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RESUMEN

De acuerdo con el Instituto Nacional de la Salud, la especie murina es una de
las especies mds importantes en el estudio de la fisiologfa y de un gran nimero de
procesos que tienen lugar en el organismo, tanto en la especie humana como en los
animales. Se estima que en el 90-95 % de los estudios realizados en biomedicina se
utilizan ratones y ratas.

En la rata, la funcién reproductora es debida a las hormonas esteroideas ovaricas,
estrégenos (E) y progesterona (P). Durante las distintas fases del ciclo estral, el ttero
sufre cambios morfolégicos y funcionales que dependen de la accién de los E y la P
y que incluyen la proliferacién celular y la sintesis de receptores de progesterona en
el epitelio, y la proliferacion celular del estroma y su consecuente decidualizacién,
respectivamente. La accién de los E y la P en el titero estd mediada por receptores
intracelulares, los receptores de E (RE) y los receptores de P (RP). Ambos receptores
tienen dos isofomas, ay ff paralos RE y Ay B paralos RP. Estudios previos realizados
tanto en ratones knock-out (KO) para una de las isoformas del RE y las dos del RP,
como en ratas ovariectomizadas (OVX) a las que se administran agonistas estrogé-
nicos selectivos para una de las isoformas del RE, han revelado que la mayoria de
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las acciones de los E en el Gitero son mediadas por la isoforma o del RE, aunque en
la actualidad el papel especifico de cada una de las isoformas se conoce solo parcial-
mente. Tanto el conocimiento molecular del RE como los avances farmacolégicos
han permitido el desarrollo de nuevos agentes agonistas y antagonistas para las
distintas isoformas del RE que hacen posible estudiar la accién que desempeiia en
el Gtero cada una de las isoformas del RE.

Palabras Clave: rat, rata; uterus, atero; estrogens, estrégenos; progesterone, pro-
gesterona; estrous cycle, ciclo estral; ERo, ERf, REa, REf.

CICLO SEXUAL EN LA RATA

Las ratas son animales poliestrales que presentan un ciclo reproductor (estral)
ultracorto (Rothchild, 1981) de 4 dias de duracién. El ciclo estral se encuentra influen-
ciado por factores ambientales como la longitud del fotoperiodo, la temperatura, la
humedad ambiental o factores olfatorios (Sdnchez-Criado y cols., 1982). El ciclo estral
se divide en cuatro fases perfectamente diagnosticables mediante frotis vaginal:
estro (dia 1), metestro, diestro y proestro. En el estro, que dura aproximadamente 15
horas, se aprecian numerosas células epiteliales cornificadas y ausencia de infiltracién
leucocitaria en el frotis vaginal. En metestro, que dura 21 horas, el frotis vaginal estd
caracterizado por la aparicion de infiltrado leucocitario junto con algunas células epi-
teliales cornificadas. Durante la fase de diestro, con una duracién de algo mds de 24
horas, el exudado vaginal estd caracterizado por la presencia exclusiva de leucocitos.
Finalmente, el dia de proestro estd caracterizado por la presencia de células epiteliales
nucleadas, y dura aproximadamente 15 horas. Las células epiteliales nucleadas y cor-
nificadas son un efecto directo de los E secretados por los foliculos ovaricos, mientras
que la infiltracién leucocitaria es un sintoma de acciones de E y/o P de origen ltiteo.
Durante los dias de proestro y estro, pero fundamentalmente en el dia de proestro, el
ttero se encuentra bajo los efectos de los E. Durante el metestro y diestro el titero estd
bajo los efectos de la P. La dependencia de las hormonas ovdricas de las fluctuaciones
morfoldgicas del titero se puede demostrar por ovariectomia. Tras ella desaparece
la ritmicidad vaginal (anestro) y el tdtero sufre un proceso reversible de atrofia. E1
tratamiento sustitutivo con E y/o con P revierte los efectos de la ovariectomia sobre
el dtero y la vagina (Sanchez-Criado y cols., 1999).
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REGULACION HORMONAL DEL CICLO SEXUAL (EJE HIPOTALAMO-HIPO-
FISIS-OVARIO)

Durante los dias de estro, metestro y diestro, la secrecién de las gonadotropinas,
hormona luteinizante (LH) y hormona estimulante del foliculo (FSH), se encuentra
en niveles basales debido a la accién inhibidora (feedback-negativo) de las hormonas
ovéricas, fundamentalmente estradiol aunque también participan P e inhibinas (Fre-
eman, 1988).

