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Patron de expresion del receptor de estréogenos o y B en endometriosis

experimental en la rata Wistar
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RESUMEN

Objetivo: Determinar el patrén de expresion del receptor de estrogenos RE-o. y RE-B en la
endometriosis peritoneal inducido en forma experimental en la rata Wistar.

Material y métodos: Se utilizaron diferentes grupos de ratas hembras con endometriosis
inducida en forma experimental en diferentes fases de ciclo estral para determinar el patrén
de expresién del RE-o y RE-B, tanto en el tejido sano como el de los implantes por
inmunolocalizaciéon, usando anticuerpos especificos para cada una de las isoformas.
Resultados: No existe diferencia en el patron de expresién de los RE o y B entre el tejido
endometridsico y el control; sin embargo, en el caso del RE-B el porcentaje de expresion es
casi nulo durante las fases de proestro y diestro, tanto en el tejido normal como el de los
implantes.

Conclusiones: La expresion del receptor de estrégenos alfa (RE-o) en la endometriosis
experimental en la rata estd ampliamente documentada, sin embargo, hay poca informacion
de la forma B. En este trabajo demostramos la expresion de la forma f, tanto en el tejido
sano como en el endometriésico, por lo cual pensamos que este modelo animal podria ser
utilizado como una herramienta para futuros estudios relacionados con esta patologia.

PALABRAS GUIA: Receptor de estrégenos-a, receptor de estrégenos-, endometrio-

Sis peritoneal.

INTRODUCCION
La endometriosis se caracteriza por el
crecimiento de tejido endometrial ectdpico,
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causante de dismenorrea, dispareunia, dolor
pélvico e infertilidad. Los focos endome-
triésicos se forman principalmente en ovarios,
peritoneo, ligamento uterosacro y el septum
rectovaginal.

La incidencia de endometriosis varia de 40
a 60% y en mujeres con infertilidad de 20-
30%.'" A pesar de que la etiologia de la en-
dometriosis no se conoce, en la actualidad
sigue vigente la teoria de la menstruacion
retrograda, la cual senala que células de origen
endometrial pasan a la cavidad pélvica y se
desarrollan eficientemente formando focos en
diferentes tejidos contenidos en la cavidad
pélvica.?
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La endometriosis es considerada como una
patologia cuyas lesiones son dependientes del
estimulo estrogénico, y existen diferentes
estudios encaminados al estudio de la expresion
de este receptor en la endometriosis ovarica en
humanos que han demostrado la existencia de
un reducido nuimero de receptores (RE-o) para
este esteroide, comparado con el tejido sano.’*
Recientemente, Matsuzali, et al.’ caracterizaron
la expresion del RNAm del receptor de
estrogenos RE-a y RE-B en pacientes con en-
dometriosis ovarica, demostrando una expre-
sion predominante del receptor a (100%) en
células epiteliales y del estroma, tanto en las
lesiones como en los controles; sin embargo, el
RE-B solamente se pudo detectar en 63% (12/
19) de los quistes ovaricos endometridsicos. A
pesar de que estos estudios son altamente
sugestivos de una expresion diferencial de este
receptor, entre el tejido sano y el endome-
triésico, estos resultados s6lo se pueden
extrapolar a la endometriosis ovarica, y no asi a
los focos localizados en otros compartimientos,
tales como el peritoneo, cuyo entorno hor-
monal y de otros factores relacionados con el
crecimiento celular son diferentes; por lo que
en el presente trabajo nos propusimos evaluar
el patréon de expresion de este receptor en sus
dos formas (o y B) en diferentes fases del ciclo
estral. Elegimos este modelo debido a que nos
permite controlar eficientemente el ciclo es-
tral por medio de frotis vaginales, lo cual a
veces, no es facil de lograr en humanos.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron 16 ratas hembras tipo Wistar,
de 216 a 330 g de peso (10 a 12 semanas de
edad), las cuales se mantuvieron en condi-
ciones de 45 a 50% de humedad, a una
temperatura ambiental de 23 = 1 °C, con
ciclos de luz/obscuridad de 14/10 y con 12 ci-
clos de intercambio de aire por hora, agua
filtrada y alimento comercial LAB DIET 5001,
PMI administrados ad Ilibitum.

