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RESUMEN

Los esteroides sulfoconjugados han sido considera-
dos actualmente como importantes intermediarios en la
biosintesis de howmonas activas en diversos tejidos endé
crinos. El metabolismo de los estr6genos sulfatos ha si
do demostrado en el ttero de diferentes especies por la
interconversién de la estrona sulfato (EIS} y del estra-
diol sulfato (EZS) en estrégenos libres. En el dtero
E]S y EZS se convierten en estrégenos libres, biolégica-
mente activos a través de la accibén de la estrfgeno sul-
fatasa., Por otra parte, la sulfatacién de los estrége-
nos depende de la actividadde la estr6geno sulfotransfera
sa, enzima responsable de la conversién de los estrége-
nos libres a los sulfoconjugados. Esta enzima estf pre-
sente en diversos tejidos endécrinos y en 6rganos blanco
tales como el oviducto, 1la vagina y el tdtero. Los proce
sos de implantacién y desarrollo fetal son regulados por
los niveles plasmfiticos y tisulares de las hormonas ovi-
ricas. Dado que durante el periodo de implantacién es
muy importante la concentracién de los estrégenos libres
en el sitio de la implantacibn (SI) y ya que la concen-
tracién de los estrbgenos estd determinada, entre otros
factores, por la accibn enzimitica de la estrégeno sulfa
tasa y la estrégeno sulfotransferasa, se realizé un estu
dio comparativo de la actividad de estas enzimas en el
dtero de la rata cn el dia de la implantacidn, para de-
terminar, como afecta cada una de ellas en la concentra-
cifn local de estrégenos tanto en el sitio de implanta-
cién como en el tejido adyacente,



Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
que la presencia simultiinea de la estrfgeno sulfotransfe
rasa y sulfatasa puede representar un mecanismo de regu-
lacién de las concentraciones locales de estrdgenos li-
bres en el dtero durante el proceso de implantacifn de
la rata, influenciando el establecimiento y continuacitn
del embarazo.



INDICE

Pdg.

OBIETIVO. o' evvne e eeenenns
INTRODUCCION. . .
MATERTAL Y METODOS. . v v eeeseneeeranneennnns T
RESULTADOS. . .... e eeene. 49
DISCUSION DE RESULTADOS: + .. vrenevnrervnnneenns .. 60

ANBXO. o v vvvavanenarsnnrsarneresrorsnanstasnesnnns 66

BIBLIOGRAFIA. v v iviu vt avinaiansenonraisanannnnne 72



QBJETIVO

Ya que en el microambientp uterino gque circunda al
blastocisto son muy importantes/ las concentraciones de
oncentraciones estin regu
ladas, entre otros factores, pdr la accidén enzimética de
la estrbgeno sulfatasa y la estrégeno sulfotransferasa,
el objetivo del presente estudjo fue medir la actividad

los estrégenos activos y esas

de la estrégeno sulfotransferasa tanto en el sitio de la
implantaci6n, como en el tejidp no implantado del dtero

de rata en el quinto dia de embarazo y hacer una compara
cidn con la actividad de la egtrdgeno sulfatasa en las

mismas condiciones, para saber si existe una diferencia
significativa entre ambos tej
de implantacién y de esta fo
zimdtico sulfatasa-sulfotrans
un medio de regulacién de las
estrdgenos activos que influe

del embarazo.

dos durante los procesos

a conocer si el sistema en
erasa pudiera constituir
concentraciones locales de
ciarfin el wmantenimiento



INTRODUCCICON

En la actualidad, el incremento tan notable que se
presenta en el indice de la natalidad humana ha conduci-
do a.un estudio de los procesos bioquimicos que involu-
cran los fenfmenos de la reproduccidn, con el fin de deg
cubrir nuevos métodos anticonceptivos que controlen en
forma efectiva tal incremento, asi como el posible trata
miento de los problemas de infertilidad, por ello, se ha
dado mayor atenci6n a los eventas que tienen lugar en el
tracto genital femenino después de la fecundacibn y que
conducen al embarazo.

La rata, entre otros animales, ha sido utilizada
como modelo experimental en los estudios sobre diferen-

tes aspectos de 1a reproduccidn, debido a su fdcil mane-
jo.

Dentro de los procesos quc forman parte de la re-
produccidén, es importante el establecimiento y la conti-
nuacién del embarazo, procesos que son dependientes de
los niveles circulantes de los csteroides, compuestos
que son sintetizados en las génadas y en otros tejidos.

Las hormonas son substancias que inducen altera-
ciones de las actividades metab6licas de las células de
tejidos sensibles a ellas, denominados ' Grganos blan-
co."

Los ovarios y los testiculos ademés de la funcién
de producir 6vulos y espermatozoides, y las glindulas



suprarrenales, secretan substancias quimicas de caricter
hormonal que regulan el proceso sexual y las caracteris-
ticas sexuales secundarias, estas hormonas comprenden un
amplio grupo de moléculas que tienen como nicleo funda-
mental al ciclopentano perhidro-fenantreno.

El precursor comin de estas hormonas en muchos te-
jidos corporales es el colesterol, el cual se biosinteti
za a partir de la acetil-CoA. La conversién de coleste-
rol a pregnenolona es el primer paso en la biosintesis
de la mayorfa de las hormonas esteroides, las cuales go-
biernan el ciclo reproductor asi como el crecimiento y
desarrollo de los 6rganos reproductores accesorios
(Fig.1).

El ovario secreta dos tipos de hormonas femeninas:
las hormonas foliculares o estrogénicas, producidas por
las células del foliculo de Graff en desarrolle y las
progestacionales, producidas por las células del cuerpo
liteo que se forma en el ovario después de la ruptura
del foliculo en la ovulacibn.

El estrfgeno principal que se encuentra en circula
cifn es el 17 g-estradiol (BZ)’ ¢l cual es la forma mis
activa de los estr6genos. El estradicl se encuentra en
equilibrio con la estrona (E;) menos activa.

La progesterona se forma a partir de su precursor
inmediato, la pregnenolona, y es la hormona del cuerpo
liteo que se desarrolla en los foliculos ovaricos que
se han roto. También se sintetiza en la placenta duran-
te la dltima parte del embarazo.
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‘Rutas metabdlicas demostradas en el ovario y en
Ia corteza adrenal, para la sfintesis de los es-
trdégenos (1).



La progesterona se forma también en las suprarre-
nales, como precursora de los corticosteroides que tie-
nen 21 dtomos de carbono.

Las hormonas secretadas pasan a la circulacibn pa-
ra ser transportadas hasta el 6rgano blanco, asi su con-
centracién en la sangre indica la actividad de la glindu
ia endScrina.

Las hembras adultas de casi todas las especies de
mamiferos presentan variaciones sexuales ritmicas o ci-
clicas. Durante dichos ciclos se presentan cambios ovd-
ricos, uterinos, vaginales y conductuales peridfdicos,
ocasionados por una variacifn cn la concentracién de las
hormonas., Este control bioidgico asegura que las condi-
ciones para la fertilizacién, la nidacién y el desarrolio
del 6vulo fecundado, sean 6ptimas.

Los ciclos sexuales, en general, estfin caracteriza
dos por cuatro etapas principales:

1a) En la primera etapa de preparacidn se observa
ep ¢l ovario una maduracién folicular que va
a culminar posteriormente en la ovulacifn,
también se observa una proliferacién de las
cflulas endometriales.

2a) Este periodo, que sc inicia con la ovulacién,
se presenta con la mfxima capacidad reproduc-
tiva y con una conducta de apareo en Jiversas
especies.,



3a) Existe un periodo de preparacién del dtero,
que tiene como finalidad la aceptacifén del
Bvulo fecundado,

4a) En el caso de que no se realice el embarazo,
se lleva a cabo una regresién de las estruec-
turas diferenciadas del cuerpo liteo covirico
y del endometrio para iniciar un nuevo ciclo.

En los mamiferos, dependiendo de la especie, los
ciclos sexuales se dividen en estrales y menstruales
(2). Los primeros, sec caracterizan par un periodo corto
de conducta sexual intensa en cl cual se manifiesta la
conducta de aparco y los segundos, por la aparicién de
un sangrado, ocasionado por el desprendimiento de la ca-
pa funcional del endometrio.

La rata presenta un ciclo estral con duracibn de
4 a 5 dias con cuatro fases sucesivas, de duracién varia
ble, que pueden distinguirse por el cxamen al microsco-
pio de las células de descamacién vaginal (3) (Fig.2).
Estas fases son, en orden cronolSgico, el proestro, el
estro, el metaestro y el diestro.

Cada una se caracteriza por una citologia diferen-
te, producto de l1a diferenciacidén celular, asi como por
una respuesta precisa a la monta del macho. Es en el es
tro cuando ocurre la ovulacifn (4) y la hembra es recep-
tiva al macho. De estu manera, la especic asegura la
presencia de ambos gametos para que la fecundacifn se
lleve a cabo.



FIG.2

CARACTSRISTICAI
STRAL DE LA

Fllt OEL CitLOo

ESTRO

METAESTRO

DIESTRO

PROESTRO

CHOL(DG)DCAS Y CONDUCTUMLES ODURANTE EL CICLO

ll"ﬂll

QURACION

CONDUCTA RENUAL

FAIID vmm y

12 HR,

21 HR.

87 HR.

12 HA.

ACEPTACION DEL
MACHO , LORDDAID

NG ACEPTACION
DEL MACHO

NO ACEPFTACION
DEL MACHO

sEAALED DT ACEP-
TAGION DEL MACHO:
AL FINAL D6 EOTA
rase.




