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RESUMEN

Actualmente los lisosomas son considerados organulos que participan en los diversos
procesos del metabolismo celular, incluyendo los regulados hormonalmente. La actividad
lisosomal se ve alterada minutos después de la administracion tanto de hormonas esteroides
como de peptidicas. Efectos como la labilizacion de las membranas, cambios en la estructura
quimica de las hidrolasas (latencia estructural) y migracion perinuclear preceden a las

alteraciones enzimaticas ocurridas.

El grupo de Clara Szego y col. cbservaron en la glandula prepucial y en el ttero de la rata
la penetracion de enzimas lisosomales al nucleoplasma 15 minutos después de la inyeccion
intravenosa de dosis fisioldgicas de 17-f-estradiol, ademas, encontraron que dichos efectos
fueron suprimidos por los glucocorticoides. Otras hormonas como la ACTH, la ADH, la LH, la
hGC vy fa prolactina inducen el aumento de la actividad de hidrolasas lisosomales en sus células
blanco. La administracién de estrégenos por via sistémica provoca en el endometrio de la rata un
aumento en la permeabilidad de la membrana celular, asi como cambios en el patrén de enzimas
lisosomales indispensables para la formacién de la camara de implantacién. En el presente
trabajo se demostro la redistribucion de las actividades de la fosfatasa 4cida y la -giucuronidasa
provocada por el momento endécrino de la implantacién, asi como la importancia que tienen la
labilizacion de las membranas lisosomales y la translocacion de los lisosomas en este fenémeno.
También se observaron los efectos sobre las actividades enzimaticas, la implantacién y el
desarrollo embrionario provocados al impedir fa labilizacion (con dexametasona) y la
translocacién lisosomal (con colchicina). Metodologia: Se determinaron
espectrofotoméricamente las actividades de la fosfatasa acida y la p-glucuronidasa en el sitio (S)
y no sitio de implantacién (NS) de ratas normales y bajo tratamiento con dexametasona o
colchicina. Ademas, se realizé un estudio histoquimico de microscoplia electronica para localizar
la actividad de la fosfatasa &cida (FA) y la ubicacidn de los lisosomas. Resultados: Se encontro
mayor actividad de las dos enzimas en los nicleos de las células del S que en los del NS. La
microscopia electronica revelo la presencia de precipitados correspondientes a la actividad de
fosfatasa acida en los nucleos de las celulas del S, asi como la localizacién perinublear de los
lisosomas. La dexametasona y la colchicina impiden estos resultados. Conclusién: La act_ividad
enzimatica se encuentra mas elevada en la fraccion nuclear del S que en la del NS y la
dexametasona y la colchicina impiden este aumento. La implantacién y el desarrollo embrionario
también se inhibieron por el efecto de estos compuestos.



INTRODUCCION

Elwntiguo conceplo del isosoma como “suicide bag” ha sido reequplazado por el papel de éste en
los procesos reguludos hormonalmente. :

Generalidades de los lisosomas

Los lisosomas son espacios intracelulares rodeados de membrana fosfolipidica,
que presentan gran diversidad y polimorfismo. Su identidad generalmente se hace al
microscopio electronico por medio de la identificacién de sus enzimas; de estas

técnicas, la determinacion histoquimica para la fosfatasa acida se utiliza con frecuecia'.

Bioquimicamente estos organulos son vesiculas con capacidades enzimaticas,
de las cuales, destaca la reaccion que produce el rompimiento de algunas
‘macromo|éculas del organismo en presencia de agua (hidrélisis). La bateria de
hidrolasas contenida en los lisosomas incluye mas de 60 enzimas que hidrolizan entre
otros, acidos nucléicos, proteinas, carbohidratos y lipidos. Entre las enzimas
lisosomales se pueden mencionar: ribonuclesa acida, desoxiribonucleasa 4cida,
catepsinas, colagenasas, glucosidasas, {3-N-acetil-glucosaminidasa, lﬂ-glucuronidasa,vﬂ-
galactosidasa, manosidasa y aril sulfatasas, todas contenidas en un medio acido
intralisosomal de pH 4.5-5.5 que se mantiene por una bomba de protones depéndiente

del ATP?

Ya que las enzimas lisosomales son capaces de hidrolizar membranas, estos
catalizadores se encuentran en el medio intralisosomal en forma inactiva (latencia

estructural), la cual debe cambiar cuando las enzimas se liberan al medio



extralisosomal. Asi mismo, las membranas lisosomales sufren cambios en su
configuracion bioquimica (labilizacion membranal) como un resultado no genomico
producido inmediatamente después de la interaccion del agonista con los receptores de

la célula blanco®.

Participacion de los lisosomas en los eventos regulados por hormonas

La participacion de las enzimas lisosomales en el inicio de los eventos
metabolicos que conducen a los procesos de crecimiento y diferenciacion inducidos por
las hormonas esteroides, ha sido ampliamente estudiado por el grupo de Clara
Szego4.58. En la glandula prepucial y en el Utero de la rata, estos investigadores han
observado la rapida penetracion de enzimas lisosomales al nucleoplasma dentro de 2 a
15 minutos después de la inyeccion intravenosa de dosis fisiolégicas de 17f-estradiol,
testosterona 0 AMPC?, por lo que sugirieren que dichas enzimas podrian participar en
los mecanismos de des-represién génicaS. Ademds, dentro de los primeros minutos
después de la administracion intravenosa del 17p-estradiol (pero no su epimero 17a),
en la glandula prepucial de la rata se han encontrado modificaciones en el patrén
electroforético de las proteinas constituyenes de la cromatina, asﬁ como el aumento en
la concentracién del AMPc, ambos cambios son simultaneos al aumento de la actividad

de enzimas lisosomales tales como la fosfatasa acida y la f-glucuronidasa.

Otras hormonas como la ACTH en la corteza suprarenal de la rata?, la ADH en
la vejiga de anfibio8, la LH y hGC en los ovocitos? y la prolactina en la glandula
harderiana de la rata, inducen el aumento de la actividad de hidrolasas lisosomales en

el medio extracelular de las células blanco minutos después de la administracion de la



hormona, por lo que se apoya la hipotesis de que la actividad lisosomal es regulada

hormonalimente.

En el endometrio de la rata, los estrogenos producen dentro de los dos minutos
después de su administracion, mdltiples signos de perturbacion de las membranas
plasmaticas de las células blanco, como son la acumulacién de receptores en sitios
especificos y aumento del nimero de microvellosidades en las células del epitelio
luminal0. En este 6rgano, la accidn de los estrégenos es necesaria para el aumento de
permeabilidad de la membrana celular, asi como los para cambios en el patrdn de
enzimas lisosomales indispensables para la formacion de la cdmara de implantacién en

la rata y ei ratén y para la reaccion de unian del blastocisto en el conejo'”.

Por ser la implantacién en la rata un fendmeno dependiente de estrégenos, nos

hemos interesado en |a participacion que tienen los lisosomas durante este proceso.

La implantacién embrionaria

La impvlantacién embrionaria puede definirse como el proceso mediante el cual el
embrién adquiere una posicidn fija en los tejidos maternas, normalmente el endometrio,
y se establece una intima relacién entre ambos. Para que Ia.im’plantacién se efectue se
requiere de la interaccion coordinada entre el embrion y el Utero, el embrion debe de
haber alcanzado el estado de blastocisto y en el utero deben haber ocurrido cambios

dependientes de hormonas que conduscan al desarrollo de un endometrio receptivo‘z.

La implantacién del blastocisto marca, por lo tanto, el inicio de una asociacion estrecha
entre tejidos de distinta constitucion genética y es un proceso clave en los organismos

que se desarrollan dentro de la madre y cuya nutricion depende de ella.



Una vez realizada la fecundacion del évulo de mamifero se inician una serie de
eventos paralelos que conducen por un lado al desarroilo de! cigoto hasta el estadio de
blastocisto!3 y por el otro, a las modificaciones morfoldgicas y funcionales del
endometrio, el que adquiere las caracteristicas necesarias que lo hacen receptivo el dia
de la implantacioni4. Los factores extrinsecos al cigoto que influyen en su desarrollo y
diferenciacion, se originan fundamentalmente en os tejidos tubario y endometrial15, la
composicion ibnica del medio y la presencia de elementos necesarios para la

biosintesis del ATP, son dos factores esenciales en estos procesos.

