coribnica hu-
mana (lICG). Dos dias después de la ovulacibébn se produce un explo-
sivo aumento de la proliferacidén en el epitelio glandular y lumi-
nal cuyo significado puede asumirse que esta relacionado con la
posterior arborizacidon del endometrio. Después del pico prolifera-
tivo hay una casi completa ausencia de actividad que coincide con
la apariencia morfolbégica de un endometrio secretorio. Es en este
punto donde los niveles de uteroglobina se incrementaron notable-
mente en la secrecidn uterina. Es interesante remarcar que el epi
telio uterino deja de proliferar y empieza a secretar altos nive-
les de uteroglobina antes de que la arborizacidén este totalmente



desarrollada. Por otra parte cstos resultados, asi como estudios
inmunohistoquimicos realizados por otros laboratorios (19,20) con
firman la observacidén de que la uteroglobina es secretada por cé-
lula glandularcs, 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 estrdgenos son las cé&lulas en reposo (probable-
mente Go) normalmente presente en estos cultivos. En este modelo
experimental la progesterona no estimulaba la proliferacidn celu-
lar pero interactuaba con las células ciclantes para producir un
factor al que nos hemos referido 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 ovdricas. Esto ha sido parcialmente demostrado en
los experimentos comentados en el piarrafo 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 la misma hor
mona pueden ser células en distintos estados del ciclo prolifera-
tivo. Para ello se disefid un experimento en el cual el comporta -
miento de las células proliferantes fue marcado mediante 1la admi -
nistracidén rutinaria de timidina tritiada durante tres dias. Las
hormonas se administraron 3 horas despues de haber finalizado el
tratamiento con timidina tritiada. En el andlisis de este experi-
mento se aume que la timidina es completamente catabolizada en 3
horas (52) y que un aumento de la'proliferacién por entrada de c@&
lulas de Go al ciclo celular resultaria en una disminucién en el
indice de marcacién. Por el contrario un incremento en el indice
de marcacidn, seria causado por.el acortamiento del ciclo celular
en células quec ya se dividian. E1 andlisis del nGmero de granos
por nucleo en cl mismo experimento confirmaria estas conclusiones.

ya que la divisidn de c&lulas cuyos nucleos ya estaban marcados



(c€élulas c¢n divisidn) resultaria cen la dilusidn de la radiactivi-
dad en cada nticleco y por lo tanto una disminucidn del nGmero de

granos por nicleo.

l.Los rcsultados de estos cxperimentos mostraron que des-
pués de 3 dias de marcacidén cl 20% de las cé&lulas del epitelio 1lu
minal y el 50% del glandular tienen los nucleos marcados. Dos dias
después, el nGmero de cé&lulas marcadas se incrementa en la glandu
la pero no en el lumen. Estos resultados son consistentes con la
mayor actividad proliferativa de las gliandulas demostrada anterior
mente. Considerando que las c&lulas del lumen se dividen lentamen-
te y que en este trabajo se ha presentado evidencia de migracidén
celular desde las glandulas al lumen, seria esparable encontrar en
este experimento un aumento del indice de marcacibén de las células
luminales, ya sea por divisidén de las cé&lulas marcadas o por migra
cidn de ellas. Sin embargo los resultados experimentales no mostra
ron aumento en el indice de marcacidn de estas células. Esta obser
vacidén sugiere que el crecimiento neto de este compartamiento esta
ria controlado por un mecanismo de descamacidén del epitelio lumi-
nal. Ademds, no se ha observado evidencias de muerte celular "in
situ" en conejos intactos (estro continuo), aunque se observaron
células necrdticas en experimentos con 20-OH-P. La tabla III y las
figuras 12 y 13 muestran claramente que la administracidén de estra
diol produce un desplazamiento de las cé&lulas glandulares en repo-
so hacia el ciclo celular, mientras que el mismo esteroide parece
no afectar a las células luminales. La progesterona, por otra par-
te, indujo una aceleracidén en la velocidad de proliferacidn acor-
tando el ciclo celular en las cé&lulas de ambos epitelios. También
pudo probarse en estos experimentos que la 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 la administracidn
de estradiol no cambia el indice de marcacidn de las cé&lulas lumi-
nales, pero produce un incremento en el nfimero de granos por célu-
la comparado con el control respectivo. Estos hallazgos podrian ex
plicarse por una disminucién en la descamacidén de las c&lulas lu-
minales inducida por los estrdgenos. Los resultados experimentales

dec migracién cclular (Figura 14) parecen avalar esta hipotesis.