Grupos

Previo a la cirugia, a cada hembra se le tomo
un frotis vaginal para determinar la fase del
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ciclo estral y se dividieron en cuatro grupos de
cuatro animales en cada uno, quedando agru-
pados de la siguiente manera: Proestro (Grupo
I), Estro (Grupo II), Metaestro (Grupo III) y
Diestro (Grupo IV). El cuerno uterino iz-
quierdo del propio animal se utiliz6 como
control de tejido sano.

Cirugia

Previo a la cirugia, todos los animales se
pesaron con el fin de calcular la dosis de
anestésico [Hidrocloruro de xilacina (ROM-
PUN, Lab. Bayer, 20 mg/mL) y ketamina
(IMALGEN 1000, Merial México, S.A. de
C.V,, ketamina base 100 mg/mL)].

La cirugia se realiz6 con la hembra en
posicion de decubito dorsal, fijando los cuatro
miembros, y posterior al rasurado general y la
antisepsia del abdomen, se procedié a la
incisién sobre la linea media del abdomen
(1.5 cm), abarcando piel, tejido celular y
musculo cutaneo. El epipléon e intestinos se
desplazaron hacia la regién craneal para
localizar el cuerno derecho del utero, el cual
fue disecado y colocado posteriormente en
una caja de Petri estéril, conteniendo solucidon
salina fisiolégica a 37 °C. En estas condiciones
se procedié a realizar un corte en el cuerno por
su parte lateral, exponiendo completamente
el endometrio, se midié y se secciond para
obtener fragmentos de 2 x 2 mm, los cuales
fueron implantados en la pared del peritoneo
(dos implantes en cada flanco) y finalmente se
cerr6é la cavidad abdominal (Vernon, 1985).°

Después de la cirugia, el estado de salud
posquirurgico de las hembras fue evaluado
durante 24 horas. Una vez transcurrido este
tiempo se mantuvieron en las condiciones de
higiene y alimentacién descritos anterior-
mente. El dia del sacrificio de todos los
animales (40 dias posteriores a la cirugia) se
realizé otro frotis vaginal para registrar la fase
del ciclo estral.

La muerte fue realizada por dislocacidén
cervical y posteriormente se procedié a retirar
los implantes. En cada animal se recuperaron
cuatro implantes cuyas dimensiones fueron
medidas y registradas ademas del cuerno
uterino izquierdo que sirvié como control.
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Posteriormente, fueron fijados con formol
neutro 4% e incluidas en parafina para su
analisis microscépico y de inmunohisto-
quimica. Todos los procedimientos utilizados
para el manejo de los animales fueron hechos
tomando en cuenta las disposiciones de la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-
1999).¢

Inmunohistoquimica

Cortes de tejido de 4 micras de grosor fueron
desparafinadas con diferentes alcoholes e
incubadas en un buffer de citratos (4acido citrico
0.1 M y citrato de sodio 0.1 M, pH 6.0) a 95 °C
durante 35 minutos y se dejaron a enfriar a
temperatura ambiente, durante 20 min.
Posteriormente, se incubaron durante 10
minutos en 0.3% de perdxido de hidrégeno, se
lavé con agua corriente y se le adicioné
albimina al 1% en solucién salina de fosfatos
(PBS) durante 60 minutos. Pasado este tiempo,
fueron adicionados el primer anticuerpo (50
uL/corte) a una dilucién de 1:75 (RE-a) y
1:1000 (RE-B), incubados a 37 grados en horno
seco durante 60 minutos y lavados con TBS
(Tris-Base 0.05 M y cloruro de sodio 0.1 M).

La deteccion de ambas formas del receptor
se realizé6 con un anticuerpo monoclonal RE-
o anti-humano de ratén (DAKO M-7047, clone
1D5) y un policlonal anti-RE-B Y19 de cabra.
(Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA), respecti-
vamente. En el caso del RE-B las laminillas
fueron analizadas con un sistema comercial
[Sistema Estreptavidina-biotina-HRP y Dia-
minobenzidina (DAB) ; LSAB system, DAKO,
CA, USA] y para el RE-a usamos el kit
comercial Vectastain ABC kit elite (PK-6102
Mouse IgG, Vector Lab. Inc. CA, USA). Todas
las muestras fueron contratenidas con
hematoxilina de Harris (0.4%) durante cinco
minutos, montadas con el medio de montaje
acuoso Faramount (DAKO, CA, USA).

