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RESUMEN 

La pre~ez suele dividirse en dos fases, una de 

prei•plantacion y otra de posti•plantacion. La i•plantacion es el 

evento crucial en el proceso reproductivo de los •a111feros y es la 

transición entre las dos fases de la pre~ez. La i•plantación se 

refiere a la adhesión y fijación del embrión al endometrio y dicho 

proceso está regulado hor•onal•ente. 

El a11biente intralu•inal uterino es i•portante porque 

presenta las condiciones apropiadas que per•iten que el eabrión 

sobreviva y se iaplante. La iaplantación requiere de un 

intercaabio de información entre el eabrión 

hasta la fecha no se conoce la naturaleza de 

eabrionaria. 

y el endo•etrio y 

la supuesta se~al 

Se han encontrado enzimas lisosoaales en el liquido uterino 

de diversas especies, pero a la aayoria no se les ha atribuido una 

función especifica en él. La catepsina D, una enzi•a lisoso•al, se 

ha encontrado en el luaen uterino del cerdo, aientras que en la 

rata se ha localizado en el epitelio luainal uterino. 

En el presente trabajo se deterainó la actividad de la 

catepsina O en el liquido uterino durante el periodo 

peri-i•plantacional de la rata (días 3 a 7 de pre~ez), •ediante el 

eapleo del método de Turk y col. aodificado (1984). La catepsina O 

se encuentra en el liquido uterino loe días 4 y 5 de pre~ez y no 

fue posible detectarla los días 3, 6 y 7 Creemos que la 

catepsina D es secretada por el epitelio luainal aediante la 

acción de la hor•ona progesterona y posible•ente juegue un papel 

iaportante en el proceso de iaplantación, el cual podria ser el 

proporcionar nutrientes al eabrión •ediante la degradación de 

otras proteinas o por servir co•o sustrato para otras 

adeaás podria favorecer la ruptura de la zona pelúcida. 

proteasas, 

Por otra 

parte, la actividad de la enziaa en el liquido uterino podria ser 

un reflejo de la cantidad de enziaa presente en el epitelio 

uterino y esta desempe~ar su función en el aisao, y quizás estar 

vinculada con la auerte localizada del epitelio luainal 

(apoptosis), o bien, participar en la transducción de la se~al 

eabrionaria para provocar una respuesta en el estroaa. 
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INTRODUCCION 

Durante la pre~ez en los mamiferos pueden distinguirse dos 

fases: una fase de progestación, en la cual el óvulo es 

fecundado,inicia su desarrollo, peraanece libre en el liquido 

oviductal y uterino; y otra, de gestación, en que el e•brión se 

fija al endo•etrio y de esta •anera continúa su desarrollo. Dichas 

fases suelen ser lla•adas también periodos prei•plantacional y 

posti•plantacional, respectivamente (Dick•an, 1969). La 

i•plantación del e•brión es considerada co•o la fase de transición 

entre los dos principales periodos de la pre~ez (Dick•an, 1969),y 

actual•ente se considera que la i•plantación es el evento crucial 

en el proceso reproductivo de los •a•iferos (Fla•igni y 

col.,1991). 

La i•plantación puede definirse co•o el proceso •ediante el 

cual el e•brión adquiere una posición fija y establece contacto 

fisico con los tejidos •aternos, nor•al•ente con el endo•etrio 

(McLaren, 1975; Parr y Parr, 1990). Existen diferencias notables 

en la preparación para y durante dicho proceso en diferentes 

especies (Amoroso, 1952; Schlafke y Enders, 1975). Sin embargo, en 

las especies estudiadas hasta ahora, hay evidencias suficientes 

para pensar que para que la i•plantación se lleve a cabo, se 

requiere de una interacción coordinada entre el e•brión y el útero 

(Kennedy, 1983; Weitlauf, 1988). El e•brión debe haber alcanzado 

el estado de blastocisto y en el útero deben de haber ocurrido 

ca•bios dependientes de hor•onas que lleven al desarrollo de un 

endo•etrio receptivo al e•brión (Psychoyos, 1973, 1986; Weitlauf, 

1977). 

Fertilización, inicio del desarrollo ~ transporte ª travéª del 

oviducto. 

La fertilizaci ó n del ovocito en la rata, co•o 

•a•iferos, se lleva a cabo en el á•pula del oviducto 

1975). Una vez fecundado el ovocito, su •etabolis•o se 

en •uchos 

CMcLaren, 

reactiva, 

se reinicia la •eiosis, se funden los pronúcleos •asculino y 

femenino,originando el cigoto y se inicia el desarrollo, mientras 
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tanto es transportado por las acciones ciliar 

oviducto hacia el útero (Shelesnyak, 1960; 

McLaren, 1975). 

y contráctil del 

Psychoyos 1973; 

En la rata, los e•briones nor•al•ente llegan 

uterinos en la tarde del dia 4 de pre~ez (alrededor 

a los 

de 90 

16 

grupo 

cuernos 

horas 

células 

y son 

después de la ovulación), en el estado de 9 a 

(Psychoyos, 1967). Presu•ibleaente entran en 

rápida•ente distribuidos a lo largo de los cuernos 

(HcLaren, 1975) 

uterinos 

Los blastocistos retienen la zona pelúcida hasta las 14 horas 

del dia 5. Cuando se lavan los cuernos uterinos en la tarde de 

este dia , se les recupera libres de zona pelúcida y •uestran una 

•arcada dis•inución en su volu•en (Dick•an y Hoyes 1961). El 

porcentaje de blastocistos libres de zona pelúcida incre•enta de 

4S a las 2 p.•. a 77 S a las 6 p.•. CNoyes,Dick•an,Doyle y Gates, 

1963; Dick•an, 1969) 

Preparación del endo•etrio previo ª la i•plantación. 

Mientras el e•brión es transportado por el oviducto, en el 

endometrio ocurren ca•bios •orfofisiológicos que conducen a un 

estado receptivo, en el que es sensible a esti•ulos e•brionarios, 

el epitelio se vuelve adhesivo en su porción apical y el estro•a 

puede responder a estos estimulos con la for•ación de células 

deciduales. En la rata, varios estudios han de•ostrado que la 

preparación del endo•etrio, i•plica entre otros cambios, la 

supresión de las •itosis epiteliales y la inducción de la división 

de las células del estro•a de grado y distribución li•itada 

(Tachi, Tachi y Lindner, 1972; Harcus, 1974; Tachi y Tachi, 1974). 

Las células del endo•etrio que experi•entan •itosis en los 

pri•eros dos dias de pre~ez se localizan tanto en el epitelio 

lu•inal co•o en el glandular; en el tercer dia ocurre un ca•bio y 

las células en •itosis predo•inan en el estro•a, •ientras que en 

el epitelio alcanza un nivel •UY bajo. En el quinto d i a, si la 

i•plantación se lleva a cabo, las células estroaales continuarán 

dividiendose; de no ser asi, el nú•ero de células en •itosis 

dis•inuirá en las siguientes horas (Tachi y Tachi, 1974). Estos 
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datos pueden correlacionarse con los niveles hor•onales propios de 

la pre~ez. En la tarde del segundo dia de pre~ez, el ovario 

co•ienza a secretar progesterona (Psychoyos, 1973a,b) y al parecer 

esta hor•ona ocasiona un auaento en el nú•ero de receptores a 

estrógenos en las células del estroma y una dis•inución de los 

aisaos en el epitelio (Marte! y Psychoyos, 1978; 1982). 