La disminucidn en la descamacion celular, acompaiada por una inhi
bicidén de la proliferacidn resultaria en una acumulacién de c&lu-
las no proliferantes o de baja proliferacidn que migran desde 1las

glandulas.

La hipdtesis de migracidn celular desde las gliandulas al
lumen ha sido comprobada por los cxperimentos ilustrados en la fi-
gura 14, lista mucstra que, aun en condiciones control, después de
un pulso de¢ timidina tritiada y un subsiguiente seguimiento de las
c€lulas marcadas, los indices de marcacién del fondo y tercio me-
dio de las glandulas disminuyen, mientras que se produce un incre-
mento dcl mismo pardmetro en la parte alta de las gliandulas y el
lumen. Este tipo de migracidén celular para la renovacidén de 1los
epitelios ha sido propuesto y probado experimentalmente en la mu-
cosa intestinal y ha sido sugerido en el endometrio humano y 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 glandulas a las
24 horas del tratamiento con estrdgenos, mientras que las c&lulas
luminales, en las mismas condiciones, se mantuvieron en los mismos
valores que el control. Solo se observé un incremento en el indice
de marcacidén del lumen a las 48 horas del tratamiento. Estas ob -
servaciones, asi como la ausencia de un aumento de marcacidn,en el
epitelio luminal de los conejos control entre las 24 y 48 horas,
como también el aumento registrado en la parte alta de las glandu
las, sugiere que el area de transicibén glandula 1lumen podria fun
cionar como una barrera geogrdafica para la migracién de las célu-
las glandulares al lumen. Se trataria de un mecanismo regulador
del crecimiento del epitelio luminal, que implicaria 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
ci6n celular y también sugieren que el 17(3 -estradiol regula el
grado de¢ descamacién celular en el lumen, ya que la administracidn

de la hormona en forma aguda o crdénica produce un incremento del



arca luminal por aumcnto del ndmero de células, mientras que el
namero de glindulas no varfa. Por otra parte, como se discutidé an
teriormente (Tabla 11) cl efecto de estrdgeno sobre las glandulas
no esta prescnte en los tratamientos prolongados, indicando una po
sible desensibilizacidon a la hormona mientras que como se ve en
Tabla TV ¢l aumento del area luminal persiste en csas condiciones,
indicando que dicha hormona tendria otros mecanismos diferentes al
de la proliferacidn para mantener el tamaifio del 6rgano, probable-
mente actuando a nivel de la regulacidon de la perdida celular.

Todos estos resultados sugieren que el 17P -estradiol
tiene como blanco a las cé&lulas luminales y glandulares pera con
cfectos difercentes, ya que esta hormona esteroide regularia la pro
liferacidén en cé&lulas glandulares y la descamacidén en las lumina-
les; la administracién continua produciria una desensibilizacidn

de las primeras pero no de las segundas.

La administracién de 17 f -estradiol tuvo un marcado efec
to cn la cinética de migracidén. El hallazgo indicando que los es-
trégenos inducen a las c&lulas en Go a entrar al ciclo celular ex
plicaria el incremento del indice de marcacidén a las 24 horas. La
ulterior disminucidn del indice de marcacidén que ocurre en el fon
do y tercio medio de las gladndulas a las 48 horas es probablemente
debido a la perdida de células por descamacidén ya que el indice de
marcacién en la parte alta de las glandulas no se incrementa adi-
cionalmente a las 48 horas. Otra explicacidén a este '"plateau'" en
la parte superior de las gladndulas es que por la administracién
de 17f3 -estradiol las c&lulas migrarian rapidamente desde la parte
superior de las gldndulas al epitelio luminal. En el aumento de cé&
lulas del epitelio luminal intervendria la regulacidén por los es-
trogenos de la pérdida celular. La posibilidad de que el 178 -estra
diol disminuya la frecuencia de perdida o muerte celular hasido su-
gerida previamente por Martin y Colaboradores (56). En nuestro mo-
delo este fendmeno esta claramente expresado en el aumento del pe
rimetro intcrno del Gtero como resultado del tratamiento con estrd
genos en forma aguda o crénica. En las experiencias crdnicas se ob