Por el contrario, en la tarde del dfa de proestro los E ejercen un feedback-positivo
sobre el eje hipotdlamo-hipofisario (a nivel de las secreciones de la hormona libera-
dora de gonadotropinas [GnRH] por neuronas GnRH y de LH y FSH por las células
gonadotropas). Entre las acciones positivas de los E a nivel hipotaldmico se pueden
destacar: a) la participacién junto a la GnRH en la sintesis de sus receptores a nivel
hipofisario, b) la sensibilizacién de la hipéfisis a la GnRH (de 20 a 50 veces), proba-
blemente a través de un mecanismo post-receptor, c) la sintesis a nivel hipofisario e
hipotaldmico de RP, d) la regulacién de la sintesis de la GnRH, colaborando en la apa-
ricién de la secrecion preovulatoria del decapéptido hipotaldmico y e) la disminucién
del metabolismo de la GnRH en la hipéfisis, aumentando su efectividad (Fink, 1988).
En la hipdfisis, los E llevan a cabo sus acciones inhibidoras y estimuladoras sobre la
secreciéon de gonadotropinas activando sus receptores en el gonadotropo, entre los
que se encuentran diferentes tipos de localizacién e isoformas (intracelulares o de
membrana, a 6 ) (Alonso y cols., 2006).

Los E son esenciales para que se produzca la secrecién preovulatoria de gonado-
tropinas, que podrfamos considerar como la culminacién de una serie de influencias
positivas de los estrégenos en la hipéfisis y el hipotdlamo. Cuando la concentracién
de E supera un valor umbral, se produce un cambio en la actividad de las células
gonadotropas, de tal manera que el pool de reserva pasa a ser pool de liberacion y, en
consecuencia, la GnRH provoca la liberacién masiva de gonadotropinas. Esta libe-
racién masiva se produce gracias al fenémeno de self-priming, que se define como el
aumento en la magnitud de la respuesta de LH por la hipdfisis frente al segundo de
dos pulsos de GnRH de la misma magnitud y separados por un periodo de tiempo
determinado. La frecuencia 6ptima de los pulsos de GnRH, para que tenga lugar la
liberaciéon masiva de LH en la rata, es aproximadamente de uno cada hora (Fink,
1995). Ningtn otro neuropéptido o transmisor no peptidico presenta este fenémeno
en la hipdfisis o en otras células efectoras. No se conoce porqué la GnRH presenta esta
propiedad tnica, aunque se piensa que podria estar relacionado con el hecho de que
la secrecién preovulatoria de LH es indispensable para la reproduccion de las especies
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(provoca luteinizacién de las células de la granulosa, rotura folicular y ovulacién) y
gracias a esta caracteristica, una cantidad minima de GnRH provoca una secrecién no
proporcional de LH, por lo que el proceso es muy econémico y eficaz (Fink, 1995).

HISTOLOGIA DEL UTERO

Histolégicamente, el titero de la rata, como en la mayoria de las especies de mami-
feros, estd constituido por tres capas: la mucosa o endometrio, la muscular o miometrio
y la serosa o perimetrio. El endometrio estd constituido por un epitelio de superficie
de tipo simple cilindrico y una Idmina propia de tejido conjuntivo. La ldmina propia
es muy celular y contiene las gldndulas endometriales, que son glandulas tubulares
simples ramificadas que se extienden hasta el miometrio. El endometrio se compone
de 2 zonas que difieren tanto en la estructura como en la funcién, la capa superficial
o zona funcional y la capa profunda o zona basal. La zona funcional degenera total
o parcialmente durante el ciclo estral y se encuentra constituida por un epitelio de
revestimiento de tipo simple cilindrico y por una capa amplia de tejido conjuntivo
vascularizado. Por otro lado, la zona basal es una capa delgada de tejido conjuntivo
laxo vascularizado con menos células que la zona funcional que permanece persistente
durante todo el ciclo. El miometrio se encuentra constituido por 2 capas de misculo
liso, una capa interna con células dispuestas de forma circular y una capa externa
dispuesta longitudinalmente, y entre ambas capas musculares se sittia una capa de
tejido conjuntivo - vascular que contiene grandes arterias, vasos linfaticos y venas.
El perimetrio estd constituido por tejido conjuntivo laxo recubierto por el mesotelio
peritoneal en el que podemos encontrar fibras musculares lisas, vasos sanguineos,
vasos linfaticos y nervios (Priedkalns, 1993; Samuelson, 2007).