Empleando técnicas de cultivo de embriones preimplantados, se ha medido la
utilizacién por éstos, de sustratos radioactivos a partir del medio, demostrandose que
los embriones de una célula utlilizan preferentemente piruvato y oxaloacetato; los de
dos células ya emplean lactato y la capacidad para utilizar glucosa se presenta en el

estadio de ocho células.

También se ha estudiado la incorporacién de precursores de nucleétidos; acidos
nucleicos y proteinas'®. Los embriones preimplantados incorporan nuclebsidos, bases
puricas (guanina) y pirimidicas (timina), La captacion de guanina' por embriones de
raton t_iene un aumento lineal ente los estadios de 2 a 18 células, IAI captarse vesta base
plrica por el embrion es rapidamente convertida en GMP, y éste nucleétido a su vez es
fosforlado a GDP y GTP, ieniendo a partir de éste momento otras dos posibles
trayectorias metabodlicas: incorporarse a los acidos nucléicos o formar GMPc16, 17,
Ademas, el embrion cuenta con los sistemaé de transporte para tomar del medio

aminoacidos como metionina, glicina, asparagina, lisina, tirosina y leucinal7.



Por otro lado, en la diferenciacion del tejido endometrial durante la implantacion,
destaca la formacion de zonas diferenciadas morfolégica y funcionalmente
denominadas sitios de implantacién (rata, ratona, criceto y hurdn)18. Los sitios de
implantacién en la rata, son zonas de tejido endometrial que se caracterizan por
presentar las modificaciones fisiologicas y estructurales adecuadas que permitan la
nutricién del embrién y eviten el rechazo inmunoldgico que debe desarrollar &l Utero19
ante la presencia del blastocisto. Estas zonas pueden ser detectadas unas horas antes
de que el blastocisto se adhiera al epitelio luminal, ya que presentan una mayor
permeabilidad cuando se comparan con las zonas tisulares adyacentes o con el
endometrio de animales no gestantes. Esta Ultima propiedad ha permitido la
visualizacion macroscépica de bandas azules en la rata y la ratona20 desbués de la
administracion endovenosa de azul de tripan al 5° dia de embarazo (considerandose

como dia cero cuando se encuentran espermatozoides en el frotis vaginal)21. 22,

El estimulo y los factores esenciales que se requieren para inducir este
" incremento en la permeabilidad vascular, no se han dilucidado perfectamente, sin
embargo, se ha propuesto la participacion de la histamina, nucledtidos ciclicos,
estrogenos producidos por el blastocisto y de manera muy importante las
prostaglandinaszz, estas Ultimas se encuentran elevadas en aquellas zonas del
endometrio capaces de recibir al blastocisto (S1)**. Recientemente se ha demostrado
que el tejido decidual del Utero de la rata prefiada aumenta su capacidad para sintetizar
prostaglandinas24 aproximadamente 5 minutos después de la estimulacion local debida
a la presencia del blastocisto y que los estrc’agenosvestimulan la sintesis de esta
hormona. En animales pseudoprefiados, se demostro que la maxima concentracion de

prostaglandinas ocurre el dia cinco, mientras que la de los estrogenos el dia 4, por lo



que se ha sugerido que las prostaglandinas pudieran ser los mediadores de la accion

estrogénica en este proceso®.

La regulacion enddcrina del proceso de implantacion ha sido exhaustivamente
estudiada’9. 21 principalmente en la rata, dada la facilidad metodologica para controlar
el dia de embarazo y el momento de la implantacién'®. En ésta especie es factible
realizar ovariectomia dos dias después de la fertilizacion, sin que se interrumpa el
proceso de diferenciacion endometrial (siempre y cuando la funcién ovarica se sustituya
administrando progesterona por dos dias a partir de la intervencion quirdrgica y
posteriormente un pulso de‘17[3~estradiol), lo que permite que ocurra la implantacion al

5° dia®® %,

Los estrégenos estimulan el crecimiento, desarfollo y diferenciacion uterina por
medio de respuestas tempranas y tardias. pas tempranas incluyen cambios como
irrigaciéh sanguinea aumentada, liberacion de hkistamina, produccion de AMPC y
aumento en la concentracién de. electrolitos activos osmoéticamente, estos ultimos
inducen la retencién de agua. Por otro lado, los eventos tardios involucran aquellos

cambios metabdlicos que dependen de la existencia del complejo receptor-estrogeno.

Los ésteroides suprarenales, particularmente aquellos con los grupos 11-oxi y
17-hidroxi antagonizan muchas respuestas estimuladas por estrogenos en los tejidos
del aparato reproductor. Por ejemplo, el cortisol reduce significativamente la
incorporacion de *P y de (**C)alanina en proteinas uterinas 20 horas después de la
administracion de estradiol (cuando el Utero tiene un aito indice mitético). Los
glucocorticoides también inhiben actividades enzimaticas asociadas con el metabolismo

estimulado por estrégenos®.



Se sabe que uno de los efectos de la dexametasona es su accion inhibitoria
sobre la sintesis de las prostaglandinaszg‘ Este glucocorticoide suprime dicha sintesis al
estimular la produccion de wuna proteina inhibitoria de la fosfolipasa A,: sin embargo, la
produccion de esta proteina especifica requiere de la sintesis de RNA, por lo que el
efecto no es inmediato, no obstante, este glucocorticoide posee efeclos tempranos qi'2

no dependen del complejo receptor-estrogeno.

La dexametasona administrada por 4 dias es muy efectiva en bloquear la

implantacion que es inducida por 20 ng de estradiol30. No se conoce el mecanismo por

-l cual se efectua esta inhibicion, pero se sabe que otros glucocorticoides producen una

disminucion en la afinidad y en el nimero de receptores estrogénicos en el Utero31. La

‘iniciacion del proceso de implantacién involucra acciones estrogénicas no gendmicas32

que son evitadas por los glucocorticoides, por lo que estos compuestos podrian impedir

la implantacion por contrapanerse a la accion de esta hormona sobre la permeabilidad

lisosomal33, 34,

La participacion de los lisosomas durante la fase de implantacion ha sido

considerada en diversas especies ( la rata35, el conejo36, los bovinos37 etc) incluyendo

2

al humano38. 39, Se ha encontrado mayor actividad de las enzimas lisosomales tales

. como la fosfatasa dcida, la f-glucuronidasa, ribonucleasas y catepsinas en el medio

© intra y extracelular del sitio de implantacion que en el intersitio.

La labilidad de la membrana de los lisosomas de las células endometriales

‘obtenidas de ratas ovariectomizadas se aumenta minutos después de |a administracion

de 17p-estradiol y los glucocorticoides ejercen un efecto opuesto al estabilizar la

membrana de éstos organulos33. El efecto hidrolitico lisosomal producido después de la

10




labilizacion lsinysonal s muy importante en el proceso de implantacion, debido a que
los lisosomidl |y el epi telio endometrial intervienen en la remocion de barreras que
impiden la ginnelacicsn del  blastocisto3? y los ‘lisosomas blanco” de las células
endometrialéicfj(deidu= y su epitelio) participan como transportadores de estrogenos
hacia el nidlly callar. Se ha demostrado33 que estos organulos transportan esteroides
de la perifeitin} aloucl eoplasma de las células blanco y a su vez, sus enzimas se
introducen alilvglyle, donde pueden tener un efecto potencial como des-represores del
DNA al podfiit higeliz ar represores de diferente composicion molecular incluyendo

histonas40,

Los limmsones exstén integrados al citoesqueleto, debido a que es necesario un
rearreglo dehddy ciparqeuitectura para que éstos se desplacen®’. Dicho reacomodo es
dependiente . ymo nas, ya que después de la administracion de estrogenos se

presentan allwimicines en el sistema de microvellosidades y micrott]bulos‘“.

Por ninywrosiopi=a electrénica se ha encontrado una estrecha relacion entre
lisosomas y nimiprolibulos, por lo que resultaria interesante demostrar que durante la
implantacion, i jal) finslocacion de los lisosomas hacia el nucleo depende de la

polimerizacionbise thuli ma*".

La tubiin yima parti <ipa en el movimiento saltatorio de los lisosomas (rhovimiento
caracteristicofhefs s lis osomas sobre filamentos de tubulina que permite que éstos
organulos se desplahzesplacen a distintos compartimentos celulares, incluyendo el nucleo),
debido a queldmb: dugass que impiden la polimerizacion de tubulina (como la cdchicina)

paralizan éstemiritoviniento con sus respectivas consecuencias4!,
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La colchicina, vinblastina y otras drogas que despolimerizan microtdbulos
inhiben el movimiento de inclusiones celulares tales como las vesiculas de los axones
nerviosos y granulos de pigmento y de material de secrecion. Ademas, estos farmacos
alteran el movimiento saltatorio de los endosomas en los macréfagos y las células
Hela, y en ias células de los tubulos proximales renales bloquean la migracion basal de

las vesiculas endociticas.

