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Si la tierra tuviera solo unos cuantos metros de diametro y LE

estuviera en algun campo cercano, la gente acudiria de
todzs partes para maravillarse ante ella. Las personas se
admirarian de sus grandes charcos, pequefnos pozos y del

agua que fluye entre ellos. Se asombrarian de sus

monticulos y depresiones y de la leve capa de gas que la

rodea.

El globo seria la maravilla mas grande conocida y las
multitudes irian a orarle, a ser sanadas, a buscar
sabiduria y admirarse de como podrian ser. Los pueblos
lo adorarian, lo defenderian con su propia vida, porque
sabrian de alguna manera que su existencia seria nada
sin él. Si la Tierra tuviera solo unos cuantos metros de

diametro.




“No se que opine el mundo de mi, pero a mi parecer
sélo he sido como un nifo que juega en la playa y se
regocija al encontrar de vez en cuando un guijarro mas
pulido o una concha mas bonita de lo normal, mientras
ante sus ojos se extiende, todavia ignoto, el inmerso
mar de la verdad”. ISAAC NEWTON.

Dijo la Cumbre al Abismo : “Desde mi altura,
contemplo la total extensién del planeta y la excelsa
infinitud del firmamento, y td, ;Qué haces alla abajo?”
Respondio6 el Abismo: “Te sostengo”.

ENRIQUE SOLARI SWAYNE

“Cuando se cierra una puerta a la felicidad, otra se abre,
pero con frecuencia nos quedamos tanto tiempo
mirando la puerta cerrada, que no vemos la que se
abrio”.

“La magnifica riqueza de la experiencia humana
perderia parte de su encanto si no hubiera limitaciones
que superar.

HELLEN KELLER.
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{. Resumen

En los mamiferos euterios, durante los primeros dias de la prefiez, el dtero
edauiere una fase de receptividad en la que es capaz de responder a los
estimulos del blastocisto y permitir la implantacion embrionaria. La adquisicion de

esta fase depende de ia accion de progesterona y/o estrégenos.

La respuesta uterina a los estimulos embrionarios involucra un aumento en
la permeabilidad vascular, lo que ocasiona que las zonas de implantacion (Z f)
puedan identificarse mediante colorantes de alto peso molecular (azul de tripano,
azul de evans, etc) que se extravasan unidos a la albomina sérica y acumulan en

estas zonas cuando se administran intravascularmente.

La accion de los estrégenos y los cambios en la permeabilidad inducidos
por ellos en el Utero se han asociado a la actividad de 1a peroxidasa. Para explicar
que células producen esta enzima, cuando es inducida por estas hormonas,
existen dos opiniones: una la atribuye a la fraccidén soluble de los eosindfilos que
invaden al Utero por estimulacién estrogénica; otra considera que proviene de las

particulas microsomales de células residentes del endometrio.

Muchas evidencias indican que la mayor parte de actividad de peroxidasa
inducida por estrégenos es de tipo eosinofilico y se ha sugerido que la atraccion
y/o migracidon de estas células hacia el uUtero es mediada por un factor

quimotactico dependiente de estrogenos (el ECF-U).

Los eosindfilos influenciados por los estrogenos degranulan y se cree que
ello cause el aumento de permeabilidad vascular. La peroxidasa también se ha
involucrado con la vasodilatacion uterina mediante la formacién de
catecolestrégenos, los cuales se consideran esenciales en la respuesta vascular

temprana a estrogenos.

En este trabajo se analizd la actividad de la peroxidasa en las fracciones

soluble y microsomal en Gteros de rata de los dias 3 al 6 de prefiez. Se empled

-1-



como sustratos peréxido de hidrégeno y o-fenilendiamina. Durante el dia 6 c2
prefiez se dividieron los Uteros en las zonas con respuesta vascular, (donde

ocurre la implantacion(Z 1) y el resto del ttero (I Z).

El comportamiento de ambas fracciones fue semejante pero la actividad de
la peroxidasa soluble siempre fue mayor a la microsomal. Las actividades de
ambos tipos de peroxidasas aumentaron progresivamente de los dias 3 al 5 de
prefiez y en este Gltimo alcanzaron una actividad mas alta respecto a los otros
dias (2.1 £+ 0.2y 5 + 0.5 U/mg de proteinas para las fracciones microsomal y
soluble respectivamente), ello coincide con la fase de receptividad uterina. Un dia
después, cuando la respuesta vascular ya se ha establecido, la actividad de la
enzima soluble disminuye tanto en las Z | como en las | Z, mientras que la enzima
microsomal sélo lo haceenlas Z |.

