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RESUMEN

La prefiez suele dividirse en dos fases, una de
preimplantacion y otra de posfilplantacion. La implantacion es el
evento crucial en el proceso reproductivo de los mamiferos y es la
transicién entre las dos fases de la prefiez. La implantacién se
refiere a la adhesidén y fijacién del embrién al endometrio y dicho
proceso estid regulado hormonalmente.

El ambiente intraluminal uterino es importante porque
presenta las condiciones apropiadas que permiten que el embrién
sobreviva y se implante. La implantacién requiere de un
intercambio de informacién entre el embrién y el endometrio y
hasta la fecha no se conoce la naturaleza de la supuesta sefial
embrionaria.

Se han encontrado enzimas lisosomales en el liquido uterino
de diversas especies, pero a la mayoria no se les ha atribuido una
funcién easpecifica en ¢1. La catepsina D, una enzima lisosomal, se
ha encontrado en el lumen uterino del cerdo, mientras que en la
rata se ha localizado en el epitelio luminal uterino.

En el presente trabajo se determind 1la actividad de ia
catepsina D en el liquido uterino durante el periodo
peri-implantacional de la rata (dias 3 a 7 de prefiez), mediante el
empleo del método de Turk y col. modificado (1984). La catepsina D
se encuentra en el liquido uterino los dias 4 y 5 de prefiez y no
fue posible detectarla los dias 3, 6 y 7 . Creemos que la
catepsina D es secretada por el epitelio luminal mediante la
accién de la hormona progesterona y posiblemente juegue un papel
importante en el proceso de implantacién, el cual podria ser el
proporcionar nutrientes al embrién mediante la degradacién de
otras proteinas o por servir como sustrato para otras proteasas,
ademis podria favorecer la ruptura de la zona peldcida. Por otra
parte, la actividad de la enzima en el liquido uterino podria ser
un reflejo de la cantidad de enzima presente en el epitelio
uterino y esta desempefiar su funcién en el mismo, y quizias estar
vinculada con la muerte localizada del epitelio luminal
(apoptosis), o bien, participar en la transduccién de 1la sefial

embrionaria para provocar una respuesta en el estroma.



INTRODUCCION

Durante la prefiez en los mamiferos pueden distinguirse dos
fases: una fase de progestacién, en la cual el &vulo es
fecundado, inicia su desarrollo, permanece libre en el liquido
oviductal y uterino; y otra, de gestacién, en que el embrién se
fija al endometrio y de esta manera continua su desarrollo. Dichas
fases suelen ser llamadas también periodos preimplantacional vy
postimplantacional, respectivamente (Dickman, 1969). La
implantacién del embrién es considerada como la fase de transicién
entre los dos principales periodos de la prefiez (Dickman, 1969),y
actualmente se considera que la implantacién es el evento crucial
en el proceso reproductivo de los mani feros (Flamigni y
col.,1991).

La implantacién puede definirse como el proceso mediante el
cual el embrién adquiere una posicién fija y establece contacto
fisico con los tejidos maternos, normalmente con el endometrio
(McLaren, 1975; Parr y Parr, 1990). Existen diferencias notables
en la preparacién 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 implantacién se lleve a cabo, se
requiere de una interaccién coordinada entre el embrién y el dtero
(Kennedy, 1983; Weitlauf, 1988). El embrién debe haber alcanzado
el estado de blastocisto y en el udtero deben de haber ocurrido
cambios dependientes de hormonas que lleven al desarrollo de un
endometrio receptivo al embrién (Psychoyos, 1973, 1986; Weitlauf,
1977).

Fertilizacién, inicio del desarrollo y transporte a través del

oviducto.

La fertilizacién del ovocito en 1la rata, como en muchos
mam{ feros, se lleva a cabo en el 4ampula del oviducto (MclLaren,
1975). Una vez fecundado el ovocito, su metabolismo se reactiva,
se reinicia la meiosis, se funden los pronucleos masculino ¥y

femenino,originando el cigoto y se inicia el desarrollo, mientras



tanto es transportado por las acciones ciliar y contractil del
oviducto hacia el dutero (Shelesnyak, 1960; Psychoyos 1973;
McLaren, 1975).

En la rata, los embriones normalmente llegan a 1los cuernos
uterinos en la tarde del dia 4 de prefiez (alrededor de 90 horas
después de 1la ovulaci¢én), en el estado de 9 a 16 células
(Psychoyos, 1967). Presumiblemente entran en grupo y son
rapidamente distribuidose a 1lo largo de 1los cuernos uterinos
(McLaren, 1975)

Los blastocistos retienen la zona peltGcida hasta las 14 horas
del dia 5. Cuando se lavan los cuernos uterinos en 1la tarde de
este dia, se les recupera libres de zona peliucida y muestran una
marcada disminucién en su volumen (Dickman y Noves 1961). El1
porcentaje de blastocistos libres de zona peldcida incrementa de
4% a las 2 p.m. a 77 % a las 6 p.m. (Noyes,Dickman,Doyle y Gates,
1963; Dickman, 1969)

Preparacién del endometrio previo a la implantacién.

Mientras el embrién es transportado por el oviducto, en el
endometrio ocurren cambios morfofisioldégicos que conducen a un
estado receptivo, en el que es sensible a estimulos embrionarios,
el epitelio se vuelve adhesivo en su porcidén apical y el estroma
puede responder a estos estimulos con la formacién de células
deciduales. En la rata, varios estudios han demostrado que 1la
preparacién del endometrio, implica entre otros cambios, 1la
supresién de las mitosis epiteliales y la induccién de la divisién
de las células del estroma de grado y distribucién limitada
(Tachi, Tachi y Lindner, 1972; Marcus, 1974; Tachi y Tachi, 1974).
Las células del endometrio que experimentan mitosis en los
primeros dos dias de prefiez se localizan tanto en el epitelio
luminal como en el glandular; en el tercer dia ocurre un cambio Yy
las células en mitosis predominan en el estroma, mientras que en
el epitelio alcanza un nivel muy bajo. En el quinto dia, si la
implantacién se lleva a cabo, las células estromales continuaran
dividiendose; de no ser asi, el numero de células en mitosis

disminuirid en las siguientes horas (Tachi y Tachi, 1974). Estos



datos pueden correlacionarse con los niveles hormonales propios de
la prefiez. En la tarde del segundo dia de prefiez, el ovario
comienza a secretar progesterona (Psychoyos, 1973a,b) y al parecer
esta hormona ocasiona un aumento en el nuUmero de receptores a
estrégenos en las células del estroma v una disminucién de los
mismos en el epitelio (Martel y Psychoyos, 1978; 1982).