La sucesitn de fases en el ciclo estral, es conse-
cuencia de la produccibén ciclica y alternada de estrfge-
nos y progestinas del ovario, cuyo Srgano blanco princi-
pal es el Gtero (5,6,7). Es importante agregar, que la
regulacién de la produccién de hormonas por el ovario es
té dada por la secrccién de gonadotrofinas hipefisiarias
y por el hipotdlamc a través de sus factores liberadores
(8) (Fig.3).

Actualmente, la regulacifn del ciclo sexual de la
rata es uno de los fenfmenos endocrinolfgicos mejor es-
tudisdos. Se sabe que los estrégenos, cuya accifn es de
proliferacién y diferenciacifn de tejidos (9), tienen un
alza en su concentracién durante el proestro, lo cual
provoca el estro. Por otra parte, la progesterona que
se encarga de la proliferacién glandular del estroma pr¢
paratorio para un posible embarazo (10), presenta méxi-
mos al fin del mctaestro y del proestro (Fig.d).

Ovulacién, Fertilizacién y Preimplantacién,

La ovulacién estf caracterizada por el desprendi-
miento de uno o mfis 6vulas (segn la especie) del follcu
lo de Graff del ovario (2,11). A partir de este momento
el foliculo da lugar a 1a formacién del cuerpo ldteo, cu
ya funcidn primordial es la de producir progesterona y
estrégenos {2,11,12).

Una vez expulsade el 6vulo, &ste pasa al oviducto
en donde al encontrarse presentes los espermatozoides se
produce la fertilizacidn. E1 6vulo fecundado o huevo es



FI1G.3 INTEGRACION DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA

FACTOR by
S aromaano

LIBERADOR .
\\
L)
1Y
! :
H ASA CORTA
f /
[ .
| PORCION ANTEMIOR
g 08 LA WPOFISN
\
a \:.uu +
\ =)
‘\
‘\
R B pvpedn OROANO TERMSNAL
M M i ————————

Control general por retroaccidn de los sistemas endd
crinos queo involucra el hipotdlamo, la hip6fisis an-

terior y ¢l organo terminal (80).



1
gllbq E

52100 '
5004

SIS AN TS - NEITE-EN A0

FIG. 4 Variacién de las concentraciones de las hor-
monas oviricas y ponadotrofinas hipofisiarias
a lo largo del ciclo sexual de Ia rata (81).



transportado a lo largo del oviducto, experimehtando va-
rias divisiones celulares hasta el estado de m6rula du-
rante los primeros 3 § 4 dias después de la fertiliza-
cién. Al entrar la mérula al Gtero, se forma la cavidad
del blastocele y hay diferenciacifn de su masa celular

en ¢l macizo interno y el trofoblasto. En esta forma,
los blastocistos se distribuyen a lo largo de la cavidad
uterina, por un mecanismo de contraccién del Gtero, ini-
cidndose una serie de interacciones blastocisto-dtero que
culminan con la implantacién.

Cuando el Svulo es fecundado, el ciclo sexual se
detiene en el diestro debido a una concentracién alta y
constante de progesterona que seri mantenida hasta los
titlimos dias del embarazo (13). §in embargo, para que
la implantacién ocurra, se requiere de una alza en los
niveles de estrfgenos 24 horas antes (6} (Fig.5).

El tiempc que transcurre, desde la ovulacisn hasta
el momento inmediato anterior en que el blastocisto esta
blece contacto con el endometrio, recibe el nombre de pe
riodo de preimplantacién (14},

Entre las condiciones previas que son necesarias
para que se verifique la implantacibdn, destacan los cam-
bios endometriales tanto morfoldgicos como funcionales,
los cuales estiin regulados por factores hormonales (7) y
locales, como son la presencia del espermatozoeide en el
tracto genital de la hembra (15) o del huevo después de
la fertilizacidén (16).

Los cambios endometriales son variables, segln la
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especiec y dependen del peribdo que el blastocisto perma-
nece libre en el dtero antes de implantarse (16) (Cua-
dro I ).

En la mayoria de los mamiferos, el transporte del
huevo a través del oviducto dura de tres a cuatro dfas.

Concomitante con los cambios endometriales debidos
a4 la influencia hormonal, cl blastocisto también permane
ce varios dias en el tracto genital de la hembra antes
de su implantacién, lo que le permitird posteriormente
interaccionar con la parcd de las células del endometrio
an.

Se ha demostrado en animales de laboraterio (cone-
jos, ratas, hamsters y ratones), que no todo el endome-
trio es capaz de recibir al huevo, y que existen sitios
especializados de implantacidn (18), requiriendo estas
zonas una maduracién metabSlica.

Durante la maduracién, las microvellosidades del
cpitelio luminal disminuyen en algunas zonas, conside~
riindosc que esta modificacién facilita la interaccién
con ¢l huevo (9), ya que al aumentar la superficie endo-
metrial, se incrementa la superficie de adhesibn. Se sa
be que este hecho se debe fundamentalmente a la influen-
cia de la progesterona (19).

También se presentan variaciones en la concentra-
cién y composicidn de las secreciones ecndometriales ex-
cretadas hacia la luz uterina que influyen tanto en el
transporte de gamctos como en la fertilizacifn y que fa-
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CUADRO 7.- TIEMPO DE TRANSPORTE DEL CIGOTO A TRAVES DEL
OVIDUCTO E IMPLANTACION

" TRANSPORTE EN EL OVIIICTO* IMPLANTACION
ESPECIE ESTUDIADA (DLAS) (DIAS)
Marsupiales ] Inmediata
Inscctivoros 1-2 ?
QuirGpteros (murciélagos) 12~ 16 10.16
Primates 4-5 89
Hombre 3-4 6~7
foedares

conejo 3-4 6-7
ratén 3-4 5-6
rata 4 5-6
hanster 3-4 ]
cuyo 3-4 &
Camiworos
perTo 4 -5 11-12
gato 6 -7 13-4
Ungulados
caballo ? 49-63
cerdo 2-3 11-20
owveja 2-3 15-17

vaca 4 40

* Tiempo necesario para que se verifiquen los cambios rorfolégicos y
funcionales del endometrio (fase de preimplantacidn). (14,16)
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cilitan el desarrollo del huevo e influyen en algunos as
pectos de la diferenciaci6n endometrial (20). Estas se-
creciones representan una fuente de metabolitos que van
a nutrir al blastocisto, ademfs de permitir su desplaza-
miento en la proximidad del tejido endometrial,

Durante el periodo de preimplantacién en los mami-
feros, hay una dependencia del blastocisto por los sus-
tratos maternos producidos y cxcretados por el oviducto
y el ftero, siendo esta correlacién regulada hormonalmen
te (21).

Las hormonas pueden también producir cambios en el
patrén de proteinas del dtero (22,23).

En 1955 Lutwak-Mann (24) aporté evidencias experi-
mentales que permitieren considerar la importancia de
las enzimas endometriales en los procesos reproductores
as{ como el considerar la dependencia hormonal de ellas.

Ademds de los cambios cualitativos y cuantitativos
que se observan ecn el patrén de las proteinas relaciona-
das cen la implantacién (23) y el considerar las activi-
dades enzimiticas del endometrio en la etapa de preim-
plantacién (25), existen otros factores que son neccsa-
rios para que se lleve a cabo la implantacién:

a) En la rata, asi como en otras especies de mami-
feros, durante la fasc final de la preimplanta-
cién, se presenta un incremento en la permeabi-
Jidad vascular en los sitios de implantacién
del endometrio (6,7) entre 20 y 24 horas antes



b)

c)

de la implantacién. Este incremento esté regu-
lado hormonalmente y se considera un prerrequi-
sito para que pueda efectuarse la diferencia-
cién decidual de las células estromales.

Se ha mencionado que los estr6genos tienen una
accién reguladora sobre diversas enzimas uteri-
nas, entre las que destaca la adenilatociclasa
que cataliza la formacién del adenil monofosfa-
to ciclico (AMPc) el cual tiene un efecto simi-
lar al efecto anabGlico del estradiol en el dte
ro de la rata, ys que estimula la sintesis del
ficido ribonucléico y de las protecinas, lo cual
produce un aumento de 1a actividad de algunas
enzimas lo que facilita tanto la gluconeogéne-
sis como 1a lipogénesis, de acuerdo a la infor-
macidn colectada por Hicks y col. (14).

También, regulado por esteroides sexuales, se
encuentra la sintesis del fcido N-acetil neura
minico o fGcido sidlico, responsable en gran
parte de la carga de la superficie de las mem-
branas celulares, lo que permite hacer la con-
sideracién de que el dcido sifilico juega un pa
pel muy importante en la interaccién entre el
blastocisto y el endometrio (26,27).



Reaccién Decidual,

El bln;tocisto, al encontrarse frente al endome-
trio, lleva a cabo una serie de interacciones con €1,
ocasionando un estimulo decidualizante.

Actualmente se acepta que la reaccién decidual es
un proceso de diferenciacién celular del estroma endome-
trial en células cibicas 1lamadas c6lulas deciduales las
cuales intervienen en la nutricién embrionaria.