La colchicina inyectada en el epitelio uterino de la rata antes de la administracion
intraluminal de ferritina tiene poco efecto sobre la captura del marcador por las células
epiteliales, pero inhibe significativamente el movimiento de los lisosomas que contienen
ferritina desde el apice a la base de las células. Dicho efecto depende de la dosis. La
migracion los lisosomal hacia el ntcleo esv inhibida por glucocorticoides y activada por

3°5'dibutiril AMP¢ pero no por AMP*

HIPOTESIS
Planteamiento del problema.

Los lisosomas participan en los eventos regulados por estrogenos al translocar
su contenido enzimatico al nicleo y de ésta manera posiblemente contribuyen con la
des-represion del DNA, (se ha encontrado la presencia de hidrolasas lisosomales en el
nucleo minutos después de la administracion de 17p-estradiol). Ya que la implantacion
en la rata es un fenémeno dependiente de un pulso de estrégenos, nos planteamos las

siguientes hipotesis:

Ha.- En los nucleos de las células del sitio de implantacion debe haber mayor

actividad de hidrolasas lisosomales que en los de los intersitios, este efecto se debe al '

12



momento endocrino (posiblemente estrégenos) y depende de la translocacion de
lisosomas a la regién perinuclear. Como consecuencia de lo anterior, la implantacion y
la viabilidad fetal se ven afecta‘das,

Ho.-No hay diferencias entre las actividades nucleares del sitio e intersitio de
implantacién y un antagonista de estrégenos y otro de la translocacion fisosomal no
alteran los cambios ocurridos. La implantacion y la viabilidad fetal no se ven afectadas

por lo anterior.

OBJETIVOS

Objetivo general

Demostrar en el endometrio de la rata durante la implantacion la redistribucion
subcelular de la actividad enzimatica de dos hidrolasas marcadoras de los lisosomas;
fosfatasa acida y P-glucuronidasa (la implantacion en la rata es dependiente de un pulso

de estrégenos).

Objetivos particulares

a) Suprimir la redistribucion enzimatica encontrada, con un compuesto que
antagoniza la labilizacion lisosomal producida por estrégenos (dexametasona), y de

esta manera demostrar que la re-distribucion es un fenémeno regulado por el momento

endocrino.

13



b) Impedir la translocacién lisosomal con un compuesto que evite la formacion
de microtlbulos (colchicina), con el fin de demostrar que |a re-distribucion enzimatica es

una consecuencia del desplazamiento de los lisosomas.

c) Observar macroscopicamente los efectos anteriores sobre la implantacién y la

viabilidad fetal.

METODOLOGIA
Tratamiento de los animales

" Se utilizaron ratas hembras Sprague-Dowley de 2.5 meses de edad con un peso
aproximado de 250 g las cuales se mantuvieron bajo condiciones controladas de luz y
temperatura, asi como con alimentacion y agua ad /ibitum . Estas se aparearon por el
método de trio con machos de fertilidad comprobada y 24 horas después se realizo
citologia vaginal; el dia que se observaron espermatozoides en el lavado, se considerd

como dia cero de embarazo. En estas condiciones se utilizaron tres lotes de ratas (1, 2

y 3).

Lote “1": actividad lisosornal en el sitio de implantacion.

Entre las 7.30'y 8.00 horas del 5° dla de préﬁez, cada una de las ratas recibio6 1
mi de colorante azul de tripan (1% p/v) por via intravenosa y 60 minutos después se
sacrificaron por dislocacién cervical. Enseguida el (tero se extrajo y se liberd de la
grasa, y las regiones tefiidas de azul (sitios de implantacion) y no tefiidas (sitios de no

implantacion) se procesaron por separado. En ambas regiones el epitelio luminal fué

14



separado del estroma utilizando el método de Fagg42; éste consiste en someter cortes
transversales del Utero (de 5 mm) a la agitacion mécanica con perlas de vidrio con la
finalidad de separar el epitelio del estroma. Los dos tejidos obtenidos se
homogeneizaron al 20% con una solucién de sacarosa-Tris-HCI (0.25M.,50mM.,pH 7.5),
adicionada con Mg,Cl 5mM y KCI. 25mM. El aparato utilizado para estos fines fué un
homogeneizador “Caframo” Wiarton Ont Stirrer Tipe RZRI-64 con tubo y pistilo de
vidrio. En seguida los homogenizados se centrifugaron a 3000 r.p.m por 15 min con la
finalidad de obtener un sedimento enriquecido de nuicleos, al que previa suspension en
un gradiente de sacarosa 2M se le practico otra centrifugacion de 19 000 rpm durante
30 min. Por otro lado, el sobrenadante de las 3000 rpm también se recentrifugé a 19000
rpm por 30 min para obtener un paquete lisosomal y un sobrenadante citosdlico43. En
todos los casos se utilizd una ultracentrifuga Sorval modelo RC2-B con un rotor 65 Tiy

durante todo el proceso se trabajo a 4°C.

Para la microscopla electronica se secciono un fragmento de endometrio
correspondiente al sitio y otro al no sitio e inmediatamente se colocaron en una solucion

de paraformaldehido al 10% hasta el momento de iniciar los cortes.

Lote “2": efecto de la dexametasona.

Este lote se dividio en 6 grupos de 10 ratas cada uno (A al F), en donde los
grupos A,B y C se consideraron como controles y los grupos D,E y F fueron los tratados
con dexametasona. A cada una de las ratas de los grupos D,E y F, se le administraron
por via subcutanea dos dosis de 0.8 mg. de 21-isonicotinato de dexametasona (Chinoin

de México) contenidos en 50 ul de solucion salina al 0.9%; la primera el dia 3 y la



segunda el 4° dia de embarazo. A las ratas de los grupos A, By C se les tratd solo con

solucion salina al 0.9%.

Al 5° dia de embarazo (24 h después de la segunda dosis de dexametasona),
las ratas de los grupos A,B,D y E recibieron por via intravenosa 0.9 ml de colorante de
azul de tripan al 1% p/v. Una hora después, las ratas de los grupos A y D se
sacrificaron con la finalidad de extraer el Utero y procesarse como en el lote “1" para la
separacion de los dos tejidos endomvetriales, el fraccionamiento subcelular y las

determinaciones enzimaticas.

Las ratas pertenecientes a los grupos B y E se sometieron a laparotomia ventral
(anestesiadas con 3 mg/Kg de droperidol como relajante muscular y 8mg/Kg de ketalar
como anestésico) con la finalidad de contar las zonas tefidas con el colorante (sitios de
implantacion), después se suturaron para dejarlas evolucionar hasta el dia 14 de
prenez, tiempo en el cual se sacrificaron e hicieron todas las observaciones anatémicas
relacionadas con el desarrollo embrionario. Las ratas de los grupos C y F no fueron
sometidas a intervencion quirlirgica; solo se dejaron evolucionar hasta el dia 14 de
embarazo, y como en el caso anterior se sacrificaron y se realizaron las observaciones

morfologicas.

Lote “3": efecto de fa colchicina.

El lote 3 formado por los grupos “a” y “b" (cada uno de 8 ratas del 4° dia de
prefiez) fué utilizado para demostrar el efecto de la colchicina. Las ratas de los dos
grupos se inyectaron (previa laparotomia ventral) en el ltmen del cuerno uterino

derecho {(cuerno tratado) con una solucion de 12.5 nmoles de colchicina contenidos en
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50p de solucién salina isoténica y en el izquierdo (cuerno control) 50pl de
*lumicolchicina a la misma concentracion. Al dia siguiente (5° dia de embarazo), las
ratas del grupo “a’ se sacrificaron por dislocacion cervical una hora después de la
inyeccién intravenosa de azul de tripan. Los sitios de implantacién como los intersitios
asi obtenidos, se procesaron como en los grupos anferiores para separar epitelio y
estroma, obtener las fracciones subcelulares y determinar en cada una de ellas las
actividades de fosfatasa dcida y f3-glucuronidasa. Para ias observaciones morfologicas
del desarrollo embrionario, las ratas del grupo "b" se dejaron evolucionar hasta el dia 14

de embarazo.

*Debido a que la colchicina es un compuesto que presenta diversos efectos
colaterales, el control elegido para medir su efecto es un isomero de este alcaloide,

denominado lumicolchicina™.