Por otra parte, en ratas ovariectoaizadas en la tarde del 

cuarto dia de pre~ez, la sola adainistración de progesterona 

inducirá a los blastocistos a iaplantarse, aientras que si la 

ovariectoaia se practica por la aañana del aisao dia, taabién se 

requerirá de una pequeña dósis de estrógenos (citado por 

Psychoyos, 1967). Shelesnyak (1960) propuso que en la rata ocurre 

una oleada estrogénica en la tarde del cuarto dia de pre~ez, justo 

cuando el nivel de estrógenos se increaenta en dichos aniaales, en 

caso de no haber quedado pre~ados. 

IaplantacióQ del blastocisto. 

En la rata la iaplantación se inicia el dia 5 de preñez 

(Psychoyos, 1966, 1986), cuando se considera coao dia 1 el dia en 

que se encuentran esperaatozoides en el lavado vaginal. Durante 

este proceso, el blastocisto peraanece peque~o. se adhiere al 

epitelio uterino en la región antiaesoaetrial, ocurriendo priaero 

la interdigitación de aicrovellocidades entre el trofoblasto y las 

células epiteliales luainales, posterioraente, el trofoblasto 

eaite prolongaciones y fagocita células del epitelio 

(Psychoyos,1973a,b; Finn, 1977). Mientras esto ocurre, las células 

estroaales adyacentes cercanas al blastocisto experiaentan el 

proceso de decidualización. Finalaente, el blastocisto se alojará 

en el estroaa decidualizado, el cual junto con el trofoblasto dará 

origen a la placenta. 

Se sabe ta•bién que el periodo de receptividad uterina al 

eabrión es aenor de 24 horas, ya que teaprano en el dia 6 el 

endoaetrio se vuelve indiferente y el aabiente uterino resulta 

hostil a los blastocistos no implantados (Lejeune,1986; Psychoyos, 

1986). 
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La priaera aanifestación aacroscópica de que el proceso de 

iaplantación ha coaenzado, es el increaento en peraeabilidad 

vascular endometrial en áreas adyacentes al blastocisto 

CPsychoyos, 1973), y se da antes de que exista contacto fisico 

entre el e•brión y el endo•etrio CKennedy, 1983), seguida de 

ca•bios en las células estroaales que llevan a la formación del 

nido o decidua CPsychoyos, 1973; Weitlauf, 1977). Este caabio en 

per•eabilidad per•ite identificar las regiones uterinas en que la 

i•plantaci6n ocurre (sitios de i•plantación) de las regiones 

adyacentes (sitios de interi•plantación) y estudiar los ca•bios 

propios de ellas. 

Ahora se sabe que el eabrión participa activa•ente en los 

eventos te•pranos asociados con el estableci•iento de la pre~ez, 

pero los •ecanis•os involucrados por el e•brión y por la aadre no 

han sido del todo identificados CGarret, et al., 1988). Se han 

publicado nu•erosos trabajos en los que se plantea la liberación 

de una se~al e•brionaria; por eje•plo, hista•ina: (Shelesnyak, 
• 1952, 1958), estrógenos: (Dick•an et al.,1976; Dickaan, 1979), 

prostaglandinas: CKennedy y Lukash 1982; Kennedy,1983). Sin 

e•bargo, el que una de estas sustancias favorezca la i•plantación, 

no excluye a las de•ás de tener un papel igual•ente i•portante en 

dicho proceso (Kennedy, 1983; Weitlauf,1988). O bien puede ser que 

la supuesta se~al sea otra sustancia aún desconocida. 

Se cree que lo que ocurre entre el blastocisto y el útero en 

el •o•ento que se inicia la i•plantaci6n, es un interca•bio de 

i•foraaci6n entre ellos, con poca o ninguna influencia de 

aacroaoléculas u otras sustancias provenientes del suero sanguineo 

(McRae, 1984), ya que el epitelio uterino constituye una verdadera 

barrera he•ato-lu•en uterino CHcRae y Kennedy 1979; McRae, 1984), 

debida esta a uniones celulares estrechas entre las células 

epiteliales CFin y porter, 1975; McRae, 1988). 

Por otra parte, posiblemente el epitelio lu•inal uterino 

funcione co•o un transductor de la se~al eabrionaria CLejeune y 

col., 1981; Houlton y Koenig, 1986), pues si se desprende dicho 

epitelio i~ u~vo y se esti•ula el estroaa, tal esti•ulació n no 

provocará la reacción decidual que se obtendri a si el epitelio 
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estuviera presente (Lejeune y col., 1981). 

La trans•isión del •ensaje por el epitelio lu•inal al estroma 

parece requerir la acci ón de estrógenos (Moulton y Koenig, 1986). 

En ratas pseudopre~adas, con ovariecto•ia bilateral, tratadas sólo 

con progesterona, el inicio de la reacción decidual requiere de un 

esti•ulo trau•atizante, tal co•o rasgar o triturar el epitelio 

lu•inal (Yochi• y De Feo, 1963). Si el trata•iento con 

progesterona es seguido por estrógenos, entonces, esti•ulos no 

trau•atizantes, co•o por eje•plo, la inyección intralu•inal de 

aceite, iniciarán la reacción decidual. 

11 liquido uterino. 

Bajo condiciones nor•ales, el liquido lu•inal 

presente en cantidades significativas solo durante 

uterino está 

las fases de 

proestro y estro del ciclo estral en la rata (Hisaw, 1958), el 

resto del ciclo el volumen del liquido en el lu•en uterino es •uy 

peque~o (O'Shea, 1972). 

Las secreciones uterinas cumplen varias funciones. 

Per•iten el ascenso de los esper•atozoides al sitio de 

fertilización dentro del oviducto; proporcionan una nutrición 

adecuada al e•brión durante su desarrollo, desde su llegada al 

lu•en uterino hasta que se ha llevado a cabo la i•plantación, 

•antienen un a•biente apropiado para conservar la integridad fisica 

y bioqui•ica de las estructuras del blastocisto; y 

satisfacen 

requeri•ientos inmunológicos especificos, los que son de mayor 

i•portancia durante la fase de prei•plantación (Beier et al., 

1991) 

El liquido lu•inal uterino ha l la•ado la el atención en 

cualquiera estudio de la i•plantació n, en parte debido a que que 

sea la naturaleza de la supuesta se~al e•brionaria, esta debe 

pasar del e•bri ón al endo•etrio por un •edio liquido (Weitlauf, 

•ejor se 

cerdo 

1988).La especie más estudiada al respecto. y de la que 

conoce la co•posición de este liquido es el 

(Heap, 1980; Si .. en et al . , 1986), en esta especie se han 

caracterizado varias •acro•oléculas de naturaleza proteica 

(Roberts y Bazer, 1988), y ha sido •uy estudiada debido a que en 
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ella la i•plantación es superficial y tardia, y las secreciones 

uterinas dese•pei"ían una i•portante funci ó n nutritiva en gran parte 

de la prei"íez. 

Enzi•as lisoso•ales durante~ periodo peri-i•plantacional. 

