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RESUMEN. 

Debido a que los carbohidratos, neutros: glucosa, m~ 

nosa, galactosa, fucosa así como el ácido siálico con caE 

ga negativa pudiesen participar en la adhesión celular, 

· embriog~nesis, diferenciaci6n celular, biología del de

sarrol l o era de gran interés determinar la concentrac i 6n 

de este tipo de moléculas que están en superficies celul~ 

res y se encuentran combinadas con proteínas (glicoprote! 

nas), lípidos (glicolípidos) y con otros carbohidratos. 

Se usa r o n 18 ratas Long~ evana de dos meses de edad 

controladas y apareadas F-Or el m~todo Trío (dos hembras y 

un macho) . Al quinto día de embarazo fueron inyectadas 

por vía intr avenosa en la cola con una solución al 3 % de 

azul Evans para marcar los sitios de implante; se esper6 

20 minutos y se sacrificaron por dislocaci6n cervical. 

Se extrajo el Gtero, se puso a una temperatura de 

4°C y se cortaron, separando los sitios de implante del 

resto del 6tero; en seguida fueron puestos en tubos de en 

saye por separado, se pesaron y se homogenizaron a una 

temperatura de 4°C en solución salina isotónica, se cong~ 

laron y se mantuvieron para ser utilizados a temperatura 

de 4ºC. Se usaron alícuotas de 150, 100, 100, 50, 50,100 

microlitros para medir carbohidratos neutros p o r reacción 

de Antrona, Fucosa por el método de Dische-Sheltes, Acido 

Siál ico por el método d e Warren , Prote ína s p o r e l mé t odo 

de microbiuret, Peso seco por oxida ción de la materia or

gánica, Acido desoxirribonucléico (A . DN~. ) por el método 

de Burton. 



De los resultados se obtuvo que no existen diferen

cias significativas entre las concentraciones de los car 

bohidratos de no sitios y sitios de implantaci6n pero no 

puede excluirse la posibilidad de que exista diferencia 

entre ambas zonas a nivel de células epiteliales o de -

sus membranas, ya que las diferencias pudieron enmasca -

rarse al haber trabajado con una mezcla de células. Por 

último, respecto a las relaciones de concentraciones se 

determina que por un microgramo de ácido siálico hay 4 -

de fucosa. 



.1 

CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS NEUTROS Y ACIDO SIALICO EN 

EL SITIO DE IMPLANTACION DE LA RATA. 

INTRODUCCION. 

Debido a que los carbohidratos, neutros: glucosa, ma

nosa, galactosa, fucosa as! como el ácido siálico con car

ga negativa pudiesen participar en la adhesi6n, es de gran 

interés determinar la concentraci6n de este tipo de carbo

J:lidratos que estan en superficies celulares y se encuen- -

tran combinados con proteínas (glucoprote!nas), l!pidos 

(glicol!pidos) y otros carbohidratos. 

Se ha demostrado en animales de laboratorio (conejos, 

ratas, hamsters) que no todo el endometrio es capaz de re

cibir al huevo, y que existen sitios de implantaci6n espe

cializados, requiriendo estas zonas funcionales una madura 

ci6n metabólica, ya que si son utilizadas antes de obtener 

la, se transrorman en sitios de implantaci6n refractarios 

a una nueva implantaci6n. 

Recientemente, se han identificado nueve diferentes -

proteínas en secreciones endometriales, de las cuales sie

te son glicoprote!nas y tienen un peso molecular mayor de 

70,000 aumentando su concentraci6n durante la fase de pre

implantaci6n, en la coneja, en ciervo y en el humano. 

En 1966-67 Beier confirm6 la presencia de una proteí

na en lavados uterinos de coneja enti: ~" b <;..-::X..'C·. -,,, :-j_,, ,irt.e:... -_: . .::; 

... > ·' 
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días postcoito, denominándola blastocina, la cual consti

tuye del 40 al 60 por ciento de las proteinas totales en

contradas en el quinto día, o sea, el día que se señala 

como el de la implantaci6n, demostrándose posteriormente 

su presencia tanto en fluidos como en útero y oviducto en 

conejo, carnero, foca, coneja, humano e incluso en tracto 

genital masculino, particularmente en cola del epidídimo 

y en plasma seminal desconociéndose, en este caso, su po

sible correlaci6n funcional. 

Estudios recientes de bioquímica analítica han demos 

tra do la pr e sencia de carbohidratos 'en fluidos genitales 

de l a hembra formando parte principalmente de las proteí

nas como son los casos del ácido N-acetilneuramínico (ác! 

do siál i co) en la prealbúmina de la glucosa en la postal

búmina y de concentraciones importantes de glucosa en las 

~-glicoproteínas (uteroespecíficas) . 

La ' blastocinina contiene aproximadamente 5.7 por 

ciento de carbohidratos, entre los que no se encuentra el 

ácido siálico. Teniendo este carbohidrato la particular! 

dad de ser el responsable en gran parte de la carga de s~ 

perficie de las membranas celulares, así como de algunos 

determinantes antigénicos y sitios receptores a hormonas. 