Por otra parte, en ratas ovariectomizadas en 1la tarde del
cuarto dia de prefiez, la sola administracién de progesterona
induciri a los blastocistos a implantarse, mientras que si la
ovariectomia se practica por la mafiana del mismo dia, también se
requerira de una pequefia désis de estrégenos (citado por
Psychoyos, 1967). Shelesnyak (1960) propuso que en la rata ocurre
una oleada estrogénica en la tarde del cuarto dia de prefiez, justo
cuando el nivel de estrégenos se incrementa en dichos animales, en

caso de no haber quedado prefiados.

Implantacién del blastocisto.

En la rata la implantacién se inicia el dia 5 de prefiez
(Psychoyos, 1966, 1986), cuando se considera como dia 1 el dia en
que se encuentran espermatozoides en el lavado vaginal. Durante
este proceso, el blastocisto permanece pequefio, 8e adhiere al
epitelio uterino en la regién antimesometrial, ocurriendo primero
la interdigitacién de microvellocidades entre el trofoblasto y las
células epiteliales luminales, posteriormente, el trofoblasto
emite prolongaciones y fagocita células del epitelio
(Psychoyos,1973a,b; Finn, 1977). Mientras esto ocurre, las células
estromales adyacentes cercanas al blastocisto experimentan el
proceso de decidualizacidén. Finalmente, el blastocisto se alojara
en el estroma decidualizado, el cual junto con el trofoblasto daria
origen a la placenta.

Se sabe también que el periodo de receptividad wuterina al
embrién es menor de 24 horas, ya que temprano en el dia 6 el
endometrio se vuelve indiferente y el ambiente uterino resulta
hostil a los blastocistos no implantados (Lejeune,1986; Psychoyos,
1986) .



La primera manifestacién macroscépica de que el proceso de
implantacién ha comenzado, es8 el incremento en permeabilidad
vascular endometrial en Areas adyacentes al blastocisto
(Psychoyos, 1973), y se da antes de que exista contacto fisico
entre el embrién y el endometrio (Kennedy, 1983), seguida de
cambios en las células estromales que llevan a la formacién del
nido o decidua (Psychoyos, 1973; Weitlauf, 1977). Este cambio en
permeabilidad permite identificar las regiones uterinas en que Ila
implantacién ocurre (sitios de implantacién) de las regiones
adyacentes (sitios de interimplantacién) y estudiar 1los cambios
propios de ellas.

Ahora se sabe que el embrién participa activamente en los
eventos tempranos asociados con el establecimiento de la prefiez,
pero los mecanismos involucrados por el embridén y por la madre no
han sido del todo identificados (Garret, et al., 1988). Se han

publicado numerosos trabajos en los que se plantea 1la liberacién

de una sefial embrionaria; por ejemplo, histamina: (Shelesnyak,
L]

1952, 1958), estrégenos: (Dickman et al.,1976; Dickman, 1979),

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

embargo, el que una de estas sustancias favorezca la implantacién,
no excluye a las demias de tener un papel igualmente importante en
dicho proceso (Kennedy, 1983; Weitlauf,1988). O bien puede ser que
la supuesta sefial sea otra sustancia aun desconocida.

Se cree que lo que ocurre entre el blastocisto y el utero en
el momento que se inicia la implantacién, es un intercambio de
imformacién entre ellos, con poca o ninguna influencia de
macromoléculas u otras sustancias provenientes del suero sanguilneo
(McRae, 1984), ya que el epitelio uterino constituye una verdadera
barrera hemato-lumen uterino (McRae y Kennedy 1979; McRae, 1984),
debida esta a uniones celulares estrechas entre las células
epiteliales (Fin y porter, 1975; McRae, 1988).

Por otra parte, posiblemente el epitelio 1luminal uterino
funcione como un transductor de la sefial embrionaria (Lejeune vy

col., 1981; Moulton y Koenig, 1986), pues si se desprende dicho
epitelio in vivo y se estimula el estroma, tal estimulacién no

provocaria la reaccién decidual que se obtendria si el epitelio

S



estuviera presente (Lejeune y col., 1981).

La transmisién del mensaje por el epitelio luminal al estroma
parece requerir la accién de estrégenos (Moulton y Koenig, 1986).
En ratas pseudoprefiadas, con ovariectomia bilateral, tratadas sdélo
con progesterona, el inicio de la reaccién decidual requiere de un
estimulo traumatizante, tal como rasgar o triturar el epitelio
luminal (Yochim y De Feo, 1963). Si el tratamiento con
progesterona es seguido por estrégenos, entonces, estimulos no
traumatizantes, como por ejemplo, 1la inyeccién intraluminal de

aceite, iniciaran la reaccién decidual.

El liguido uterino.

Bajo condiciones normales, el liquido luminal uterino esta
presente en cantidades significativas solo durante las fases de
proestro y estro del ciclo estral en la rata (Hisaw, 1958), el
resto del ciclo el volumen del liquido en el lumen uterino es muy
pequefio (0'Shea, 1972).

Las secreciones uterinas cumplen varias funciones.
Permiten el ascenso de los espermatozoides al sitio de
fertilizacién dentro del oviducto; proporcionan una nutricién
adecuada al embrién durante su desarrollo, desde su 1llegada al
lumen uterino hasta que se ha llevado a cabo 1la implantacién,
mantienen un ambiente apropiado para conservar la integridad fisica
Yy bioquimica de las estructuras del blastocisto; y
satisfacen
requerimientos inmunolégicos especificos, los que son de mayor
importancia durante la fase de preimplantacién (Beier et al.,
1991)

El liquido luminal uterino ha 1llamado 1la atencién en el
estudio de la implantacisn, en parte debido a que cualquiera que
sea la naturaleza de la supuesta sefial embrionaria, esta debe
pasar del embrisn al endometrio por un medio 1liquido (Weitlauf,
1988).La especie mis estudiada al respecto, y de la que mejor se
conoce la composicidén de este liquido es el cerdo
(Heap, 1980; Simmen et al., 1986), en esta especie se han
caracterizado varias macromoléculas de naturaleza proteica

(Roberts y Bazer, 1988), v ha sido muy estudiada debido a que en



ella la implantacién es superficial y tardia, y las secreciones
uterinas desempefian una importante funcién nutritiva en gran parte

de la prefiez.

Enzimas lisosomales durante el periodo peri-implantacional.

Las enzimas lisosomales han sido estudiadas en el endometrio
y en el Utero completo durante el periodo peri-implantacional y su
actividad se ha relacionado principalmente con la evidencia de que
el epitelio 1luminal uterino sufre autdélisis antes de ser
fagocitado por el trofoblasto embrionario (ver Hinchliffe vy
El-Shershaby, 1975). Sin embargo, una vez demostrado que las
células epiteliales uterinas que rodean al blastocisto durante 1la
implantacién mueren por apoptosis o muerte celular programada y no
por necrosis, es decir, sin rompimiento de organelos celulares
tales como mitocondrias y lisosomas (Parr y Parr, 1986), quedaron
datos importantes y siguen generandose otros nuevos acerca de las
enzimas lisosomales en el datero, durante el periodo
peri-implantacional.