Las enzi•as lisoso•ales han sido estudiadas en el endoaetrio 

y en el útero co•pleto durante el periodo peri-i•plantacional y su 

actividad se ha relacionado principal•ente con la evidencia de que 

el epitelio luminal uterino sufre aut6lisis antes de ser 

fagocitado por el trofoblasto e•brionario (ver Hinchliffe y 

El-Shershaby, 1975). Sin e•bargo, una vez de•ostrado que las 

células epiteliales uterinas que rodean al blastocisto durante la 

i•plantaci6n •ueren por apoptosis o •uerte celular progra•ada y no 

por necrosis, es decir, sin ro•pi•iento de organelos celulares 

tales co•o •itocondrias y lisoso•as (Parr y Parr, 1986), quedaron 

datos i•portantes y siguen generandose otros nuevos acerca de las 

enziaas lisoso•ales en el útero, durante el periodo 

peri-i•plantacional. 

Trabajando con uteros de ratas pseudoprei"íadas, Wood (1969) 

encontró que la actividad de catepsina D increaenta a un •áxi•o en 

el d i a 5, para caer al dia 7 cae hasta una concentración inferior 

que la observada en el dia 4. Moulton (1974) deter•inó la 

actividad de ~-glucuronidasa y catepsina D en sitios de 

i-•plantación y en sitios de no i•plantaci6n (sitios de 

interi•plantaci6n) en úteros de ratas encontrando una dis•inuci6n 

•uy notable en la actividad de catepsina D en los sitios de 

i•plantación en los dias 6 a 8 con respecto a los sitios de 

interi•plantaci6n, no encontrando caabios en la actividad de 

(?-glucuronidasa. En otro experi•ento . CMoulton et al., 1978), se 

reportó un incre•ento en la actividad de aril sulfatasa A y 

fosfatasa ácida y ningún ca•bio en la actividad de catepsina B 

(todas ellas enzimas lisoso•ales) en sitios de implantaci ón con 

respecto a sitios de interi•plantaci6n. En un trabajo posterior 

(Moulton e Ingle,1981), se de•ostr6 inwunohistoqui•ica•ente que en 

ratas prei"íadas la catepsina D se encuentra en las células 

epiteliales glandulares y luainales del endoaetrio, siendo el 

7 



epitelio lu•inal donde se encuentra en mayor cantidad. 

Ade•ás, Elangovan y Moulton (1980) encontraron que en ratas 

con ovariecto•ía bilateral, la síntesis de catepsina O se 

incre•enta en relación directa a la ad•inistración de estrógenos y 

progesterona , siendo aás efectiva la progesterona. Antes de estos 

estudios, Leonard y Knobil (1950) habian deaostrado que en úteros 

de ratas, la actividad enziaática de r.-glucuronidasa decreció 

significativaaente entre los dias 8 a 12 de realizada la 

ovariecto•ia bilateral, y que en ratas ovariectoaizadas por 20 

dias, una dosis única de estradiol incrementó significativaaente 

la actividad de esta enziaa a las 72 horas de su aplicación. Estos 

resultados parecen indicar que las hormonas esteroides jugan un 

papel fisiológico en el mantenimiento de la funci ón lisosoaal en 

el útero. 

Por otra parte, se sabe que en el periodo peri-implantaciónal 

hay liberación de proteinas por el endoaetrio (Surani,1975,1976: 

Gore-Langton y Surani, 1976; Nieder y Macon, 1987; Weitlauf y Suda 

Hartaan, 1988), asi coao taabién por el blastocisto {Surani, 1980; 

Nieder et al., 1987; Nieder,1990). 

Es posible,entonces, que en la rata, la catepsina O se libere 

al lu•en uterino en el periodo peri-iaplantacional, las evidencias 

indirectas con que se cuenta son: 

a) La disainución de la ctividad en los sitios de iaplantación 

(Moulton, 1974). 

b) En segmentos uterinos de rata cultivados en 

dietilestilbestrol o estradiol 17-r. se libera 

lisosomal, la catepsina B, al medio de incubación 

Szego, 1975). 

presencia de 

una enziaa 

(Pietras y 

c) Weiguo y col. (1991) han deaostrado la presencia de catepsina B 

en el liquido uterino en el día en que la i•plantaci ó n embrionaria 

ocurre,en la gata. 

d) La inyección de progesterona a heabras ovariecto•izadas 

incre•enta la actividad de 10 enziaas lisosoaales en el l i quido 

uterino, entre ellas la catepsina O (Hansen et al., 1985), en el 

cerdo. 
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Estas evidencias indican que las enzimas lisosoaales pueden 

ser liberadas al lumen uterino, que su liberación puede, al aenos 

en parte, estar gobernada por horaonas esteroides y su 

concentración en el liquido uterino puede variar durante el 

periodo peri-iaplantacional . 
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OBJETIVO 

Deterainar la actividad de catepsina O del liquido uterino en 

la rata, en el periodo peri-implantacional, de los dias 3 a 7 de 

preñez 

10 



MATERIALES Y METODOLOGIA 

Reactivos. 

Los reactivos heaoglobina, pepstatina,PMSF y el reactivo de 

Folin-Ciocalteau fueron de Sigma Cheaical Co.(St. Louis MO.).Los 

deaás fueron de la aejor calidad dispobible, generalaente Merk o 

Baker. 

Se utilizaron ratas Wistar, heabras, vírgenes, de 175 a 225 

graaos de peso. Estas se colocaron durante una seaana a 

fotoperiodo de 14 horas luz (7:00 a.a. a 9:00 p.a.) por 10 horas 

de oscuridad, con fines de adaptación, antes de utilizarse.Este 

fotoperiodo se mantuvo durante todo el experiaento. Transcurrida 

la seaana se les peraiti ó aparearse, lo cual se hizo por el aétodo 

de trio (2 hembras/aacho/jaula) . Se les toaaron lavados vaginales 

diariaaente entre 9 y 10 de la aa~ana, con aproxiaadaaente 0.4 al 

de NaCl 0.15 M. La auestra se colocó en un porta objetos y se 

observó al microscopio óptico (Carl Zeiss) a 101 y 401. Las 

heabras que resultaron pre~adas (considerando dia 1 de pre~ez 

aquel en el que el lavado vaginal presentó esperaatozoides) 

fueron separadas de los aachos. 

Con las ratas pre~adas se foraaron, al azar, cinco grupos (I, 

II, III, IV y V) de 36 aniaales cada uno. Las ratas del grupo I 

fueron sacrificadas el tercer dia de pre~ez, las del grupo II el 

cuarto dia, y asi consecutivamente hasta que las del grupo V 

fueron sacrificadas en el séptiao dia. 

Colecció n del liquido uterino. 

Cada uno de los aniaales fue sacrificado por dislocaci ó n 

cervical (entre las 11 y las 14 horas) y se perfundió durante 3 a 

5 ainutos con NaCl 0.15 M (aproxiaadaaente 50 al) por la aorta, a 

nivel de la cavidad torácica (por sobre el a úsculo 

diafragaático),para ainiaizar la contaainació n de las auestras 

uterinas con sangre. Se abri ó la cavidad abdoainal, se localizó el 

útero y cada cuerno uterino se liapió de tejido conectivo 

adyacente. Se tomó 0.1 ml de solución salina aaortiguada con 

11 



fosfatos (PBS), pH 7.2, conteniendo p-11etilsulfonilfluoruro CPMSF ) 

a 0.1 aH., a oºc con una jeringa de 1 ml, de la cual se introdujo 

cuidadosaaente la aguja en la luz del extreao oviductal del cuerno 

uterino, se cortó transversalmente el extremo opuesto 

(cervico-vaginal) con tijeras auy filosas (para evitar daño 11 

tisular y posible contaainación de la auestra), cuidando no perder 

liquido uterino. Luego se opriai ó suaveaente el éabolo de la 

jeringa, y el contenido intraluainal se recogi ó en tubos Eppendorf 

a oºc. Las muestras obtenidas de 6 ratas se mezclaron , se 

centrifugaron a 12000 rpa durante 5 min en una centrifuga 

Eppendorf (BRINKHAN 5412), y el sobrenadante se congeló a - 20 C 

para ser eapleado antes de 48 horas. 