ACCIONES DE LOS ESTROGENOS Y LA PROGESTERONA EN EL UTERO

Durante las distintas etapas del ciclo estral, los diferentes compartimentos que
constituyen el dtero de la rata sufren cambios morfolégicos y funcionales que depen-
den de la hormona ovdrica que esté actuando en cada momento. Las concentraciones
de hormonas ovdricas no permanecen constantes durante todo el ciclo estral. Asi, los
E aumentan su concentracién conforme se van desarrollando los foliculos ovaricos
desde el final del dia de estro del ciclo anterior, alcanzando su médxima concentraciéon
al inicio del dfa de proestro y disminuyendo al final del proestro para mantener sus
niveles basales durante el resto del ciclo estral. Por el contrario, la P mantiene sus con-
centraciones méximas desde el final del metestro hasta el inicio del dia de diestro.
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En el dtero, los E inducen proliferacién celular en el epitelio de superficie y en
el epitelio glandular del endometrio (Martin, 1980; Quarmby y Korach, 1984; Zhang
y cols., 2005). Sin embargo, se ha observado que la proliferacion de ambos epitelios
endometriales tiene lugar durante las fases de metestro y diestro, es decir, no coin-
cidiendo con la médxima concentracién de E durante el ciclo, que tiene lugar desde
finales del diestro hasta el final del proestro. Esto es debido a que la respuesta a los E
en el titero es una respuesta tardfa, que implica la activacién de un gran ndmero de
genes asi como complejas interacciones entre las diferentes células del estroma y del
epitelio endometrial. Los E también inducen cambios morfoldgicos en el epitelio de
superficie durante la fase de estro, que presenta células cilindricas con el nticleo en
posicién basal y numerosas células en apoptosis. Estas tltimas también se observan
en el epitelio glandular. Ademds, los E inducen la proliferacién del miometrio uterino,
que tiene lugar, en el dtero de la rata, durante el proestro, cuando las concentraciones
de E son médximas. Por el contrario, la correlaciéon existente entre la concentraciéon
de Py la proliferacion de células epiteliales es totalmente inversa. Asi, la P inhibe
la proliferacién celular inducida previamente por los E al inicio del metestro (Clark,
1971; Martin y cols., 1973; Couse y Korach, 1999).

Por otro lado, los cambios observados en el estroma endometrial durante las
diferentes etapas del ciclo estral dependen, primero, de la estimulacién por parte de
los E ovadricos, que inducen la expresién de RP en el estroma endometrial (Aronica y
Katzenellenbogen, 1991) y después, de la secrecién de P, que induce, al final de la fase
de diestro, la proliferaciéon y decidualizacién del estroma endometrial, que consiste
en hipertrofia e hiperplasia celulares y edematizacién del tejido.

RECEPTORES DE ESTROGENOS Y PROGESTERONA

Los E y la P ejercen su accién uniéndose a sus receptores especificos, RE y RP,
respectivamente. Los RE y RP son receptores protéicos intranucleares cuya funcién
es regular factores de transcripcion de gran variedad de genes que se encuentran en
los diferentes tejidos uterinos (Carson-Jurica y cols., 1990). Los niveles de receptores
influyen en la respuesta celular a las hormonas esteroideas, mientras que, por su
parte, las hormonas esteroideas son capaces de regular la expresién de receptores
(Lee Kraus y Katzenellenbogen, 1993). Por ejemplo, los RE son regulados por los E
(Manni y cols., 1981; Shupnik y cols., 1989) y la P (Hsueh y cols., 1976; Pavlik y Coul-
son, 1976). De igual modo, los RP también son regulados por los E y la P, en concreto,
los E aumentan el niimero de RP en el tejido uterino y la P los disminuye (Milgrom,
1973; Nardulli y cols., 1988; Read y cols., 1988; Wei y cols., 1988).
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Las acciones fisioldgicas que desempefan los E en el tdtero se encuentran me-
diadas por 2 tipos de RE, REa y REp (Katzenellenbogen y Korach, 1997; Kuiper y
cols., 1997; Couse y Korach, 1999; Enmark y Gustafsson, 1999; Dechering y cols.,
2000; Pettersson y Gustafsson, 2001). Aunque el papel especifico de cada una de estas
isoformas en el ttero se conoce solo parcialmente, estudios previos han revelado que
la mayoria de las acciones de los E en el ttero estén mediadas por los REo. (Frasor y
cols., 2003), siendo los REP solo responsables de mediar en algunos efectos de los E
en el Gtero, entre los que se encuentra la expresiéon de RP (Weihua y cols., 2000, Kurita
y cols., 2001) y la decidualizacién (Vallejo y cols., 2005) en el estroma endometrial.