servdo que esta disminucidn de la descamacidn celular se mantiene
ain c¢n condicioncs en que el cfecto proliferativo del estrdgeno so
bre las glandulas parece estar bloqueado por el mecanismo de desen

sibizacién.

Sobrc la base de estas investigaciones se podria propo-
ner un modelo de los efectos de las hormonas ovaricas sobre el en-
dometrio del conejo: Los estrdgenos actuarian sobre las células
blanco en las gldndulas uterina las que son células en reposo o blo
queadas en Go del ciclo celular y estas cé&lulas funcionarian como
una verdadera poblacién de células madre ("Stem cells'"). Las célu-
las hijas migrarian hacia el lumen y en la unidén glandula-lumen
continuarian la migracién o se descamarian. El balance entre migra
cidn o descamacidn es tambi&n probablemente regulado por los estrd
genos. Una vez alcanzado el lumen, las células hijas continuan
siendo blanco de los estrbgenos aunque no regulando proliferacidn
sino descamacidén celular. La progesterona por su parte actua sobre
célula en divisidén de las glandulas y el lumen induciendo la forma
cién de nuevas glandulas, las cuales estan formadas por células sin
actividad proliferativa que secretan uteroglobina.

Muchos autores han sefialado la posibilidad de que dife-
rentes poblaciones celulares del Gtero: epitelio, estroma y miome
trio pueden mostrar diferentes respuestas a los estrdgenos (57,58)
asi como a 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 regulacidén estrogénica de 1la
poblacidn celular. La existencia en los &érganos blanco de poblacio
nes celulares que responden en forma distinta a las hormonas ovéa-
ricas, cuya accibn se piensa que es regulada por interacciones ce-
lulares, agrega otro nivel de comprensibén a la interpretacibn a
nivel celular de los mecanismos de la accidn hormonal. Por lo tan-
to es interesante especular que alteraciones en los mecanismos de
crccimiento del epitelio uterino y su regulacién por las hormonas
ovidricas podria dar lugar a condiciones patolbgicas tales como hi-

pcrplasia y neoplasia (60).



LLa funcién de 20-0H-P  c¢n concjos no ha sido completa-
mente dilucidada, aunque algunos autores la consideraron un debil
progestigeno (27) llilliard y Laton (26) demostraron en el conejo
que la 20-01H-P es sccretada por cl ovacio intersticial y esta
presente en ¢l suero del concjo en estro, mostrando un brusco au-
mento unas horas antes de la ovulacién. Sin embargo estos autores
no describen ¢l posible rol de la hormona. Posteriormente Davies y
lloffman sugiricron que 20-OH-P  podria estar relacionada a la ci
ligenesis (15).

Conner y Colaboradores en 1978 mostraron que la 20-OH-P
P no producia la formaci8n de un endometrio secretorio como podria
esperarse de un progestigeno debil, pero inducia la formacién de
células claras en el epitelio uterino de conejos ovariectomizados
(28). Los estudios de microscopia electrénica presentados en este
trabajo mostraron que las cé&lulas claras eran ciliadas y que toda
las c&lulas ciliadas tenian las caracteristicas de las cé&lulas cla
ras. Se puede concluir con estos datos que 20-OH-P  indice cilio-
génesis en el endometrio del conejo, aunque los mecanismos de este
proceso, asi como el significado de dichas c&lulas es todavia des
conocido. No puede descartarse que la 20-OH-P pueda ejercer esta
accifn indirectamente a traves de otro 6rgano diferente al ovario.

