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Variación en los índices de mitosis y apoptosis del
epitelio uterino de la coneja durante los días

previos a la implantacióna

Santiago René Anzaldúa Arceb, Mario Pérez Martínezb, Julieta Ivone Castro Romeroc

RESUMEN

Anzaldúa ASR, Pérez MM, Castro RJI. Téc Pecu Méx 2001;39(1):59-68. Durante los primeros días de
la gestación, el endometrio experimenta múltiples cambios morfológicos y funcionales que le permiten
proporcionar al producto el microambiente necesario para que se inicie el proceso de implantación. El
presente estudio se efectuó con el fin de conocer los índices de proliferación y apoptosis de las células
epiteliales del endometrio de la coneja gestante, en el período de preimplantación. En el día 2 postcoito,
se observó un incremento significativo (P<0.05) en los índices de mitosis tanto en el epitelio luminal
como en el glandular, con respecto al grupo de animales no gestantes; además hubo un segundo pico de
proliferación el día 4, pero éste no resultó ser significativo. Por otro lado, entre los días 2 y 5 se observó
una disminución significativa del índice de apoptosis en el epitelio luminal y glandular, en relación con
el día 1. Estos resultados indican que durante el periodo de preimplantación de la coneja, los procesos
de proliferación celular y apoptosis que tienen lugar son eventos interaccionados, de modo que cuando
predomina uno el otro se inhibe. Este comportamiento se observa tanto en el epitelio de revestimiento
como en el glandular. La proliferación epitelial que se presenta a nivel luminal y glandular durante los
días 2 y 4 de la gestación, va acompañada de un proceso de diferenciación celular que culmina en la
tranformación a un epitelio secretor, fisiológicamente necesario para la implantación del blastocisto en
el día 7.

PALABRAS CLAVE: Mitosis, Apoptosis, Epitelio uterino, Coneja, Gestación temprana.

Durante los primeros días de la gestación
ocurren múltiples cambios morfofisioló-
gicos en la mucosa uterina, necesarios para
que tenga lugar la implantación. En este
periodo, el endometrio de la coneja secreta
una proteína llamada uteroglobina (UTG)

o blastocinina que constituye entre el 40
y el 60 % de las proteínas totales del
fluído uterino. La secreción de UTG es
detectable desde el tercer día de la
gestación y registra un pico alrededor del
cuarto y quinto día(1), disminuyendo
drásticamente al décimo día, y su
concentración se mantiene a niveles muy
bajos durante el resto de la gestación(2).
Por lo anterior, se ha propuesto que la
UTG ejerce diversos efectos sobre el
blastocisto, que facilitan su implan-
tación(2,3,4,5). En la coneja la implantación
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tiene lugar en el dia 7 de la gestación(6),
momento en el que aún existen niveles
altos de UTG.

Otra molécula que ha sido identificada
durante el periodo de preimplantación en
esta especie es la relaxina (RL). Mediante
técnicas de inmunohistoquímica se sabe
que la RL está presente entre el día 4 y
9 de la gestación, exclusivamente en las
glándulas localizadas en los sitios de
implantación y posteriormente entre los
días 11 y 23, además de estar presente en
las glándulas, también se detecta en las
células del epitelio luminal del útero(7,8).
Por lo anterior, hoy en día se considera
que esta molécula al igual que la UTG,
pueden tener un papel relevante en la
preparación de la mucosa uterina para la
nidación del blastocisto.

La apoptosis o muerte celular programada
es un proceso fisiológico importante,
particularmente en los sitios que requieren
una continua renovación celular como la
mucosa intestinal y uterina(9,10,11).

En la actualidad, se sabe que todos los
cambios estructurales que implican la
maduración funcional del endometrio
durante la gestación temprana, involucran
procesos de proliferación celular y
apoptosis de diversas poblaciones celulares
del epitelio uterino secretor, tanto glandular
como de revestimiento.