En estudios realizados por Rajalakshmi M. y col., se de

mostró que tanto ei: la . . ~ata como . en el ratón la concentr~ 
- --- - -- - • .. 1 -

ci6n de gluc6geno en el tracto genital disminuye inrredi.ataroonte 

despué s de l c oi to, para iniciar a partir d e ese momento un 

aumento progresivo en su concentración, a lcanzando su máx~ 

mo en el día cuatro, o sea al final de l a preimplantaci6n. 

Las fluctuaciones en las concentraciones de glucógeno y 
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4cido siálico durante el embarazo temprano corresponden 

con los cambios en la concentraci6n sist~ica de estr6ge

nos durante las etapas de estro, proestro y preimplanta

ci6n, lo que permite hacer la consideraci6n de que el ác!_ 

do siálico juega un papel muy importante en la interac-

· ci6n blastocisto-endOJ11etrio, mientras cr~e el gluc6geno es 

un polisacárido de reserva indispensable para permitir el 

metabolismo glicolítico del huevo en los primeros dí_as 

post implantación. 

En la fase de preimplantación, se ha demostrado que 

la sialidasa o neuraminidasa, al re~lar las caracter!st!_ 

cas de carga de glicoproteínas, mucopolisacáridos y sial~ 

lfpidos, pudiese ejercer un efecto importante sobre las 

características de polaridad de la superficie endometrial, 

y como consecuencia, afectar tanto la interacci6n de hor

monas al modificar las características de los receptores 

de membranas, como los requerimientos d_e polaridad necesa 

rios para la implantaci6n. 

En la mujer, tanto en tejido endometrial. como en 

fluidos, la actividad de neuraminidasa aumenta progresiv~ 

mente de fase proliferativa a fase secretora, estando su 

actividad muy aumentada en el embarazo temprano y en la fa 

se de preimplantaci6n. 

En la fracci6~ de~ -glicoprote 1nas de lavados uter! 

nos d e conejas, se demostr6 l a p r e senci.a de una proteasa 

específica con una actividad máxima al séptimo día post

coito, la cual es regulada por hormonas ováricas. 
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El ácido N-acetilneuram!nico o siálico de útero de 

rata es regulado por esteroides detectándose dos picos de 

máxima concentración, el primero en el día uno postcoito, 

el cual coincide con el pico de estr6genos en el proestro, 

·y el otro en el día cuarto, o sea unas horas antes de la . 

: iJnplántación, que coincide con la descarga de estrógenos 

que ocurre antes de. la implantación. 

Una vez efectuada la implantación, la concentración 

de ácido siálico disminuye considerablemente, aumentando 

· al quinto d1a post:i::IÍlplantación. 

En determinaciones re·alizadas en ratas tratadas con 

neuraminidasa del primero al quinto día, o del quinto al 

s~ptirno se observó que disrninuia el número de interaccio

nes del blastocisto con el endornetrio y corno consecuencia 
el ndmero de implantes. (Trabajo realizado en el laborato-

rio del Dr. Hicks). 

Fara demostrar el efecto de los esteroides sobre la 

concentración de ácido siálico uterino, se trataron ratas 

ovariectornizadas con estr6genos y progesterona, y .se ob

servó que ambos actuan sinérgicarnente aumentando su con

cen traci6n, misma que aumenta en ratones· vasectornizados; 

tratados con testosterona y progestágenos. Sin embargo, 

Shandilya en 1977, determinó ácido siálico en i!19D~ l~i:igy~ 

tratado con estrógenos-progesterona y no encontró difere!: 

cias significativas, mientras que en monos normale s, la 

concentración de ácido siálico es mayor en la fas e proli

ferativa que en fª fase lútea, con una disminución marca

da en el d!a de la ovulación, estos valores fueron deter

minados en el humano por Rosado y col., encontrando que 
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la concentraci6n de ácido siálico en endoroetrio humano es 

mayor en la fase secretora que en la proliferativa,·y que 

en presencia de dispositivos intrauterinos aumenta consi

derablemente. 

Levin en 1973, midi.6 el potencial de membrana endbm~ 

trial durante el tratamiento con estr6genos, como con pr~ 

gesterona, y demostr6 que la fase intracelular de la mem

brana es negativa con respecto a la fase luminal y que 

las cargas de superficie es·tán dadas por un "potencial ze 

ta", el cual disminuye rápidamente dentro del rango de p~ 

co3 Ams trongs en direcci6n normal a ·la carga superficial. 

Las cargas que provienen de este potencial zeta son las 

que causan la repulsi6n o atracción electrostática, lo 

que invalida las bases en que Clemetson funda su hipóte

sis, sin embargo, es importante el concepto dado por 

Clemetson, de que el contacto entre blastocisto y endome

trio e ,st&n gobernados por cargas electrostáticas de supeE_ 

ficie las cuales est&n reguladas hormonalmente. 