Se ha considerado la importancia que tienen las
hormonas ovéricas circulantes en la induccién de la res-
pucsta decidual: 1a progesterona tiene como objetivo des
viar el efecto mitogénico que producen los estrégenos en
las células epiteliales,

El proceso de decidualizaci6én se rcaliza en varias
ctapas:

1.- Efecto de la presencia del blastocisto. Se
cree que el estimulo e¢s ocasionado por la presién que
ejerce el blastocisto sobre el epitelio luminal adyacen-
te a 41 (29). También se ha sugerido, que éste es oca-
sionado por la secrecifn del blastocisto de sustancias
inductoras como son los estrégenes y el dioxido de carbo
no (CO;} gue se forma durante la respiraci6a celular.

El estimulo dado por ¢l blastocisto induce un cum-
bio fisicoquimico en la superficie del epitelio luminal,
gite ‘se traduce cn uny serie de cambios metabélicos de



las células epiteliales, esta respuesta se presenta an-
tes del inicjo de la transformacién de las células estro
males a deciduales (Fig.6). Este proceso es hormonode-
pendiente (28).

Las respuestas endometriales, caracteristicas de
1a decidualizacién pueden cambiar considerablemente de
especie a especie, siendo un comin denominador la res-
puesta vascular. Dickman y col (30¢) sugirieron que los
estrbgenos provenientes del blastocisto, son los respon-
sables del aumento en la permeabilidad vascular endome-
trial en las Areas adyacentes a €1,

2.- Transformacién. El desarrollo completo de la
respuesta decidual que requiere varios dias, da como re-
sultado una organizacib6n celular de una estructura alta-
mente especializada, la cual rodea al embri6n que estd
préximo a implantarse.

3.- Regresi6n. La progesterona es esencial para
mantener la decidua y en ausencia de dicha hormona se
inicia una degeneracién de las células deciduales.

4.- Funcién. La aparicién de 1a célula decidual
parece tener dos posibles objetivos funcionales: 1) la
nutricién del embritn y 2) la proteccién del dtero de la
invasitn del trofoblasto (28).

Implantacién.

Uno de los eventos criticos en el embarazo es la
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FIG. 6 La veaccidn decidual (31).
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fijacién del blastocisto al endometrio para iniciar en
ese momento los procesos de implantacién. Se define la
implantacién como la ctapa donde ¢l blastocisto adopta
una posicién fija en el endometrio.

El inicio del periodo de implantacién (31} se con-
sidera el momento en el cual es posible detectar una di-
ferencia morfolégica y funcional entre las freas del dte
ro receptivas al blastocisto (sitios de implantacién)
(32,33) y el rasto del tejido endometrial,

Se distinguen varins ctapas en la sccuencia de
eventos que permitirfin 1a posicién fija del huevo (34)
(Fig. 7).

1.- Orientacidn. [Involucra la localizacién por el
blastocisto de los sitios de implunte que parecen ser de
terminados por el mismo endometrio. La vascularizacién
es un factor importante en la eleccién del sitio de im-
plantacidn (35,36).

2.- Contacto. El contacto del blastocisto al en-
dometrio ¢s una condicidn necesaria para que se lleve a
cabo la implantacién. Se ha sugerido la existencia de
varios procesos consecucntes al contacto, entre los que
se incluyen dependiendo de la especie: el envolvimiento
del blastocisto por el dtero, expansién del blastocisto
o contraccién del mismo (18,31,37). TDurante el envolvi-
miento se presenta un edema endometrial, causado por el
incremento en la permeabilidad de los vasos, lo cual fa-
cilita la extravasacifn de proteinas (31,32) y otras ma-



FIGURA 7 EL PROCESO DE IMPLANTACION (80)
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cromoléculas como es el caso de colorantes de alto peso
molecular: azul de pontamina, azul de Giegy o azul de
tripan (31,38,39,40) utilizados como marcadores de los
sitios de implantacién, siendo visibles macroscépicamen-
te al presentarse en forma de bandas azules colocadas
transversalmente en el dtero (Fig, 8),.

3.- Adhesién. Poco se conoce de esta etapa, pero
sc acepta una relacibén estrecha con los posibles cambios
moleculares de los componentes de superficie (19). Se
ha considerado la adicién progresiva de materiales en
la superficie del trofoblasto que lo hacen mis adhesivo
y menos polar, simultfineamente el huevo induce la remo-
cifén de moléculas superficiales del endometrio como son
las glicoproteinas de la membrana, quedando expuestas mo
léculas con carga apropiada, que permitir&n una interac-
cibn lo que constituye el foco de adhesién.

4.- Penetracién o fusién. En esta etapa el trofo
blasto puede ser integrado al epitelijo endometrial, por
medio del mecanismo llamado ' fusidn del huevo-" con una
o mis células del epitelio uterino, estableciendo una
subsecuente comunicacifn citoplasmdtica. En la actuali-
dad solo hay evidencia de fusifén en el conecjo (37).

Ya que el proceso total de la implantacién se en-
cuentra regulado hormonalmente, se requiere una sincro-
nia entre la secrecidn de la progesterona y los estrége-
nos y el arribo del blastocisto a la cavidad uterina pa-
ra que el huevo no encuentre un Gtero refractario a su
invasién.
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FIGURA 8 METODD PARA DETERMINAR ZONAS DE IMPLANTACION

Método para determinar zonas de implantacién. Los cole
rantes de alto peso molecular (Azul tripan, Azul de
Evans, ctc) forman complejos con la albimina sérica,
los cuales atraviesan la parcd capilar y se acumulan
en zonas de alta permeabilidad; esto nos permite dis-
tinguir las zonas de implantacién del resto del dtero.
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En las dltimas décadas se ha dado una marcada aten
cién a la funcidn que desempefian los esteraoides sulfato
como intermediarios en 1a biosintesis de hormonas biolf-
gicamente activas.

El metabolismo de los esteroides sulfato se de-
talla en el anexo,

La funcién de los estrégenos sulfato como interme-
diarios potenciales en la bjosintesis de la estrona (B,)
y del 17 B-estradiol (Ez) ha sido determinada o través
de estudios in vivo {42,43,44),

La hidrélisis del estradiol sulfato pars formar el
estrégenc mis potente, el 17§ - E,, parece estar regula-
da localmente por accifn de la estrégeno sulfatasa (42,
45}.

Adessi y col (46) en sus experimentos 4in vive e in
vitro utilizando E1 ¥ EZ y sus respectivos 3-sulfatos
han aislado repetidamente el 17 g - E, del dtero de cuyes
emharazadas. La accifn de la 17 B - hidroxiesteroide-oxi
dorreductasa,y de la sulfatasa conducen a la sintesis
del 178 - B, a partir de EIS y EZS (42}, En los experi-
mentos {n vivo se ha encontrado que los estrégenos del
plasma maternc no contribuyen al total de los estrigenos
fetales, sino gque el feto tiene la capacidad de sinteti-

zarlos.

La sulfatacién de los estrfgenos ha sido asociada
a la desactivacidn del esteroide. Sin embargo, Perry y
col {47} han sugerido que en la cerda los estrbgenos de
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origen embrionario son sulfatados por el endometrio y
transportados al cuerpo ldtco actuando como una scial em
brionaria para ¢l reconocimiento matcrno del embarazo ya
que los estrégenos sulfatados ejercen un efecto lutcotr§
fico (48),

Pack y Brooks (49) en su estudio de la actividad
de la estrbgeno sulfotransferasa, durante el ciclo sexual
de Ja cerda, observaron que las actividades de la 17 B-
deshidrogenasa y de la estrégeno sulfotransferasa estfin
directamente relacionados con la concentraciSn plasmiti-
ca de progesterona ¢ inversumente refacionada con la
concentraucién nuclear de estradiol (50).

La influencia de las progestinas en la actividad
enzimitica de la sulfotransfcrasa y en los niveles de
los receptores nuclcares a E, en el endometrio humano ha
sido observado por otros autores durante ¢l ciclo normal
(51-56), por otro lado, Robertson y Kimg (15) observaron
que en la cerda en gestaci6n los niveles plasmiticos de
la progesterona ticnden a declinar s medida que avanza
la prefiez, decreciendo bruscamente al final de la gesta-
cién. La estrona y el 17 B -estradiol aparecieron en el
plasma alrededor del dltimo tercio del embarazo y de ahi
s¢ clevaron hasta alcanzar un univel miiximo justo antes
del parto. La aparicién de la E;S plasmitica se prosen-
ta el dia 16 (57,58) alcanzando un m8ximo entre los dias
23 y 30 del embarazo, declinando bruscamcnte un poco an-
tes de la mitad y de ahi empieza a elevarse lentamente
hasta alcanzar el nivel miximo el dia anterior al parto.
Estos autores hun encontrado que la E;§ estd prescnte en
concentraciones altas en la vena uterina y en ¢l fluido
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alantéico el dia 28 de embarazo, sugiriendo que la E‘S
presente cn ¢l plasma materno en este tiempo proviene
del concepto, Una situacin similar se presenta en la
oveja embarazada, en la que se observa que los estrdge-
nos son sintetizados por el feto antes del dia 30, sien-
do el-princjpal la B8 (59},

Dwyer y Robertson (60) confirmande los estudios de
Pack y col {51} ohscrvaron, en el Gtero de cerds embara-
zada, que la actividad dec la sulfotransferasa permanecid
en un nivel elevado entre los dias 20 - 30, mientras que
por el dfa B0 cuando 1la actividad sulfatante declinS y
la actividad hidrolitica aumentd, la concentracién plas-
mitica de E‘ fue mayor a la de E,S (49}, En contraste,
en la oveja (60) antes del dia 16 de embarazo se detecta
ron niveles muy bajos de E4S en. el plasma de la vena del
Gtero (59), lo quc puede asociarse con los bajos niveles
de sintesis estropénicu durante este tiempo, mientras
que en el dis 90 la proporcién de 1a concentracidn de
EiS a E' alcanzd entre 20:1 y 100:1. En la oveja (61,
62) al igual que cn la cerda (51) se ha visto que existe
una relacién directa entre cl nivel plasmfitico de la pro
gesterona y un aumento en 1a actividad de la estrogeno
sulfotransferasa endometrial.