A la fecha, se han efectuado estudios de
proliferación celular(12) en conejas no
gestantes, ovariectomizadas y en estado de
pseudogestación(13); sin embargo, no
existen estudios tendientes a esclarecer la
dinámica de las células del epitelio uterino,
durante el período de preimplantación de

la coneja, por lo que el propósito del
presente estudio fue analizar la dinámica
de los índices de proliferación celular y
apoptosis en la mucosa uterina de la
coneja, durante los días 1 al 5 y 8 de la
gestación.

Se utilizaron 21 conejas Nueva Zelanda
adultas (3.5 a 4.5 kg de peso), alojadas
en jaulas individuales con alimento
comercial, agua ad libitum y mantenidas
en condiciones de bioterio. A cada animal
se le cruzó dos veces en un mismo día,
utilizando dos sementales experimentados.
El día de la cruza fue designado como el
día 0 del experimento. Las conejas fueron
divididas en seis grupos de tres conejas
cada uno, correspondientes a los días 1,
2, 3, 4, 5 y 8 postcoito. Se utilizó un
grupo de animales que sirvieron como
testigo para los distintos días evaluados en
el estudio (n=3). Este grupo consistió de
conejas adultas nulíparas no gestantes
(NG). Los animales de cada grupo fueron
sacrificados mediante sobredosis de
pentobarbital sódico (90 mg/kg)(14). Con
la finalidad de verificar la existencia de
gestación en las conejas correspondientes
a los días 1 al 3 de la gestación, se efectuó
un lavado del oviducto con solución salina
fisiológica y el líquido se colectó en una
caja de Petri, a fin de observar los
embriones con un microscopio estereos-
cópico. Este procedimiento también se
efectuó en los cuernos uterinos de los
animales gestantes en los días 4, 5 y 8,
debido a que en la coneja los productos
permanecen en el oviducto hasta el día 3
de la gestación. Por lo anterior, la
existencia de los embriones fue el principal
criterio de inclusión de los animales.
Posteriormente se tomaron dos fragmentos
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de tejido del tercio medio de cada uno de
los cuernos uterinos de los animales de
todos los grupos, e inmediatamente se
fijaron durante 8 h en una solución de
ácido pícrico (15%) y paraformaldehído
(4%), en un amortiguador de fosfatos
(PBS), pH 7.4(15).

Después del periodo de fijación, los tejidos
se colocaron en PBS por 24 h y se
procesaron mediante la técnica de inclusión
en parafina, utilizando para este fin un
histoquinette automático (American Optical
p 800). Posteriormente se realizaron cortes
semiseriados de 5 a 7 mm de grosor
mediante un microtomo (Spencer 820) y
se tiñieron con hematoxilina y eosina.

Con un microscopio fotónico, se contaron
células del epitelio luminal y glandular en
apoptosis y en mitosis. Para esto se
evaluaron 10 campos microscópicos en el
epitelio luminal e igual número de campos
en el epitelio glandular, utilizando un
aumento total de 400X. En cada campo se
contaron 100 células del epitelio luminal
uterino y 100 células del epitelio
glandular(13,16).

Se consideraron células en apoptosis
cuando presentaron citoplasma basófilo y
condensado, núcleo fragmentado
(cariorrexis), disminución en el volumen
citoplásmico, presencia de cuerpos
apoptóticos globulares y acidófilos con o
sin restos nucleares, que en ocasiones están
rodeados por halos claros, de acuerdo al
criterio seguido por Nawaz et al.(13). Por
otro lado, las células en mitosis presentan
forma esférica y cromatina condensada
(profase o telofase) o bien con la presencia

de cromosomas en diferentes fases
(prometafase, metafase y anafase)(17,18).

Los resultados del conteo se expresaron
como porcentaje de células en mitosis
(índice de mitosis, IM) y en apoptosis
(índice de apoptosis, IA) del total de
células epiteliales. Las diferencias
estadísticas entre medias se determinaron
mediante el análisis de varianza de una
clasificación por rangos de Kruskal
Wallis(19).