Estudios de la superficie del blastocisto y el Gtero 

han demostrado que los recubrimientos celulares son simi

lares a los de otras células, de tal forma que tanto el 

blastocisto como el Gtero de -rata presentan una carga de 

superficie negativa, debido a las glicoproteínas de la 

membrana. En base a este hallazgo se ha considerado la 

posible adición progresiva de materiales en la superficie 

del trofoblasto, mismas que lo hacen m~s adhesivo, así c~ 

mo menos polar, mientras que simultáneamente el huevo in

duce la remoci6n de moléculas superficiales del endome

trio, quedando finalmente expuestos en la superficie molé 
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culas apropiadas en carga, que permitirán una interacci6n 

y un rearreglo lateral con la membrana celular. 

De acuerdo a la investi9a~i6n realizada por Gibbons 

y Mattener el constituyente mucoso del fluido cervical es 

una glicoprote{na (mucina) con un alto peso mCHecular del 

ord~n 1-4 x 106 constituida en un 75 a 80 por ciento por 

azúcares principalmente por n-acetil-aminoazúcares cono

ci~ndose que la disminuci6n de la viscosidad del moco cer 

vical en los días cercanos a la ovulación se correlacioná 

con un amnento del ntilllero de moléculas de fucosa unidas a 

las proLeí~as concomitante con una disminución en el n-ac~ 

til-neuramínico (ácido siálico), así como de la proporción 

de hidroxiamino~cidos (serina y treonina) en la cadena p~ 

lipeptldica, conduciendo esto último a una disminuci6n en 

el número de enlaces o-glicosidicos. 

Si se considera que la uni6n intermacromolecular en

tre las·diferen~ :aucinas se lleva a cabo por medio de 

calcio, que establece puentes entre dos ácidos siálicos,es 

presumible que al disminuir el n6mero de res~duos de azú

cares dentro de la fase preO'rulatoria, el número de enla

ces intermoleculares debe disminuir también y corno conse-

- cuencia se presenta baja la viscosidad. 

En el fluido uterino destacan las glicosidasas pro

teínas con gran actividad enzimática, por su posible par

ticipaci6n en el proceso de implantación. En la vaca, se 

ha descrito la presencia de beta-n-acetilgaloctosarninida

sa y alfa-fucosidasa siendo su actividad mayor a la del 

plasma sanguíneo del mismo animal. Estas mismas enzimas 
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presentan una pobre actividad en las secresiones humanas, 

no presentando variaciones significativas en relaci6n con 

el estado end6crino, por lo que se ha considerado que su 

funci6n debe relacionarse con el tipo de placentaci6n, ya 

que en el humano es hemocorial y en la vaca es sindesrnoco 

rial, aceptándose que las. glicosidasas act~an sobre el em 

bri6n humano y no sobre el endometrio. Por lo tanto se 

considera que el papel funcional está aun por discutirse, 

ya que se demostr6 que en la rata existe un cambio en la 

poblaci6n de azúcares y que si se bloquean algunos de 

ellos, no se verifica la implantaci6n. Este cambio en 

los az6cares de superficie del sitio de implante, se pue

de explicar por la acción de este tipo de enzimas. 

En 1979 Hicks y col., informan en un articulo cientí 

fico que en unos experimentos realizados con ratas de la 

especie Long4 evan4 en fa.se de preimplantaci6n inhibieron 

la implantaci6n al administrar por via intraluminal la 

prote1na de origen vegetal Concanavalina A, que tiene si

tios de reconocimiento para moléculas de glucosa y mano

sa. Concluyen que el huevo debe reconocer en orden cier

tas moléculas de la superficie endometrial para implanta~ 

se. 

Por otra parte en 1980 Salazar y col., escr i ben que 

en un estudio hecho con microscopio electrónico y técni

cas de tinci6n Shea para la identif icaci6n de glicoprote! 

nas, observaron una capa finamente delgada, granulada y 

densa al rayo de electrones a lo largo de la membrana 

plasmática de la clHrila superficial endometrial en los si 

tíos de prei1nplantaci6n de la rata especie Long 4 eva116 y 
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que en los sitios alejados (resto del 1itero) se no.t6 ·una 

capa de glicoprote!nas más gruesa. 

En unos experimentos realizados para determinar la 
concentraci6n de iones en el sitio de implante de la ra
ta especie Long~ evan~ se encontr6 que el i6n calcio es 
uno de los más elevados y está relacionado con la forma

ción de uniones intermoleculares entre ácidos siálicos 

( 20) • 

Por 1iltimo, al perderse la zona pel1icida por remo-
ci6n de glicoprote!nas, se origina un cambio en la carga 

de superficie del blastocisto, la cual es ya en ese me-
mento prácticamente neutra, permitiéndole tener una com

patibilidad de carga con el sitio de implante (22). 

Concomitante en otras informaciones se reporta que 

en 19 67 Weiss trata a cultivos de células de mamiferos -

con neuraminidasa y observa que la adhesión celular se -

reduce. 

(26) En 1965 Cook lleva a cabo estudios con células 

sangu!neas tratadas con neuraminidasa y observa que se -

reduce la adhesi6n celular. 

Helgeland en 1966 dice que la neuraminidasa destru

ye receptores de Polyoma virus en células de embrión de 

rata. 