Se ha demostrado que ¢l metabolismo del 178 - E,
en ¢l endometrio humanoe tiene un cambio ciclico biffisico
durante ¢l ciclo menstrual (52,53,63) siendo favorecida
1a reaccidén de oxidacién de 178 -E, a E‘.

Hung Ching Liu y L. Tseng (64) en su estudio con
células epiteliales y células estromales en endometrios



proliferativos y secretores humanos, encontraron que la
conversi6n mis alta de E, a E; se present6 en el endome-
trio secretor, siendo mayor en las células de las gléndy
las epiteliales. Sin embargo, la sulfotransferasa gue
posteriormente metaboliza ambos E,; vy E, para formar me-
tabolitos sulfatados, solubles en agua fue s6lo activa
en las cflulas de las glindulas epiteliales del endome-
trio secretor. En este estudio, también se observé que
la formacién de E;5 es competitiva con la de E, s6lo a
bajas concentraciones intracelulares de Ez 0 E1 equiva-
lente al nivel plasmftico de Ey lo que facilita grande-
mente la expulsitn del estrfgeno como E{S v E de estas
células blanco,

Wise y col, encontraron cambios significativoes en
el metabolisno de estrGgenos en el endometrio de concja
embarazada después de la ovulacién, observando una dis-
minucién en la actividad de la estradiol deshidrogenasa
lo que se traduce en una concentracién menor de 17 - E,
y un aumento paralelo en la actividad de la sulfotransfe
rasa. Dichas actividades parecen estar reguladas por
hormonas ovidricas (65).

Se sabe que el blastocisto puede ser mantenido en
el dtero por tiempos prolongados, sin implantarse, cuan-
do hay una dominancia de progestercona circulante, y que
la implantacién puede llevarse a cabo con una inyeccién
de estrSgeno (66). La serie de eventos que se llevan a
cabo por accidn de los estrégenos y el papel de cstos
mismos en los procesos dc implantacién han sido hasta la
fecha diffciles de determinar,
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Dickman y col (30) han propuesto la hipltesis de
que Ia implantacién es inducida por los estrdgenos sinte
tizados y secrctades por ei embridn preimplantado nrodu-
ciendo una accién local sobre el endometrio adyacente.
Su hip6tesis sugiere que el drea del endometrio que ro-
dca al blastocisto estarfd expuesta a la doble accién de
los estrégenos circulantes y de los producidos por el
embrifn preimplantado.

En los trabajos de Ward (67) se ha descrito que
los sitios de implante contienen una mayor concentracién
de E, que el tejido en donde no ocurre la implantacién.

Ya que durante el proceso de implantacién, la con-
centracién de hormonas es muy importante, fue de nuestro
interés estudiar como influyen }a cstrfgenc sulfatasa y
1a estrégenc sulfotransferasa en los niveles locales de
estrdgenos activos durante 1a implantacién en el udtero
de la rata.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 40 ratas hembras virgenes Long-Evans
adultas, de dos a tres meses de edad con un peso de
200 + 30 gr., las cuales sc mantuvieron en condiciones
de fotoperiodo y temperatura controlada, alimentadas con
purina (rat chow) y agua “"ad-libitum".

Las ratas fueton aparcadas colocando, en cada jau-
1a, dos hembras con un macho. Cada mafiana se tom6 una
nuestra del exudado vaginal de las hembras y se obhservé
al microscopio, el dia en el que se observaron espermato
zoides en los frotis se consider6 como dia cero de emba-
razo (Fig 9). Para cada experimento se formaron grupos
de 10 ratas cada uno.

Al quinto dia de embarazo se les administrd por
via intravenosa 1 ml de solucién de azul de tripan al
1.5 % en solucién de cloruro de sodio al 0.9 %, después
de 30 minutos se sacrificaron por dislocacién cervical y
se perfundieron con la solucibn fisiolégica a través de
la arteria aorta. lLos siguientes pasos fueron realiza-
dos sobre ‘agua con hielo a 4°C.

Inmedintamente después se extrajeron los titeros a
los cuales se les elimind la grasa y el tejido comecti-
vo. Cada fitero se abrib por 1a mitad y se colocd en so-
lucién salina al 0.9 % fria, separdndosc posteriormente
las zonas tefiidas de azul que corresponden a los sitios
de implantacién del resto del tejido no implantado deno-
minado intersitio de implantacién.
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FIG. 9 ESQUEMA METODOLOG1CO
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Los diferentes tejidos se pesaron vy homogeneizaron
utilizando un homogeneizador y pistén de vidrio,en el
amortiguador Krebs-Ringer-Bicarbonato pH 7.4 {Cuadro 11I)
(el cual contenia nicotinamida 30 mM) (XRBN), en una pro
porcibn tal que 0.3 ml del homogenato correspondian a
60 mg. de tejido. E}l amortiguador utilizado para la de-
terminacién de sulfatasa contenfa MgCl, y para la deter-
minacién de sulfotransferasa Mgs0,.

De los homogeneizados de sitio de implantacidn
(S$1) e intersitio de implantacion (ISI) se tomaron ali-
cuptas tanto para las determinaciones enzimfiticas, como
para las de proteinas,

Reactivos:

La estrona /6,7 - 3 {N}_7 con actividad especifi
ca de 208,33 uci/ um y la estrona sulfato, sal de sodio
76,7 - 3y (N)_7 con actividad especifica de 147.06

uci/ yg, fueron obtenidos de New England Nuclear Corp.
{Boston, MA.).

La estrona [E‘), estradiol(Ez), estrona sulfato
(E]S) y estradiol sulfato [EZS) no marcados y todos los
demfs reactivos utilizados, se obtuvieron de Sigma Che-
mical Co, St. Louis, MO.

Todos los solventes utilizados fueron bidestila-

dos.



C(UADRC III. SOLUCION DE KREBS-RINGER-BICARBONATO
CONCENTRADA

<ro  |.CONCENTRACION | CONCENTRACION
COMPUESTO gr/700G ml Molar
NaHCO; 5.460 0.650 M
KC1 0.920 0.123 M
NaCl 18.000 3103 M
CaCl, 0.720 0.095 M
* MgS0,- 7H,0 0.764 0.031 M
*Mg Cl, 0.629 0.066 M

Para preparar la solucién de trabajo, se tomaron 4 ml
de cada solucidén y se diluyeron con 90 ml de agua bi-
destilada, se ajustd el pH a 7.4 y se aford a 100 ml
como volumen final.

* Se utilizb para la determinacifn de Estrégeno Sul-
fotransferasa.

*& ce utilizé para 1la determinacidn de Estrégeno Sul-
fatasa.
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Para la determinacidn enzimdtica,de la cstrégeno
sulfatasa, se usé el método descrito por Burstein y
Dorfman (68), modificado por Dominguez y col (69). El mé
todo comsiste en incubar a 37°C una alicuota del homoge-
neizado con una cantidad conocida de la estrona-sulfato
tritiada que es ¢l sustrato de la enzima. El producto
de la reacci6n enzimftica es la estrona libre radiacti-
va, que se cxtrae del medio de incubaci6n mediante una
particién simple con un liquido de centelleo que consis-
te en 50 mg de POPOP /71,4 bis 2- (5-fenil ozazolil)
benceno_7 y 4 gr de PPO /~ 2, 5 difenil oxazol_/ por li-
tro de tolueno bidestilado. E1 esteroide no hidrolizado
permanece en la fase acuosa, Se mide 1a radiactividad
presente en el liquido de centelieo y por diferencia con
la cantidad incubada, se calculan los pmoles de producto
liberado por accién de la sulfatasa presente en el teji-
do incubado durante c¢1 tiempo de incubacidn.

Para 1a determinacién de la actividad de la sulfo-
transferasa se incubaron alicuotas del homogeneizado a
37°C, utilizando como sustrato una cantidad conocida de
estrona libre radiactiva, Para la extraccién de los es-
teroides libres se utilizé el método descrito anterior-
mente con liquido de centelleo, En este caso la canti-
dad de estrdgenos 1ibres corrcsponde al sustrato no
transformado. Una vez extraidos los libres del medio se
procedif u hacer una extraccibn con acetato de etilo de
1a fase acuosa que contenia a los estrégenos sulfatados
por la accién de 1a sulfotransferasa. Se cont6 la ra-
diactividad presente y en base a ella se calculé la acti
vidad de dicha en:zima,
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La identificacién y cuantificacién de los esteroi-
des transformados por cada una de las enzimas estudiadas
se realizd mediante cromatografia en capa fina.