Células claras y ciliadas en el endometrio humano fueron
descriptas por Mandl en 1911 (61), no presentando evidencia alguna
sobre su origen y funcién. Actualmente se piensa que podrian ser
estimuladas por los estrdgenos dado que aparecen frecuentemente en
endometrios proliferativos e hiperpldsticos y no asi en la atrofia
endometrial (62). Asimismo Silverberg y colaboradores (63) demostra
ron que son mas frecuentes en carcinomas de endometrio desarrolla-
dos en mujeres que han recibido estrdgenos exbgenos que en tumores
similares cn mujeres que no recibieron tratamiento estrogénico.Sin
embargo no se ha podido establecer una vinculacibén entre las célu-

las ciliadas y las hormonas ovaricas.

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



xime cuando no se ha observado ninglin tipo de células necréticas
en los estudios histolégicos. Iisto sugiere que el meccanismo gene-
ral para el rccambio celular en el endometrio del conejo, cstaria
determinado por la descamacidn celular, mientras que en otros te-
jidos la apoptosis y necosis condensante es el mecanismo com@n
(64).

Debido a que el efecto de 20-0OH-P sobre la ciliogéne-
sis no pudo ser demostrado en animales intactos, a pesar de haber
sido encontrado en conejos ovariectomizados, se decidié estudiar
la interaccidén de 20-OH-P con otras hormonas ovaricas. Cuando
se administrd simultaneamente la 20-OH-P con 17(}-estradiol, el
porcentaje de cé&lulas ciliadas se redujo, un fendmeno que también
se observd cuando se administrd solamente 170 -estradiol a conejas
ovariectomizadas. Este efecto del 17§ -estradiol es probablemente
el resultado de un aumento en la proliferacidén de cé&lulas no cilia
das que produciria dilucién de las células ciliadas, ya que desde
el punto de vista morfoldgico se puede observar una accién estrogé

nica completa.

La progesterona por su parte, produjo una casi completa
inhibicién de la ciliogénesis inducida por 20-OH-P | pero al mismo
tiempo hubo una marcada inhibicidn de la arbonizacidn. Este antago
nismo con la progesterona sugiere que la 20-OH-P no es un proges
tdgeno debil, sino una hormona capaz de producir efectos especifi-

cos en el endometrio del conejo.

Dos dias despues de la suspensidn del tratamiento de 5
dias con 20 -0OH-P , se desarrolla en endometrio secretorio comple-
tamente arborizado. Para explicar esta rdpida induccidén del epite-
lio secretorio que usalmente toma lugar en 4-5 dias cuando es indu
cido con IICG o progesterona, se penso en la posible existencia de
una poblacidén bloqueada en la fase G2 del ciclocelular. Estas cé&lu
las podrian considerarse como una poblacibén de células de reserva
que bajo la influencia del estimulo adecuado, en este caso la sus

pensidn de una hormona, pueden reingresar en el ciclo celular pro-



ducicendo una casi jnmediata onda de proliferacién. Una cinética si
milar fuc descripta por Gelfant para la epidermis en 1la oreja del
raton (65). Por esta razdén se llevd a cabo un estudio citofotomé-
trico del ADN en nGicleos individuales del endometrio del conejo.
En cse estudio sc¢ encontrd que las células ciliadas estaban blo-
queadas en G1, pero en el epitelio luminal se encontrd una impor-
tante fraccidn de células en G2. Esta fraccidn no fue observada en
animales intactos u ovariectomizados y parece haber sido inducida
por el tratamiento con 20 «OH-P . La presencia de gran nimero de
c€lulas arrestadas en G2 puede explicar la rdpida arborizacién que
sigue a la suspensidén de la hormona. Sin embargo la arborizacién
inducida por este mecanismo mostrd algunas diferencias con el epi
telio arborizado inducido por HCG o progesterona. Mientras que &s
te Gltimo dura varios dias y posteriormente resulta en una lenta
regresidn caracterizada por la presencia de células multinuclea-
das, el epitelio secretor del tratamiento con 20 -QOH-P muestra
cambios regresivos solo a las 48 horas de la suspensibén de la hor