Deterainació n de la actividad de catepsinª º· 
La deterainación de la actividad de la catepsina D en el 

liquido luminal uterino de ratas preñadas se implementó con ratas 

en el quinto dia de preñez, pues es cuando se ha encontrado 

presente en el epitelio luainal uterino por aétodos 

inmunohistoquimicos CElangovan y Houlton, 1980; Houlton e Ingle, 

1981). 

Inicialaente se aplicó el aétodo de Turk y col. C 1984) al 

l ~ quido uterino, y al no ser posible su detecci ó n, se tuvo que 

aodificar. A continuaci ó n se describe el método de Turk y 

col.(1984) aodificado, que nos peraitió deterainar la actividad 

de catepsina D en el liquido luainal uterino. Las modificaciones 

introducidas aás iaportantes son la disoluci ó n de heaoglobina 

{Hbl en agua y su desnaturalizaci ó n con urea, a diferencia del 

aétodo de Turk y col. donde utilizan aaortiguador de acetatos como 

dis o lvente; la adici ó n de pepstatina al blanco; un mayor tiempo de 

incubaci ó n , y aumento del voluaen de la auestra enzimá tica 

(l i quido uterino) . 

Preparac i ón del sustrato. 

1.- Se pesaron 0.44 g de Hb y se aolieron en un mortero con 

aproximadamente 1.6 ml de agua. Se transfiri . .:_, la hemoglobina 

solubilizada a un aatraz de 50 al con una pipeta Pasteur. Se 
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repiti ó el proceso 6 o 7 veces hasta que esta se solubilizó po r 

completo . 

2.- Se llevó el volumen a 14.4 •l con agua y se agitó con 

unagitador aagnético a teaperatura aabiente por 30 min. 

3.- Se adicionaron 7.2 g de urea (se deshicieron los gruaos antes 

de adicionarla) y se aezcló con ayuda de un agitador aagnético. 

4.- Se adicionaron 1.6 al de NaOH 1 M y se aezcló bien. 

5.- Se adicionaron 2 al de agua y se continuó agitando. 

6.- Se dej ó la mezcla en agitación a teaperatura aabiente por 45 

•in. 

7.- Se agregaron 0.8 g de urea libre de gruaos y se aezcl ó bien 

con el agitador aagnético . 

8.- Se reguló el pH de la aezcla a 3.8 con ácido citrico 1 H y 

citrato de sodio 1 M (2.56 y 0.04 al respectivaaente). 

Incubación del sustrato con la enziaa. 

1.- En una gradilla, por cada determinaci ó n, se colocaron dos 

tubos de ensaye, uno de ellos sirvió coao blanco y el otro fue el 

experiaental. 

2.- Al experiaental se virtió 0.1 al de agua y al que fue el 

blanco se virti ó 0.1 al de pepstatina 5 µM en agua. 

3.- A ambos tubos se les agregaron 0.3 al de liquido uterino. se 

agitaron y se dejaron reposar durante 15 min a teaperatura 

ambiente. 

4 . - A ambos tubos se les agregó 1 al de sustrato , se agitaron 

vigorosamente y se incubaron en un ba~o •aria con agitación 

constante. a 37°C durante una hora exactamente. 
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5. - Después de la incubación, a a•bos tubos se les agregó 2 ml d e 

ácido tricloroacético 0.3 M, se agitaron y se dejaron reposar a 

te•peratura ambiente por 30 •in exacta•ente. 

6.- Se centrifugaron por 10 min a 5000 rpm, se desechó el 

.sedi•ento y se volvió a centrifugar el sobrenadante. 

7.- Del sobrenadante resultante se to•ó 1 •l y se virti ó en 

tubo de ensaye, en el cual se deter•inó la cantidad 

a•inoácidos. 

Deter•inación de a•inoácidos. 

otro 

de 

l. - Se preparó una curva patrón que va de 0.02 a 0.2 

solució n estándar de tirosina 1 mM (181.2 µg/ •l) en HCl 

llevando el volu•en a 1 al con HCl 0.2 M. 

al de 

0.2 M 

2.- Se adicionaron 2 •l de NaOH 0.5 M. 

3. - Se agregaron 0.6 •l del reactivo de Folin- Ciocalteau al 33 % 

v/v en agua, preparado al ao•ento de usar. 

4.- Se agitó y pasados 5 •in se aidió la absorbancia a 750 nm. 

La actividad de la enzima se reporta como unidades 

internacionales .Una unidad internacional se define como la 

cantidad de enzima que hidroliza he•oglobina a tal velocidad 

inicial bajo condiciones del ensayo que la cantidad de productos 

de la hidró lisis solubles en ácido tricloroacético formados por 

minuto dan la ais•a absorbancia con el reac tivo de 

Folin - Cioc alteau que la causada por 1 ~mol de tirosina. 

El •étodo de Turk, se describe en el ap~ndi ce A. 
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Determinaci ó n de proteinas. 

Para la determinaci ó n de proteinas en el liquido uterino se 

utilizó el método de Lowry y col . (1951), como se describe en el 

apéndice B. El trata•iento previo de la muestra (l i quido uterino) 

se describe a continuación. 

Tratamiento de la muestra. 

a) En un tubo de ensaye se adicionaron 0.02 al de l i quido uterino. 

bl Se adicionó 1.8 al. de agua. 

c) Se adicionó 1 al de TCA al 15 S. 

d) Se dejo reposar durante 15 ainutos. 

e) Se vertio en dos tubos Eppendorf que se centrifugaron 

durante 15 ainutos. 

fl Se decantó. 

g) Se adicionaron 0.02 •l de NaOH 1N a las pastillas. 

h) Se agitó por 30 ainutos. 

i) Se trató co•o a la curva patrón. 

Los resultados se evaluaron por el aétodo de análisis de 

varianza para un dise~o experi•ental con un factor (se emplearon 

los progra•as Quattro y Statgraphics) 
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RESULTADOS 

La deter•inación de la actividad de la enzima lisosomal 

catepsina D en el liquido lu•inal uterino de ratas en el quinto 

dia de preñez se intentó llevar a cabo por el método de Turk y 

col. (1984). Al resultar inefectivo, se optó por modificarlo. los 

resultados de las modificaciones se •uestran en la tabla 1. 

Co•o se puede observar, no fue posible la detecci ó n de la 

actividad de catepsina D en el liquido uterino de ratas en el 

quinto dia de preñez utilizando el método de Turk y col. 

(1984).Algunas variaciones hechas al método resultaron también 

infructuosas, pero cuando se disolvió la he•oglobina en agua y se 

desnaturalizó con urea, su detección fue posible. Esto se debió a 

una •ejor disolución de la hemoglobina. 

Al utilizar un blanco con el •ejor inhibidor de catepsina D 

que se conoce, pepstatina, su actividad aún fue detectable. Por lo 

tanto, decidimos emplearlo en cada una de las determinaciones. En 

la mayoria de los trabajos en que se mide la actividad de esta 

enzima (Wood, 1969; Houlton,1974) no lo usan, sin embargo. el no 

e•plearlo puede conducir a una sobreestimación de la misma. 