En el examen del fluido oviductal y uterino
de los días 1 al 5 se observó la presencia
de embriones, lo que nos permitió verificar
que las conejas se encontraban gestantes.
En los animales no gestantes del grupo
testigo no se observaron diferencias en los
dos parámetros evaluados en el tejido
uterino.

Los valores obtenidos del índice mitótico
del día 1 al 5 del experimento registraron
fluctuaciones notorias. Sin embargo, en el
grupo testigo se observó poca actividad
mitótica, siendo el IM inferior al 1% en
las células del epitelio luminal y glandular
(Figura 1).

En el día 1 postcoito, el IM se duplicó en
ambos epitelios, llegando a valores
cercanos al 2% en las células de las
glándulas endometriales. En el día 2 se
presentó un pico en el índice de
proliferación, tanto en las células del
epitelio luminal y glandular, siendo
superior al 4 y 5.5% respectivamente
(Figura 2). Estos incrementos fueron
significativos (P<0.01) con respecto a las
conejas testigo y los valores obtenidos en
los demás días. Estos valores disminuyeron
drásticamente en el día 3 hasta llegar a
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valores cercanos al 0%. Durante el día 4
se presentó otro incremento en el IM de
las células del epitelio luminal (superior
al 1%) y de las células glandulares
(superior al 3%). Este valor disminuyó
notoriamente en el quinto día de la
gestación, en el que ocurrió una
disminución en el porcentaje del IM
(menor al 1%) similar al observado en las
conejas NG, para ambas poblaciones
celulares. En el día 8 de la gestación se
mantuvieron valores menores al 1% en
ambos tipos celulares.

Respecto al índice de apoptosis observado,
ambas poblaciones celulares tuvieron

comportamientos contrastantes; mientras
que en el epitelio luminal no hubo
presencia de apoptosis, en el epitelio
glandular ésta fue ligeramente superior al
1.5% (Figuras 3 y 4).

En el día 1 de la gestación se observó un
incremento en la apoptosis, tanto en las
células epiteliales del lumen (con valores
próximos al 1.5%) como en las células
glandulares (valores superiores al 2.5%).
Durante los días 2, 4 y 5 se observó una
disminución significativa en el IA en las
células glandulares (P<0.05) con respecto
a los valores obtenidos en el día 1. En el
día 3 el valor del IA del epitelio glandular

Figura 1 : Células en mitosis (flechas) en el epitelio del lumen uterino (A) y en
glándulas endometriales (B) . Tinción de hematoxilina férrica. Aumento
1250 X

A B
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fue similar al del grupo de animales NG.
Durante los cinco primeros días de la
gestación ocurrió una disminución
progresiva en el IA en las células del
epitelio luminal; dichos valores oscilaron
aproximadamente entre el 1.5% y el 0.5%
del IA entre los días 1 y 5 respectivamente.
En el día 8 de la gestación, los valores

del IA en ambos tipos celulares nuevamente
registraron un incremento con respecto al
dia 5 de la gestación.

Al analizar el comportamiento de
proliferación y apoptosis entre las células
glandulares y luminales se observó un
paralelismo, es decir, cuando se presentó

Figura 2: Indice de mitosis en las células epiteliales del lumen uterino y en las
glándulas endometriales durante los primeros días de la gestación
(Media ± error estándar)

NG=conejas no gestantes (testigo).

* Los asteriscos indican diferencia entre medias en relación con el grupo testigo (P<0.05).
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un incremento de alguno de los índices
evaluados en el epitelio luminal, éste
también se observó en el epitelio glandular
y viceversa, lo que sugiere que ambos
sitios histológicos se comportan como una
unidad funcional, que responden de manera
muy similar a los estímulos tisulares
durante el periodo de preimplantación.