Los resultados obtenidos, apoyan la hipotesis de la posible participacion de
la peroxidasa de los eosindfilos y la enzima microsomal endbégena en el proceso
de implantacion embrionaria, ya que la fase de sensibilidad uterina, es inducida
por estrogenos, estas hormonas podrian causar una elevada actividad de
peroxidasa al dia 5 de prefiez . Este aumento podria provenir de la migracién de
eosindfilos, mediada posiblemente por un factor quimotactico. Entre el dia 5y 6
por efectos del blastocisto ocurriria la migracién de los eosinéfilos hacia las Z | con
una consecuente degranulacion, esto provocaria la edematizacion caracteristica
de la Z |, lo que explicaria la disminucion de actividad de peroxidasa en el dia 6,

respecto al dia 5, tantoenlas Z | comoen las | Z.

La liberacion de peroxidasa eosinofilica y la actividad de la enzima
microsomal podrian intervenir en la formacion de sustancias vasoactivas como los
catecolestrégenos, ambas pueden estar relacionadas con los cambios vasculares
uterinos caracteristicos de la respuesta del endometrio durante la implantacion

embrionaria (aumento en la permeabilidad vascular de la Z ).



il. INTRODUCCION.

A.- ASPECTOS GENERALES.

La prefiez en los mamiferos euterios es un proceso complejo que involucra
la sincronizacion de una serie de eventos interdependientes, necesarios para la
fecundacion, implantacién y el desarrollo embrionario; para favorecer lo anterior,
las distintas especies cuentan con una amplia variedad de mecanismos

reproductivos, que estan intimamente relacionados con sus ciclos sexuales.

Los ciclos sexuales se dividen en estrales y menstruales, los primeros se
caracterizan por un periodo corto de conducta reproductiva y de receptividad
sexual intensa (estro); los segundos por la formacidn de arterias espirales en el
endometrio y el desprendimiento posterior de este Gitimo acompanado de
sangrado (menstruacion).

La rata, entre otros animales ha sido utilizada ampliamente en estudios
sobre diferentes aspectos de la reproduccion, debido a su gran disponibilidad y
facilidad de manejo.

1.- El Ciclo Estral.

El periodo de tiempo entre el inicio de un estro y el siguiente se denomina
ciclo estral y tiene una duracion de cuatro a seis dias en la rata, (Fox y Lair, 1988;
Freeman, 1988).

De acuerdo a los cambios vaginales y conductuales que se presentan, el
ciclo estral se puede dividir en 4 fases: proestro, estro, metaestro y diestro,

mismas que se describiran a continuacion (Fig. 1).



Proestro.- Tiene una duracion de 12 h aproximadamente, en él ocurren el
crecimiento y la maduracién de los foliculos bajo la influencia de la FSH (Fox y
Lair, 1988). En su fase inicial, la secrecion de 17 B-estradiol por el foliculo de
Graaf en desarrollo alcanza su elevacion maxima teniendo un pico en esta etapa,
el que sensibiliza el sistema nervioso central lo que ocasiona que la hipofisis
secrete LH. Esta hormona inducira la ovulacién en los foliculos que anteriormente
hayan sido estimulados por la FSH. Se presenta también un pico preovulatorio de
secrecion de progesterona que casi coincide con el pico de LH. Esta fase se
caracteriza porque en el frotis vaginal se presentan abundantes células epiteliales
nucleadas, no cornificadas.

Estro.- En este periodo se presentan dos eventos importantes: el celo o
calor y la ovulacidn. La sincronia entre la ovulacién y el estro asegura que el évulo
y el espermatozoide se encuentren en el periodo de maxima eficacia reproductiva
cuando s2 presenta la copula (Heald, 1976). En esta etapa el endometrio se
engruesa, la superficie epitelial se eleva y las glandulas uterinas tienen mayor
secrecion. La creciente cornificacion del epitelio vaginal hace que el frotis presente
células queratinizadas anucleadas. La duracidn de esta fase es aproximadamente
de 12 h (Figs 1 y 2). En relacion a la conducta, la hembra presenta un cambio de
comportamiento para atraer y aceptar al macho. Asi, en ios roedores como la rata,
los cambios comprenden la vibracion o aleteo de las orejas y la lordosis o arqueo

del lomo como respuesta a fa aproximacion del macho (Baird, 1972).