La actividad de la enzima en el periodo peri-implantacional 

se presenta en las tablas 2 y 3. Sólo se encontró actividad los 

d l as 4 y 5. En los dias 3, 6 y 7 su actividad fue prácticamente 

indetectable por la metodología empleada. Al reportar la actividad 

de catepsina D por ml de liquido uterino, no encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre los dias 4 y 5. 

Sin e•bargo, cuando se reporta la actividad especifica (U.I. D/mg 

de proteínas) esta es significativamente mayor en el dia 4 

respecto al dia 5 (P ~ 0.01). Aqui debemos aclarar que el hecho de 

que la actividad de una enzi•a no sea detectable en una muestra en 

particular, no quiere decir necesariamente que la enzima no esta 

presente, lo cual es posible, sin embargo también puede ser que la 

t2cnica e•pleada no sea lo suficientemente sensible para detectar 

la actividad si la enzi•a se encuentra en muy pequeña cantidad. 

La concentración de proteinas en el liquido uterino, en los 

d l as estudiados, tendi ó a incrementar con el avance de la preñez 
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(tabla 4 ). No enc ontramos diferencias estad1stica•ente 

significativas (P ~ 0.01) entre los dias 3 y 4. Lo mismo ocurri ó 

entre los d i as 6 y 7. Sin eabargo, si se encontraron diferencias 

estad1sticamente significativas al co•parar la concentracion de 

proteí nas del d i a 5 con la concentraci ó n encontrada los dias 3 y 4 

y de los d i as 6 y 7 respecto a los otros d1as estudiados (P ~ 

0 . 01). Ade•ás, al realizar un análisis de regresi ó n entre el 

tieapo de pre~ez y la concentraci ó n de proteínas , encontraaos un 

coeficiente de correlaci ó n lineal de 0.94. 
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TABLA 1 
MODIFICACIONES AL METODO DE TURK PARA LA DETERMINACION 

DE CATEPSINA D EN EL LIQUIDO UTERINO. 

UARIACIOHES DEL METO DO ACT 1U1 DAD DE CATEPSIHA D 

METO DO ORIGIHAL HO DETECTABLE 

AUMENTO DEL TIEMPO DE 
1 IHCUBACIOH A 6 (i Min. HO DETECTABLE 

AUMEHTO DE LA ALI CUOTA 
DE LA MUESTRA PROBLEMA HO DETECTABLE 

<lil.3 11 (i. 4 Ml) 

DISMIHUCIOH DE LA 

1 "º DETECTABLE 
COHCEHTRACIOH DE LA Hb 

( 49 q / 1 ) 1 

DISOLUCIOH DE LA Hb EH 

1 AGUA 11 SU DETECTABLE 
DESHATURALIZACIOH COH UREA• 

1 , 

l 

ADICIOH DE PEPSTATIHA DETERMIHACIOH MAS 
AL BLAHCO * ESPECIFICA 

Para la obtenci6n de estos datos se eMple6 lÍquido 
uterino obtenido de ratas en el 5o. día de prenez. 
*En estos casos se auMentaron taMbien. la alicuota 
de la Muestra C9.3Ml) y el ti•MPO de incubación 
(69 Min.) 



TABLA Z 
ACTIUIDAD DE CATEPSINA D EN EL LIQUIDO UTERINO DE RATAS 

DURANTE EL PERIODO PERI-IMPLANTACIONAL. 

DIAS DE PREHEZ ACTIUIDAD DE CATEPSIHA 
-J 

< .111 UI .I' MI) 

3 HO DETECTABLE 

4 4 .46 - 11. 36 

5 4 .115 - 0.66 

6 "º DltTltCTABLlt 

7 "º DETECTABLE 

S• representan los valor•s de la Media Y 
la desviación •standar <X! DE> d• 6 det•rMi
naciones. La actividad de la enziMa •n los 
los días 3. 6 y 7 estuvo por abajo de la s•n
sihilidad del Metodo. 
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TABLA 3 
ACTIVIDAD DE CATEPSINA D EN EL LIQUIDO UTERINO DE RATAS 

DURANTE EL PERIODO PERI-If1PLANTACIONAL*. 
i 

DIAS DI: PRICHl:Z ACTIUIDAD DI: CATl:PSINA D 
1 

<.111 "1 UI / U9 DIC PROTEIHAS> i 
3 "º DETl:CTABLIC 1 

4 8.39 J. .11 

5 6.116 11 • ., 8 ¡ 
1 

6 "º DICTECTABLE 
1 

., 
"º DETECTABLE 

1 



TABLA 4 
CONCENTRACION DE PROTEINAS EN EL LIQUIDO UTERINO DE RATAS 

DURANTE EL PERIODO PERl-IMPLANTACIONAL*. 

DIAS DE PRl:Hl:Z PROTEINAS 

< uv " MI > 

3 44.48 • a 
2. 85 -

4 53.59 • a 
6.J.5 -

5 68.8 • 4.117 
b 

-
6 88.53 • 4.88 

o 
-

7 89.93 • 7 . 88 
o 

-
*X+ D E d• 6 d•t•rMinaoion•s. 

Las l•tras distintas indican diE•r•noi~s 
signiEicatiYas •ntr• sus M•dias C P < 8.8J.>. 

1 

1 

1 

¡ 

! 

1 
1 



DISCUSION 

La enzi•a lisosomal catepsina O s e encuentra en el epitelio 

lu•inal y el glandular del útero en el quinto dia de preñez en la 

rata (Elangovan y Houlton, 1980). En el presente trabajo se 

deter•in6 la actividad de catepsina D 

en el periodo peri-i•plantacional 

imposible aplicando el •étodo de 

en el liquido lu•inal uterino 

de la rata, 

Turk y col. 

lo cual fue 

(1984), aun 

utilizando he•oglobina para sustrato. Sin e•bargo, cuando se 

•ejoró la solubilidad de esta por desnaturalización con urea, su 

detecci ón en el liquido uterino fue posible. 

El blanco de pepstatina nos asegura una mayor especificidad 

del •étodo, sin embargo, no puede discriminar 

catepsina D de la actividad de catepsina E . 

reportado la presencia de catepsina E en el 

periodo peri-implantacional en la rata , no 

posibilidad de que la actividad encontrada sea 

actividades de a•bas enzi•as lisosomales. 

la actividad 

Aunque no se 

endo•etrio en 

se descarta 

la suma de 

Sin embargo, 

de 

ha 

el 

la 

las 

la 

catepsina E quizás podria influir muy poco en las •ediciones , pues 

su pH ó pti•o es 2.5 (Greenbau•, 1960) , el volumen del liquido 

recuperado es muy pequeño y se tiene la certeza que el endometrio 

contiene catepsina D. Por estas razones, en el presente trabajo se 

utiliza el término actividad de catepsina O cuando se hace 

referencia a la actividad detectada en el liquido lu•inal uterino 

por •edio del •étodo de Turk y col. •odificado. Ade•ás, para 

discri•inar entre la actividad de a•bas enzi•as se requiere su 

purificació n. A este punto del trabajo no considera•os conveniente 

dedicarnos a ello por las siguientes razones: 

a) El l i quido uterino presenta •uy poca actividad de la enzima. 

b) En la mayoria de los trabajos se emplea metodologia que no las 

discrimina , y aun asi 

catepsina D. 