El pico en el IM observado durante el
segundo día de la gestación, también ha
sido mencionado en conejas pseudoges-
tantes tratadas con gonadotropina coriónica
humana(12,13); sin embargo, en estos
estudios no se describe la drástica caída
en la actividad mitótica que se observó en

el presente estudio durante el día 3, y
tampoco se menciona el incremento
observado el día 4. Estas variaciones
pueden deberse a que el comportamiento
de los niveles de estrógenos de los animales
gestantes es distinto al de las conejas
pseudogestantes(20) y ovariectomizadas(13).
Por otro lado, los valores del IM
encontrados en los días 5 y 8 de la
gestación son similares a los existentes en
animales no gestantes.

Los niveles máximos del IM se registraron
en el día 2 de la gestación y también se
presentó un segundo pico de proliferación
celular en el día 4, aunque este último

Figura 3: Células en apoptosis (flechas) en el epitelio del lumen uterino (A) y en
las glándulas endometriales (B). Tinción de H & E. Aumento 1250 X

A B
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menos acentuado. En los días restantes el
IM disminuyó drásticamente.

Durante la gestación temprana de diversos
mamíferos es común la ocurrencia de picos
en el IM. En el ratón estos picos se
presentan en el día 3, tanto en las células
del lumen como en las glándulas, seguido

de un incremento en el día 4 y 5 en el
estroma(21). Por otro lado, en la gata el
nivel máximo del IM se presenta en el día
2 después de la cruza(22). Estos días de
máximos incrementos mitóticos se dan de
manera temprana en el útero y forman
parte del proceso fisiológico de
transformación y diferenciación celular,

Figura 4: Indice de apoptosis en las células epiteliales del lumen y en las glándulas
endometriales durante los primeros días de la gestación. (Media ±
error estándar)

NG = conejas no gestantes (testigo).

* Los asteriscos indican diferencia entre medias en relación con el día 1 de la gestación (P<0.05).
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para convertir el endometrio en un tejido
secretor y receptivo al blastocisto, propiciar
su nutrición antes de la implantación y
anidarlo posteriormente.

En las hembras no gestantes se observó
un mayor porcentaje del IM en el epitelio
glandular con respecto al epitelio luminal;
esta mayor proliferación en el epitelio
glandular, apoya la hipótesis de Conti et
al.(12), que señala que los estrógenos
modifican preferentemente la cinética de
las células epiteliales glandulares del
endometrio, las que normalmente migran
hacia el lumen. El efecto estrogénico se
manifiesta en una menor pérdida de células
luminales, por lo que se genera un efecto
neto de proliferación epitelial. Browin et
al.(20) señalan un incremento en los niveles
plasmáticos de estrógenos (en particular
del 17 ß estradiol) desde el día 1 hasta el
día 14 de la gestación, o bien
pseudogestación en la coneja, por lo que
el efecto estrogénico pudiera ser relevante
para generar el crecimiento del tejido
epitelal en el periodo de preimplantación.

Los incrementos que ocurren en el IM
están acompañados de una marcada
disminución en el IA entre los días 2 y 5
de la gestación, resultados que son
consistentes con otro estudio(13) y son
indicativos de la acción coordinada de estos
dos procesos celulares. Se han descrito
algunos genes supresores de tumores como
es el caso del gen p53(23), que codifica
para la proteína p53, la cual participa en
la coordinación de los procesos de mitosis
y apoptosis. Esta proteína actúa cuando
ocurre algún daño en el DNA, y es capaz
de detener el proceso mitótico de la célula
y conducirla hasta la consumación del
proceso de apoptosis(18). Rotello et al.(24)

han demostrado que en el epitelio uterino
de la coneja existe una regulación
coordinada de los procesos de apoptosis y
proliferación celular. En ambos procesos
parece tener un papel relevante el factor
de crecimiento tranformante ß1 (TGF-ß1).
Esta molécula es capaz de disminuir la
proliferación celular e inducir apoptosis
en condiciones de cultivo celular. En el
epitelio uterino de ratones, previo a la
implantación, se ha demostrado la
expresión de TGF-ß1 y ß2 y se ha
informado que la expresión de TGF-ß2 es
inducida por estradiol y no así por
progesterona(25,26).