Por ualtimo, todas las laminillas fueron
evaluadas por dos observadores, en un
microscopio 6ptico (40 X). El porcentaje de
células tenidas se calculé a partir de la
evaluaciéon de 200 células por laminilla y el
total de células positivas se estimé en una
escala de 0 a 4 de acuerdo con el método
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descrito por Benitez-Bribiesca y cols,” quienes
asignan los siguientes valores: 0 = no tenido;
1+ = > 25% de células tenidas; 2+ = 50% de
células tenidas; 3+ = 75% células tenidas; y
44+ = > 75% de células tenidas.

Radioinmunoanadlisis (RIA) para estradiol

Una muestra de sangre intracardiaca fue
tomada el mismo dia de la muerte de los
animales; posteriormente, se hizo la extraccién
de los esteroides del suero con dietiléter y por
altimo se midi6é la concentraciéon de estradiol
por radioinmunoanalisis.® El anticuerpo
utilizado en este ensayo fue el siguiente: anti-
estradiol 17 (ICN Biomedical Inc., CA, USA)
el cual cruza con estriol (2.4%), estradiol 17a
(1.3%) y estrona (1.3%). La hormona marcada
utilizada fue el [2,4,6,7-*H-(N)]-estradiol
(Actividad especifica: 70-115 Ci/(2.96-4.25 Bq)/
mmoL), (New England, Boston, MA). La
hormona marcada sin unir fue separada con
carbon-dextran. El coeficiente de variacién intra
e interensayo fue de 5 y 11%, respectiva-
mente.

Andlisis estadistico

Las diferencias entre los diferentes grupos
se realiz6 mediante un analisis de ANOVA de
una sola via, y la prueba estadistica de Turkey,
considerando una alfa de 0.05. El analisis se
hizo con el programa Graph Pad Prism, 2.01.

RESULTADOS

Efecto de la técnica quirdrgica

En primer lugar, encontramos que el peso
de los animales fue muy homogéneo entre las
diferentes fases del ciclo estral en cada grupo
y no se observdé un incremento estadisti-
camente significativo en el peso de los
animales a los 40 dias postoperados, compa-
rado con el registrado el dia de la cirugia. Las
diferencias en peso entre los grupos, se calculd
mediante analisis de ANOVA y la prueba
estadistica de Turkey, no encontrandose
diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos quirargico (p > 0.05), ni entre
las diferentes fases del ciclo estral intragrupo
(p > 0.05) (Figura 1).
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Figura 1
Peso* de las ratas antes y después
de la cirugia
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* Peso en gramos de los diferentes grupos experimentales:

Diestro (Di), Control Diestro (C), Metaestro (Me), Control Metaestro (C), Proestro
(Pro), Control proestro (C), Estro (Es), Control Estro (C).

Los resultados se expresan como promedio * DE en dos experimentos de seis animales
por cada uno de los grupos.

Tabla 1
Tamafio de los implantes de endometrio
en el peritoneo
después de 40 dias postcirugia

Fase del Mediana Intervalos
ciclo estral (mm x mm) (mm x mm)
Diestro 5x5 (9x3)-(2x2)
Metaestro 3x3 (8x5)-(2x2)
Proestro 3x3 (8x5)-(2x2)
Estro 4x3 (9x5)-(2x2)

Por otro lado, en la tabla 1 se muestra el
tamafno alcanzado por los implantes de tejido
uterino en las diferentes fases del ciclo estral
de los animales estudiados. Si consideramos
la mediana, en todos los casos el tamano del
implante fue mayor al inicial (2 mm x 2 mm),
pero cuando comparamos entre grupos, el
tamafno fue mayor para las fases de diestro y
estro; sin embargo, los intervalos encontrados
entre cada grupo fueron similares. Histolo-
gicamente, no se encontraron diferencias
importantes entre los implantes y el tejido
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correspondiente al cuerno uterino que se
utiliz6 como control. En ambos cortes se
encontrd tejido del estroma, epitelio endome-
trial y glandular sin alteraciones.