Transformacién de colchicina a lumicolchicina.

La colchicina en solucién acuosa, es sensible a la irradiacién con luz ultravioleta
convirtiendose en una mezcla de isdmeros de colchicina (3- y y-lumicolchicinas). La 3~ -
y y-lumicolchicinas son estereoisomeros formados por un arreglo del anillo “C" de la

colchicina*

La colchicina se disolvié en - solucion salina 0.85% y se ajustdé a una
concentracion tal que produzca una absorbancia de 0.5 a 350 nm. Posteriormente esta
solucion se colocd en una celdilla de cuarzo de 1.4 mi (1cm. de 'paso de lqz)‘
exactamente a 6 cm de una fuente de luz ultravioleta de 365 nm. Después de 5 min de

irradiacién la cubeta fué rdpidamente transferida al espectrofotometro para leer la
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absorbancia a 350 nm y regresada a la fuente de luz ultravioleta para continuar la
irradiacion durante 90 min (con lecturas cada Smin), tiempo en el cual se llevd a cabo la
completa transformacién de la colchicina; ésta se manifesté por la disminucion de la
absorbancia. La irradiacion se realizé en un Spectroline model ENF-260C 115 volts

Spectronics Corporation Westbury, New York USA.

Determinaciones

En las fracciones subcelulares obtenidas se midio la actividad de dos hidrolasas
marcadoras lisosomales: fosfatasa acida y f-glucuronidasa, y como parametros de

referencia DNA y proteinas, ademas, se realizé microscopia de luz y electronica.

La determinacién de la fosfatasa acida se llevé a cabo por el método de Besey45
que mide la liberacion de paranitrofenol a partir de 1a accién de la enzima sobre el
sustrato de paranitrofenil-fosfato-disddico. Una alicuota de 0.1 mg de proteina en
presencia de un amortiguador de acetato de sodio 0.1M ajustado a pH 4.8 se incubd
durante ‘30' con 2 pmoles de paranitrofenol-fosfato-disadico. Transcurrido ese tierﬁpo Ja
reaccion se detuvo con Na,CO3 0.25M y se leyd la absorbancia a 400nm paravmedir el

paranitrofenol que en medio alcalino produce una coloracién amarilla.

La actividad de la p-glucuronidasa4é se midio por la accién de ésta sobre el
conjugado de fenolftaleina-acido glucurénico en un medio a pH de 5.0; de esta reaccion
se libera fenoiftaleina, que en un medio basico produce una coloracién rosa. Una
alicuota que contenga 1 mg. de proteina de la fraccion subcelular correspondiente se
incub6 por 1 h con 0.2 umoles del conjugado de fenolftaleina-acido glucuréhico en

presencia de un amortiguador de acetato de sodio 0.1M, pH 5.0. Transcurrido ese
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tiempo, se midid a 540nm la aparicion de un color rosa después de adicionar un

amortiguador de glicina 0.5 M, pH 10.4.

Las proteinas se determinaron por el método de Lowry47 con el reactivo de Folin
Ciocalteau y las de DNA por el método de Giles y Myres48 con difenilamina en acido

acético y en presencia de acetaldehido.

Para ef analisis estadistico se utilizo la prueba de “t" de Student, y una p<0.05 se

considerd significativa.

Microscopia electronica

Para determinar histoquimicamente la actividad de la fosfatasa acida se
procedié conforme el método de Hoit49 que tiene por fundamento agregar al tejido un
sustrato liberador de fosfatos (paranitrofenilfosfato disodico). Los fosfatos liberados se
hacen reaccionar con sales de metales pesados para formar compuestos densos al

microscopio electrdnico
La metodologia consiste basicamente de fos siguientes pasos:

1.- Prefijacion (a 4°C). Colocar los segmentos de tejido tanto det sitio como no
sitio durante 24 hr en baraformaldehldo al 4%, amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7.2y
sacarosa al 7.5%. Terminado este tiempo, colocar la muestra durante 30 min en .

glutaraldehido al 3% y amortiguador de cacodilato de Na 0.1M, pH 7.2.

2.-Lavado: durante 30 minutos en amortiguador de acetato de sodio 50 mM pH

4.5y sacarosa al 7.5%, a 4°C.

19



3.-Incubacidn con el sustrato durante 30 min en amortiguador de acetato de
sodio 50 mM pH 4.5 y sacarosa al 7.6%, 1mg/ m! de acetato de plomo y 1mg/m! de

paranitrofenil fosfato disodico, a 37°C.

4.-Lavado por 30 min en amortiguador de acetato de sodio 50mM pH 4.5 y

sacarosa al 7.5%, a 4°C.

5.-Post-fijacion durante 60 minutos en OsO4 al 1% y cacodilato de Na 0.21M pH

7.4,
6.- Deshidratar con alcohol etilico de 96° e incluir en araldita.

7.-Cortar secciones de 50 nm en un ultramicrotomo mecanico Reichert OMU-2 y

montar en gradilias.

8.-Observar las preparaciones en un microscopio electrénico de transmision

Philips EM-300 que opera a 60 kV.

También se montaron controles omitiendo el acetato de plomo y el sustrato de
paranitrofenil fosfato disodico El acetato de plomo utilizado para delinear membranas
produce precipitados densos al microscopio que podrian confundirse con los
precipitados de fosfato de plomo formados a partir de los fosfatos que se liberan por

accion de la fosfatasa acida®.

En los tres lotes se realizaron observaciones macroscdpicas al 5° (dia de la
implantacion) y 14° dia de prefiez con la finalidad de contar cuerpos lateos (CL), sitios

de implantacion y embriones normales.
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RESULTADOS.
Estandarizacion de técnicas.

La figura 1 muestra la actividad de fosfatasa acida contenida en 4 alicuotas
(6,10, 20 y 40ul) de homogeneizado total; los controles sin sustrato, sin enzima y
tiempo cero presentaron actividad despreciable, en tanto que en los problemas (P) la
actividad enzimatica fué directamente proporcional a la cantidad de proteina; la alicuota
elegida para el sistema fué la de 10ul. Para la p-glucuronidasa se procedié de igual

manera, lo mismo que para las fracciénes nuclear y lisosomal.
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10 20 40
p 1 de homogenizado.

Fig 1.- Experimento para elegir la concentracion adecuada de proteina en
el sistema de reacclén. Actividad de fosfatasa acida en problemay
controles con diferentes concentraciones de proteina. Ss(sin sustrato),
Se(sin enzima), To(tiempo 0), P(problema). 10 ut | de homogenizado
corresponden a 21.5 1L g de proteina.
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La figura 2 corresponde a la curva de actividad de la fosfatasa acida ante
diferentes concentraciones del sustrato de paranitrofenolfosfato disédico. La
concentracion utilizada en el medio de reacidn fué la de 1.2umoles. Esta corresponde a

la Km.
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Concentracion del sustrato*

Fig.2.-Actividad de fosfatasa, acida con respecto al
sustrato. La concentracion de sustrato utilizada en el
medio de reaccién es la de 1.2 y moles, ya que
corresponde a fa Km. *p moles de
paranitrofenilfosfato disadico.
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La figura 3 representa la curva de actividad de la [3-glucuronidasa ante
concentraciones diferentes de sustrato. La concentracion de sustrato que se utilizo en el
sistema de reaccion para esta enzima fué de 0.24 umoles, que corresponde la Km

calculada por la reaccion de doble reciprocas de Lineweaver-Burk.
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Fig.3.- Actividad de f} -glucuronidasa con respecto al
sustrato. La concentracion de sustrato elegida para el
medio de reaccion es la correspondiente a 0.24 u
moles, por ser la que representa la Km. * p moles de
fenolftaleina-acido glucuronico.
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La figura 4 indica la transformacién de colchicina a lumicolchicina por medio de
la irradiacion con luz ultravioleta. A partir de los 45 minutos la transformacién es total;
nosotros irradiamos durante 90 minutos y para corroborar la transformaciéon se

realizaron espectos antes y después.
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Fig.4.-Transformacion de colchicina a lumicolchicina;
irradiando con [uz UV (366nm.) una solucion de colchicina
25 pmolar. A los 60min hay una total transformacion a
lumicolchicina
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Actividad lisosomal en el sitio de implantacion (lote 1).

La figura 5 muestra que la actividad intranuclear de fosfatasa acida fué mayor
(p£0.01) tanto en el epitelio (41.39+4.2) como en el estroma (27.4:3.9) del sitio de
implantacién que la del no sitio (20.53+4.63 y 14.8+2.18 para epitelio y estroma,

respectivamente). Al graficar por proteinas el comportamiento se mantiene.

as
EmNS

n moles p-nitrofenil/lug. DNA/min.