Trabajando con uteros de ratas pseudoprefiadas, Wood (1969)
encontré que la actividad de catepsina D incrementa a un maximo en
el dia 5, para caer al dia 7 cae hasta una concentracié¢n inferior
que la observada en el dia 4. Moulton (1974) determind la
actividad de [3-glucuronidasa y catepsina D en sitios de
implantacién y en s8itios de no implantacién (sitios de
interimplantacién) en uteros de ratas encontrando una disminucién
muy notable en la actividad de catepsina D en los sitios de
implantacién en los dias 6 a 8 con respecto a los sitios de
interimplantacién, no encontrando cambios en 1la actividad de
?-glucuronidasa. En otro experimento (Moulton et al., 1978), se
reports un incremento en la actividad de aril sulfatasa A vy
fosfatasa Acida y ningin cambio en la actividad de catepsina B
(todas ellas enzimas lisosomales) en sitios de implantacisn con
respecto a sitios de interimplantacién. En un trabajo posterior
(Moulton e Ingle,1981), se demostré inmunohistoquimicamente que en
ratas prefiadas la catepsina D se encuentra en las células
epiteliales glandulares y luminales del endometrio, siendo el



epitelio luminal donde se encuentra en mayor cantidad.

Ademis, Elangovan y Moulton (1980) encontraron que en ratas
con ovariectomia bilateral, 1la sintesis de catepsina D se
incrementa en relacién directa a la administracién de estrdégenos y
progesterona, siendo mis efectiva la progesterona. Antes de estos
estudios, Leonard y Knobil (1950) habian demostrado que en uteros
de ratas, la actividad enzimitica de [-glucuronidasa decrecié¢
significativamente entre los dias 8 a 12 de realizada la
ovariectomia bilateral, v que en ratas ovariectomizadas por 20
dias, una dosis unica de estradiol incrementé significativamente
la actividad de esta enzima a las 72 horas de su aplicacién. Estos
resultados parecen indicar que las hormonas esteroides jugan un
papel fisioldégico en el mantenimiento de la funcién lisosomal en
el utero.

Por otra parte, se sabe que en el periodo peri-implantacidnal
hay liberacién de proteinas por el endometrio (Surani,1975,1976:
Gore-Langton y Surani, 1976; Nieder y Macon, 1987; Weitlauf y Suda
Hartman, 1988), as{ como también por el blastocisto (Surani, 1980;
Nieder et al., 1987; Nieder,1990).

Es posible,entonces, que en la rata, la catepsina D se libere
al lumen uterino en el periodo peri-implantacional, las evidencias
indirectas con que se cuenta son:

a) La disminucién de la ctividad en 1los sitios de implantacién
(Moulton, 1974).

b) En segmentos uterinos de rata cultivados en presencia de
dietilestilbestrol o estradiol 17-3 se libera una enzima
lisosomal, la catepsina B, al medio de incubacién (Pietras vy
Szego, 1975).

c) Weiguo y col. (1991) han demostrado la presencia de catepsina B
en el liguido uterino en el dia en que la implantacidén embrionaria
ocurre,en la gata.

d) La inyeccién de progesterona a hembras ovariectomizadas
incrementa la actividad de 10 enzimas lisosomales en el liquido
uterino, entre ellas la catepsina D (Hansen et al., 1985), en el

cerdo.



Estas evidencias indican que las enzimas lisosomales pueden
ser liberadas al lumen uterino, que su liberacidn puede, al menos
en parte, estar gobernada por hormonas esteroides y su
concentracién en el liquido wuterino puede variar durante el

periodo peri-implantacional.



OBJETIVO
Determinar la actividad de catepsina D del liguido uterino en

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

10



MATERIALES Y METODOLOGIA
Reactivos.

Los reactivos hemoglobina, pepstatina,PMSF y el reactivo de
Folin-Ciocalteau fueron de Sigma Chemical Co.(St. Louis MO.).Los
demis fueron de la mejor calidad dispobible, generalmente Merk o
Baker.

Se utilizaron ratas Wistar, hembras, virgenes, de 175 a 225
gramos de peso. Estas se colocaron durante una semana a
fotoperiodo de 14 horas luz (7:00 a.m. a 9:00 p.m.) por 10 horas
de oscuridad, con fines de adaptaci®n, antes de wutilizarse.Este
fotoperiodo se mantuvo durante todo el experimento. Transcurrida
la semana se les permiti% aparearse, lo cual se hizo por el método
de trio (2 hembras/macho/jaula). Se les tomaron lavados vaginales
diariamente entre 9 y 10 de la mafana, con aproximadamente 0.4 ml
de NaCl 0.15 M. La muestra se colocé en un porta objetos y se
observé al microscopio éptico (Carl Zeiss) a 10X y 40X. Las
hembras que resultaron prefiadas (considerando dia 1 de prefiez
aquel en el que el lavado vaginal presento espermatozoides)
fueron separadas de los machos.

Con las ratas prefiadas se formaron, al azar, cinco grupos (I,
11, III, IV y V) de 36 animales cada uno. Las ratas del grupo I
fueron sacrificadas el tercer dia de prefiez, las del grupo II el
cuarto dia, y asi consecutivamente hasta que las del grupo V

fueron sacrificadas en el séptimo dia.

Coleccién del ligquido uterino.

Cada uno de los animales fue sacrificado por dislocacidn
cervical (entre las 11 y las 14 horas) y se perfundié durante 3 a
S minutos con NaCl 0.15 M (aproximadamente 50 ml) por la aorta, a
nivel de la cavidad toricica (por sobre el misculo
diafragmitico),para minimizar la contaminacién de las muestras
uterinas con sangre. Se abrié la cavidad abdominal, se localizd el
tutero y cada cuerno uterino se limpid de tejido conectivo

adyacente. Se tom> 0.1 ml de solucidn salina amortiguada con

11



fosfatos (PBS), pH 7.2, conteniendo g-metilsulfonilfluoruro (PMSF)
a 0.1 mM., a 0°C con una jeringa de 1 ml, de la cual se introdujo
cuidadosamente la aguja en la luz del extremo oviductal del cuerno
uterino, se corts transversalmente el extremo opuesto
(cervico-vaginal) con tijeras muy filosas (para evitar dafio 11
tisular y posible contaminacién de la muestra), cuidando no perder
liquido uterino. Luego se oprimi¢ suavemente el ¢émbolo de 1la
jeringa, y el contenido intraluminal se recogié en tubos Eppendorf
a 0°C. Las muestras obtenidas de 6 ratas se mezclaron, se
centrifugaron a 12000 rpm durante 5 min en una centrifuga
Eppendorf (BRINKMAN 5412), y el sobrenadante se congeldé a -20 C
para ser empleado antes de 48 horas.