Metaestro.- Después de la ovulaciéon la cavidad del foliculo se llena de
sangre y se forma el cuerpo hemorragico, este ultimo origina al cuerpo luteo, el
cual secreta progesterona. Al acercarse el diestro se produce una disminucién en
la secrecion de estrégenos en el ovario (Barrington, 1977). Esta etapa tiene una
duracién de 21 h y en el frotis vaginal aparecen células cornificadas nucladas y

leucocitos neutrofilos (Figs 1y 2).



Diestro.- Se caracteriza por la involucion funcional o lisis de los cuerpos
lateos por lo que disminuye muy notablemente la progesterona circulante en la
hembra. Los demas niveles de estrégenos y LH son bajos y empiezan a crecer
nuevos foliculos. Los cuernos uterinos se observan pequenos y contraidos; tiene
una duracion de 57 h aproximadamente y se caracteriza por la presencia masiva
de leucocitos en los frotis vaginales (Figs 1 y 2). Si no ocurre la prefiez, el
endometrio se reabsorbe (proceso de regresién) y se inicia un nuevo ciclo (Baird,
1972; Barrington, 1877 y Freeman, 1988).

El ciclo estral depende tanto de factores exégenos como enddgenos. Entre
los primeros se incuyen estimulos como la temperatura y el fotoperiodo, mientras
que en los endégenos se encuentran las secreciones hormonales (Baird, 1972 y
Barrington, 1977). '

En su regulacién participan diversos érganos, endocrinos entre ellos:

El hipotadlamo.- El cudl es influido por el ambiente externo e interno y
participa en la conexidon entre los sistemas nervioso y endocrino produce
hormonas que viajan por la sangre hasta la adenohipdfisis, en donde inducen o
inhiben la liberacién de hormonas especificas que actian a su vez sobre otras
glandulas, por ejemplo, la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que

estimula en la hipofisis, la liberacion de gonadotropinas (Barrington, 1977).

La hipofisis.- Secreta tres hormonas que influyen sobre las génadas y que
se llaman por esto hormonas gonadotrépicas (Baird, 1972; Barrington, 1977),

estas son:

A) La hormona foliculo estimulante (FSH) que promueve en el ovario la
secrecion de estrégenoé y el desarrollo de los foliculos preparandolos para la

accion de la LH.
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Figura 1. REPRENTACION ESQUEMATICA DEL CICLO ESTRAL EN LA RATA.-
Los procesos que se muestran estan intimamente relacionados (de acuerdo a
Sadleir, 1982), si se toman en cuenta los cambios ovaricos el ciclo estral puede
dividirse en dos fases: la folicular y la lutea. Segun los cambios vaginales,
conductuales y hormonales en conjunto se divide en cuatro fases: proestro, estro,

metaestro y diestro. Los principales eventos de cada fase se describen en el texto.
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Figura 2. CARACTERISTICAS VAGINALES Y CONDUCTUALES DEL CICLO
ESTRAL DE LA RATA.- En la rata, durante el ciclo estral se presentan cambios
conductuales y vaginales. El epitelio vaginal experimenta cambios marcados que
se manifiestan en las células que se encuentran en el frotis vaginal . En el
proestro se encuentran solo células epiteliales nucleadas; en el estro predominan
células cornificadas: durante el metaestro se observan leucocitos y células
cornificadas, finalmente en el diestro predominan los leucocitos. Durante el estro,
la hembra acepta al macho y presenta conducta de apareo (Tomado de Fox,
1988).




B) La hormona luteinizante (LH) que actua sinérgicamente con la FSH para
promover la secrecién de estrogenos por los foliculos que sufren maduracion y
para causar la ovulacion, ya que este evento no es un efecto sélo de la LH sino el
resultado de la accion de ambas hormonas,induce también la formacion de los
cuerpos luteos (luteinizacion) y favorece la secrecion de progesterona (Fox y Lair,
1988).

C) La prolactina (PRL) G hormona luteotropica (LTH) que en algunos
mamiferos como la rata, el raton y el criceto favorece el mantenimiento del cuerpo
luteo y la produccion de progesterona y en todos estimula la produccion lactea
(Barrington, 1977).

El ovario.- Secreta fundamentalmente dos tipos de hormonas: los
estrogenos producidos por las células del foliculo de Graaf y las hormonas
progestacionales que derivan principalmente de la actividad del cuerpo lldteo
(Baird, 1972).