Para cada determinacifn enzimdtica se utilizaron
dos concentraciones de sustrato 30 pmolas (masa calien-
te) y 80 nmolas (ajustado con masa fria).

En los experimentos correspondientes a la sulfata-
sa (Fig.10) se colocaron por separado 4 alicuotas de
0.3 ml1 (60 mg de tejido) de cada homogeneizado (SI e
1S1) en tubos de centrifuga, un quinto tubo al cual no
se le adicioné tejido se usd como control (los tubos fue
ron mantenides sumergidos en agus con hielo), A cada tu
bo se le adicicnaron como cofactores 0.1 ml de ATP
(1.6 uM) y 0.1 ml de NAD* (3.0 mM). Después se agrega-
ron 1.5 ml de amortiguador KRBN con MgCl,. Como sustra-
to se utilizé 0.1 ml dc una solucidén etanélica de estro-
na sulfato radiactiva E,Sll3 con una actividad especifica
de 147 uci/ugr. En los casos en que se usaron 80 nmolas
de sustrato la masa se ajustd con estrona sulfato fria
E,8 contenida en 0.1 ml de etanol., Dos de los cinco tu-
bos de cada homogeneizado y el que no contenia tejido se
colocaron en un incubador metabSlica Dubnoff a 37°C du-
rante 120 minutos. Al término de este tiempo se detuvo
1a reaccidn enzimfitica por calentamiento de los tubos en
bafio maria & temperatura de ebullicién durante § minutos,
Los dos tubos no incubados se usaron como segundo control
deteniendo la reaccién inmediatamente por calentamiento
como se indicS anteriormente.
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FIG. 10 DETERMINACION DE ESTROGENOS LIBRES
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En los experimentos realizados para determinar 1la
actividad de la sulfotransferasa (Fig.10) se colocaron
también por scparado cuntro alicuotas de 0.3 ml (60 mg
de tejido)} de cada homogencizado (SI e ISI) en tubos de
centrifuga (mantenidos sobre agua con hielo)., En este
caso se ad;cioné como cofactor Unicamente 0.1 ml de ATP
(1.6 mM) a cada tubo, Como sustrato se utilizé 0.1 ml
de una solucién etandlica de estrona libre radiactiva
E(H® con una actividad especifica de 208.33 ucifugr.
Cuando se utilizaron 80 nmolas de sustrato la masa se
ajusté con estrona libre fria contenida en 0.1 ml de
etanol., Dos de los cuatro tubos de cada homogeneizado
se colocaron en el incubador metab6lica Dubnoff a 37°C
durante 120 minutos, junto con un tercer tubo que no
contenia tejido, al cabo de este tiempo la reaccifn se
detuvo en la misma forma que para la sulfatasa, en los
~dos tubos restantes (no incubados) que sirvieron como
controles la reaccifén se detuvo inmediato a la adicién
del sustrato.

La extraccibn dv los esteroides libres por el mé-
todo de Burstein y Dorfman se realiz6 en la misma forma
para ambas determinaciones. Cuando los tubos alcanzaron
la tcmepratura ambiente, el volumen original del medio
de incubaci6n 2.2 ml se ajust6 a 5 ml con agua desioniza
da. Posteriormente se afiadieron a cada tubo 20 ml de
liquido de centelleo, se agitaron en un super mixer du-
rantec 2 minutos y se centrifugaron a 3 000 rpm durante
10 minutos, en una centrifuga internacional modelo UV.
Al cpbo de este tiempo, la fase orgénica o liquido de
centelleo se separd completamente de la fase acuosa infe-
rior que contenia a los esteroides sulfatados. Aprove-
chando los diferentes puntos de congelacién de los sol-



ventes agua y tolueno, se guardaron los tubos en umn cofi-
gelador durante una noche, s6lo la fase acuosa se mantu-
vo congelada, se decantd el liquido de centelleo (fasc
superior} en el cual se encontraban los esteroides 1i-
bres. Este se vrepitid una vez mis para asegurar que to-
dos los estrfgenos en forma libre habian sido extraidos.
La radiactividad de ambas extracciones se midié en un
espectrofotémetro de centelleo liquido (United Techno-
logies Packard, Packard Tri-Carb 460) y en base a ella
se calcularon los pmoles de esteroide libre presente.

En el caso de la sulfatasa en basc u la radiacti-
vidad medida se calculdé 1a cantidad de esteroides libres
formados a partir de la EISHS, que es proporcional a la
actividad de la estrdgeno sulfatasa uterina.

Para 1a sulfotransferasa la E1H3 presente en el
1fquido de centelleo representa al sustrato no transfor-
mado. El producto de la reaccién enzimatice, los este-’
roides sulfatados que se encuentran en la fase acuosa
~ (Fig.11), se extrajo, despufs de descongelar los tubos.

El pH se ajust6 a | con 0.7 ml de HZSO4 IN y se agrega-
Ton 2.5 gr de (NH,}, SO; (51) para facilitar la transfg-
rencia de los esteroides sulfatos al solvente. Se hi-
cieron dos extracciones por particifn simple con 10 ml
de acetato de etile saturado con agua, cada una, se agi
- taron los tubos en un super mixer por 2 minutos, se cen
-trifugaron a 3 000 rpm durante 10 minutos y se extrajo
1a fase orgénica superior (acctato de etilo saturade con
agua). E1 extracto se evapord a sequedad con corriente
de nitrégeno, colocando los tubos en bafio maria (tempera
tura no mayoy a 60°C), se reconstituy§ con 5 ml de eta-
nol, se agité por 2 minutos en cl super mixer, se colocé
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una alicuota de 0.1 ml de cada tubo en viales, a los cua
les se adicionaron 5 ml de liquido cintilante y se cont6
la radiactividad presente en un espectrofotSmetro de cen
telleo 1fquido. En base a la radiactividad medida se
calculd la cantidad de esteroides sulfatados a partir de
E1H3, la cual es proporcionar a la actividad de la es-
trégeno sulfatransferasa uterina.

Lla identificacidn y cuantificacién de los esteroi-
des formados en ambas reacciones enzimfticas se llevs a
cabo mediante ei método de cromatografia en capa fina.
Las placas de sflica gel utilizadas para la cromatogra-
fia fueron de 0.2 mm de espesor, Merck. Los estandares
preparndés con los compuestos frios fueron colocados en
forma paralela en las orillas y en el centro (Fig.12).

Para los esteroides libres (actividad de sulfata-
sa) el sistema de solventes utilizado en la cromatogra-
fia fue cloroformo-metanol 97:3) En uno de los experi-
mentos de sulfatasa, las extracciones se realizaron con
tolueno (solvente del 1fquido de centelleo) para poder
recuperar a los esteroides libres y someterlos a identi-
ficacién por medio de la cromatograffa. El extracto de
tolueno se evapord a sequedad con corriente de nitrfgeno,
colocando los tubos en bafio maria (temperatura no mayor
a 60°C), se reconstituy6 con 5 ml de etanol, se agit6
por 2 minutos en un super mixer y se colocaron alicuctas
de 0.1 ml de cada tubo en viales, a los cuales se adicig
naron 5 ml de liquido de centelleo y se contd la radiac-
tividad, en base a la cual se calculé la cantidad de es-
teroides libres formados por accifn de la sulfatasa. El
resto del contenido de etanol de cada tubo se volvié a
cvaporar a sequedad siguiendo el método mencionado. Ya
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Fig., 12 Separacién cromatogrifica de los estrdgenos sul-
fatos formados por acci6n de la sulfotransferasa
durante las incubaciones

E,S

MUESTRAS MUESTRAS
INCUBADAS INCUBADAS

Sistema de Solvente: cloroformo-acctona-fcido acético
(105:40:6)



secos los tubos, se reflujaron 3 veces (con 1.5 ml, G.5
ml y 0.1 ml de cloroformo-metanol 1:1 respectivamente)
con objeto de concentrar las muestras en el fondo de ca-
da tudbo. La \dltima adicién de 0.1 ml1 de cloroformo-mctg
nol 1:1 sirvié como vehiculo para aplicar cuantitativa-
mente las muestras en los espacios correspondientes de
la placa. Se contd la radisctividad que qued§ en el tu-
bo ¥ la pipeta respectivas para ser restada de la canti-
dad aplicada. Como estandares se utiliz§ una mezcla que
contenia 20 pl de una solucién etandlica de E‘ {concen-
tracién 2 mg/ml} y 20 ul de una solucibn etanélica de E,
(concentracibén 2 mg/ml). Su pureza fue comparada median
te cromatografia en capa fina con estandares recientemen
te purificados (Fig.12). Los estandares se aplicaron en
las orillas y en el centro de la placa. Una vez aplica-
dos muestras y estandares, la placa se colocS dentro de
la cémara de cromatografia que habfa sido previamente sa
turada con cloroformo-metanol (87:3) y se dejé desarrollar;
las freas correspondientes a los estandares se revelaron
con el reactivo de Oertel-Eiknes (2 voldmenes de H2504
concentrido con 1 volumen dc etanol destilado) cubriendo
perfectamente las muestras para evitar su descomposicibn.
Las zonas en donde se localizaron los estandares de las
tres columnas sc marcaron, se unicron y se cortaron las
dreas de las muestras correspondientes a cada estandar,
s¢ eluyeron con 5 ml de etanol sobre viales, los cuales
se evaporaron a sequedad, se les adicion6 0.1 ml de eta-
nol para disolver la muestra seca y finalmente se agrega
ron 5 ml de 1liguido de centelleo a cada uno, se contd la
radiactividad de cada vial y cn base a ella se calculé
la cantidad de E; y E, encontrada en cada nuestra (Fig.
13).