Los datos conocidos actualmente sobre la accién que desempefia cada una de las
isoformas del RE derivan, casi exclusivamente, del uso de ratones KO para una de las
isoformas del RE, pero estos modelos de animales presentan algunas limitaciones que
pueden complicar la interpretacién de los resultados obtenidos. Se ha observado que,
en ocasiones, este tipo de ratones puede llegar a desarrollar mecanismos de compen-
sacién que enmascaran la verdadera fisiologia de los REa y los REf (Korach y cols.,
1998), y en otras ocasiones, se han producido alteraciones en los perfiles hormonales
que pueden influir en la respuesta a los E. Es por eso que una alternativa muy eficaz
para el estudio de las acciones de las diferentes isoformas del RE es el uso de ratas
OVXalas que se administran agonistas estrogénicos selectivos para cada una de ellas
(Frasor y cols., 2003).

TIPOS DE AGENTES QUE INTERACCIONAN CON LOS RECEPTORES DE
ESTROGENOS

Los E realizan su accién en el tejido uterino al interaccionar con una de las isofor-
mas de los RE. La unién tiene lugar en una zona del receptor denominada dominio,
provocando un cambio conformacional en el receptor, el cual pasa a un estado activado
que le confiere la capacidad de interaccionar directamente con el ADN y controlar asi
la expresion genética. Los conocimientos adquiridos sobre la estructura y la funcién de
los RE en los tltimos afios han permitido el disefio de cientos de compuestos capaces
de interaccionar con los RE consiguiendo en ellos cambios conformacionales simila-
res o totalmente diferentes a los que producen los E. Dentro del grupo de sustancias
capaces de interaccionar con los RE podemos encontrar:

1) Agonistas de los RE: Estas sustancias interaccionan con todas las isoformas

de los RE induciendo una accién similar a la que desempefian los E endégenos en
el organismo. El mds conocido y el que se utiliza habitualmente es el benzoato de
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estradiol (BE), que actda a nivel del endometrio induciendo proliferacién celular del
epitelio endometrial y expresién de RP en el estroma endometrial.

2) Agonistas selectivos de los RE: Estas sustancias actdan interaccionando exclu-

sivamente con una de las isoformas del RE (o y /o ) induciendo una accién agonista.
Entre ellos encontramos el agonista estrogénico selectivo para el REo, propylpirazole-
triol (PPT) y el agonista estrogénico selectivos para el REf, diarylpropionitrile (DPN).
Se ha demostrado que el PPT es un potente agonista del REa debido a que tiene una
afinidad de unién 400 veces mayor al REa que al RE (Kraichely y cols., 2000; Stauffer
y cols., 2000) mientras que, por el contrario, el DPN es un agonista selectivo para el
REP, presentando una afinidad de unién 70 veces mayor con el REf} que con la isoforma
o del RE (Meyers y cols., 2001). Desde su descubrimiento, estos agonistas selectivos
se han utilizado como alternativa al uso de ratones KO en estudios realizados para
determinar el papel que desempefia cada una de las isoformas del RE.

3) Antagonistas de los RE: Acttian uniéndose a los RE bloqueando la accién de

los E. De acuerdo con McGregor y Jordan (1998) los antiestrégenos pueden clasificarse
en dos grupos:

a) Los antiestrégenos tipo I o SERMs tienen propiedades estrégenicas y antiestro-
génicas en el laboratorio. Presentan una actividad agonista parcial o antagonista de la
accién de los E dependiendo de la especie y tejido donde acttian (Bryant y Dere, 1998).
Dentro de este grupo encontramos los derivados del trifeniletileno (como tamoxifeno,
toremifeno, idoxifeno, o drolixifeno) y derivados del benzotiofeno (raloxifeno) (Bryant
y Dere, 1998). Los mds conocidos y estudiados, tamoxifeno (TX) y raloxifeno (RX),
se usan con frecuencia en el tratamiento del cdncer de mama y la osteroporosis en la
mujer, respectivamente. El TX también disminuye el riesgo de enfermedad cardio-
vascular. Sin embargo, la mayoria de los estudios descriptivos y estudios de cohorte
realizados en la especie humana han demostrado que la accién agonista parcial que
ejerce el TX a nivel endometrial aumenta el riesgo de cadncer endometrial en mujeres
(Fornander y cols., 1989; Andersson y cols., 1991, 1992; Fisher y cols., 1998).