Beneddit en 1967 usa Iron coloidal para formar dep~ 

sitos en la membrana celular y observa que la neuramini

dasa disminuye los depósitos. 
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En 1967 Rambourg y Leblond demostraron. con un estu

dio en más de 50 células la existencia en todas de la tG

nica celular. Con el uso de la tficnica de Paschiff con 

M.E. y de la técnica de ¡>~-:plata con M.E., indican que la 

tGnica contiene carbohidratos. 

En 1967 Rambourg y Leblond utilizan hidr6xido de 

torio en soluci6n ácida y demostraron grupos ácidos en la 

membrana celular. Con M.E. observan la reacci6n y obser

van zonas densas. 

Soupart en 1965 observa que la neuraminidasa reduce 

la penetraci6n del 6vulo de coneja por el espermatozoide. 

Usando la tinción de Hale que usa hidróxido férrico 

coloidal, Gasic (1968) demuestra que los grupos ácidos 

pueden ser removidos con neuraminidasa. 

Weiss en 1968 lo hace con cultivos de células de ma

m1fer6s. 

Métodos histoqu1micos asociados con microscopio elec 

tr6nico han sido utilizados para demostrar la presencia 

de carbohidratos en las membranas celulares. El más usa

do es la reacción de ácido pery:6dico-schiff-base;. . (oxida 

ci6n de grupos hidróxido vecinos, para dar aldehídos que 

puedan ser teñidos con ácido fucsinico) . 

Ej emplos de glicoproteínas: ribonucleasa, glucosa, 

oxidasa, gonadotropina cori6nica humana, uteroglobulina, 

colágeno, interfer6n y ovoalbGrnina. 
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Ejemplos de glicol1pidos: SialoesfingolÍpidos, ~lic~ 

H .pidos, n-acetil neuraminil lac.tosil ceramida (16). 

Otros ejemplos de_glicoproteínas son las inmunoglob~ 

linas I y G, IgM, IgA, anticuerpos que se encuentran en 

el suero humano, las caseinas de vaca, cabra y humano. La 

alfa glícoprote1na ácida aislada de sangre humana, la 

transferrina, substancias especificas de los grupos san

gu1neos, la tiroglobulina de cerdo, hwnano, etc. LH, FSH, 

LTH (prolactina).(18),(23). 

Gott~chalk reporta que Bergman · y Wernier en 1951 de

t erminaron en mues tras (1 8) de m<i>c~.<!..~ estados diferentes 

de l: c ic l o menstrual y la preñez en humano, la relaci6n de ~cido 

: si~ \i cd-fucosa' encontrando la 1.2/1.6 de concentraci6n molar. 

También en 1975 Hicks y otros encuentran que la rela 

ción de fucosa-!cido si!lico en endometrio humano es de 

1 a 5 microgramos por mg. de DNA en fase secretora del en 

dometrio. Igualmente en 1982, Hicks propone que los car

bohidratos actuan como mensajeros durante la implantaci6n 

(21). 

La glucosa se encuentra en el az6car de caña, de re

molacha y la miel (27 ) unida a una molécula de fructuosa 

formando la sacarosa. La maltosa es un azficar compuesta 

por la uni6n de dos moléculas de glucosa. El almidón que 

se almacena en forma de gránulos e n semillas, frutos, tu

bérc ulos, raíces de las plantas , la celulosa que constit~ 

ye las paredes de las células vegetales, las dextranas 

que forman parte de las paredes celulares de las bacterias 
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y levaduras, el gluc6geno que se almacena en el hígado 

son compuestos biol6gicos fonnados por la uni6n de varias 
. ' 

moléculas <le glucosa. 

(25) La fucosa se obtiene a partir de los glucosi

dos que se encuentran en varias especies de convolvula

ceas; se encuentra en algas ¡ucus, .¡-iodomas, fueu.6 ve.6.ieulE._ 

6.i6 y en la goma de tragacanto. Es componente de paredes 

bacterianas. 

(16) De las glicoproteínas act;ualmente es estudiada 

su estructura por medio de marcadores radiactivos y en r~ 

lación a la composición de carbohidratos se han encontra-
-

do en orden intracelular primero hexosaminas despu~s car-

bohidra tos neutros manosa, galactosa y por 6ltimo ácido 

siálico (observar dibujo después de la pá¿.14). 

Ultimarnente se realizan intensos estudios sobre la 

función de los carbohidratos en la membrana celular que 

se cree que es la adhesión celular, función de receptores 

y de reconocimiento celular. Se hacen estuQios sobre la 

adhesión ya que están implicados en la embriogenésis, di

ferenciación celular y fonnaci6n de tejidos. 

OBJETIVO. 

Determinar la concentración de carbohidratos, neu

tros, glucosa, manosa, galactosa, fucosa y ácido siálico 

en el sitio de implantación de la rata Long6 evan6. 



.12 

HIPOTESIS. 

Si los carbohidratos de superficie se encuentran en 

la membrana celular enton"Ces es necesar.io determinar su 

concentración por su posible participaci6n en la adhe~ ib~ 

lidad celular, embriogénesis, diferenciaci6n celular. 