Los estrégenos son muy importantes para los procesos reproductivos de la
hembra, su representante mas activo es el 17 B-estradiol (E2). Estimulan el
crecimiento y desarrollo del (tero, vagina y glandulas mamarias, ademas,
preparan al Utero para el transporte de los espermatozoides, aumentan la
permeabilidad vascular uterina e influyen en el comportamiento sexual de diversas

especies de mamiferos (Baird, 1972; Barrington, 1977).

La progesterona favorece el desarrollo del endometrio preparando al Utero
para la recepcion y nutricion del embrion. Esta hormona suprime el estro, la

ovulacién y la produccion de la LH de la hipéfisis (Barrington, 1977).

Tanto los estrégenos como la progesterona, actian a nivel hipotalamo-
hipofisiario en un mecanismo de retroalimentacion: los niveles bajos de

estrégenos en la circulaciéon estimulan la liberacién de FSH (retroalimentacion



positiva). Cuando los foliculos han crecido y el nivel de estrégenos es alto se
inhibe la liberacion de FSH (retroalimentacion negativa) y se promueve la de LH,
con esto se induce la ovulacion. Los foliculos preovulatorios secretan poca
progesterona y grandes cantidades de estrogenos, la ovulacién ocurre mientras
los niveles de LH van ascendiendo y ademas ocurre una caida en los niveles
séricos de estrogenos. Después de la ovulacion el cuerpo liteo produce una
elevacién de progesterona en el plasma, la cual inhibe a su vez la liberacion de LH
(Fox y Lair, 1988).

2.- Periodo de Preimplantacion.

El tiempo que transcurre desde la fertilizacion hasta el momento inmediato
anterior a la implantacion o nidacion recibe el nombre de preimplantacién (Boving
y Larson, 1973).

El ovocito al ser descargado del foliculo de Graaf (ovulacién), es
transportado al ampula del oviducto, lugar donde ocurre la fertilizacion. Entre los
factores que intervienen en regular el transporte del ovocito destacan las
contracciones musculares y el movimiento ciliar del oviducto los que son influidos

por los estrégenos (Barrington, 1977; Psychoyos, 1967 y 1973).

El huevo sigue su viaje por el oviducto y se verifican las primeras etapas del
desarrollo embrionario. El huevo se segmenta y llega al estado de morula (racimo
de células) en la tarde del dia 4 de prefiez (en este trabajo se designa como dia 1,
cuando se encuentran espermatozoides en los frotis vaginales). En esta etapa
entra el utero y en &l la morula se convierte en blastocisto durante la noche de ese
dia, este Ultimo esta constituido por una capa de células externas llamada
trofectodermo que estan destinadas para la formacion del corién y un conjunto de
células internas a partir de las cuales se formara el embrion (masa celular interna).

En el dia 5 de prefiez, el blastocisto se dirige hacia la superficie antimesometrial



del endometrio. Entre la noche del dia 4 y las 4: 00 p.m del dia 5, este se libera de
la zona pellcida (Dickmann y col., 1976; Psychoyos, 1976).

En el endometrio ocurren diversos cambios morfofuncionales que lo
preparan para la implantacion, dentro de los que se encuentran las variaciones en

la proliferacion celular.

Las células epiteliales y glandulares experimentan mitosis los primeros 2
dias de prefiez, posiblemente inducida por los estrégenos preovulatorios (Fig. 3),
ya que se ha visto que la inyeccion de 17 B-estradiol a ratas ovariectomizadas
induce un aumento marcado en el indice mitético del epitelio luminal y glandular,

ademas, de que tiene poco efecto en las células estromales (Tachi y col., 1972 y
1974).

Hacia el dia 3 de prefiez las células epiteliales dejan de dividirse y en
contraste proliferan las células del estroma debido a la influencia de progesterona
y estrogenos (Fig. 3). Se ha encontrado que en las ratas ovariectomizadas con un
tratamiento de 3 a 4 dias de progesterona y luego la administracion de una
pequena cantidad de estrogenos aumenta la division de las células del estroma y
en cambio disminuye la division del epitelio, asimismo se ha visto que el
tratamiento de estrogeno o progesterona por separado no causa este efecto
(Tachi y col., 1972). Al parecer la progesterona, que a partir del dia 2 de prefiez
empieza a aumentar progresivamente, ocasiona una elevaciéon en el numero de
receptores a estrogenos en las células del estroma y una disminucion de los

mismos en el epitelio (Martel y Psychoyos, 1982).