reportan sus datos como a c tividad de 

c) La catepsina E puede convertirse en la catepsina D, la cual es 

má s pequeña CGreenbaun. 1960) y posiblemente se trate de la nis•a 

enzi ma. 
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Al aplicar el método de Turk y col. modificado solo se 

encontró actividad de catepsina O los dias 4 y 5 de prer.ez, no 

siendo posible siquiera su detección en los dias 3, 6 y 7. Es poco 

probable que la actividad reportada se deba a posibles artificios 

co•o por eje•plo, presencia de eritrocitos o células epiteliales 

en las •uestras recogidas, puesto que el liquido uterino obtenido 

se centrifugó para descartar la presencia de células . Ade•ás, el 

dia 6 de preñez es el dia en el que el epitelio es •ás lábil, ya 

que la •uerte progra•ada de este comienza el dia 6 de preñez, y 

aún asi no encontra•os actividad de la enzi•a. Asi•is•o, la 

perfusión por la aorta a nivel de los pul•ones, en la caja 

torácica, garantiza que se •ini•izó la conta•inación con suero o 

células sanguineas durante el desangrado, esto aparte de la 

función misma de la perfusi ón, que es la de li•piar de sangre los 

órganos a utilizar. Se podria pensar que la presión ejercida 

durante la perfusión podria ocasionar extravasación de liquido que 

contuviera la enzima o que la acarreara de los tejidos adyacentes 

a los vasos sanguíneos hacia el lumen uterino. pero puede 

descartarse dicho planteamiento si consideramos que la catepsina D 

a ún está presente en el epitelio luminal uterino en el dia 6, dia 

en el que la per•eabilidad es •ayor, y aún asi la actividad de 

catepsina O es indetectable en el liquido lu•inal. 

Posible•ente esta sea la proteina de 43000 daltones que 

Surani (1977) encontró en el liquido lu•inal uterino el dia 5 de 

preñez en la rata, o la de peso •olecular de 44000 daltones que en 

un estudio similar Hullholland y Ville (1984) señalan en el •is•o 

dia de gestación, ya que según Houlton e Ingle (1981) el peso 

•olecular de la catepsina O del endo•etrio de rata está entre 

42000 y 44000 daltones. 

La catepsina O en el liquido lu•inal uterino puede provenir 

ya sea del blastocisto, o del endo•etrio. Se sabe que el 

blastocisto se for•a durante la noche del dla 4 (Psychoyos, 

1973a,b) y que el blastocisto libera proteinas al medio {Nieder, 

1990). Sin e•bargo, por la mañana del d i a 4 de preñez los 

embriones aun no llegan al útero y ya se encuentra la catepsina O 

en el lumen, por lo que su origen seria más bien uterino. 
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El endoaetrio es capaz de liberar proteinas (Surani, 1976, 

1977) tanto durante la preñez, coao durante la pseudopreñez 

(O'Shea, 1972). Además, se ha encontrado que en el cerdo (Hansen y 

col., 1985) y en el gato {Weiguo y col., 1991) hay liberación de 

enzimas lisosoaales, entre ellas las catepsinas D y L al luaen 

uterino durante la preñez, y en rebanadas de útero de rata 

cultivadas en presencia de dietilestilbestrol y/o estradiol 17-~, 

se libera catepsina B al •edio de incubación (Pietras y Szego , 

1975). De lo anterior pode•os deducir que la actividad de 

catepsina D aqui reportada podri a deberse a que el endo•etrio 

libera catepsina D al lu•en en el dia 4 y •uy probable•ente 

taabién en el dia 5 de preñez. Posible•ente a ello se debe, en 

parte, la calda en contenido de catepsina D en el epi'telio al dia 

6 de preñez reportada por Moulton (1974). 

Al coaparar estadistica•ente los datos de actividad de la 

enzima no se encuentran diferencias significativas entre los dias 

4 y 5 de preñez, cuando esta se reporta co•o UI de catepsina D/ml 

de liquido uterino, pero si cuando se expresa co•o UI de catepsina 

D/ag de proteinas. La concentració n de proteinas en el liquido 

uterino es considerableaente •ayor en el dia 5 de gestación con 

respecto al dia 4, de •anera que al obtener el cociente de 

catepsina D/•g de protei nas, este es •enor en el dia 5 de preñez. 

De esta •anera se puede deducir fácil•ente que la caida de la 

actividad especifica de catepsina D en el dia 5 de gestación con 

respecto al d i a 4 no se debe a un •enor contenido dela enzi•a, 

sino a una mayor proporción de otras protei nas en el liquido 

uterino (tablas 2 y 3) Por lo tanto, si la catepsina D es 

i•portante en el proceso de i•plantación embrionaria, debe serlo 

en la fase inicial. 

El aumento en la cantidad de protei nas en el l i quido uterino 

en foraa lineal con el avance de la pre~ez puede deberse, quizas , 

a que en los d i as en que el e•brión se implanta existe una mayor 

demanda de ellas en el lu•en . Algunas podr~ an jugar un papel 

importante como •edio de interacción entre el blastocisto y el 

endometrio. o en la nutrici ó n del eabri ón. El au•ento en el dia 6 

de preñez . y el que se conserve sin cambios en el dia 7, puede ser 

el reflejo de una interacci ó n • á s intensa entre ambos 
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participantes . De hecho , en el ratón , 

secretar glicoproteinas a partir del 

el blastocisto e mpieza a 

d i a 4 de preñez , d icha 

secreción se incrementa notoriamente en cultivo, en un tiempo 

equivalente a los dlas 7 y 8 de gestaci ón (Baiza y Col., 1990). 

La regulación de la liberaci ó n de catepsina D al lumen 

uterino en la rata, probablemente es horaonal. En el cerdo, la 

liberació n de catepsina D y otras enzimas lisosoaales al luaen 

uterino por el endoaetrio se ha vinculado con la acci ón de la 

horaona progesterona. Asiaisao, antes de que la catepsina L fuera 

caracterizada en el liquido uterino de gatas pre~adas {Li y col., 

1991; Thatcher y col., 1991), se habla deaostrado ya que esta 

enziaa es sintetizada y liberada al luaen uterino de esta especie 

coao respuesta a la acci ó n de la progesterona CBoomsma y Varhage. 

1987; Verhage y col., 1989). En la rata, la s l ntesis de catepsina 

D es estimulada especificaaente por progesterona e 

inespecl ficamente por estradiol-17/>' (Elangovan y Houlton , 1980). 

Sin eabargo , en la aa~ana del dia 4, el endoaetrio se encuentra 

bajo la influencia predoainante de progesterona, as1 que debido a 

que la catepsina D se coaienza a liberar cuando el aetobolisao 

uterino está gobernado por progesterona , podeaos suponer que su 

liberació n depende de ásta horaona. 

Aunque no podeaos atribui r con certeza una funci ó n especifica 

a la catepsina D, parece ser que su presencia en el luaen uterino 

no es casual. El epitelio luainal uterino adyacente al blastocisto 

peraanece intacto durante los dias 4 y 5 de pre~ez y su auerte 

comienza el d l a 6 (Finn y Porter, 1975), dia en que no encontramos 

actividad de catepsina D en el liquido uterino; esto nos asegura 

que la enzima no proviene de auerte celular y nos hace considerar 

la posibilidad de que sea secretada con la finalidad de jugar un 

papel importante en el proceso de iaplantaci ó n, aunque bien puede 

ser que no tenga funci ó n alguna y su concentraci ó n en el liquido 

uterino sea s ó lo un reflejo de su presencia en el epitelio. Si 

bien el mecanisao de secreción de catepsina D o de cualquier otra 

enziaa lisosomal no se conoce , parece estar claro que cualquiera 

que pudiera ser, debe estar regulado horaonalmente. Ademá s , existe 

la posibilidad de que pudiera realizar una funci ó n no enziaática. 