Determinacicn de la actividad de catepsina D.

La determinacién de la actividad de 1la catepsina D en el
liquido luminal uterino de ratas prefiadas se implement< con ratas
en el quinto dia de prefiez, pues es cuando se ha encontrado
presente en el epitelio luminal uterino por métodos
inmunohistoquimicos (Elangovan y Moulton, 1980; Moulton e Ingle,
1981).

Inicialmente se aplicé el método de Turk y col. (1984) al
liquido uterino, y al no ser posible su deteccién, se tuvo que
modificar. A continuaci‘n se describe el mftodo de Turk vy
col.(1984) modificado, que nos permitié determinar 1la actividad
de catepsina D en el liquido luminal uterino. Las modificaciones
introducidas mas importantes son la disolucidn de hemoglobina
(Hb) en agua y su desnaturalizaci®én con urea, a diferencia del
método de Turk y col. donde utilizan amortiguador de acetatos como
disolvente; la adici“n de pepstatina al blanco; un mayor tiempo de
incubacién, y aumento del volumen de la muestra enzimatica

(ligquido uterino).

Preparacién del sustrato.
l1.- Se pesaron 0.44 g de Hb vy se molieron en un mortero con
aproximadamente 1.6 ml de agua. Se transfiri> 1la hemoglobina

solubilizada a un matraz de 50 ml con una pipeta Pasteur. Se
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repiti® el proceso 6 o 7 veces hasta que esta se solubilizs por
completo.

2.- Se llevé el volumen a 14.4 ml con agua y se agitd con

unagitador magnético a temperatura ambiente por 30 min.

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

de adicionarla) y se mezclé con ayuda de un agitador magnético.

4.- Se adicionaron 1.6 ml de NaOH 1 M y se mezcld bien.

5.- Se adicionaron 2 ml de agua y se continud agitando.

6.- Se dejdé la mezcla en agitacién a temperatura ambiente por 45

min.

7.- Se agregaron 0.8 g de urea libre de grumos y se mezcld bien

con el agitador magnético.

8.- Se reguld el pH de la mezcla a 3.8 con 4cido citrico 1 M vy
citrato de sodio 1 M (2.56 y 0.04 ml respectivamente).

Incubacién del sustrato con la enzima.
1.- En una gradilla, por cada determinacién, se colocaron dos
tubos de ensaye, uno de ellos sirvié como blanco y el otro fue el

experimental.

2.- Al experimental se virtic 0.1 ml de agua y al gque fue el
blanco se virtié¢ 0.1 ml de pepstatina 5 uM en agua.

3.- A ambos tubos se les agregaron 0.3 ml de liquido uterino. se
agitaron y se dejaron reposar durante 15 wmin a temperatura

ambiente.
4.- A ambos tubos se les agregd 1 ml de sustrato, se agitaron
vigorosamente v se incubaron en un bafio maria con agitacién

constante. a 37°C durante una hora exactamente.
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5.- Después de la incubacién, a ambos tubos se les agregs 2 ml de
Acido tricloroacético 0.3 M, se agitaron y se dejaron reposar a

temperatura ambiente por 30 min exactamente.

6.- Se centrifugaron por 10 min a 5000 rpm, se desechd el
sedimento y se volvié a centrifugar el sobrenadante.

7.- Del sobrenadante resultante se tom& 1 ml y se virtiéd en otro
tubo de ensaye, en el cual se determin®d la cantidad de
aminoAcidos.

Determinacién de aminoacidos.
l.- Se preparé una curva patrén que va de 0.02 a 0.2 ml de
solucién estandar de tirosina 1 mM (181.2 ug/ ml) en HC1 0.2 M

llevando el volumen a 1 ml con HC1l 0.2 M.

2.- Se adicionaron 2 ml de NaOH 0.5 M.

3.~ Se agregaron 0.6 ml del reactivo de Folin-Ciocalteau al 33 2%

v/v en agua, preparado al momento de usar.

4.- Se agitéd y pasados 5 min se mididé la absorbancia a 750 nm.

La actividad de la enzima se reporta como unidades
internacionales .Una unidad internacional se define como 1la
cantidad de enzima que hidroliza hemoglobina a tal velocidad
inicial bajo condiciones del ensayo que la cantidad de productos
de la hidre¢lisis solubles en Acido tricloroacético formados por
minuto dan la misma absorbancia con el reactivo de

Folin-Ciocalteau que la causada por 1 umol de tirosina.

El método de Turk, se describe en el ap#ndice A.
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Determinacidén de proteinas.

Para la determinacién de proteinas en el liquido uterino se
utilizd el método de Lowry y col.(1951), como se describe en el
apéndice B. El tratamiento previo de la muestra (liquido uterino)

se describe a continuacién.

Tratamiento de la muestra.

a) En un tubo de ensaye se adicionaron 0.02 ml de liquido uterino.
b) Se adicion® 1.8 ml. de agua.

c) Se adiciond 1 ml de TCA al 15 %.

d) Se dejo reposar durante 15 minutos.

e) Se vertio en dos tubos Eppendorf que se centrifugaron
durante 15 minutos.

f) Se decants.

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

h) Se agité por 30 minutos.

i) Se tratd como a la curva patrén.

Anilisis estadistico
Los resultados se evaluaron por el método de analisis de

varianza para un disefio experimental con un factor (se emplearon

los programas Quattro y Statgraphics)
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RESULTADOS

La determinacién de 1la actividad de 1la enzima lisosomal
catepsina D en el liquido luminal uterino de ratas en el quinto
dia de prefiez se intentd llevar a cabo por el m£todo de Turk vy
col. (1984). Al resultar inefectivo, se optd por modificarlo. los
resultados de las modificaciones se muestran en la tabla 1.

Como se puede observar, no fue posible la detecci®n de la
actividad de catepsina D en el liquido uterino de ratas en el
quinto dia de prefiez utilizando el m<todo de Turk v col.
(1984) .Algunas variaciones hechas al método resultaron también
infructuosas, pero cuando se disolvié la hemoglobina en agua vy se
desnaturalizé con urea, su deteccién fue posible. Esto se debis a
una mejor disolucién de la hemoglobina.

Al utilizar un blanco con el mejor inhibidor de catepsina D
que se conoce, pepstatina, su actividad aun fue detectable. Por lo
tanto, decidimos emplearlo en cada una de las determinaciones. En
la mayoria de los trabajos en que se mide 1la actividad de esta
enzima (Wood, 1969; Moulton,1974) no lo usan, sin embarso., el no
emplearlo puede conducir a una sobreestimacidén de la misma.