EPITELIO ESTROMA

Fig.5.- ‘Actividad intranuclear de fosfatasa 4cida en
sitios y no sitlos de implantacion. Promedio de 8
experimentos.x+DE. *p<0.01 al comparar con el no sitio
(NS).
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La figura 6 muestra la actividad de la fosfatasa acida en la fraccion lisosomal; se
encontré una mayor concentracion (p<0.01) en el epitelio del S (sitio) (380.12+24.21)
que en el del NS(no sitio) (206.41+9.8) y en el estroma no hubo diferencias entre S y

NS (39.14:18.3 y 38.446.9). El epitelio presenté mayor actividad especifica de fosfatasa

acida que el estroma (p<0.01).

pmoles p-nitrofenil/ug proteina/min.
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400
300 s
MNS

200

100

EPITELIO ESTROMA

Fig. 6.- Actividad intralisosomal de fosfatasa 4cida en el
sitio (S) y no sitio (NS) de implantacion del endometrio de
rata, Promedio 8 experimentos. xtDE. *P<0.01 al comparar
con el NS.
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En la figura 7 se muestra que la actividad intranuclear de la -glucuronidasa en
el epitelio del sitio (9.91+0.7) fué mayor (p<0.01) que en el del NS (6.61+0.6). El
estroma presentd un comportamiento similar entre el sitio y el no sitio (9.14+1.11 y

5.80+0.3 respectivamente) (p<0.01). Al graficar por proteinas el comportamiento se

mantiene,
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| CINS

pmoies fenolftaleina/ug DNA/min.
o

EPITELIO ESTROMA

Fig.7.- Actividad intranuclear de p-glucuronidasa en sitio
(8) y no sitio (NS) de implantacién del endometrio de rata.
Promedio de 8 experimentos.xtDE. *p< 0.01 al comparar
con el NS,
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La figura 8 muestra que la actividad intralisosomal de la fB-glucuronidasa es
mayor (p<0.01) en el NS (epitelio: 3.6+0.71; estroma: 2.85+0.28) que en el S (epitelio:

1.75+0.42 ; estroma; 1.701+0.39),
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Fig.8.- Actividad intralisosomal de p-glucuronidasa en el
epitelio y el estroma endometrial del sitio(S) y no
sltio(NS) de implantacién de la rata. Promedio de 8
experimentos. X+DE. *p< 0.01, para Svs NS.
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La figura 9 representa la distribucion de la actividad de fosfatasa acida en los
tres compartimentos subcelulares, se encontréd que en el sitio de los dos tejidos
endometriales la actividad correspondiente a la fracciéon nuclear esta aumentada con

respecto a la encontrada en los no sitios (p<0.01).

CELULAS EPITELIALES

sitios no sitios

N 29.1%

CELULAS ESTROMALES
N 31.4%

Fig.9.-Porciento de actividad de fosfatasa acida en relacion al pesoz
seco. N(nucleos), C(citosol) y L{lisosomas). o
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Lo antenor pudo corroborarse por medio de microscopia electronica La
fotografia 1 corresponde a cuatro nucleos (A, B, C y D) obtemdos a partir de tejdo
estromal de! sitio de implantacion: las cuatro muestras presentan un material puntiforme
denso al microscopio electronico que corresponde a la actividad de la fosfatasa acida.
£n la foto "B” se aprecian cuatro lisosomas ubicados en la region perinuclear, de los
cuales dos parecen estar descargando su contenido dentra del nucleoplasma, esto
confirma la aumentada actividad enzimatica encontrada en los nucleos del sitio de
implantacion. Debido a que el material utilizado para contrastar puede dar falsos
negalivos con los precipitados producidos por la accion de la fosfatasa acida, la foto
"[)", en la cual también se observa la reaccion, no se contrasto. La ubicacion perinuclear

no logramos encontrarla en los intersitios.

Fotografia 1- 25000 aumentos.
Las flechas negras indican los pre-
cipitados de fosfato de plomo.
N(nticlens), L(lisosomas) y m(mi-

tocondrias.
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Los controles de la foto 1 los representa la fotografia 2 (A y B). La “A’
corresponde al nicleo de una célula estromal del intersitio (NS) y la "B" al nlicleo de
una célula estromal del sitio de implantacion (S) en ausencia del sustrato para la
fosfatasa acida. Tanto la fotografia "A" como la "B" no presentan los precipitados tipicos

de la accion de la enzima.

Fotografia 2.- 25000 aumentos. L{lisosomas) y N (ntcleos)

N



La fotografia 3 corresponde a una grandula epitelial del sitio de implantacion; en
gésta podemos observar la migracién perinuclear de los lisosomal a la region apical de

las células. Este fenémeno no lo encontramos en los intersitios.

Fotografia 3.- 7392 aumentos. N (nticleos) L (lisosomas) y | (luz de la glandula).
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Por otra parte, |a relacion de proteinas/DNA se determiné en el sitio y no sitio de
las cuatro fracciones subcelulares (homogeneizado, citosol, nucleos y lisosomas), y se
encontré en el homogeneizado total, que esta relacion es mayor en el sitio de

implantacion que en el NS (Tabla I).

TABLA |
Relacion de proteinas/DNA en las fracciones subcelulares
homogeneizado citosol nicleos lisosomas
total
S 17.30+3.4* 20.08+8.4 0.96+£0.72 3962154
NS 12.1024.9* 18.40£7.9 0.90210.69 32.62+8.21

Relacion de proteina/DNA en los tres compartimentos subcelulares y el homogenizado total de células estromales
pertenecientes al sitio de implantacién. Promediotdesviacion estandar. *significativamente diferentes: P«0.01. E) epitelio
presenta comportamiento similar.

Efecto de la dexametasona sobre la actividad lisosomal (Lote 2).

Se probaron 3 dosis de dexametasona (0.4, 0.8 y 1.6 mg) de las cuales la de
0.8mg/250 g de.pc. se considerdé la mas adecuada porque en nuestro modelo
corresponde a la dosis efectiva 50 para la actividad de la fosfatasa acida. Estas mismas

dosis inhiben de manera similar la actividad de la p-glucuronidasa (Tabla I1).
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TABLAII

Efecto de la dosis de dexametasona sobre la actividad de fosfatasa acida

Dexametasona. (mg.)  inhibicion de Act. de Inhibicion de Inhibicién del
FA intranuclear implantacién desarrollo embrionario
0 0% 0 0
04 31.6% 47.8% 55%
0.8 47.36% 64.2% 100%
1.6 65% 85.5% 100%

Efecto de tres dosis de dexamelasona sobre la actividad intranuclear de la fosfalasa acida, la implantacion y el
desarrollo embrionario en el sitio de implantacién de las células estromales. La implantacion se midié por la presencia de
nodulos de reabsorcion, y el desarrollo embrionario por la presencia de embriones normales el dia 14 de prefez ./n vitro
en un medio libre de células, la dexametasona no tiene efecto sobre la aclividad de ambas enzimas. Valores similares se
obtuvieron con el epitelio.

La figura 10 indica que la actividad intranuclear de fosfatasa acida del epitelio
(42.1947.6) y el estroma (28.52+4.5) del sitio de implantacion de ratas sin tratahiento
fué significativamente (p<0.01) mads alta que en los tejidos de ratas tratadas con
dexametasona (23.2+1.0 y 13.5+1.3 respectivamente). Los no sitios (NS) de las ratas
tratadas no muestran diferencias significativas con respecto a sus controles, ni en

epitelio ni en estroma.
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Fig.10.- Efecto de la dexametasona(Dx) sobre
la actividad Intranuclear de la fosfatasa acida en
sitio(S) y no sitio(NS) de implantacién.x+DE,
N=8. *P< 0.01al comparar con el contro! (C).
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La actividad intralisosomal de la fosfatasa acida se muestra en la figura 11: en el
epitelio y el estroma del sitio (S) de se aprecia un efecto opuesto; se encuentra mas alta
la actividad en el grupo tratado con dexametasona que en el control: 558.61+96.58 vs
339.11£75.07 y 206.81+19.71 vs 75.02t11.8 respectivamente. Como en el caso

anterior el NS no responde al tratamiento en forma significativa.
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Fig.11.- Efecto de la dexametasona(Dx) sobre la actividad
intralisosomal de fosfatasa &cida en el sitio(S) y el no
sitio(NS) de Implantacién tanto del epitelio como del estroma
endometrial.xxDE.Promedio de 8 experimentos. *P menor de
0.001 al comparar con su control(C).