b) Los antiestrégenos de tipo II, o SERDs (Howell y cols., 2004) no presentan
propiedades estrogénicas en los ensayos laboratoriales. Los antiestrégenos puros
fueron descubiertos en la década de los ochenta por Wakeling y cols. (1987). Todos
ellos presentan la capacidad de unirse al RE y no tener actividad estrogénica, tanto in
vitro como in vivo, en ninguna de las especies estudiadas o tejidos, incluyendo todos
los tejidos que actdan como diana para los E como el ttero, la glandula mamaria, el
ovario y el hueso. Entre los diferentes compuestos que han demostrado tener una
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actividad antiestrogénica pura estan los derivados del 173-estradiol, como ICI 164384,
ICI 182780, RU58668 y EM-139. La mayor utilidad de los antiestrégenos puros en la
actualidad es su uso como tratamiento contra el cdncer de mama avanzado o resis-
tente al TX, aunque podria ser también de aplicacion en el futuro en ginecologia y
en algunas enfermedades benignas (Gradishar y Jordan, 1997). Su accién en el ttero
bloquea el crecimiento uterino, disminuye el tamafio y el volumen del endometrio y
el miometrio, atrofia el endometrio e inhibe el crecimiento tumoral.

Los antiestrégenos puros y los SERMs se diferencian principalmente en su me-
canismo de accién, aunque ambos actiian mediante la unién con las dos isoformas
de los RE. Los SERMs compiten con el estradiol en su unién con el RE, pero forman
con este un complejo que mantiene una parte de su actividad transcripcional debido
a que los cambios que inducen en la estructura terciaria del receptor son imperfectos,
presentando como consecuencia una actividad biolégica que va desde el antagonismo
completo hasta el agonismo parcial. Los antiestrégenos puros también actian como
inhibidores competitivos del estradiol, pero bloquean por completo la accién del RE
impidiendo la dimerizacién del complejo receptor-ligando, bloqueando su unién con
el ADN y como consecuencia la activacién genética (Fawell y cols., 1990), formando
una unidad de transcripcién metabdlicamente inactiva tras su unién al ADN (Pink y
Jordan, 1996) o directamente disminuyendo los niveles de RE intracelulares (Wake-
ling, 2000).

METODOS DE DETECCION DE LOS RECEPTORES HORMONALES

Los métodos utilizados en la deteccién de receptores de hormonas esteroideas
se pueden clasificar en dos tipos: los métodos basados en la unién al receptor de la
hormona con trazador (métodos bioquimicos) y los métodos basados en la unién al
receptor de un anticuerpo especifico (métodos inmunohistoquimicos, IHQ) (Greene
y cols., 1980; Greene y cols., 1988; Goussard, 1998).

Tradicionalmente se han utilizado de forma rutinaria los métodos bioquimicos
para la deteccién de receptores de hormonas esteroideas, pero debido a su coste y a
que son poco accesibles en la préctica diaria, se han ido sustituyendo hasta que, en
la actualidad, se utilizan casi exclusivamente los métodos IHQ para la deteccién de
receptores de hormonas esteroideas (De Mascarel y cols., 1995; MacGrogan y cols.,
1996; Allred y cols., 1998).
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Todos los métodos IHQ que se utilizan rutinariamente en la deteccion de
receptores de hormonas esteroideas son de tipo puente y se basan en la unién no
inmunoldgica entre la avidina o la estreptavidina y la biotina (particularmente el de
la Avidina-Biotina- Peroxidasa 6 ABC), y se aplican sobre muestras de tejido proce-
sadas rutinariamente (fijadas en formol e incluidas en parafina) utilizando métodos
de desenmascaramiento antigénico por calor (De Negri y cols., 1991; Soomro y cols.,
1992; Wilbur y cols., 1992; Goldberg y cols., 1994; 1994; Katoh y cols., 1997).

CONCLUSION

El estudio de los distintos agonistas, moduladores selectivos y antagonistas puros
del RE en la rata OVX es buena alternativa al uso de ratones KO, ya que permite co-
nocer la funcién que desempefian los RE y cada una de sus isoformas en los cambios
morfoldgicos y funcionales que se producen durante las distintas etapas del ciclo
estral en el utero. Por otro lado, la deteccién inmunohistoquimica de los receptores
de estrégenos permite identificar de forma precisa las células de los distintos estratos
uterinos y la cantidad de receptores implicados en cada momento del ciclo estral.
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