25 



Cuando Hiroshi Terayaaa y su equipo estudi aron el efecto de 

la catepsina D sobre las CQlulas hepá ticas, encontraron que al 

adainistrar los inhibidores de proteasas lisosomales 

pepstatina y leupeptina intraperitonealmente a 

(cat e ps inas) 

ratas con 

hepatectoaia parcial, se inhibe o se retarda la sintesis de RNA y 

DNA, asi coao las aitosis en hepatocitos que se observan en los 

controles (Hiyamoto y col., 1973). En 1984, Horioka y Terayaaa 

reportaron que una sola inyección intraperitoneal de catepsina D. 

pero no de la aisaa inactivada por calor o albúmina sérica de 

bovino estiaula la sintesis de DNA y la divisi ó n celular en 

h i gados de ratones intactos. Asiaismo, Terayama y col. 11985) 

reportaron que la catepsina L es tan efectiva como la catepsina D 

en estimular la s l ntesis de DNA y causar un incremento del núaero 

de células en mitosis en el higado de ratones. Se encontró también 

que un factor sérico estiaula la liberació n de catepsina D de los 

eritrocitos o de fantasaas de eritrocitos CTakehara y Terayama, 

1984), asi coao de lisosomas aislados de hepatocitos (Hiva•oto y 

Terayaaa, 1975). Final•ente, Terayama y col. (1985) demostraron 

que el factor sérico es secretado por la glandula paratiroides y 

le dieron el no•bre de calciferina, refiriéndose a ella coao una 

horaona. Estos trabajos aarcan la posibilidad de una función no 

enzimática de la catepsina D, ya que al aplicarse 

intraperitoneal•ente no se encuentra a un pH adecuado para ello, y 

sin eabargo, afecta la función hepática. 

Cuando Wood (1969) encontró que la actividad de la 

D se increaenta en el endoaetrio durante el 

peri-implantacioinal en la rata, y que cuando en el 

catepsina 

periodo 

luaen ha 

permanec ido un hilo su actividad es aenor , creyó que la actividad 

de catepsina D está directaaente asociada con la habilidad del 

endometrio de experimentar la reacción decidual. Moulton (1974) 

relacionó la presencia de catepsina D en el epitelio endometrial 

con la •uerte que sufren estas células cuando cerca de ellas se 

encuentra el blastocisto en el inicio de la implantaci ó n. Aun 

cuando han transcurrido casi 25 a~os desde el trabajo de Wood, la 

catepsina D ha llamado muy poco la atenci ó n de los investigadores, 

y a la fecha no sabemos si es importante o no en el proceso de 

i•plantació n. Durante este lapso, no se ha comprobado la 
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propuesta de Wood, pero consideramos que se ha descartado la de 

Houlton (vease Parr y col., 1987). Sin eabargo, el hecho de que la 

catepsina D sea liberada al luaen uterino durante los dias 4 y 5 

de pre~ez en la rata, nos hace considerar varias posibilidades, 

las cuales se pueden resuair en una función directa o indirecta de 

la enziaa sobre el blastocisto o el endoaetrio. 

ll Acci ó n de la catepsina D sobre el blastocisto. 

Cuando Ichikawa y col. (1985) estudiaron el efcto de varios 

inhibidores de proteasas, inyectados intraluainalaente en el útero 

de ratas a las 14 horas del dia 5 de preñez, encontraron que la 

quimioestatina y la -HAPI, que son inhibidores de serina proteasas 

semejantes a la quimiotripsina y de tiol proteasas , asi coao la 

tiolestatina, un inhibidor de tiol proteasas, redujeron 

significativaaente el crecim i ento embrionario; y que la 

antipapaina y leupeptina , los cuales son inhibidores de proteasas 

seaejantes a la tripsina y tiol proteasas, interruapieron 

significativamente la reaoci ó n de la zona pel úcida de los 

blastocistos; aientras que la pepstatina, un inhibidor de algunas 

proteasas ácidas, entre ellas la catepsina D no tuvo el aás ainimo 

efecto adverso en el crecimiento eabrionario o en el 

desprendiaiento de la zona pelúcida. Esto ú ltiao puede iaplicar 

que la catepsina D no es indispensable para la ruptura de la zona 

palúcida ni en el creciaiento eabrionario. Sin eabargo , esta 

enziaa podria coadyuvar en el proceso de iaplantaci ó n de varias 

aaneras: 

a) Quizás proporcione nutrientes al blastocisto por 

degradar otras protei nas presentes en el luaen uterino, siempre y 

cuando encuentre un aicroaabiente adecuado, o ser sustrato de 

otras proteasas. 

b) Es posible que no sea indispensable para la ruptura de la zona 

pel úcida , pero podria facilitarla , el aicroaabiente á cido podr1 a ser 

proporcionado por la enziaa anhidrasa carbó nica , al convertir 

anhi drido carbó nico y agua en ácido carbó nico. Esta ú ltiaa enziaa 

se ha involucrado en la ruptura de la zona pel úcida por facilitar 

la foraaci ó n de un ambiente ácido. en el cual la zona pel úcida se 

disuelve. 
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c) Podria alterar el metabolismo embrionario mediante la 

•odificaci ó n de la superficie de las c é lulas del trofoblasto. 

II) Acci ó n de la catepsina D sobre el endometrio. 

Si la acción de la catepsina D es sobre 

posible•ente sea •ediante un aecanisao autócrino o 

el endoaetrio, 

parácrino. La 

enzi•a podr i a ser liberada e interactuar con la superficie de las 

células del epitelio luainal y/o del estroaa uterino. 

Sea cual sea su función en el proceso de implantació n, no 

debe•os descartar la posibilidad, sin eabargo, de que su presencia 

sea casual y que en realidad no tenga funci ó n alguna, aunque esto 

parece dificil, pues esta•os acostuabrados a pensar coao es la 

tradición en biología, de que si algo ocurre es porque tiene 

alguna iaportancia para el individuo en estudio. Adeaás , debe 

recalcarse que la concentració n de la enziaa tanto en el epitelio 

coao en el liquido uterino es muy localizada en espacio y 

ya que se encontraron en los dias 4 y 5 de preñez, periodo 

que el endometrio adquiere la sensibilidad a las 

tieapo , 

en el 

señales 

e•brionarias, en el que la aórula entra al útero, se convierte en 

blastocisto y eapieza a interactuar con el endoaetrio. 
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CONCLUSIONES 

1.- Se encontró actividad de catepsina Den el liquido uterino los 

dias 4 y 5 de pre~ez de la rata, •ientras que en los d1as 3,6 y 7 

no pudo detectarse con la •etodologia e•pleada . 

2.- La actividad de catepsina D en el l i quido uterino coincide con 

el periodo en que el endo•etrio adquiere la capacidad de responder 

a las se~ales e•brionarias y se inicia la interacci ó n del 

blastocisto con el endo•etrio, por lo que su presencia puede no 

ser fortuita. 

3 . - La concentración de proteínas en el liquido uterino incre•enta 

del dia 3 al 6 de pre~ez, aanteniendose constante durante los d í as 

6 y 7. 