\ 
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PROCEDIMIENTO. 

Ratas Lcn91i evanti de dos meses de edad fueron con-

trolada.s y apareadas por el método TrS:o (dos hembras y un 

macho) en jaulas que estuvieron dentro de un cuarto a tero 

peratura de 20°C y luz de neón durante doce horas del día, 

fueron alimentadas con Purina rat chow y agua ad la libi

tum y al quinto día de embarazo fueron utilizadas para d~ 

tectar los sitios de ilnplantación inyectándoles en la co~ 

la por v1a intravenosa un mililitro de una solución al 

tres por ciento de azul de Evans en .agua, veinte minutos 

después fueron sacrificadas por dislocaci6n cervical, la 

piel la mojé con alcohol por la parte ventral y se levan

tó con pinzas de disección para cortarla con tijeras has

ta hacer una abertura de buen tamaño para mover y hacer a 

un lado los intestinos, con el fin de localizar, cortar y 

extraer los cuernos uterinos que fueron puestos en una su 

perficie de caja de petri a 4ºC en donde se cortaron y se 

pararon con navajas las zonas pintadas y el resto de los 

cuernos uterinos, en seguida fueron puestos por separado 

en tubos de ensaye pequeños (previamente pesados) a una 

temperatura de 4°C en soluci6n salina isotónica, se cong~ 
~ 

laron, se mantuvieron y al ser utilizadas a temperatura 

de 4°C se descongelaban, de cada homogeneizado se usaron 

diferentes alícuotas para medir los siguientes parámetros: 

a) Carbohidratos neutros (glucosa,manosa,galactosa) 
por reacción de Antrona. 

b) Fucosa por el método de Dische-Shelts. 



c Acido siálico por el m~todo de warren. 

d Proteínas por el método de microbiuret. 

e Peso seco por oxidaci6n de la materia orgánica. 

Se calcularon y obtuvieron los valores de: 

a ) Microgramos de carbohidratos neutros, fucosa y 
ácido siálico por miligramo de proteina, peso 
seco y tejido h1ímedo. 

b ) Nanomolas de carbohidratos neutros, fucosa y 
áci do siálico por miligramo de proteina, peso 
seco ~ tejido hú..rn~do. 

e ) Microgramos de fucosa entre microgramos de áci
do siálico, as1 como nanomolas de fucosa entre 
nanamolas de ácido siálico por miligramo de pr~ 
teina. 

d ) Microgramos de carbohidratos neutros entre mi
crogramos de ácido siálico, asi como nanomolas 
de carbohidratos neutros entre nanomolas de áci 
do siálico por miligramo de proteina. 

e Microgramos de carbohidratos neutros entre mi
crogramos de fucosa y, por Gltimo, nanomolas de 
carbohidratos neutros entre nanomolas de fucosa 
por miligramo de proteína. 

Se sacaron medidas estadísticas media, varianza,de~ 

viaci6n estándar del n1ímero total de experimentos de los 

inci5os anteriores a), b), c), d), e) y se hicieron gráf~ 

cas de los incisos a) y b). 

f') Se hizo una prueba de T student. 

Se estableci6 la diferencia y semejanza que 3e obt~ 

vo de los resultados entre los sitios de implantación y 

resto de los cuernos uterinos. 



DIBUJO QUE PRES E-NTA: Blostoclsto, Sitio de lmplontoclon y Corbohidrotos 

Progesterona 
Estradiol 

f oisminucion de 
Acido Siolico 

Progesterona + Blastocinina 

de lo Membrana Celular. 

Sitio de Implante 

ca•+ 
~ 

Conca . A. 

VRemoc io~ Neuraminidasa 

~ Impiden el 

~/mplonte 

Glicosidasas 

\ 

Glicoproteina 
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Procediraiento. 

Inyección de colorante Muerte por disloca
A-zul de Evans al 3 % ------>- ci.6ncervical, disec 
por vía intravenosa. ci6n y obtenci6n de 

50 )Ul 
50 ¡Ul 

100 ,,ul 

tí tero. 

l 
Separación de sitios 
y no sitios. 

/ 
Homogeneización al 
10 % con Sol. sali 
na. Cantidad míni= 
roa de Homogeneizado 
l. 2 ml. 

para Proteínas 
para Peso Seco 

100 ¡Ul para Fucosa 
150 ,11.11 para Carbo

hidratos neutros PªI DNA 

Extracci6n 100 /1.11 

1 
Alícuota de 
500,All. 

l 
Hidrolizar 
con H2S04. IN 
al 50 % 

l 
100 ¡Ul para 
Acido Siálico 
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HEXOSAS NEUTRAS. 

Reactivos: 

1. Standard 1 mg de glucosa/ml 

2. Solución A: 280 ml de agua 

720 ml de H2so4 concentrado 

500 mg de antrona 

10 gr de .tiourea 

Tul:D Standard Agua Antrona 

o -¡ul .5ml 2.5ml Pqitar 

1 12.5 .487 

2 25 .475 El::ullicién Leer a 620 nm 
15' 

3 50 .456 

4 75 .425 Enfriar 10 min 

5 100 .4 en lrielo 
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FUCOSA 

M~todo de Dische-Shettles. 