La actividad de la enzima en el periodo peri-implantacional
se presenta en las tablas 2 y 3. S4lo se encontréd actividad los

tas 4 y 5. En los dias 3, 6 y 7 su actividad fue practicamente
indetectable por la metodologia empleada. Al reportar la actividad
de catepsina D por ml de 1liquide uterino, no encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los dias 4 v 5.
Sin embargo, cuando se reporta la actividad especifica (U.I. D/mg
de proteinas) esta es significativamente mavor en el dia 4
respecto al dia 5 (P = 0.01). Aqui debemos aclarar que el hecho de
gue la actividad de una enzima no sea detectable en una muestra en
particular, no quiere decir necesariamente que la enzima no esta
presente, lo cual es posible, sin embargo tambisn puede ser que la
t=cnica empleada no sea lo suficientemente sensible para detectar
la actividad si la enzima se encuentra en muy pequefia cantidad.

La concentracién de proteinas en el liquidc uterino. en los

dias estudiados, tendit a incrementar con el avance de 1la prefiez
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(tabla 4). No encontramos diferencias estadisticamente
significativas (P = 0.01) entre los dias 3 y 4. Lo mismo ocurrio

entre los dias 6 y 7. Sin embargo, si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar 1la concentracion de
proteinas del dia 5 con la concentracidén encontrada los dias 3 vy 4
y de los dias 6 y 7 respecto a los otros dias estudiados (P =
0.01). Ademas, al realizar un analisis de regresién entre el
tiempo de prefiez y la concentracién de proteinas, encontramos un
coeficiente de correlacién lineal de 0.94.

17



TABLA 1
MODIFICACIONES AL METODO DE TURK PARA LA DETERMINACION
DE CATEPSINA D EN EL LIQUIDO UTERINO.

VUARIACIONES DEL METODO

ACTIVIDAD DE CATEPSINA D

METODO ORIGINAL

NO DETECTABLE

AUMENTO DEL TIEMPO DE
INCUBACION A 6@ min.

NO DETECTABLE

AUMENTO DE LA ALICUOTA
DE LA MUESTRA PROBLEMA
(8.3 ¥ 0.4 ml)

NO DETECTABLE

DISMINUCION DE LA
CONCENTRACION DE LA HDb
< 486 g - 1 >

NO DETECTABLE

DISOLUCION DE LA Hb EN
AGUA ¥ SU
DESNATURALIZACION CON UREA®

DETECTABLE

ADICION DE PEPSTATINA
AL BLANCO #»

DETERMINACION MAS
ESPECIFICA

Para la obtencibn de estos datos se emplet liquido
uterino obtenido de ratas en el 5S5o. dia de prenez.
# En estos casos se aumentaron tambien, la alicuota
de la muestra (B.3ml1)> y el tiempo de incubacién

6@ min.)




TABLA 2
ACTIVIDAD DE CATEPSINA D EN EL LIQUIDO UTERINO DE RATAS
DURANTE EL PERIODO PERI-IMPLANTACIONAL.

DIAS DE PRENEZ ACTIVIDAD DE CATEPSINA D
<18’ ur s wm1>
3 NO DETECTABLE
a 4.46 . @.36
s 4.85 . 0.66
[ NO DETECTABLE
B NO DETECTABLE

Se representan los valores de la media y
la desviacifn estandar (X! DE> de 6 determi-—
naciones. La actividad de la enzima en los
los dias 3, 6 y 7 estuvo por abajo de la sen—
sibilidad del metodo.



ACTIVIDAD DE CATEPSINA D EN EL LIQUIDO UTERINO DE RATAS

TABLA 3

DURANTE EL PERIODO PERI-IMPLANTACIONALX,

DIAS DE PRENEZ ACTIVIDAD DE CATEPSINA D
¢18” UI / ug DE PROTEINAS)>

a NO DETECTABLE

s 6.39 1.0

s 6.86 @.78

6 NO DETECTABLE

7 NO DETECTABLE

# X:DE de 6 determinaciones.




TABLA 4
CONCENTRACION DE PROTEINAS EN EL LIQUIDO UTERINO DE RATAS
DURANTE EL PERIODO PERI-IMPLANTACIONALx,

DIAS DE PRENEZ PROTEINAS
€ ug /7 Ml
3 4a.48 + 2.@5 "
&
a 33.59 ¢ 6.15
5 68.8 + a.@7 ©
o
3 #8.53 + a4.82
]
? 89.93 + 7.80

- ign E de 6 determinaciones.
Las letras distintas indican diferencias
significativas entre sus medias < PSB.BL).



DISCUSION

La enzima lisosomal catepsina D se encuentra en el epitelio
luminal y el glandular del dtero en el quinto dia de prefiez en 1la
rata (Elangovan y Moulton, 1980). En el presente trabajo se
determin¢la actividad de catepsina D en el liquido luminal uterino
en el periodo peri-implantacional de 1la rata, lo cual fue
imposible aplicando el método de Turk y col. (1984), aun
utilizando hemoglobina para sustrato. Sin embargo, cuandoc se
mejord la solubilidad de esta por desnaturalizacién con urea, su
deteccién en el liquido uterino fue posible.

El blanco de pepstatina nos asegura una mayor especificidad
del método, sin embargo, no puede discriminar 1la actividad de
catepsina D de la actividad de catepsina E. Aunque no se ha
reportado la presencia de catepsina E en el endometrio en el
periodo peri-implantacional en 1la rata, no se descarta la
posibilidad de que la actividad encontrada sea la suma de las
actividades de ambas enzimas lisosomales. Sin embargo, la
catepsina E quizas podria influir muy poco en las mediciones, pues
su pH 4ptimo es 2.5 (Greenbaum, 1960), el volumen del 1liquido
recuperado es muy pequefio 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 D cuando se hace
referencia a la actividad detectada en el liquido luminal uterino
por medio del método de Turk y col. modificado. Ademas, para
discriminar entre la actividad de ambas enzimas se requiere su
purificacién. A este punto del trabajo no consideramos conveniente
dedicarnos a ello por las siguientes razones:

a) El1 liquido uterino presenta muy poca actividad de la enzima.

b) En la mayoria de los trabajos se emplea metodologia que no las
discrimina, v aun asi{ reportan sus datos como actividad de

catepsina D.