4. - El au•ento en concentraci ó n de proteinas en el liquido uterino 

en el periodo estudiado puede deberse a un incre•ento en la 

actividad secretoria tanto endo•etrial como trofoblastica. 
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APENDICE A 

Metodo de Turk y Col. para lq determinaci ó n de cateps i na Q. 

Reactivos. 

1.- Amortiguador de acetatos ( 1.35 M, pH 3.5; CNH4 >2so4 , 20 llM>: 
Se disolvieron 0.264 g de sulfato de amonio en aproxi•adamente 50 ml 

de agua , se adicionaron 7.8 •l de ácido acé tico glacial , y s e llevó 

a 100 •l con agua, el pH se ajustó con NaOH, 1 M. 

2.- Soluci ó n sustrato (100 g/l): 

Se disolvieron 2 g de hemoglobina en 20 ml de amorti guador de 

acetatos . El pH final de la solució n fue ajustado a 3.5 . 

3.- Acido tricloroacé tico (0.3 M): 

Se disolvieron 4.9 g de á cido tricloroacético en un volumen 

peque~ó de agua y se llevó a 100 •l con agua. 

4.- NaOH (0.5 M): 

Se disolvieron 10 g de granulos de NaOH en agua hasta 500 ml. 

5.- Reactivo de Folin- Ciocalteau (33 S v/v): 

Se diluyó el reactivo disponible comercialmente con dos volu•enes 

igual e s de agua. 

6. - Soluci ó n estandar de tirosina (1 mM): 

Se diso lvi ó 18.12 •g de L-(-)-t i rosina en HCl 0.2 M, y se llevó a 

100 •l con agua. 

Incubaci ó n del sustrato con la enzima. 

l . - En un ba~o •ari a con agitació n constante , a 37°C , se colocó , 

por cada deter•inaci ó n , un tubo de ensaye que sirvió como blanco, 

y otro que fue el experimental 
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2.- A cada tubo de ensaye se le agregó 1 al de sustrato 

(heaoglobina 100 g/l, en amortiguador de acetatos 1.35 M, pH 3.5; 

<NH4 >2so4 20 llM) y se esperó a que se equilibrara a 37°C. 

3.- Al tubo blanco se le agregaron 2 al de ácido tricloroecético 

0.3 M y 0.2 al de liquido uterino. Al tubo experiaental solo se le 

agregaron 0.2 al de liquido uterino. 

4.- Se agitó vigorosaaente y se incubó por 10 ain exactaaente. 

5.- Después de la incubación, se agregaron 2 al de ácido 

tricloroacético 0.3 Mal tubo experiaental. 

6.- Aabos tubos se agitaron y se dejaron reposar a teaperatura 

aabiente por 30 ainutos exactamente. 

7.- Se centrifugaron por 10 ainutos a 5000 rpa, se desechó el 

sediaento y se volvi ó a centrifugar el sobrenadante. 

8.- Del sobrenadante resultante se toaó 1 al y se virti ó en otro 

tubo de ensaye. en el cual se deterainó la 

aminoácidos aroaáticos. 

Determinación de aainoácidos aroaáticos. 

cantidad de 

1.- Se preparó una curva patrón que va de 0.02 a 0.2 al de 

solución estandar de tirosina 1 llM (181 µg/ml) en HCl 0.2 M 

llevando el voluaen a l al con HCl 0.2 H. 

2.- Se adicionaron 2 al de NaOH 0.5 H. 

3.- Se adicionaron 0.6 al del reactivo de Folin-Ciocalteau al 33 S 

v/v, preparado al momento de usar. 

4.- Se agitó y pasados 5 ain se aidió la absorbancia a 750 na. 
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Debido a la poca cantidad de la enzima en el l i quido u t erino, 

y para hacerlo 

variaciones del 

fueron: 

más espec i fico tuvimos 

método que aumentaran 

a) Tiempo de incubaci ó n. 

que probar diversas 

su sensibilidad, estas 

Según Turk y col. (1984) la degradaci ó n de hemoglobina en 

ensayos bioqui micos no guarda linearidad con respecto a la 

cantidad de catepsina D adicionada, sino con respecto al tiempo, 

asi que se incubó el sustrato con el liquido luminal uterino por 

30 •in . 

b) Alícuota de la muestra enzimática. 

Se vari ó también el volumen de liquido uterino utilizado , 

determinando la actividad enzimática con 0.3 y 0.4 ml en lugar de 

0.2 •l. 

e) Concentraci ó n de hemoglobina. 

Utilizando la concentración de hemoglobina que cita el método 

de Turk y col. tuvimos problemas con la disoluci ó n de la 

hemoglobina. Como la heaoglobina no disuelta puede iapedir la 

interacción fisica entre la enzima y la hemoglobina disuelta, se 

optó por disminuir la concentración de hemoglobina en un 60 ~. es 

decir, a 40 g/l. Se decidi ó hecerlo asi porque estimamoo a simple 

vista que aproximadamente el 60 ~ de la hemoglobina permaneci a sin 

disolverse cuando utilizamos hemoglobina 100 g/l. 

d} La forma de preparar el sustrato. 

1) Hemoglobina disuelta en agua. 

Se intentó disolver 2 g de hemoglobina en agua . se agregó 10 

ml del amortiguador de acetatos al doble de concentraci ó n v se 

a j ustó el pH a 3.5. t eniendo al final Hb 100 g /l. 

2) He moglobina d i suel ta en agua v desnaturalizada con urea . 
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Es el procedimiento por el cual se generaron nuestros datos: 

se describ ió en la secció n de Material y Metodologia. 

e) Adició n de pepstatina al blanco. 

En este caso se adicionó 0.1 al de pepstatina al 

método de Turk y col. modificado coao se describi ó en 

de Material y Metodologí a. 
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APENDICE B 

Reactivos. 

a) Solució n A:NaOH 0.4 S; NaC03 2 S ; tartrato de sodio potasio 

0.02 s. 
Se pesaron 0.4 g de NaOH, 2 g de NaC03 y 0.02 g de tartrato de 

sodio potasio . Se disolvieron por separado y se adicionaron 

lenta•ente en un •atraz volu•é trico, en el cual se aforó a 100 •l. 

b) Soluci ó n B: euso4 0 . 5 S . 

Se disolvi ó 0 . 05 g de Cuso4 en agua y se aforó a lo •l . 

c) Solució n C: solució n A • á s solució n B. 

A 50 •l de la solución A se le adicionó 1 •l de la soluci ó n B al 

•o•ento de usar . 

d) BSA 0 . 1 µg/µl. 

Se disolvió lo •g de BSA (abreviaci ó n en inglés de albú•ina sérica 

de bovino) en agua y se aforó a 100 •l. 

Nota . Recorde•os que cuando no se especifica el solvente en el cual 

se disuelve cierta sustancia. o con el cual se afora , se 

sobreentiende que dicho solvente es 

bide stilada. 

Trata•iento de la •uestra. 

agua, 

Como se describio en Material y Metodologí a 

Deter•inaci ón de proteí nas. 

de preferencia 

a) Se preparó una curva patró n que va de 0.04 a 0.2 ml de soluci ón 

estandar de BSA 0.1 µ g/µ l en agua , llevando el volumen a 0 .2 •l 

con a gua v se agitó . 
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b) Se agregó 1 al de la soluci ón C y se agitó . 

c) Se agregaron 0.2 al de reactivo de Folin-Ciocalteau al 50 S en 

agua 

d) Se agitó y se dejó reposar durante 45 ain . 

e) Se aidi6 la absorbancia a 550 na. 
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