Reactivos: 

1. 4 O ,lllg/ml 

2. Ciste1na al 3% 

3. H2so4 6:1 

TUlx> Fu cosa .Agua H29J4 Cisteina 

B -ml l. <Jnl 4.hl lOl)tl. 

1 .2 .8 

2 .4 .6 Irx::ubar Je posar Leer a 395rm 

3 .6 .4 a 92ºC 90 mi.n 
3 mi.n • 

4 .8 • 2 

5 1.0 Enfriar 
en hielo 
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CUANTIFICACION DE ACIDO SIALICO. 

Método de Warren. 

Reactivos: 

l. Standard 

2. Solución A: 

3. Solución B: 

4. Solución C: 

5. Solución D: 

'I\Jl:xJ Standar 1\gUa 

o <µl 25<).ll 

1 5<µ1 200 

2 lOC)ul 150 

3 15Qul 100 

4 20()11 50 

5 25().ll o 

.6mg/10 ml de agua. 

428 mg de Peryodato de sodio . . 

10 ml de Acido fosfórico 9M 

16.11 gr. de Sulfato de Sodio. 

10.0 gr. de Arsenito de Sodio 

100 ml de agua. 

1 . 2 gr. de Acido Tiobarbitúrico. 

32.2 gr. de Sulfato de Sodio. 

200 rol de Agua 

Ciclohexano para extraer. 

Sol.A. Sol.B. Sol.e. Sol.O. 

l~l .Sml 1.!ml 2Jnl 

Agitar Agitar Agitar Agitar 
yr~ y qui- 15min 
sar 20 tarco a El::u- Ceiltrifu-
min. lor llici6n gar a 2500 

amari- 5 min. r.p.m. 5 
llo en hie- min. 

lo i 
Extraer 
f ase supe-
rior 

i 
550nm Leer a 



MI:TODO DE BIURET (PROTEINAS) 

l. 100 rnl de Na OH 38 % 

2. 100 ml de Cuso4 1 % 

3. Standard de Albúmi na (mg/ml) 

4 . 100 ml d e NaOh 30 % 

5 . Bi ure t: 79 ml Na OH al 38 % 

Leer a 310 nrn color por 2 horas. 

Tubo 

o 
1 

2 

3 

4 

5 

o 
1 

2 

3 

4 

5 

Albúmina 

o 
200 ul 

400 ul 

600 ul 

800 ul 

1000 ul 

Agµa 

2rnl 

1.8 

1.6 

1.4 

l. 2 

1 

. 20 

y 21 ml Cuso4 1% 

NaOH 30% Biur et 

lml o 

Qnl lml 

1 l 
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TECNICA DE DETERMINACION DE PESO SECO. 

Sol. A. 1 gr. de Dicrornato de Potasio en 50 ml de u2so4 
(calentar a 70°6 30ºC) 

E standard 

20 rng. Stock de rnanosa en 10 ml de H2o 

Tubo Manos a "2º Sol. A. 

o O ml 1.0 2rnl· 

1 .2 .8 r Antes de agregar co-
2 . 4 .6 
3 .6 .4 locar los tubos en 

4 .8 .2 hielo y resbalar por 

5 1.0 . o las paredes. 

Colocar los tubos en baño de agua hirviendo 20 min. 

Enfriar. 

Leer a 660 nrn. 
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RESULTADOS Y ANALISIS. 

Significado de abreviaturas y signos: X (~edia), 

O.E., (desviaci6n standard), Ac., (ácido), c., (carbohi

dratos), ref. (referencia). 

TABLA I,GRAFICA I.- Concehtraci6n de carbohidratos neutros, 

fucosa y ácido siálico en útero de rata al quinto 

dia de embarazo. 

Segmento Carlx>hidratos 
uterioo neutros * Fllcosa* Ac.si~co* 

ID SITICS 27 .01+9. O** 15.98+7.25 4.36+1.70 

SITICS DE 24.9 +6.74 16.0o+S.7 4.0o+1.71 
IMPU\NIE 

* ¡Ug ,..mg de proteinas. 
**X + O.E. 

fucosa 

ácido si.ál.ico 

I-0 SITIOO SITIOO. 



o ..., 
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TABLA II,GRAFICAS II y III. Concentraci6n de carbohidra

. tos neutros, fucosa y !cido si!lico en Gtero de 

rata al quinto ara de embarazo. 

Parámetro de Segrrento Carl:x:>hidratos 
referencia uterino neutros* FUcosa* Pc.siálico* 

PF.ro SFXXl 00 SITIOS 23.21+9.9 12.81+4.5 3 .42+1. 04 
STI'IOO :00 
DPUINJ.E 23.12+7.9** 13.64+6.0 3 .64+1.23 

TF.JIOO NO SITIOO 2.28+1.5 1.22+0.46 0.32+0.10 
SITIOO IE 
IMPIANIB 2.42+1.03 1.42+0.58 0.35+0.09 

de cartohidratosfelg del par&netro de ref. 
**X+ . O.E. 