c) La catepsina E puede convertirse en la catepsina D, la cual es
mis pequefia (Greenbaum, 1960) y posiblemente se trate de la misma
enzima.
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Al aplicar el método de Turk y col. modificado solo se
encontré actividad de catepsina D los dias 4 vy 5 de prefiez, no
siendo posible siquiera su detecci®n en los dias 3, 6 y 7. Es poco
probable que la actividad reportada se deba a posibles artificios
como por ejemplo, presencia de eritrocitos o células epiteliales
en las muestras recogidas, puesto que el liquido uterino obtenido
se centrifugéd para descartar la presencia de células . Ademas, el
dia 6 de prefiez es el dia en el que el epitelio es mas 1labil, vya
que la muerte programada de este comienza el dia 6 de prefiez, vy
atn asi no encontramos actividad de la enzima. Asimismo, la
perfusidén por la aorta a nivel de 1los pulmones, en la caija
toracica, garantiza que se minimizdé la contaminacién con suero o
células sanguineas durante el desangrado, esto aparte de la
funcién misma de la perfusién, que es la de limpiar de sangre los
érganos a utilizar. Se podria pensar que la presién ejercida
durante la perfusién podria ocasionar extravasacié¢n de liquido que
contuviera la enzima o que la acarreara de los tejidos adyacentes
a los vasos sanguineos hacia el lumen uterino. pero puede
descartarse dicho planteamiento si consideramos que la catepsina D
aun esgti presente en el epitelio luminal uterino en el dia 6, dia
en el que la permeabilidad es mayor, y aun asi{ la actividad de
catepsina D es indetectable en el liquido luminal.

Posiblemente esta sea la proteina de 43000 daltones que
Surani (1977) encontré en el liquido luminal uterino el dia 5 de
prefiez en la rata, o la de peso molecular de 44000 daltones que en
un estudio similar Mullholland y Ville (1984) sefialan en el mismo
dia de gestacién, ya que segin Moulton e Ingle (1981) el peso
molecular de la catepsina D del endometrio de rata esta entre
42000 y 44000 daltones.

La catepsina D en el liquido luminal uterino puede provenir
va sea del blastocisto, o del endometrio. Se sabe que el
blastocisto se forma durante la noche del d:ia 4 (Psychoyos,
1973a,b) v que el blastocisto libera proteinas al medio (Nieder,
1990). Sin embargo, por 1la mafiana del dia 4 de prefiez los
embriones aun no llegan al utero y ya se encuentra la catepsina D

en el lumen, por lo que su origen serf{a mas bien uterino.
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El endometrio es capaz de liberar proteinas (Surani, 1976,
1977) tanto durante la prefiez, como durante la pseudoprefiez
(O’'Shea, 1972). Ademis, se ha encontrado que en el cerdo (Hansen y
col., 1985) y en el gato (Weiguo y col., 1991) hay liberacién de
enzimas lisosomales, entre ellas las catepsinas D y L al lumen
uterino durante la prefiez, y en rebanadas de utero de rata
cultivadas en presencia de dietilestilbestrol y/o estradiol 17-73,
se libera catepsina B al medio de incubacisn (Pietras vy Szego,
1975). De 1lo anterior podemos deducir que 1la actividad de
catepsina D aqul reportada podria deberse a que el endometrio
libera catepsina D al lumen en el dia 4 y muy probablemente
también en el dia S de prefiez. Posiblemente a ello se debe, en
parte, la caida en contenido de catepsina D en el epitelio al dia
6 de prefiez reportada por Moulton (1974).

Al comparar estadisticamente los datos de actividad de 1la
enzima no se encuentran diferencias significativas entre los dias
4 y 5 de prefiez, cuando esta se reporta como Ul de catepsina D/ml
de liquido uterino, pero si{ cuando se expresa como Ul de catepsina
D/mg de proteinas. La concentracién de proteinas en el liquido
uterino es considerablemente mayor en el dia 5 de gestacién con
respecto al dia 4, de manera que al obtener el cociente de
catepsina D/mg de proteinas, este es menor en el dia 5 de prefiez.
De esta manera se puede deducir fiacilmente que 1la caida de 1la
actividad especifica de catepsina D en el dia 5 de gestacién con
respecto al dia 4 no se debe a un menor contenido dela enzima,
sino a una mayor proporcién de otras proteinas en el liqguido
uterino (tablas 2y 3) Por 1lo tanto, si la catepsina D es
importante en el proceso de implantacién embrionaria, debe serlo
en la fase inicial.

El aumento en la cantidad de proteinas en el liquido uterino
en forma lineal con el avance de la prefiez puede deberse, quizas,
a gque en los dias en que el embrién se implanta existe una mavor
demanda de ellas en el lumen. Algunas podrian jugar un papel
importante como medio de interaccién entre el blastocisto y el
endometrio. o en la nutricién del embrién. El aumento en el dia 6
de prefiez. vy el que se conserve sin cambios en el dia 7, puede ser
el reflejo de wuna interacci®n mas intensa entre ambos
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participantes. De hecho, en el ratén, el blastocisto empieza a
secretar glicoproteinas a partir del dia 4 de prefiez, dicha
secrecién se incrementa notoriamente en cultivo, en un tiempo
equivalente a los dias 7 y 8 de gestaci®én (Baiza y Col., 1990).

La regulacién de la liberacié“n de catepsina D al lumen
uterino en la rata, probablemente es hormonal. En el cerdo, 1la
liberacién de catepsina D y otras enzimas lisosomales al lumen
uterino por el endometrio se ha vinculado con la accién de la
hormona progesterona. Asimismo, antes de que la catepsina L fuera
caracterizada en el liquido uterino de gatas prefiadas (Li ¥y col.,
1991; Thatcher y col., 1991), se habia demostrado ya gque esta
enzima es sintetizada v liberada al lumen uterino de esta especie
como respuesta a la accidn de la progesterona (Boomsma y Varhage.
1987; Verhage y col., 1989). En la rata, la sintesis de catepsina
D es estimulada egpeci{ficamente por progesterona e
inespec!ficamente por estradiol-1773 (Elangovan y Moulton, 1980).
Sin embargo, en la mafiana del dia 4. el endometrio se encuentra
bajo la influencia predominante de progesterona, asi{ que debido a
que la catepsina D se comienza a liberar cuando el metobolismo
uterino esta gobernado por progesterona, podemos suponer que Ssu
liberacién depende de &sta hormona.