FIG. 13 ESQUEMA METODOLOGICO

Productos Extraidos

!

Evaporar a sequedad con corriente de N,
y bafo maria

" l

mﬂujar y concentrar c¢/u con cloroformo-metanol 1:1
Aplicar mestras y estandares

Corrimiento de la cromatografia en cimara previamen-
te saturada

|

Revelar estandares con Oertel,

l

Recortar zonas correspondientes a estandares y eluir
c/u con 5 ml de ctanol, ’

!

Evaporar a sequedad

Reconstituir con 0.1 ml de etanol y disolver

|

Agregar 5 ml de 1fquido cintilante

l

Conteo de radiactividad
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Para los esteroides sulfatos el sistema de corri-
miento utilizado fue cloroformo-acetona-icido acético
(105:40:6). En este caso los tubos que contenian los es
teroides sulfatos se scmeticron al mismo tratamiento pa-
ra ser aplicades que los estrégenos libres. Como estanda
tes se utilizaron 20 pul de una solucibn etanblica de Els
{ 2 mg/ml) y 80 p1 de una solucién etandlica de EZS
(0.5 mg/ml) (Fig.12), por lo que la radiactividad encon-
trada se rclacion6 a la estrona y estradiol sulfatados
por accibn de la estrégeno sulfotransferasa.

Para la identificaci6n de la EIS obtenida en las
cromatografias se tomaron al azar alicuotas de los elua-
tos de dos tubos correspondientes a E]S yenla la, cris-
talizacién, se adicionaron a cada uno 20 mg de estandar
de E,S fria, se disolvieron en etanol destilado, se fil-
traron, se evapord el solvente hasta un volumen en don-
de se observé la formacibn de microcristales, se dejaron
desarrollar éstos durante ! hora, posteriommente se sepa
raron las aguas madres de los cristales y éstos se seca-
ron a 60°C con vacio. Una muestra de los cristales se-
cos se pesaron, se colocaron en un vial, se agregaron 2
gotas de etanol con objeto de disoclver el compuesto, se
agregaron 10 m1 de 1fquido centellante y se determiné la
radiactividad presente en la muestra.

" La actividad especifica se calculf dividiendo los
dpn obtenidos entre los mg de la muestra corrcspondiente.

Para la segunda cristalizacidn se disolvieron los
cristales-en etanol y se siguib el proccdimiento idénti-
co al anterior.
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La 3a y 4a. cristalizaciones s¢ llevaron a c¢abo
utilizando una mezcla de solventes constituida por cloro
formo-metanol en una proporcibn de 1:1.

Una vez hechas las determinaciones se procedié a

cuantificar proteinas en cada tejido (Fig.14).



FIG.14  ESQUEMA METODOLOGICO PARA DETERMINACION DE
PROTEINAS
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Determinacién de Proteinas.

Para la cuantificacién de proteinas se utilizé el mé-
todo de Lowry {70).

Reactivos:

Solucién a:

Solucifn b:

Soluci6én c:

Solucién d:

Método:

Na, C0; al 2 % y tartrato de sodio al
0.02 § en NaOH 0.1 N,

Cu S0, al 0.5 % en agua desionizada.

(cuproalcalina}: Mezclar 50 ml de la so-
lucién a con 1 ml de la solucibn b, Pre-
parar al momento de usarse.

Reactivo de Folin Ciocalteau dilufdo en
una relacidn de 1.1 ml de reactivo con
1.4 ml de agua bidestilada.

Se tomaron 100 ul de la fraccién protéica y se lleva-
ron o un volumen final de 500 ul con agua destilada, adi-
ciondndose 2.0 m} del reactivo c¢. Se dejd reposar 10 minu
tos, agregando después 0.2 ml de soluci6én d, mezclando y
dejando reposar 20 minutos, para después lcer la absorcibn
a 550 nm en un espectrofotémetro UV Pye Unicam SP6-500,

Curva Estandar:

Se prepara una solucién estundar de albfimina bovina
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liofilizada (Sigma) al 30 % en agua destilada a una concen
tracién final de 0.3 mg/ml. Para construir la curva pa-
trén se lee la absorcién de seis concentraciones de albGimi
na bovina por duplicado a 550 nm en un espectrofotémetro
UV Pye Unicam SP6-500,
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Evaluaci6n Estadistica:

Se utilizé la prueba de " t de Student" en un ensayo
unilateral para evaluar si existia una diferencia signifi-
cativa en la actividad de la estrégeno sulfatasa al compa-
rar el sitio de implantacién (SI) con el fitero no implanta
do (ISI) tomando como nivel de confianza P < 0.05 para 30
pmolas y 80 nmolas de sustrato. La misma comparacién se
realizé para la estrfgeno sulfotransferasa utilizando en
este caso un nivel de confianza de P < 0.005 para 30
pmolas de sustrato y P < 0,05 para 80 nmolas de sustrato.

Los cdlculos se realizaron empleando las siguientes
f6rmulas (78):

X, - X
t = ! z
ML o+ 2
Ny N,
2
N,s + N,s
- 151 252
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RESULTADOS

Actividad de la estrdgeno sulfatasa en tdtero de rata en
el dia de la implantacién,

Corroborando los estudios anteriores realizados
en este laboratorio por Loza y Hicks, en la mayorfia de
los experimentos individuales se observé un aumento en
la actividad de 1a estrégeno sulfatasa en el dtero no
implantado (ISI) con relacibén al sitio de implante (SI)
cuando fueron probadas dos concentraciones diferentes
de sustrato (30 pmolas y 80 nmolas de E;S). El incremen
to del promedio en la actividad enzimdtica de la sulfata
sa que se obtuvo en IST con relacién al S1 fué del 21 %
y 19 % para las 2 concentraciones de sustrato estudindas
(Cuadro V). Aunque el anfilisis estadistico de los resul
tados mostré que ¢l incremento en la actividad de la en-
zima en ISl no fué significativamente mayor al SI (P <
0.05}, esto puede deberse a que tante en eoste trabajo co
mo en otros reportados en la literatura por diversos
autores (79,64) no existe una constancia en la actividad
de la estrdgeno sulfatasa.

Actividad de la estrégeno sulfotransferasa en el vtero
de ruta en el dia Je 1a implantacitn.

Los criterios que se emplearon paru establecer la
identidad de la estrona sulfato (£;5) formada por accidn
de la sulfotransferasa fueron:



CUADRO V. ACTIVIDAD DE ESTROGENO SULFATASA BN UTERO DE RATA EN EL DIA
DE LA IMPLANTACION.

3 . »
3 E,H” liberada (pmolas/mg prot./h
Eqsi 1 P INCREMENTO
ADICIONADA 3¢ 181
30 pmolas 1.624 1.734
1,471 1.987
1,315 1.612
e 1.470 + 0.154 K= 1,727 + 0.191 214
3,532 4,583
80 nmeias 2,177 2,587
2,145 2,468
1,922 2,306
X= 2,519 + 706 [= 2,986 + 107¢ 19 §

Los valores X representan el promedio de 4 experimentos
(10 fiteras por experimento} + D.E,

05 .
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1.- La movilidad que tuvo el compuesto cuando se de-
sarrollé el cromatograma fué idéntica a la del
estandar de estronaz sulfato fria (E]S fria), que
se corrif dentro de la misma placa en forma para
lela { cuadre IX y X).

2.- Cristalizaciones sucesivas a actividad especifica
constante { cuadro XTI ),

Los resultados obtenidos cuando se midid la actividad
de la estrégeno sulfotransferasa en SI ¢ ISI fueron inver-
sos a los encontrados para el caso de la estrégeno sulfata
sa, la actividad enzimftica de la sulfotransfefésa en la
mayorfa de los casos fué mayor en el SI que en el resto
del Gtero a ambas concentraciones de E, utilizadas como
sustrato 30 pmolas ( Pc 0.005) y B0 nmolas (P« 0.05), El
incremento en la actividad de la enzima en los SI con res-
pecto al ISI fuf de 42 § y 43 § a las 2 concentraciones es
tudiadas (cuadra VI). -

La actividad de la estrdgeno sulfatasa en nuestro es-
tudio siempre fuf mayor que la de la estrSgeno sulfotrans-
ferasa tanto en el sitjio de implantacifn como en el resto
del Gitero (cuadro V11) (Fig.!15), observlndose un incremen-
to mayor en el tejido uterino no implantado, lo que se
correlaciona con mayor actividad de estrdgeno sulfatasa y
menor actividad de estrégenc sulfotransferasa en ISI. Una
vez mas los resultados muestran que con ambas concentracio
nes de sustrato 30 pmoias y 80 nmolas los valores son simi
lares (cuadros VII v VIII).