mona y una completa ausencia de cé&lulas 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
observd a ninguna de estas células en mitosis, pero se encontraron;
muchas de ellas en proceso de necrobiosis. Adem8s el estudio cito-
fotométrico del ADN de estas células indicé claramente la ausencia
de actividad proliferativa. La funcidén de 20 -OH-P- en conejos se-
ria la induccidén de células ciliadas durante el estro y las prime-
ras etapas de la prefiez y pseudoprefiez, por un mecanismo todavia
desconocido. Posteriormente la interaccidn con la progesterona lu-
teal llevaria a una progresiva desaparicién de las cé&lulas ciliadas
como fue reportado por Davies y Hoffman (15,16). Los trabajos pre-
vios muestran que 17« -Hidroxiprogestrona y 5« pregn-3, 20 diona
tienen efecto similar a la 20-0li-P y sugieren un rol especifico de
cstos esteroides hidroxilados, los cuales fueron considerados d&bi-

lcs progestagenos (28).

Conjuntamente con los cambios proliferativos del epitelio



sc¢ han obscrvado modificaciones en la membrana basal como conse -
cuencia de la accidén hormonal. Basicamente se ha observado que los
cstrogenos influyen sobre la membrana basal disminuyendo su espe-
sor y prescntando una reaccidén inmunohistoquimica debil. Por otra
partc la progesterona presentd un efecto totalmente opuesto al an-
terior observandosc una reaccidén inmunohistoquimica irregular y
dando lugar adcmas a una membrana basal multilaminar de gran espe
sor. Estos cambios en la membrana basal parecen estar relacionados
con las modificaciones mortoldgicas producidas por las hormonas.
Numerosos trabajos en la literatura han mostrado que tiene un rol
preponderante en la organogénesis y en la reparacién de las estruc
turas epiteliales (66,67,68). En el caso del Gtero del conejo,los
cambios en la membrana basal podrian regular la descamacién celu-
lar e intervenir en la neoformacidn de gliandulas en el endometrio
secretorio. Un mecanismo similar al propuesto para la formacidn de
glandulas fue sugerido por Meier en el desarrollo de la placoda
6tica (69).

La organizacidén de la membrana basal en forma de capas
multiples es un fendmeno comfin en aquellos casos en que la sinte-
sis de la membrana esta muy aumentada, aunque este fenomeno ha si-
do descripto fundamentalmente en cuadros patoldgicos tales como
las diabetes mellitus, las alteraciones en nervios periféricos,los
glomerulos renales en regeneracidn, el dafio por:radiacién, etc.(70,
71,72,73,74) . La formacién de una membrana basal multilaminar bajo
la influencia de progestigenos parece estar ligada a la organogéne

sis del endometrio secretorio.



RESUMEN Y CONCLUSIONES

Sc encar6 en este trabajo, el estudio de la cinética ce
lular del epitclio uterino del conejo, con la idea de analizar la
posible existencia de poblaciones celulares que tengan una respues
ta diferentes a las hormonas ovdricas. Con ese objeto se desarro -
116 una técnica que permite estimar "in vitro" el efecto prolife-
rativo de las hormonas administradas "in vivo'". Usando esa técnica
se demostrd que el 17( -estradiol estimula la proliferacidén de las
gliandulas endometriales en animales intactos y ovariectomizados.
La progesterona por su parte, estimuld tanto al epitelio luminal
como al glandular, tambi&n en conejos intactos y ovariectomizados.
En los dGteros de animales tratados con progesterona se encontraron
zonas de hiperplasia focal, las cuales parecen estar relacionadas
con la neoformacidén de gladndulas, que caracterizan al endometrio
secretorio. De acuerdo a estos resultados se pudo concluir que a
pesar de la semejanza morfoldgica, las células glandulares y lumi
nales se comportan como poblaciones independientes en cuanto a la
respuesta a las hormonas oviaricas.

Utilizando la misma metodologia se estudiaron los indi-
ces de proliferacién durante las primeras etapas de la pseudopre-
filez y se los correlaciond con la sintesis de uteroglobina, una pro
teina secretada por el endometrio y que se supone conectada de al
guna forma con el proceso de anidacién. De acuerdo con la secuen-
cia temporal de la secresién de uteroglobina, se concluyd que las
células que secretan esta proteina son no proliferativas y proba-

blemente terminalmente diferenciadas.