Aungue no podemos atribuir con certeza una funcioén especifica
a la catepsina D, parece ser que su presencia en el lumen uterino
no es casual. El epitelio luminal uterino adyacente al blastocisto
permanece intacto durante los dias 4 y 5 de prefiez y su muerte
comienza el dta 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 muerte celular y nos hace considerar
la posibilidad de que sea secretada con la finalidad de jugar un
papel importante en el proceso de implantacién, aungque bien puede
ser que no tenga funcién alguna y su concentracién en el 1liquido
uterino sea s&lo un reflejo de su presencia en el epitelio. 5i
bien el mecanismo de secrecién de catepsina D o de cualguier otra
enzima lisosomal no se conoce, parece estar claro que cualquiera
que pudiera ser, debe estar regulado hormonalmente. Ademis. existe

la posibilidad de gue pudiera realizar una funci®n no enzimitica.
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Cuando Hiroshi Teravama v su equipo estudiaron el efecto de
la catepsina D sobre laa_célulaa hepaticas, encontraron que al
administrar los inhibidores de proteasas lisosomales (catepsinas)
pepstatina y leupeptina intraperitonealmente a ratas con
hepatectomia parcial., se inhibe o se retarda la sintesis de RNA vy
DNA, as{ como las mitosis en hepatocitos que se observan en los
controles (Miyamoto y col., 1973). En 1984, Morioka y Terayama
reportaron que una sola inyeccién intraperitoneal de catepsina D,
pero no de la misma inactivada por calor o albumina sérica de
bovino estimula la sintesis de DNA y 1la divisi4n celular en
hi gados de ratones intactos. Asimismo, Terayvama y col. (1985)
reportaron que la catepsina L es tan efectiva como la catepsina D
en estimular la sintesis de DNA y causar un incremento del numero
de células en mitosis en el higado de ratones. Se encontré también
que un factor sérico estimula la liberacién de catepsina D de los
eritrocitos o de fantasmas de eritrocitos (Takehara v Teravama,
1984), asf{ como de lisosomas aislados de hepatocitos (Mivamoto v
Terayama, 1975). Finalmente, Teravama y col. (1985) demostraron
que el factor sérico es secretado por la glandula paratiroides v
le dieron el nombre de calciferina, refiriéndose a ella como una
hormona. Estos trabajos marcan la posibilidad de wuna funcidén no
enzimitica de la catepsina D, va que al aplicarse
intraperitonealmente no se encuentra a un pH adecuado para ello, v
sin embargo, afecta la funcidén hepatica.

Cuando Wood (1969) encontré que la actividad de la catepsina
D se incrementa en el endometrio durante el periodo
peri-implantacioinal en la rata, v qQue cuando en el 1lumen ha
permanecido un hilo su actividad es menor, creys que la actividad
de catepsina D esti directamente asociada con 1la habilidad del
endometrio de experimentar la reaccisn decidual. Moulton (1974)
relaciond la presencia de catepsina D en el epitelio endometrial
con la muerte que sufren estas c#lulas cuando cerca de ellas se
encuentra el blastocisto en el 1inicio de 1la implantacién. Aun
cuando han transcurrido casi 25 afios desde el trabajo de Wood. 1la
catepsina D ha llamado muy poco la atenciin de los investigadores,
v a la fecha no sabemos si es importante o no en el proceso de

implantaci4n. Durante este lapso, no se ha comprobado la
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propuesta de Wood, pero consideramos que se ha descartado la de
Moulton (vease Parr y col., 1987). Sin embargo, el hecho de que 1la
catepsina D sea liberada al lumen uterino durante los dias 4 y 5
de prefiez en la rata, nos hace considerar varias posibilidades,
las cuales se pueden resumir en una funcién directa o indirecta de
la enzima sobre el blastocisto o el endometrio.

I) Accién de 1la catepsina D sobre el blastocisto.

Cuando Ichikawa y col. (1985) estudiaron el efcto de varios
inhibidores de proteasas, inyectados intraluminalmente en el utero
de ratas a las 14 horas del dia 5 de prefiez, encontraron gque la
quimioestatina y la -MAPI, que son inhibidores de serina proteasas
semejantes a la quimiotripsina y de tiol proteasas , as! como la
tiolestatina, un inhibidor de tiol proteasas, redujeron
significativamente el crecimiento embrionario; v que la
antipapaina y leupeptina, los cuales son inhibidores de proteasas
semejantes a la tripsina vy tiol proteasas, interrumpieron
significativamente la remocién de la =zona pelucida de los
blastocistos; mientras que la pepstatina, un inhibidor de algunas
proteasas Acidas, entre ellas la catepsina D no tuvo el mas minimo
efecto adverso en el crecimiento embrionario o en el
desprendimiento de la zona pelucida. Esto ultimo puede implicar
que la catepsina D no es indispensable para la ruptura de la =zona
paltcida ni en el crecimiento embrionario. Sin embargo, esta
enzima podria coadyuvar en el proceso de implantacién de varias

maneras:

a) Quizas proporcione nutrientes al blastocisto por
degradar otras proteinas presentes en el lumen uterino, siempre vy
cuando encuentre un microambiente adecuado, o ser sustrato de

otras proteasas.

b) Es posible que no sea indispensable para la ruptura de la 2zona
pelucida, pero podria facilitarla, el microambiente acido podria ser
proporcionado por la enzima anhidrasa carbdnica, al convertir
anhidrido carbénico y agua en &icido carb<nico. Esta Cltima enzima
se ha involucrado en la ruptura de la zona peltucida por facilitar
la formaci®n de un ambiente 4Acido. en el cual la zona peltcida se
disuelve.
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c) Podria alterar el metabolismo embrionario mediante 1la

modificacién de la superficie de las c£lulas del trofoblasto.

11) Accién de la catepsina D sobre el endometrio.

Si la acci¢n de 1la catepsina D es sobre el endometrio,
posiblemente sea mediante un mecanismo autécrino o paracrino. La
enzima podria ser liberada e interactuar con la superficie de las
células del epitelio luminal y/o del estroma uterino.

Sea cual sea su funcién en el proceso de implantacién, no
debemos descartar la posibilidad, sin embargo, de que su presencia
sea casual y que en realidad no tenga funcién alguna, aunque esto
parece diff{cil, pues estamos acostumbrados a pensar como es la
tradicién en biologia, de que si algo ocurre es porque tiene
alguna importancia para el individuo en estudio. Ademias, debe
recalcarse que la concentracién de la enzima tanto en el epitelio
como en el liquido uterino es muy localizada en espacio y tiempo,
yvya que se encontraron en los dias 4 y 5 de prefiez, periodo en el
que el endometrio adquiere la sensibilidad a las sefiales
embrionarias, en el gue la mérula entra al utero, se convierte en
blastocisto y empieza a interactuar con el endometrio.
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CONCLUSIONES
1.- Se encontré actividad de catepsina D en el liquido uterino los
dias 4 y 5 de prefiez de la rata, mientras que en los dias 3,6y 7

no pudo detectarse con la metodologia empleada.

2.- La actividad de catepsina D en el liquido uterino coincide con
el periodo en que el endometrio adquiere la capacidad de responder
a las sefiales embrionarias vy s8e inicia 1la interaccién del
blastocisto con el endometrio, por lo que su presencia puede no

ser fortuita.

3.- La concentracién de proteinas en el liquido uterino incrementa
del dia 3 al 6 de prefiez, manteniendose constante durante los dias
6y 7.