CUADRO VI. ACTIVIDAD DE ESTROGENO SULFOTRANSFERASA EN UTERO DE RATA EN
EL DIA DE LA IMPLANTACION.

- ”3 E]SH" formada (pmolas/mg prot./h)
1 ST TeT INCREMENTO
ADICIONADA
0.204 0.160
30 pmolas 0.231 0.190
0.181 0.124
— 0.104
[¥= 0.205+ 0.025% [X= 0.144+ 0.038 4z 4
378 281
80 nmolas 201 207
292 154
279 156
- 287 » 72%*  fi= 199 + 59 44 3

Los valores X representan el promedio de 4 experimentos
(10 fiteros por experimento) + D.E.

* P < 0,005 cuando se compara con ISI,
*%P < 0,05 cuando se compara con ISI.,

8-



CUADRO VII. RELACION

DE LAS ACTIVIDADES DE ESTROGENC SUL-

FATASA Y ESTROGENO SULFOTRANSFERASA EN LA IM-
PLANTACION.
Sustrato Sulfatasa/sulfotransferasa
S.1. I.8.1,
30 pmolas 7.581v0.775 13.55+ 3.84
80 nmolas 8,85+ 1.66 14,89+ 1,73

£5°



SULFATASA

FIG.15. RELACION DE ACTIVIDAD DE LA ESTROGENO SULFATASA Y ESTROGENO SULFOTRANS
FERASA EN EL DIA DE LA IMPLANTACION.
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CUADRO VIII. RELACION DE ACTIVIDADES DE ESTROGENO SULFATASA Y ESTROGENO

SULFOTRANSFERASA EN LA IMPLANTACION DE LA RATA.

s.1. T.s.1.
B9 1ibe- JE, SH” for- | Sulfatasa M3 libe- | E, SH” for-| Sulfatasa
SUSTRATO Viada a 1pada b guwre. E'rada a 1 nada go Sum;lt'g‘g'rﬁfe-

30 prolas 1,47 + 0,154 0.205+0.025 | 7.58+0.775  [1.777+0.191 0,144+0.038 §13,55+ 3.84

&) nmolas 2,519 + 708 287+ 72 8,85 +1.66 [2,986+107t 199+ 59 14,80+ 1,73

a) Actividad de sulfatasa: Elll3 liberada pmolas/mg nrot./h.

b) Actividad de sulfotransferasa: E1SH3f6rmada pmelas/mg prot./h.

55
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Los resultados de las cromatografias realizadas en
4 experimentos mostraron que el mayor estrdgeno sulfata-
do tanto en SI como ISI fué la E|S 82,34 v y 76.85 § res
pectivamente, en tanto que la concentracidn de E;S
correspondié 2 9,85 ¢ en SI v 8.8 % en ISI (cuadro IX),
Como pudimgs observar, la relacién de EIS/EZS es semejan
te en ambos tejidos (cuadro X).

El cuadro XI muestra los resultados de las crista-
lizaciones que se realizaren a dos muestras de B'S obte-
nidas por cromatografia para comprobar su identidad,



CUADRO IX. DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE EIS ¥ E,8 FORMADOS POR ACTIVI
DAD DE LA ESTROGENO SULFOTRANSFERASA EN UTERO DE RATA EN EL
DIA DE LA IMPLANTACION.
5.1, 1.5.7.
EZS (%) E'S (%) EZS (%) E}S (%)
30 nmolas 7.96 82.7 11.43 15.87
20 namolas 1,78 81,92 6,15 77,76

Los valores representan el promedio de 4 exnmerimentos
(10 Gteros por experimento).

L87:



CUADRO X, RELACION E]/Ez FORMADAS DURANTE LA INCUBACION CON
UTERO DE RATA EN EL S5o. DIA DE EMBARAZO.

s.I. 1.S.1.
X Eq 82.31 ¢ 76.85 §
X E, 9.85 § 8.8 %
B, / B, 8.35 8.73

85"



CUADRO XI. TODENTIFICACION POR CRISTALIZACION DE DOS MUESTRAS CORRESPON-
DIENTES A ESTRONA SULFATO OBTEN1DAS POR CROMATOGRAFIA EN CA-

PA FINA.
CRISTALIZACIONES*
MESTRA |12, Eranol  fa. Etanor  Jaa, Glorfome- f,, Cloroformo-
Incubacitn 120min 2221 149.7 129.0 134.7
Blanco 106.5 86.4 80.2 80.7

* dpm/mg muestra.

65°
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DISCUSION DE RESULTADOS

Desde el momento de 1a fertilizacién o a pocas ho-
ras después, el cigote o¢s capaz de sintetizar o de indu-
cir la produccién, en los tejides vecinos, de una molécu
la capaz de funcionar come ' la sefial temprana de embara
z0 " e informar al ovario, el cual mantendri las caracte
risticas hormonales acordes con el incipiente embarazo

(71).

La sulfatacibn de estrégeno; ha sido asociada co-
minmente con la desactivacibn del esteroide como un me-
djo de facilitar su excresibn o transporte, ya que los
sulfatos son solubles en fluidos biol6gicos. Sin embar-
go, Perry y col (47) han sugerido ane en la cerda, los
estrégenos de origen embrionario son sulfatados por el
endometrio y transportados al cuerpo lGteo actuando como
una scflal embrifnicu para el reconccimiento materno del
embarazo debido a quc eiercen un efecto luteotréfico,

Otra evidencia de que los estrSgenos sulfatos tie-
nen una participacién activa en el metabolismo de este-
roides fue presentada por Goebelsmann y col(41) quienes
en un estudio designade paru investigar el metabolismo
de estriol-3-sulfato, estriol-3-glucurfnido y estriol-
16-glucurénido en la mitad del embarazo encontraron que
el estriol fue eliminado en mayor cantidad como el 3 y
16 glucurdnido, mientras que la excresién del 3-sulfato
fue limitada.

La funcidn de los estrégenos sulfatos como interme
diarios potenciales en la biosintesis de estroma y 17 8-
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estradiol ha sido determinada a través de estudios in vd
tho (42,43,44). Se ha establecido en la actualidad que
dichos sulfatos participan en el mecanismo de accidn de
las hormonas esteroides en drganos blanco con actividad
de sulfatasa (42,43).

Pack y Brooks (42) encontraron en homogeneizados
del dtero de la rata que la presencia de E;S ayuda a la
captacién de la E, por el tejido. Esta no es una propie
dad desconooida ya que se ha demostrado previamente que
los estrGgenos sulfato pueden incrementar la acumulacién
celular de aminoficidos (72) y es posible también que
ellos puedan afectar la absorcifn de nutrientes por el
embrién en desarrollo.

En estudios realizados en dteros de cerdas prefa-
das (51) se encontrd que el dfa en que se llevé a cabo
la inseminacién el grado de sulfatacién fue muy bajo
(42), posteriomente se elevd alcanzando un nivel miximo
el dia cinco de embarazo y esta actividad fue mantenida
en los restantes 25 dias estudiados dentro de los cuales
acurre la implantacién.

Comparando el metabolismo de! 17 g-estradiol (Ej;)
en el dtero de cerdas con ciclos normales (49) y en el
dtero de cerdas prefiadas (51) se pueden observar ciertas
relaciones: parece existir una influencia del nivel de
progesterona plasmética en la iniciacifn y persistencia
de 1a actividad de lz estrégeno sulfotransferasa uterina
que coincide con el nivel bajo continuo del receptor nu-
clear de estrfgens. Esta influencia ha sido observada
en endometric humano duranre el ciclo nomal por otros
autores {55,56,73). También en coneja la actividad de
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la sulfotransferasa estd controlada por hormonas ovéri-
cas (65},

La sulfatacién, junto con ¢l aumento en la activi-
dad de la estradiol-17 8 -deshidrogenasa, puede ser el me
canismo por el cual el estrégenoc es metabolizado y elimi
nado de 1a célula con el fin de prevenir la formacién de
receptor nuclear a E, permitiendo l1a fomaci6n del endo-
metrio secretor, condicibn relacionada con la implanta-
cién (51). Una situaci6n similar se prescnta en las cé-
lulas epiteliales del cndometrio humano (64).

La sintesis de estrégenos por cl blastocisto de
cerda (48,74) y oveja (59) en el cmbarazo temprano y la
subsecuente elevacién asociada en el nivel de EqS plasmi
tica materna (44,45,59) puede ser un requisito para ini-
ciar localmente el proceso de implantacién en el dtero.