35



El efecto de la dexametasona sobre la actividad intranuclear de la [3-
glucuronidasa estromal se observa en la figura 12. Los NS no presentan diferencias
entre el tratado con dexametasona y el control, en tanto que el S obtenido de animales
tratados presenta menor actividad cuando se compara con su control (5.28+05 vs

9.5+1.2) (p<0.001).

p-moles feloftaleina/ug. DNA/min.

Fig.12.- Efecto de la dexametasona sobre la actividad
intranuclear de P -glucuronidasa en sitio(S) y no sitio{NS) de
implantacién del estroma.X£DE. N=8. *p< 0.001al comparar
con su control.

36



En la figura 13 se aprecia que la actividad de la f-glucuronidasa correspondiente a la
fraccién lisosomal de las células estromales del S es mas alta en el tejido tratado que

en el control (4.8£0.4 vs 1.9+0.4) (p<0.001)
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Fig.13.- Efecto de la dexametasona sobre la actividad
intralisosomal de B -glucuronidasa en sitio(S) y no
sitio(NS) de implantacién del estroma x+DE. N=8. *p<
0.001al compar con su control.
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La figura 14 muestra la distribucion intracelular de ia actividad de fosfatasa acida
en el estroma del sitic de implantacién tante en muestras tratadas como no tratadas,

encontrando que las que reciben el tratamiento presentan menor actividad en el nicleo.

CONTROL DEXAMETASONA
nucleos
32.7% nucleos

8.3%

citosol
10.6%

citosol
| 9.6%

lisosomas
81.1%

lisosomas '
57.7%

Fig.14.- Efecto de la dexametasona sobre la distribucion
intracelular de la actividad de fosfatasa 4cida en el tejido decidual.
Parametro de referencia peso seco. El epitello presenta
comportamiento muy similar.
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Los efectos de la dexametasona sobre la implantacion y el desarrollo
embrionario se muestran en la tabla lll. Tanto en el grupo control como en el tratado el
numero de S corresponde con el de cuerpos IUteos. Cuando se dejo evolucionar la
gestacion hasta el dia 14, en las ratas tratadas no hubo desarrollo embrionario, en tanto
que en las controles el promedio de embriones fué e 7.3+1.3. La inhibicion de la
implantacion en las ratas tratadas fué del 64.28%, considerando que el de nddulos de

reabsorcion (tejido fetal reabsorbido) fué del 35.7% (Tabla ).

TABLA Il

Efecto de la de dexametasona sobre la implantacién y preiiez en la rata.

Sl CL embrio placent. NR %de | %de
(pesa.q). (peso:g) R. 1 del
E 11.2+2.9 9.8+2.5 0 0 40+11 | 3571 64.28
(tratado)
B 11.4+2.1 10.1+2.4 7.3¢1.3 7.3£1.2 1.840.5 0 12
(control) (1.310,4) | (0.5+0.3)

Sl{sitio de implantacién), Cl{cuerpos liteos), embriofembriones); placent(placentas), NR(nodulos de reabsorcion);
R(reabsorcion); | de {inhibicién de implantacion). Grupo B: tratado con 0.8mg de dexametasona/250g de peso. Grupo
E£: tratado con solucion salina. Promediotdesviacion estandar.El nimero de ratas en los dos casos fué de 32.

Los controles sin intervencion quirtrgica los representan.los grupos “C"y “F". El
grupo C (16 ratas), que consiste de animales tratados con solucion salina en la misma
forma que aquellos con dexamétasona pero sin laparotomia, presenta resultados
similares al grupo B (control con laparotomia) en cuanto al nimero de embriones al dia
14. El grupo F (16 ratas) correspondiente a animales tratados con dexametasona

presenta desarrollo embrionario similar al E.
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Efecto de la colchicina (lote3).

La tabla IV muestra el efecto de la dosis de colchicina sobre la actividad
intranuclear de la fosfatasa acida en las células estromales del sitio de implantacion, asi
como su efecto sobre la implantacién y el desarrollo embrionario. Aunque todas las
dosis utilizadas afectan el desarrollo embrionario en igual magnitud, la actividad de la
fosfatasa acida y la implantacion se afectan de manera dependiente de la dosis. La

dosis elegida es la de 12.5 nmoles.

TABLA IV

Efecto de la dosis de colchicina

Colchicina % inhibicion FA % inhibicion %inhibicién desarrollo
(nmoles/50p1/250g. pc) implantacion embrionario
0 0 0 0
6.25 12% 92% 100%
12.5 19% 94% - 100%
25.0 45% 100% - 100%

Efecto de diferentes dosis de colchicina sobre la actividad intranuclear de la fosfatasa acida(FA) de células estromales
del 8, laimplantacion y el desarrollo embrionario. . La lumicolchicina en las tres dosis usadas no tiene efecto.El efecto de
inhibicion sobre la aclividad para {}-glucuronidasa es similar. En el medio libre de células la colchicina no tiene efecto-
sobre la actividad de ambas enzimas.

Fig. 15.- muestra el efecto de la colchicina sobre la actividad intranuclear de la
fosfatasa acida en el epitelio y el estroma endometrial tanto del sitio como del no sitio

de implantacion. La actividad de esta enzima en el epitelio que recubre el sitio de
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implantacion del cuerno uterino control tratado con lumicolchicina (Lu S) fué
significativamente mas alta con una p<0.01(189.9+34.3 nmoles de p-nitrofenol/img de
DNA/min.) que la que se encontro en el cuerno tratado con colchicina (CoS:
148.81+16.80). El epitelio del no sitio (NS) no mostré cambios significativos entre el
cuerno control (Lu NS: 158.41+25.7) y el tratado (Co Ns: 148.8+16.8). El tejido estromal
en general presentd menos actividad que el epitelial y no respondid al efecto de la

colchicina: 98.0+5.8 (LuS), 84.1+10.3 (Lu Ns), 104.4:17.3(Co S) y 104.5£10.4 (Co NS).
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Fig. 15.-Efecto de la colchicina sobre la actividad
intranuclear de la fosfatasa 4cida. S(sitio de implantacian),
NS(no sitio de implantacion), Lu(cuerno control) y
Co{cuerno tratado con colchicina).Promedio de 8
experimentos, Xx£DE. *P< 0.01al comparar con el control.
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La figura 16 muestra el efecto de la colchicina sobre la actividad intralisosomal
de la fosfatasa acida en el epitelio y el estroma del sitio (S) y no sitio (NS) de
implantacion. La actividad de esta enzima en el epitelio del sitio de implantacién del
cuerno tratado con colchicina (Co S) fué menor con una p<0.05 (306.3+51.0 nmoles p-
nitrofenol/mg proteina/min.) que aquella del control tratado con lumicolchicina (S Lu:
358.5+43.8). El epitelio que recubre el NS tanto del cuerno tratado como el del control
no presenté diferencias significativas entre si: 246.4+51.3 y 237.0+57 4. Con respecto al
tejido estromal existen diferencias (p<0.05) entre el sitio tratado (97.848.9) y el no
tratado (142.0£15.4). Los no sitios no presentaron diferencias entre el tratado vy el

control (NS tratado:141.5+14.0 y NS control: 145.2+19.7).
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S NS ) NS
EPITELIO ESTROMA

Fig. 16.- Efecto de la colchicina sobre la actividad de
fosfatasa acida intralisosomal. S (sitio), NS(no sitio),
Lu(cuerno control) y Co(cuerno tratado con
colchicina).Promedio de 8 experimentos.x+DE. *P < 0.05 al
comparar con el control.

42



En la figura 17 se muestra el efecto de la colchicina sobre la actividad
intranuclear de f-glucuronidasa en las células estromales del sitio y no sitio de
implantacién: el sitio de implantacion del cuerno tratado con colchicina presento
actividad enzimatica considerablemente menor (5.1+t0.7 nmoles de fenolftaleina/ug
DNA/min) con una P<0.001 que Ila del control tratado con Iumicolchicina

(9.8£1.2control). El no sitio no muestro diferencias entre el cuerno control (5.9£0.5) y el

tratado (6.2+0.3).
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Fig.17.-Efecto de la colchicina sobre la actividad
intranuclear de f -glucuronidasa en estroma
endometrial. S(sitio de implantacion) NS(no sitio de
implantacién), Lu(cuerno tratado con fumicolchicina),
Co (cuerno tratado con colchicina).xtDE.*p< 0.001 al
comparar con el control
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En la figura 18 se aprecia el efecto de la colchicina sobre la actividad
intralisosomal de la f-glucuronidasa; se encontré que la actividad del sitio de
implantacion del cuerno tratado con colchicina fué mayor (4.9+0.4 nmoles de
fenolftaleina/ug proteina/min.) que la del control (1.7+0.4). El NS no mostré cambios

entre el cuerno control (3.1+0.4) y el tratado (3.0+0.6).