4.- El1 aumento en concentracién de proteinas en el liquido uterino
en el periodo estudiado puede deberse a un incremento en la
actividad secretoria tanto endometrial como trofoblastica.
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APENDICE A
Metodo de Turk y Col. para la determinacién de catepsina D.

Reactivos.

1.- Amortiguador de acetatos ( 1.35 M, pH 3.5; (NH4)2SO4. 20 mM):

Se disolvieron 0.264 g de sulfato de amonio en aproximadamente 50 ml
de agua, se adicionaron 7.8 ml de Acido acético glacial, v se llevs

a 100 ml con agua, el pH se ajustd con NaOH, 1 M.

2.- Solucién sustrato (100 g/l):
Se disolvieron 2 g de hemoglobina en 20 ml de amortiguador de

acetatos . El pH final de la solucién fue ajustado a 3.5.

3.- Acido tricloroacético (0.3 M):
Se disolvieron 4.9 g de 4Acido tricloroac<tico en un volumen
pequefi® de agua y se llevé a 100 ml 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 ¥ v/v):
Se diluyd el reactivo disponible comercialmente con dos volumenes

iguales de agua.

6.- Solucién estandar de tirosina (1 mM):
Se disolvié 18.12 mg de L-(-)-tirosina en HC1 0.2 M, vy se llevd a
100 ml con agua.

1.- En un bafio mari{a con agitaci®¢n constante, a 37°C. se colocsd,
por cada determinacién, un tubo de ensaye que sirvié$ como blanco,.

y otro que fue el experimental
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2.- A cada tubo de ensaye se le agreg® 1 ml de sustrato
(hemoglobina 100 g/1, en amortiguador de acetatos 1.35 M, pH 3.5;
tnnﬁazso& 20 mM) y se esperd a que se equilibrara a 37%.

3.- Al tubo blanco se le agregaron 2 ml de &cido tricloroecético
0.3 My 0.2 ml de liquido uterino. Al tubo experimental solo se le

agregaron 0.2 ml de liquido uterino.
4.- Se agitd vigorosamente y se incubd por 10 min exactamente.

5.- Después de 1la incubacién, se agregaron 2 ml de 4acido
tricloroacético 0.3 M al tubo experimental.

6.- Ambos tubos se agitaron y se dejaron reposar a temperatura
ambiente por 30 minutos exactamente.

7.- Se centrifugaron por 10 minutos a 5000 rpm, se desechd el

sedimento y se volvid a centrifugar el sobrenadante.

8.- Del sobrenadante resultante se tomd¢ 1 ml y se virtid en otro
tubo de ensaye. en el cual se determind la cantidad de
aminoacidos aromaticos.

Determinacién de aminoicidos aromiticos.

1.- Se prepars una curva patrén que va de 0.02 a 0.2 ml de
solucién estandar de tirosina 1 mM (181 ug/ml) en HC1l 0.2 M
llevando el volumen a 1 ml con HCl 0.2 M.

2.- Se adicionaron 2 ml de NaOH 0.5 M.

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

v/v, preparado al momento de usar.

4.- Se agité v pasados 5 min se midid la absorbancia a 750 nm.
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Debido a la poca cantidad de la enzima en el liquido uterino,
y para hacerlo mas especifico tuvimos gque probar diversas
variaciones del método que aumentaran su sensibilidad, estas

fueron:

a) Tiempo de incubacién.

Segun Turk y col. (1984) la degradacidn de hemoglobina en
ensayos bioquimicos no guarda linearidad con respecto a la
cantidad de catepsina D adicionada, sino con respecto al tiempo,
asi que se incubd el sustrato con el liquido luminal wuterino por
30 min.

b) Alicuota de la muestra enzimatica.

Se vari® también el volumen de 1liquido uterino wutilizado,
determinando la actividad enzimitica con 0.3 y 0.4 ml en lugar de
0.2 ml.

c) Concentraci¢n de hemoglobina.

Utilizando la concentracién de hemoglobina que cita el método
de Turk y col. tuvimos problemas con la disolucién de la
hemoglobina. Como la hemoglobina no disuelta puede impedir Ila
interaccién fisica entre la enzima y la hemoglobina disuelta, se
optd por disminuir la concentracién de hemoglobina en un 60 %, es
decir, a 40 g/1. Se decidié hecerlo asi porque estimamoc a simple
vista que aproximadamente el 60 % de la hemoglobina permanecia sin

disolverse cuando utilizamos hemoglobina 100 g/l1.

d) La forma de preparar el sustrato.
1) Hemoglobina disuelta en agua.

Se intents disolver 2 2 de hemoglobina en agua, se agreess 10
ml del amortiguador de acetatos al doble de concentracion v se
ajusts el pH a 3.5, teniendo al final! Hb 100 g/1.

2) Hemoglobina disuelta en agua v desnaturalizada con urea.
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Es el procedimiento por el cual se generaron nuestros

se describié en la seccién de Material y Metodologia.

e) Adicidén de pepstatina al blanco.

En este caso se adiciond 0.1 ml de pepstatina al
método de Turk y col. modificado como se describid en
de Material y Metodologia.

a3

datos:

blanco del

la

seccidén



APENDICE B

Determinacién de proteinas por el método de Lowry.

Reactivos.

a) Solucién A:NaOH 0.4 %; HaCO3 2 ®%; tartrato de sodio potasio
0.02 X.

Se pesaron 0.4 g de NaOH, 2 g de NaCO3 y 0.02 g de tartrato de
sodio potasio . Se disolvieron por separado y 8e adicionaron

lentamente en un matraz volumétrico, en el cual se aford a 100 ml.

b) Solucién B: CuSO4 0.5 % .
Se disolviéd 0.05 g de CuSO& en agua y se aford a lo ml.

c) Solucién C: solucién A mas solucién B.
A 50 ml de la solucidén A se le adicions 1 ml de la solucién B al

momento de usar.

d) BSA 0.1 ug/ul.
Se disolvié lo mg de BSA (abreviacidn en inglés de albumina sérica
de bovino) en agua y se aforé a 100 ml.

Nota.Recordemos 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 agua, de preferencia
bidestilada.

Tratamiento de la muestra.
Como se describio en Material y Metodologia

Determinacién de proteinas.
a) Se prepar® una curva patrén que va de 0.04 a 0.2 ml de solucidn
estandar de BSA 0.1 ug/ul en agua, llevando el volumen a 0.2 ml

con agua Vv se agits.
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b) Se agregd 1 ml de la solucidén C y se agits.

c) Se agregaron 0.2 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau al S50 £ en

agua

d) Se agitdé y se dejé reposar durante 45 min.

e) Se midid la absorbancia a 550 nm.
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