C. Neutros . ~ 
Fucosa. 

AC. Sialico. 

No Sitio. Sitios No Sitios 
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En las Tablas I, II y gráficas I, II se puede obser

var que tanto en no sitios como en sitios de implantaci6n 

las concentraciones más grandes corresponden a los carbo

hidratos neutros, en seguida las de fucosa y por último 

al ácido siálico las más bajas. 

Por otra parte, para determinar la concentraci6n mo

lecular de los carbohidratos se hicieron cálculos en nano 

molas obteniéndose lo siguiente: 

TABLA. III. Concentración de carbohidratos neutros, fucosa 

y ác i do siálico en útero de rata al quinto día 

de preñez. 

Parámetro de Segmento Carl::ohidratos 
referencia . uterino. neutros* Fucosa* Ac. siálico * 

PIDI'EIN11S :00 SITICS 150.05+50.0 97 .44+34. 7 14.0o+5.5 

SITICS IE 
IMPIANl'E 138.33+37.4** 97. 56+44. 21 12.93+5.5 

PESO SOCO :00 SITIOS 128.94+55 78.lo+27 .4 11.06+3.3 

SITICS DE 
IMPI.ANI'E 128.4 +43.8 83.17+36.5 11. 76+3. 9 

TEJIOO NO SITIOS 12.6 + 5.83 7.43+ 2.8 1.03+0.32 

SITIOS DE 
IMPIANTE 13.4 + 5. 72 8;65+ 3.5 1.13+0. 29 

* n molas de carbohidrato/mg del parámetro de referencia 

** X + O.E. 
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TABLA IV. Relaciones de las concentraciones por miligramo

de proteína de carbohidratos neutros, fucosa y 
ácido siálico de ~tero de rata al quinto d!a de 

embarazo. 

Sec.Jiento 
uterirn 

ID SITIOO 

SITIOS JE 
IMPIJ\NIE 

SegnEnto 
uterirn 

tD SITIOS 

SrrIOS JE 
IMPI.ANIE 

\g de fux>sa noolas, fucosa 
ug de Ac.siálico IJOOlas .Ac.Siálico 

3.9 + 1.52 7.5 + 2.3 

4.1 + 1.19 7.7 + 2.2 

ug de c.reutros IJOOlas c.reutros 
ug de Ac.Siálico noolas .Ac. Silli co 

7.1 + 3.71 10.7 + 11.0 

6.9 + 3.0 10.7 + 6.8 

Al principio se hizo de la forma que sigue: 

ug de Ac.Siálico 
ug de C. neutros 

ID SITIOS 0.2 + o 

SITIOS 0.2 + o 
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Los valores anteriores indican que por cada microgramo de 

ácido siálico hay 4 ae fucosa, por una nanomola del ácido 

siálico hay 7.5 de fucosa, por un microgramo de ácido siá 

lico 7 de carbohidratos neutros y que por una nanomola de 

ácido siálico no hay carbohidratos neutros (ver +, O.E.) 

por un microgramo de carbohidratos neutros no hay ácido 

siálico. 

Al principio la siguiente relaci6n. no se había ped i do y 

se hizo de la siguiente manera: 

Segnento u2 de e.neutros molas e.neutros 
uteri:rn ug de fuco?a molas fucosa 

ID SITia> 1.81 + 0.61 1.5 + 1.4 

SITIOS DE 
IMPLANTE 1.68 + 0.62 1.4 + o.a 

(Observar los valores de nananolas) • 

Los valores anteriores indican que por un microgramo de 

fucosa hay 1.5 de carbohidratos neutros, por una nanomola 

de fucosa hay 1. 4 de carbohidratos s neutros (ver + D. E. ) • 

En un cálculo de la relaci6n C. neutros/fucosa hecha solo 

con 9 exper i mentos y en microgramos por mg. de proteína 

se obtuvo: 

C. neutros 
fucosa 

NO SITIOS 1.1 + 1.3 

SITIOS . 0.9 + 2.0 
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TABLA V. C.oncentraci6n de carbohidratos neutros, fucosa 

y §cido siálico en titero de rata al quinto día de em- -

barazo. 

Parámetro de Segmento Carbohidratos. 

referencia uterino neutros* .tucosa* Ac.siálico* 

PHJJ'EINAS ID SITIOS 52.61+15.3 97.44+34.7 14.0o+5.5 

SITIOO IE 
IMPIANI'E 40.77+ 6.81 97.56+44.21 12.93+5.5 

PFSO SED) NO SITIOO 50.84+27.6 78.10+27.4 11.05+3.3 

SITIOO DE 
IMPIANI'E 45.23+ 7.3 83.17+36.5 11. 76+3.9 

TEJIDO NO SITIOS 5.17+ 3.03 7.43+ 2.8 1.03+0.32 

SITIOS IE 
n.u?IANI'E 4.75+ .2.22 8.65+ 3.5 1.13+0.29 

* n molas de carbohidrato/mg del par:ünetro de referencia 
** X . + D. E. 
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Por últilllo, a todos los resultados se les aplic6 una 

prueba de T student para un ensayo de dos colas con una P 

de 0.05 obteniéndose que no existen diferencias signific~ 

tivas entre las concentraciones de los car bohidratos de 

no sitios y sitios de illlplantaci6n. 
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DISCUSION. 