Los estrógenos también se incrementan
durante la gestación temprana(20). Está bien
establecido que los estrógenos estimulan
el crecimiento del epitelio uterino, mientras
que la progesterona estimula su
diferenciación. En estudios realizados en
el epitelio uterino de la rata se ha
observado que los estrógenos inducen la
síntesis del ácido ribonucléico mensajero
del receptor para el factor de crecimiento
epidermal (EGF), el cual promueve la
proliferación del tejido uterino(27,28).

Recientemente, se ha informado de la
participación de diversas citocinas en el
proceso de preparación del endometrio para
la implantación(29), sin embargo, aún no
se han llevado a cabo estudios que
correlacionen in vivo estas moléculas con
los fenómenos de proliferación celular y
apoptosis, por lo que se abren muy diversas
líneas de investigación en este sentido a
fin de conocer su posible influencia y
regulación.

Experimentos en conejas ovariectomizadas
señalan un incremento del IA de hasta
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124 veces en relación con los animales
testigo, este fenómeno es prevenido
significativamente por la aplicación de
progesterona(13); por otro lado, cuando se
aplica RU-486, un compuesto antiprogesta-
cional, a conejas seudogestantes, se dispara
la apoptosis, alcanzado niveles similares
al de las hembras ovariectomizadas(30), por
lo que la progesterona suprime la
apoptosis; según algunos autores(20,31) la
concentración plasmática de esta hormona
en la coneja comienza a incrementarse de
manera exponencial a partir del día 2 o 3
y hasta el día 12, tanto en animales
gestantes como pseudo-gestantes, lo que
explicaría la disminución en el IA
observado en este estudio. A diferencia de
lo informado por Nawaz et al.(13) en
animales pseudogestantes, se observó un
incremento de apoptosis en el epitelio
glandular el día 3, además los porcentajes
del IA fueron mayores a los descritos en
conejas pseudogestantes.

Con base en los resultados obtenidos en
el presente estudio, se puede concluir que
durante el periodo de preimplantación
existen variaciones en los procesos de
proliferación celular y apoptosis del epitelio
uterino de la coneja, estos procesos son
eventos interaccionados, de modo que
cuando predomina uno, el otro se inhibe;
este comportamiento se presentó tanto en
el epitelio de revestimiento como en el
glandular. Por otro lado, los eventos de
proliferación celular del epitelio luminal y
glandular los días 2 y 4 forman parte de
diversas tranformaciones morfológicas y
fisiológicas, que contribuyen a la presencia
de un endometrio secretor, indispensable
para que se lleve a cabo la implantación
el día 7.
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VARIATION OF THE MITOTIC AND
APOPTOTIC INDEX IN THE RABBIT
UTERINE EPITHELIUM DURING
PREVIOUS DAYS OF IMPLANTATION

ABSTRACT

Anzaldúa ASR, Pérez MM, Castro RJI. Téc Pecu
Méx 2001;39(1):59-68. During the first days of
pregnancy the rabbit endometrium experiencies
multiple morphologic and functional changes, that
provide to the blastocyst adequate environmental
conditions necessary for the establishment of
pregnancy. The present study was performed in
order to know the proliferation index and apoptosis
index of epithelial cells in the endometrium during
the preimplantation period. In days 2 and 4 post-
coitus, an increase (P<0.05) in the mitotic index
was observed in the luminal and glandular
epithelium with respect to the control group (not
pregnant). Between days 2 and 5 a decrease of the
apoptotic index was observed in the luminal and
glandular epithelia. These results indicate that
during the preimplantation period in the rabbit,
the cellular proliferation and apoptosis are  a
coordinated process, in such a way that when one
of them increases, the other is inhibited. This
behavior was observed in both, the coating and
the glandular epithelia. The proliferation of cells
observed at glandular and luminal epithelia level
during the 2nd and 4th day of pregnancy is along
with a process of cellular differentiation wich ends
up in a secretory epithelium that is necessary for
nestling of embryos on day 7.

KEY WORDS: Mitosis, Apoptosis, Uterine
epithelium, Rabbit, Early pregnancy.
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