Los resultados del trabajo de Dwyer y Robertsen
(60) con idteros de cerda y oveja durante el embarazo su-
gieren que las actividades de la estrbgeno sulfotransfe-
rasa y cstrégeno sulfatasa ecn el endometrio pueden jugar
un papel importante en detemminar las concentraciones de
los estrégenos no conjugados y sulfoconjugados presentes
en los fluidos maternos y quizd en menor grado en los
fetales durante el embarazo,

El.sistema enzimdtico endometrial sulfotransferasa-
sulfatasa en dtero de cerda puede implicarse desde la ca-
pacitacién espemmatica ya que la baja actividad de sulfo-
transferasa que se nota durante ¢l periodo de estro e
inmediatamente después de la ovulacion puede pemitir al
tas concentraciones de estrégenos no conjugados las cua-



.63

les facilitan la capacitacifn espermfitica en el idtero
(65). Sin embargo, se ha observado que las altas concen
traciones de estrégenos tienen un efecto adverso en la
supervivencia fetal en el conejo (75). Asi el incremen-
to en la conjugaci6én de estrfgenos en el dtero conforme
el embarazo procede puede proporcionar un mecanismo de
proteccién contra los efectos de una produccién excesiva
de estrégenos. En coneja, se sabe que la progesterona,
estimula la proliferaci6én endometrial alcanzando un méxi
mo el dia 7 y esto coincide con el dfa de la implanta-
cién. Los estrégenos, sin embargo, retrasan la prolife-
racifn endometrial (76), asi que un aumento en la activi
dad de sulfotransferasa en el endometrio puede ayudar a
mantener la dominacién de la progesterona necesaria para
la implantacién y embarazo posterior (7n.

La conjugacifén de estrégenos se ha observado en te
jidos del cuerpo liteo y estromal del ovario de concja
(65) y es posible que la sulfotransferasa y sulfatasa
ovdricas influencien el mantenimiento de la funcién 1d-
tea en esta especie.

Los resultados del presente estudio parecen indi-
car que en dtero de rata en el dia de la implantacién la
estrégeno sulfotransferasa presenta una actividad mayor
en el sitio de implante que en el resto del utero no im-
plantado (18I). Obseryfindose una tendencia contraria en
la actividad de cstrdgeno sulfatasa, mayor en 1SI que en
SI. Estos resultados coinciden con los reportados ante-
riormente por Loza y licks en este laboratorio, quienes
encontraron quc la sulfatasa del sitio de implantacién
es inhibida por estrégenos secretados posiblemente por
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el embrién preimplantado, reguléndose asi la produccibn

de estrégeno libre, y sefialaron la participacién de esta
enzima e¢n el metabolismo endometrinl del sitio de implan
tacién,

El hecho de haber encontrado en este estudio que
el drea dei endometrio correspondiente al tejido implan-
tado muestra una tendencia a tener menor actividad de es
trégeno sulfatasa que el tejido no implantado asi como
una actividad de estrégeno sulfotransferasa mayor en el
mismo tejido, sugiere una vez mis la importancia de los
procesos de sulfatacién y desulfatacidn de los estrége-
nos en el micro ambiente que circunda al blastocisto en
el proceso de su implantacién.

Al realizarse la identificacién de los estrégenos
sulfatos formados se obscrvé que tanto en el sitio de im
plante como en el resto del dtero el mayor estrbgeno for
mado fue la estrona sulfato (79.59%) mientras que la con
centracidn de estradiol sulfato fue baja (9.32%), de lo
que se deduce que la enzima tiene mayor afinidad por la
estrona, como ya ha sido demostrado anteriommente por
otros autores (49,641,

Por otro lado, como s¢ ha demostrado en otras espe
cies (44,15,59), en la rata, la cstrona sulfato formmada
en el sitio de implantacién puede significar un requisi-
to para iniciar localmente el proceso de implantacién.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenides sugieren que debido a la
relacidn inversa existente entre la actividad de 1la es-
trégeno sulfatasa y de la estrégeno sulfotransferasa am
bas podrian participar cn un sistema de regulacidn de
la concentraci6n local de estrégenos biolégicamente acti
vos durante el proceso de implantacién,



ANEXO
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Esteroides Sulfato.

Cuando los esteroides se conjugan con el sulfato
inorginico forman esteroides sulfato. Estos comprenden
dos grupos principales:

1) Los alqgil sulfatos, compuestos esteroidales
con estructura A 38- hidroxi, en los que el hidroxilo
se encuentra conjugade con un sulfato, entre ellos se en
Cuentran:

Colesterol sulfato (C - 8 )
Pregnenolona sulfato ( P - S )
17 - OH Pregnenolona sulfato (17 - OH P - § )

Dehidro epiandrosterona sulfato ( D- S )

2) El segunde grupo estf constituido por los aril
sulfatos, esteroides que exhiben un grupo fendlico en
el anillo A de su estructura. Son representativos de es
te grupo: '

Estrona sulfato ( E1S )

Estradiol sulfato ( EZS )

Bl grupo sulfato ( 50, } de estos‘cohpuestos con-
fiere a la molécula una gran polaridad presentando la ca
racteristica de ser hidrosolubles, a diferencia de los
esteroides libres que son liposolubles.
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Biosintesis de los Esteroides Sulfato,

La ruta metabdlica completa, para la formacién de
los esteroides sulfato, comprende esencialmente dos pa-
sos distintos: primero, la formacién del 3' fosfoadeni
1il sulfato y segundo, la transferencia del grupo sulfa-
to del fosfoadenilil sulfato a un aceptor apropiado por
la acci6n de enzimas especificas de esteroides (41).

Las reacciones involucradas son:

AP+ 50,7 ———=% AP+ PP (1)

APS  + ATP ————y PAPS + ADP (2)

PAPS + ROM ~——————» PAP + ROS0;(3)

-

Las dos primeras reacciones representan la activa-
cién del sulfato.

1. La formacién del 3' Fosfoadenilil Sulfato.- La
ecuacién (i) representa la produccién de adenilil sulfa-
to a partir de ATP y iones 504'2 por 1a accifn de la en-
zima ATP sulfurilasa,.

Poco se sabe de 1a distribucién y de las propieda-
des de la ATP sulfurilasa. La cnzima es una proteina
que requiere iones Mg*z como cofactor, y es una enzima
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cuya actividad depende de la presencia de grupos SH, te-
niendo un pH 6ptimo que varios han reportado entre 7 y
9.5.

La ecuacién (2) involucra a la enzima APS - fosfo-
cinasa. Esta enzima requiere iones Mg*z como cofactor,
tiene un pH 6ptimo entre 8.5 y 9 y es saturada con una
concentracién 5 uM de adenilil sulfato, Por actuar a ba
jas concentraciones y por catalizar una reaccién irrever
sible, la APS fosfocinasa consume las pequefias cantida-
des de adenilil sulfato producidas por la ATP sulfurjla-
sa y per ello permite la acumulacién de cantidades sig-
nificantes de 3' fosfoadenilil sulfato.

Las dos enzimas mencionadas anteriorﬁente ATP -
sulfurilasa y APS - fosfocinasa, constituyen juntas, el
sistema activador del sulfato y su accién combinada per-
mite la produccién del 3' fosfoadenilil sulfato.

2. La formaci6n del ecsteroide sulfato.- La trans-
ferencia del grupo sulfato del 3' fosfoadenilil sulfato
al esteroide ,ecuacién (3), es catalizada por las esteroi
des sulfotransferasa. Esta reaccifn es irreversible.

La existencia de sulfotransferasas especificas, ha
sitdo sugerida por las variaciones de las veclocidades re-
lativas de sulfatacibn de varios esteroides por prepara-
ciones crudas de sulfotransferasas de distintos tejidos
de especies diferentes,

La actividad de las esteroides sulfotransferasas
en el ovario y testiculos humanos es baja.
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Por otro lado la estrona sulfotransferasa se pre-
. senta en gran concentracifn en el feto y aparentemente
estd presente cn todos los tejidos, lo que sugiere que
esta enzima ¢s de particulur importancia durante la vida
fetal.

Las esteroides sulfotransferasas, asi como las en-
zimas activadoras del sulfato estdn presentes en la frac
cidn soluble de la célula,

Existe poca informacién de la cinética de las es-
teroides sulfotransferasas, pero parecen ser enzimas cu-
ya actividad depende de 1a presencia de grupos SH (o por
lo menos parecen ser activadas por compuestos que contie
nen el grupo SH), requieren iones Mg’2 como cofactores y
tienen pH Sptimo en la regibn de 5.5 a 8.

Hidr8lisis EnzimAtica de Esteroides Sulfato.

Las sulfatasas son especfficas al esteroide. La hi
drélisis de los diferentes tipos de esteres sulfatos es-
td representada por la reacciSn irreversible:

-2

R ' 0505 + H,0 ———8R * OH + SO, + v

Hidr6lisis de la estrona sulfato.

La placenta humana contiene cantidades grandes de
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la enzima que hidroliza la estrona sulfato. Se ha suge-
rido que la fraccifn microsomal es el sitio donde predo-
mina 1a actividad de la hidrolasa.

La Funcién de las Esteroides Sulfatasas,

Siguiendo la demostracién de las rutas " directas”
para 1a conversi6n de colesteril sulfato a hormonas este
roides se han descrito funciones definidas para las este
roides sulfatasas de los mamiferos. Por lo menos en teo
ria y probablemente en la prictica, las estercides sulfa
tasus pueden funcionar como mediadoras de la liberacidn
de hormonas esteroides o precursoras de hormonas, a par-
tir de 1a forma conjugada en que estin presentes en la
sangre.

Se ha visto que ciertos estrfgenos conjugados, que
se encuentran en bajas concentraciones en los fluidos
del cuerpo y tejidos en el estado de no embarazo, se pre
sentan en cantidades mucho mayores y en proporciones di-
ferentes al final del embarazo, dentrc de ellos se en-
cuentran los estrégenos sulfatos,

Se ha encontrado que en los tejidos fetales el pa-
trén de esteroides conjugados estd caracterizade por
una preponderancia de aril sulfatos.
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