6
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4 .
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Fig.18.- Efecto de la colchicina sobre la actividad
intralisosomal de § -glucuronidasa en estrama. S(sitio de
implantacion), NS(sitio de no implantacién), Lu(cuerno
uterino tratado con lumicolchicina), Co.(cuerno tratado con .
colchicina).xtDE. *p< 0.001al comparar con el control.
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La figura 19 muestra la distribucion intracelular de la actividad de fosfatasa acida

en el sitio de implantacion de los cuernos tratado y no tratado con colchicina.

LUMICOLCHICINA COLCHICINA
nicleos
30.6% .
) nlicleos
10.0%

- citosol

“11.1% citosol

| 8.5%

lisosomas
81.5%

lisosbmés
58.3%

Fig.19.- Efecto de la colchicina sobre la distribucion intracelular de la
actividad de fosfatasa acida en el tejido decidual control y tratado.
Parametro de referencia, el peso seco, El epltelio presenta distribucion
similar.” '
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La tabla V muestra que la implantacion embrionaria, se inhibio al 100% por el

efecto de la colchicina. Asi mismo, la inhibicidn de la respuesta vascular fué de 90.7%,

tomando en cuenta que existieron 0.61 numero de sitios de implantacion, los que se

comparan con los 6.5 del control.

TABLA V.

Efecto de la colchicina sobre la implantacion embrionaria de la rata

Cuerno No de ratas Sitios de Cuerpos Inhibicién de | Inhibicion de
implantacion lateos resp.vascular | implantacién.
Control 10 6.5+2.25 7.7241.25 0% 0%
(*2+1.0mm)
Tratado 10 0.61+0.75 7.5612.85 90.7% 100%
(*2+£1mm)

Promediotdesviacion estandar. Control:cuerno uterino izquierdo tratado con lumicolchicina. Tratado: cuerno uterino
derecho tratado con colchicina. Un lote de ratas sin tratamiento da un numero se sitios de 6.7£3.4 en el cuerno
izquierdo. *Medida de los sitios de implantacién. La inhibicion de la respuesta vascular se midid en base al numero de
regiones pintadas con el colorante de azul de tripan. La inhibicion de la implantacion se consideré por el nuimero de
nédulos de reabsorcién.

E! efecto de la colchicina sobre el desarrollo embrionario se aprecia en la tabla

VI: se encontré que la inhibicién del desarrollo embrionario al dia 14 es del 100%.

TABLA VI

Efecto de la colchicina sobre el desarrollo embrionario (dia 14) de la rata,

No.de

Cuerno No.de ratas No. de No. de No.de Inhibicion:
uterino ‘ embriones | placentas | nddulosde | - cuerpos desarrollo
(peso) (peso) reabsorcion lUteos embrionar.
Control 10 4,16%1.32 4.16+1.32 2.0£1.5 6.7111.28 29.24%
(1.25+0.05) | (0.36+0.19)
Tratado 10 0 0 0 6.57+0.78 100%

Promedio tdesviacion estandar.  Control:cuerno uterino izquierdo tratado con lumicolchicina. Tratado:cuerno uterino
derecho tratado con colchicina. En una rata normal sin tratamiento, el nimero de nodulos de reabsorcion es semejante
al obtenido por nuestro control. A éstos. se les considera como inhibicién del desarrollo embrionario pero no de la

implantacion.




DISCUSION.

El desarrollo del tejido decidual maduro involucra tanto proliferacion y/o
diferenciacion de las células estromales, por lo que no sorprende encontrar en este
tejido cambios significativos tanto en el contenido como en la velocidad de la sintesis
del DNA, RNA y proteinas. Se ha demostrado por la incorporacion de timidina marcada,
que la sintesis de DNA en las células estromales endometriales se incrementa
significativamente en el sitio de implantacion® durante el 4° y 5° dia de prefiez o
pseudoprefiez (dia uno presencia de espermatozoides) en la rata. Parece ser que las
células deciduales que ya se han definido no sintetizan mas DNA, pero aquellas de la
periferia del nido continuan incorporando timidina®. En el raton se ha observado que 11
a 15 horas después del estimulo decidualizante existen dos poblaciones de células que
inician la sintesis de DNA: unas que se diferencian a células deciduales maduras sin
division y otras que se dividen antes de la diferenciacion®. Las células deciduales

tipicas son binucleadas y poliploides® *: en la rata los niicleos a veces son 32n y en el

raton 64n, este efecto se debe a replicacion mas que a fusion % %,

La sintesis de proteinas medida por la incorporacion de aminoacidos presenta
un patrén bifasico en el periodo de perimplantacion en la rata. De esta manera |a
incorporacion’ de precursores marcados aumenta al 3° dia de prefiez, al 4° disminuye y
nuevamente aumenta al 5° y 6° dia (dia uno: presencia de esplermatozoidés) en los
sitios de implantacién pero no en los intersitios®” °. En general, se ha detectado un
aumento en la sintesis de gran nimero de proteinas celulares en el sitio de

implantacién poco antes de que el blastocisto se una al epitelio materno.

Nosotros encontramos que la relacion de proteinas/DNA en él sitio de

iimplantacién se encuentra incrementada con respecto al intersitio, ésto posiblemente se
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debe a la sintesis de gran cantidad de proteinas necesarias para la unién del blastosisto

al endometrio materno®.

Es importante para los objetivos trazados en nuestro trabajo haber encontrado
que la relacion proteinas/DNA de los tejidos tratados con dexametasona o colchicina no
varia significativamente cuando se compara con los no tratados, ya que lo contrario
significaria que hay efectos colaterales importantes, principalmente en el caso de la
colchicina que se sabe que a ciertas dosis proveoca arresto en metafase a células en

proliferacién y a otras dosis estimula ia sintesis del DNA.

En el presente trabajo, encontramos que la actividad lisosomal exhibe
basicamente dos comportamientos diferentes: Primero, la distribucion apical de los
lisosomas de las células epiteliales del sitio de implantacion (fotografia 3) y la actividad
enzimatica intralisosomal mayor en el sitio que en el no sitio del mismo tejido. Segundo,
la localizacion perinuclear de los lisosomas y su aumentada actividad enzimatica dentro

de los nticleos de las células estromales del S.

La aumentada actividad intralisosomal en el epitelio del S se relaciona con una
funcién digestiva, ya que la implantacion en la rata requiere de lisis celular y apoptosis
{muerte celutar programada). Cabe .mencionar, que una importante poblacién de
lisosomas localizada cerca del borde apical de las células epiteliales del sitio de
implantacion (Fotografia 3) podrfa participar en la formacion de la camara de

implantacion en la rata y el ratén y en la reaccién de union del embrion en el conejo®.

Por otro lado, la distribucion perinuclear (foto 1B) y la presencia de actividad

intranuclear de enzimas lisosomales en el sitio de implantacion (Fig. 5y 7) conducen a

pensar en su participacion a nivel de des-represién del DNA.
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Es importante mencionar que en el endometrio de cerdos tratados con
progesterona, se producen mas de dos gramos de una fosfatasa acida resistente al
tartrato ltamada uteroferrina, cuya funcién principal es el transporte de fierro al utero®.
Aunque en la rata no se ha reportado alguna enzima con dicha funcion, parte de la
actividad de la fosfatasa acida encontrada en los lisosomas pudiera tener también esta
funcién, ya que nuestra enzima también es resistente al tartrato. No obstante, habria

que demostrarlo.

Smith y Wilson®" reportaron que en la rata y el raton, la fosfatasa acida es una
enzima lisosomal asociada con la lisis y fagocitosis de las células epiteliales luminales
del sitio de implantacion, lo cual apoya nuestros resultados. Sin embargo, Singh62
encontré concentraciones elevadas de fosfatasa acida en el fluido uterino de mujeres
infértiles durante todo el ciclo menstrual. La actividad de esta enzima se correlaciona
negativamente con la actividad de la amilasa®, ayudando esta Ultima a la capacitacion
espermatica. De lo anterior y de nuestros resultados, se deduce que la actividad »de la
fosfatasa acida a niveles optimos ayuda a la implantacion, mientras que una elevacion

impide la prefez.