Expresion del RE
o y B por inmunohistoquimica

En la figura 2 (parte superior) se muestra
que la expresion del receptor de estréogenos o
en el tejido uterino control y el implantado en
el peritoneo fue del 100%, no existieron
diferencias entre las diferentes fases del ciclo
estral en estos animales. Por otro lado, en el
caso del RE-B (Figura 2, parte inferior) se
observa que la expresion de esta isoforma fue
significativamente mayor en las fases de estro
y metaestro, comparado con la encontrada en
las fases de diestro y proestro (p = 0.001). Sin
embargo, este mismo patrén se observd, tanto
en el tejido control, como el implantado en el
peritoneo.

Figura 2
Expresion del receptor de estrogenos por
inmunohistoquimica
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Concentraciones de estradiol sérico

En la figura 3 se muestran la concentracidon
de estradiol presente en los diferentes gru-
pos de animales, a los que se les implantd el
cuerno uterino o tejido adiposo en el peritoneo.
Los datos representan los valores obtenidos
en sangre obtenida 40 dias después de la
cirugia, el mismo dia de la toma del tejido
implantado. Observamos que el patrén del
contenido en suero de este esteroide no es el
mismo entre el grupo de animales que fueron
implantados con tejido adiposo o con el cuerno
uterino; sin embargo, luego del anélisis de
ANOVA vy la prueba de Turkey, no se
encontraron dife-rencias significativas entre
los diferentes tratamientos quirurgicos (p >
0.05) ni entre las diferentes fases del ciclo
estral intragrupo (p > 0.05).

Discusién

Uno de los problemas para el estudio de la
endometriosis en los seres humanos es la di-
ficultad para obtener, tanto el tejido normal
como el endometridsico, en las diferentes fases
del ciclo menstrual, por las implicaciones éticas
que esto conlleva. Por lo anterior, se hace
necesario contar con un modelo experimental

Figura 3
Concentraciéon de los niveles de estradiol
sérico* en los animales con endometriosis
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* Concentracion de estrogenos en suero:

Proestro (Pro), Estro (Es), Metaestro (Me), Diestro (Di).

Los resultados se expresan como el promedio + DE en dos experimentos de seis
animales por cada uno de los grupos.
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en animales, los cuales deben de ser de facil
manejo y de bajo costo. Aun cuando estamos
conscientes de que el modelo en chimpancés,
es, tal vez, el mejor modelo animal, los
experimentos son muy costosos, por lo que la
induccién de endometriosis en la rata Wistar
ha sido considerado como un modelo alter-
nativo.

En el presente trabajo decidimos utilizar el
modelo de endometriosis experimental descri-
to previamente por Vernon y cols. (1985),°
quien autoimplanté cortes de tejido uterino
de aproximadamente 2 mm de tamano en el
peritoneo. Con esta técnica encontramos que
al cabo de 40 dias el tejido implantado estaba
bien vascularizado, en forma de quiste, el cual
contenia un fluido seroso de color amarillo. El
tamano promedio de los focos endometridsicos
fue similar a lo reportado por Vernon, siendo
mayores cuando los tejidos fueron implantados
en la fase de diestro; sin embargo, los rangos
fueron muy similares para todos los grupos.
Histolégicamente, las principales diferencias
encontradas entre el tejido uterino control y el
implante fueron que en este ultimo el tejido
estaba rodeado de tejido conectivo en el sitio
de unién al peritoneo, asi como la presencia de
grandes cantidades de linfocitos y células
endometriales libres (datos no mostrados).