En los no sitios y sitios de implantaci6n las concen

trac iones de los carbohidratos se determinaron utilizando 

todas las células que los integran~ por lo que no puede ex 

cluirse la posibilidad de que existan diferencias signifi

cativas de concentración de carbohidratos entre ambas zo-

na s epiteliales o de sus membranas implicadas en el proce

so de adhesión , ya que las diferencias significativ as pu-

dieron enmascara rse al haber trabajado con una mezcla de -

células, más sin embargo en los valores se obtuvo una ~e-

q ueña diferencia, po r lo tanto nara hacer una determina- -

c i6n de la concentración de carbohidratos más específi c a -

sería necesario hacer otro trabajo más S\ltil aisla ndo las -

células que componen el epitelio uterino gue recubre los -

intersitio s y sitios de implante respectiva.~ente, aue son 

células que sufren cambios estructurales y funci onales de

b i do a que estan ~rincipalmente relacionadas con la inter

acción huevo endometrio durante la preñez temp rana. 

Otra posibilidad es q ue los cambios propuestos de los car

bohidra tos no sean de concentración sino de posici6n rea li 

zados por medio de intercambios celulares. 

El hecho de haber obtenido mayores concentraciones de 

los carbohidrato s glucosa-~anosa-galactosa, tanto en no 

sit io s c omo en sitios de implantación se relaciona con la 

degradación de g luc6geno almacenado previamente en el cuar 

to día de la preñez en la rata y con su utilidad, debido a 

q ue constituyen los sustratos p rinc i 9ales para la obten- -

ci6n de ener g ía celular y son u sados por las células oara 

l a elaboraci6n d e glicoproteínas ~ ~\\~o1 1 ~i ~os 
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estructurales de las membranas celulares. Por lo que res-

pecta a las concentraciones del carbohidrato neutro fucosa 

que fueron un poco más bajas respecto a las anteriores se

guramente se deben a que su principal funci6n es ser es- -

tructural en las membranas celulares ya que es un derivado 

de la glucosa. Las concentraciones más pequeñas correspon

dieron al ácido siálico, la causa es semejante a lo que 

ocurre con la fucosa. 

Por otra parte, debido a que se han hecho dos traba-

jos en 6tero de rata al quinto ara de preñez, uno bloquea~ 

do los carbohidratos manosa glucosa con la prote ína de ori 

gen vegetal concanavalina A y otro rompiendo los e nlaces -

del carbohidrato ácido siálico con la enzima sialidasa ob

teniéndose en los dos trabajos disminuci6n en el n6mero de 

implantes (Introducci6n) por lo que se puede afirmar que -

hay una participaci6n importante de los carbohidratos en -

el proceso de implantaci6n. 

Respecto a la relaci6n de las concentraciones de car

bohidra tos obtenidas se puede deducir que se debe también 

a lo escrito para los carbohidratos neutros, fucosa y áci

do siálico anteriormente. Además las relaciones de un mi

crogramo de ácido siálico por 3.9 microgramos de fucosa p~ 

ra no sitios y de un microgramo de ácido siálico por 4.1 -

de fucosa para sitios corresponden con lo que se reporta -

en cita 18 y lo encontrado por Hicks y col. en 1975 (leer

lo en la Introducci6n). 



CONCLUSIONES. 

No se encontraron diferencias significativas en la 

concentraci6n de carbohidratos neutros, fucosa y ácido si! 
lico entre el sitio de implantaci6n y el resto del dtero, 

sin embargo no puede excluirse la posibilidad de diferen-

cias a nivel de células epiteliales ya sea en cantidad, 

distribuci6n o posici6n de los carbohidratos neutros, fuco 
sa y ácido siálico. 

La concentraci6n de carbohidratos neutros es de: 

27.01±9.0, fucosa 15.98±7.25, ácido siálico 4.36±1.70 por 
miligramo de proteína en no sitios; carbohidratos neutros 

24.9±6.74, fucosa 16.00±5.7, ácido siálico 4.00±1.71 tam-
bién por miligramo de proteína en sitios de implantaci6n -

(n6tese la pequeñísima diferencia con los no . sitios). 

Por dltimo por 1 microgramo de ácido siálico hay 3.9 

de fucosa, por uno de ácido siálico hay 7.1 de carbohidra

tos neutros, por 1 microgramo de fucosa hay 1.1 de carbohi 

dratos neutros en no sitios y para sitios de implantaci6n 
por un microgramo de ácido siálico hay 4.1 de fucosa, por 
un microgramo de ácido si~lico hay 6.9 carbohidratos neu-

tros, por un microgramo de fucosa hay 1.6 de carbohidratos 

neutros en la rata Longs ~· (compare los valores ante
riores y n6tese las pequeñas diferencias). 
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