Mecanismos locales y hormonales estan relacionados con la diferénciacién
_endometrial que toma lugar desde los pasos iniciales de la sensibilizacion uterina, hasta
el momento en el cual se lleva al cabo la interacciéon del epitelio materno con el
blastocisto. En la rata, los estrégencs maternos son esenciales para.la implantacion en

un Gtero sensibilizado previamente con progesterona® "

. Durante la implantacion
ocurren muchas alteraciones morfologicas y bioquimicas incluyendo. el aumento de
receptores a estradiol y progesterona. En el presente trabajo, demostramos el papel

adicional de los lisosomas en este proceso. La actividad de la fosfatasa acida en la
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fraccién nuclear obtenida de céluias deciduales (S) (Figura 5) fué casi del doble de la
obtenida en el tejido adyacente (NS). Estos resultados estan de acuerdo con la

participacion de los lisosomas en los procesos hormono-dependientes””.

La dexametasona administrada por via subcutanea en dos dosis de 0.8mg (48 y
24 h antes del momento de la implantacion en la rata) suprimio el aumento de la
actividad de la fosfatasa acida y {}-glucuronidasa producido en los nucleos de las
células endometriales (epitelio y estroma) durante la implantacién. Dicha supresion no
se presentd en los no sitios, por lo que se sugiere que los estrogenos labilizan las
membranas lisosomales permitiendo asi la fuga selectiva de hidrolasas. Se sabe que
para que se lleve al cabo la implantacién es necesario un pulso de estradiol?' y que la
dexametasona antagoniza la labilizacién producida por este estrogeno® *'. En modelos
experimentales con implantacién retardada se ha encontrado que cuando se administra
1mg de dexametasona 3 horas antes de un pulso adecuado de estradiol, el porcentaje
de sitios de implantacion baja a 50% y cuando la administracién es 6 horas antes del
estrégeno, baja a 28. Otros autores' han observado que el nimero de blastocistos

recuperados no se afecta por la dexametasona administrada por via sucutanea,

El aumento de permeabilidad vascular que se observa previo al contacto del
blastocisto con el epitelio endometrial materno no se ve afectado por la dexametasona,:
por lo que se piensa que el mecanismo de accion este glucocorticoide no es via la
sintesis de prostaglandinas, ya que éstas son nec_esarias para. que se lleve a cabo la
reaccion vascular durante la implantacion. Fenéme'nos subsecuentes -como la
implantacién y el desarrollo embrionario se inhiben en un 64.2 y 100% respectivamente.
Debido a que los efectos sobre la implantacion y la actividad de la fosfatasa ébida y B-

glucuronidasa son inversamente proporcionales a la dosis de dexametasona, se
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demuestra que la presencia de estas dos enzimas en el nucleo, es indispensable para
que se lleve a cabo la implantacion, probablemente por su participacion en la des-
represion del DNA o la potencializacion de los receptores nucleares a estrogenos.
Nooshine y col®® han identificado tres formas interconvertibles de receptores a
estrégenos en el oviducto de pollos estimulados con estrogenos: los de nula, de baja y
. de alta afinidad. La forma que carece de afinidad para unirse al estradiol puede
convertirse a la de baja afinidad por un proceso que requiere la forma y-fosforilada del
ATP . La actividad enzimatica esencial para esta “potenciacion del receptor” parece
deberse a fosfatasas, ya que la conversion de los receptores es bloqueada por los

inhibidores de fosfatasa: vanadato y pirofosfato™.

Campbell y col han demostrado que la administracion subcutanea de 1mg de
dexametasona 25 min antes de una inyeccion de 1ug de estradiol, reduce la formacion
del complejo estradiol-receptor nuclear en células endometriales, sin embargo, la
captura del (3H)estradiol no se ve afectada significativamente; estos autores supbnen
que los efectos tardios del glucocorticoide en cuestion sobre la accion de los estrogenos
ocurren a nivel del genoma a través de la reduccién del complejo estradiol-receptor
nuclear como un resultado de la restriccion del transporte del estradiol dentro de las

células uterinas®.

Mas édelante Naoki® y col. demostraron que 1 mg de dexametasona
administrada por via s.c antes (pero no después) de 10 pug de 17-p-estradiol inhibe
completamente el incremento del peso de la hipdfisis de la rata y la concentracion de
receptores para progesterona en este mismo érgano. No obstante, un
antiglucocorticoide bloquea el efecto de la dexametaéona. Por su parte estos autores,

encontraron que la dexametasona no afecta la dinamica estradiol-receptor inducida por
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el estradiol en la hipéfisis, por lo que el efecto inhibitorio de la dexametasona no es

mediado por el sistema de receptores para el estradiol.

Nosotros suponemos que el tratamiento con dexametasona al 3° y 4° dia de
prefiez, antagoniza los efectos producidos por el pico de estradiol del 5° dia (dia cero
presencia de espermatozoides. Este antagonismo se ejerce sobre efectos tempranos
como son la translocacion lisosomal y la presencia de la actividad de enzimas

lisosdmicas en el nucleo.

Es sin lugar a dudas que los lisosomas y su contenido juegan un papel
hormono-dependiente que es muy importante de para los procesos no genémicos de la

implantacién y del desarrollo embrionario.

La colchicina evita el aumento de actividad de fosfatasa acida y B-glucuronidasa
producido en el nlcleo de las células endometriales durante la implantacion en la rata.

Dicho efecto es paralelo a la implantacién y demuestra ser dependiente de la dosis.

Otros autores*' demastraron por microscopia electrénica que la administracion
intraperitoneal de colchicina inhibe la migracién basal de lisosomas en células
epiteliales uterinas, demostrando ademas, que dicho alcaloide también disminuye el
contenido de microtubulos de manera dependiente de la dosis.

Shinohara y col®

. encontraron que el tratamiento con 0.01-10uM de colchicina
en cultivos qﬁiescentes de fibroblastos de embriones, induce la sintesis de DNA y la
division celular en ausencia de factores de crecimiento, sugiriendo que el rompimiento
de los microtubulos puede produciir sefiales intracelulares de proliferacion celular. Otro

grupo57 determind la existencia de un subgrupo de microtubulos presentes en el

citoplasma capaces de reprimir ciertos signos de transduccién mitogénica; los
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microttbulos pueden estar involucrados en la modulacién del estado de los receptores
para factores de crecimiento en la membrana celular®’. Evidencias al respecto, sugieren
que los microtubulos participan en la agregacion e internalizacién de los receptores

para estos factores™.

Szego y col'® demostraron que la inyeccion intravenosa de 0.5 pg/100g.pc.
de17p-estradiol en ratas ovariectomizadas, produce una disminucion significativa en el
nimero y longitud de los microtdbulos dentro de los primeros 35 min después de la
administracion del esteroide. Dicha alteracion se presenta simultaneamente con otros
signos de transduccion y/o propagacion de sefiales hormonales, incluyendo la elevacién
del cAMP, la alteracion de la actividad eléctrica y la actividad de ciertas hidrolasas

lisosomales en la superficie celular, el citoplasma y el nucleo™.

Por lo anterior, concluimos que la supresion de las actividades de la fosfatasa
acida y B-glucuronidasa en las células endometriales, se debe al impedimento que
tienen los lisosomas para trasportar su contenido al nucleo, ya que la colchicina no
. presenta efecto directo sobre las actividades enzimaticas. Adémés, a la dosis y tiempo
utilizado por nosotrps, los efectos colaterales de la colchicina son poco probables,

debido a que su isémero la lumicolchicina carece de efectos.
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CONCLUSIONES.

1.-La actividad intralisosomal de la fosfatasa dcida y la f-glucuronidasa se
encuentra elevada en el sitio de implantacion, y puede deberse a que éstas son
necesaria para la lisis celular que se presenta en el epitelio endometrial previo a la

implantacién.

2.-La actividad intranuclear de las dos enzimas se encuentra elevada en el sitio

de implantacion, ésto podria deberse a su participacion a nivel de |a des-represion del

DNA.

3.-Los fendmenos de redistribucion lisosomal y liberacion enzimatica son
hormono-dependientes, ya que la dexametasona (compuesto que antagoniza la

labilizacion lisosomal producida por estrégenos) suprime estos efectos.

4.-La translocacion lisosomal producida durante la implantacion se lleva al cabo
con la colaboracion del sistema microtubular, debido a que la colchicina impide los

efectos de distribucion de enzimas.
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