Con relaciéon a la expresion del receptor de
estrogenos, se ha visto que en condiciones
normales, el RNAm del RE-o en el dtero es
mas abundante, en tanto que la expresiéon del
RE-B es muy baja.!” Sin embargo, en la en-
dometriosis los diferentes estudios realizados
en humanos reportan resultados controver-
siales. Algunos de ellos muestran que existe
una menor concentraciéon de este receptor en el
tejido endometridsico, comparado con el nor-
mal;*!""* pero otros muestran lo contrario,” y
algunos mas no encuentran diferencias entre
ambos tipos de tejido.'® Pensamos que esta
controversia pudiera deberse, en gran medida,
a que no existe homogeneidad al momento en
que se realiza la obtencién de los tejidos, ya que
es muy dificil que las mujeres se encuentren en
la misma fase del ciclo y con el mismo grado de
endometriosis, ademéas de la gran variabilidad
en las caracteristicas del foco endometridsico.
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Es por ello que, para este estudio, decidimos
tratar de controlar estas variables, utilizando
un modelo animal. Bajo nuestras condiciones
experimentales encontramos que no existe
diferencia en el patrén de expresion del recep-
tor de estrégenos o entre el tejido uterino
normal (cuerno izquierdo) y el de los
implantados en peritoneo y en ambos casos se
encontré el mismo porcentaje de expresion en
las diferentes fases del ciclo estral. En rela-
cién con la forma [, demostramos que la
expresion de esta isoforma, en ambos tejidos,
dependi6é de la fase del ciclo estral en la cual se
encontraban los animales, pero no asi en las
concentraciones de estradiol sérico.

Estos resultados concuerdan con los hallaz-
gos previamente informados por Ortega y cols.
(1994),'7 quienes utilizando un modelo similar
al nuestro, no encontraron diferencias en la
concentracién de este receptor en el tejido
implantado y el normal; sin embargo, la técnica
utilizada por estos autores (union al ligando)
no discrimina entre las diferentes isoformas
del receptor.

Por otro lado, nuestros resultados muestran
una predominancia en la expresién de la iso-
forma o del receptor de estrégenos, sobre la for-
ma 3, de la misma manera que lo observado
por otros investigadores en la endometriosis
humana, sin embargo, ellos si
encuentran diferencias entre las diferentes
fases del ciclo menstrual para ambos recepto-
res. Esto sugiere que, tal vez, el entorno en el
cual se desarrolla el tejido endometrial es de
vital importancia para la expresion del recep-
tor de estrégenos, ya que como demostramos

ovarica
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en la rata, éste no depende de las concentra-
ciones séricas, y, tal vez, en caso de la en-
dometriosis ovarica, el tejido estd mas expuesto
a las hormonas secretadas por el propio ovario,
lo cual no sucede con la endometriosis perito-
neal.

Con estos resultados en conjunto podemos
concluir que, a diferencia de lo reportado en
humanos, el desarrollo del tejido endometrial
en la cavidad peritoneal en la rata Wistar no
modifica la expresion del receptor de
estréogenos y que la expresion del RE-B no
depende de las concentraciones séricas de es-
tradiol. El hecho de no haber encontrado
diferencias entre grupos sugiere dos cosas: 1)
que 40 dias de permanencia del tejido uterino
en el peritoneo no es suficiente para que las
células se diferencien y puedan observarse
cambios importantes en la transcripcién del
gene que codifica para este receptor; y 2) este
modelo no es el apropiado para el estudio de
este receptor. Nosotros nos inclinamos por la
primera posibilidad y creemos que es necesario
incrementar el tiempo de duracién del
implante. Por otro lado, seria importante
realizar este tipo de experimento en donde el
implante se haga en la cavidad pélvica para
inducir la endometriosis ovarica.
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ABSTRACT

Objective: To determine the pattern of the estrogen receptors ER-a and ER-} expression in

a surgical-induced endometriosis in the Wistar rat.
Material y methods: Mature cycling rats were used. Experimental peritoneal endometriosis
was induced by surgery. ER-o. and ER-3 expression were detected by immunohistochemis-

try and serum estradiol content was measured by radioimmunoassay (RIA), using specific

antibodies.

Results: There are not statistical differences in the pattern of the ER-o. and ER-3 expression,

between normal and endometriotic tissues. But the expression of the ER-a was higher than
ER-o. The receptor expression did not dependent from the estradiol content in serum.
Conclusions: The present work document for first time the pattern expression of the estrogen

receptor beta (ER-B) in peritoneal rat endometriotic tissue, which was not different to the

control tissue.

KEY WORDS: Estrogen receptors-ca, estrogen receptors-f3, endometriosis.
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