Ante estos resultados se decidid explorar la posible res
puesta diferencial de las c&lulas epiteliales endometriales de
acuerdo a su estado en el ciclo celular, ademas de su ubicacidn en
glidndulas o lumen. Para ello se realizaron estudios '"in vivo'" in-
yectando conejos con timidina tritiada durante 3 dias para marcar
los nicleos de c&lulas en activa proliferacién. Una vez finalizado



¢l tratamicnto con timidina tritiada se inyectaron hormonas duran-
te 2 dias y los animales se sacrificaron y se determinaron los nu
cleos marcados mediante autorradiografia. El 17@ -estradiol produ
jo una disminucidén en el nGmero de c&lulas marcadas, por cuanto se
dedujo que esta hormona ejerce su accidn proliferativa haciendo en
trar al ciclo celular a cé&lulas que estaban en reposo (o Go). La
progesterona produjo un considerable aumento en los indices de mar
cacién determinandose en esa forma que las c€lulas en divisidn
eran el blanco para esta hormona. El andlisis del ndGmero de granos

en las autorradiografias confirmbé estas conclusinnes.

Con la administracién de estrégenos durante cortos (dias)
y largos (semanas) lapsos de tiempo, se produjo un aumento de la
circunferencia interna del Gtero debido a un incremento de las cé
lulas luminales, mientras que el nimero de glandulas parecié no
alterarse. Lstos hallazgos, conjuntamente con experimentos pre-
vios sugieren que las c&lulas endometriales migran de la glédndula
hacia el lumen y que la administracibén de estr6genos disminuye su
posterior descamacidén. Este concepto de migracidn celular fue pos
teriormente confirmado en experimentos en los que se administrd ti
midina tritiada a conejos y posteriormente se determiné a distin-
tos tiempos la distribucién geogrdfica de c&lulas con nucleos mar
cados. Se observé que en funcidén del tiempo decrece el nfimero de
células marcadas en el fondo y tercio medio de las gldndulas,mien
tras que el mismo parametro aumentd en la parte superior de las
glidndulas y el epitelio luminal. La administracién de estradiol al-
terd la cinética de este fendmeno y parece influir en este proce

so de migracidn.

La 20 -hidroxi-pregn- 4 en-3 ona (20-OH-P), una hormo-
na esteroide secretada por el ovario intesticial del conejo indu-
jo la aparicidn de células ciliadas en el endometrio de conejos
ovariectomizadas. E1 17 () -estradiol parece inhibir parcialmente ese
efecto pero la 20-0H-P y progesterona fueron antagonistas, ya
que la administracién simultanea no resulta en la formacidén de cé

lulas ciliadas ni de endometrio secretorio.



La suspensién de la 20 -0Il-P después de scr administra-
da durante 5 dias, causd un rdpido efecto proliferativo que lleva
a la formacidén cn un endometrio secretorio en solo 48 horas. Las
células ciliadas no mostraron estar relacionadas con esta reaccién
proliferativa ya que se encontrd evidencia que estas células son
terminalmente diferenciadas. Ademas, 1la determinacién citofotometri
cas de ADN en nucleos individuales mostré que, mientras las cé&lu
las ciliadas son una poblacién homonenea de células sin actividad
proliferativa, bloqueada en G1, el resto del epitelio luminal es
una poblacidn celular inhomogenea con una distribucién bimodal de
ADN con un pico en G1 y otro en el rango G2. Lste Gltimo pico que
no se¢ observd en conejos intactos ovariectomizados representa pro-
bablemente una poblacidn celular bloqueada en la base G2 del ciclo
celular. Estas c&lulas podrian reingresar al ciclo después de la
suspensién del tratamiento hormonal participando en la formacibn

del endometrio secretorio.

Conjuntamente con los cambios proliferativos del epite-
lio se pudieron demostrar por mé&todos inmunohistoquimicos importan
tes modificaciones en la membrana basal. Estos cambios parecen es
tar relacionados con cambios morfoldgicos de la estructura epite-
lial tales como la regulacidn de la descamacibén y la organogéne-

sis del endometrio secretorio.

Con la informacién 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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