Al dia 5, el endometrio alcanza un estado receptivo y por ello se hace
sensible a los estimulos del blastocisto. El término de receptividad se conoce
como la situacion unica, exclusiva y breve en que el Utero permite que ocurra la

implantacion.
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Figura 3. CAMBIOS MITOTICOS EN EL ENDOMETRIO DURANTE LOS
PRIMEROS DIAS DE LA PRENEZ EN LA RATA.- Se observa que las células
epiteliales y glandulares experimentan mitosis los primeros dos dias de la prefiez.
Al cuarto dia estas células dejan de dividirse y proliferan las células del estroma.
Durante el dia 5, en que ocurre la fase de receptividad uterina, la mitosis
disminuye pero la sintesis de DNA presenta su elevacion mas alta en ratas
seudopreiadas, esto sugiere que las células estromales se detienen en la etapa
de G; del ciclo celular (Tomado Heald, 1976 y Tachi, 1974).
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En la rata este periodo es de alrededor de 24 h, ya que se inicia al principio
del dia 5 de prefiez y termina al inicio del dia 6, momento en el gue el endometrio
se vuelve indiferente y el ambiente uterino es hostil a los blastocistos no
implantados (Psychoyos, 1986).

Durante la fase de receptividad cambia la morfologia del endometrio; antes
de esta fase posee un epitelio luminal con células cilindricas ciliadas y glandulas
tubulares simples y un estroma con células fusiformes y nucleos ovalados
(Weithauf, 1988) pero cuando el endometrio se hace receptivo, el lumen del Gtero
se reduce, el niumero de lisosomas en el epitelio aumenta, se presenta edema
estromal y las células del epitelio adquieren forma cuboidal, ademas, en la
superficie apical se observan unas estructuras llamadas pinépodos involucrados
en los procesos de pinocitosis y de endocitosis. Por otra parte la reduccién de la
negatividad de la superficie epitelial facilita la adhesion del blastocisto (Parr y Parr,
1989; Psychoyos, 1973; Schlafke y Enders, 1975).

En el dia 5, en el cual se alcanza la maxima sensibilidad uterina, la sintesis
de DNA presenta su elevacion maxima en ratas seudoprenadas (Fig. 4), pero la
velocidad mitética en ratas prefadas y seudoprefadas disminuye al mismo
tiempo, por lo que se ha sugerido que el ciclo de las células del estroma se
detiene en G, y so6lo como consecuencia del estimulo proporcionado por el
blastocisto, este se reanudara y la proliferacion de estas células aumentara
marcadamente (Tachiy col., 1972 y 1974).

Se ha propuesto en la rata ocurre una oleada estrogénica en la tarde del
dia 4 de prefez indispensable para inducir la implantacién, ya que esta se evita si
las ratas prefiadas se ovariectomizan antes o hasta ese tiempo, sin embargo, si se
efectia después la implantacion se realiza (Shelesnyak, 1960 Weitlauf, 1988).
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Figura 4. SINTESIS DE DNA EN EL UTERO DE RATA PRENADA Y
SEUDOPRENADA. - En el dia 5, en el cual se alcanza la maxima sensibilidad
uterina, la mitosis disminuye, sin embargo, la sintesis de DNA presenta su
elevacion maxima en ratas seudoprenadas por lo que se ha sugerido que las
células estromales se detienen en la etapa de G2 del ciclo celular {Tomado de
Tachi, 1974).
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3.- Respuesta del Utero a los Estimulos del Blastocisto.

Cuando el Utero se encuentra en la fase de receptividad, responde a los
estimulos del blastocisto, lo que en la rata ocurre el dia 5 de prefiez (Psychoyos,
1973 y 1986). Este dia el blastocisto manda senales quimicas y fisicas al
endometrio, este estimulo ocasiona que se presenten diversos cambios en el
mismo, el mas notable macroscopicamente, es el aumento en la permeabilidad
vascular en las areas adyacentes al blastocisto (Psychoyos, 1973), esto se
observa en la tarde de este dia, aun antes de que exista contacto fisico entre el
blastocisto y el endometrio. Este aumento en la permeabilidad se acompana de la
produccion de edema y la extravasacion de proteinas séricas, a esto se debe que
cuando se inyectan colorantes de alto peso molecular (azul de tripano, azul de
pontamina, azul de Geigy, etc), estos forman complejos con la albumina sérica, se
extravasan y se acumulan solo en las zonas de alta permeabilidad que
corresponden a las futuras zonas de implantacion (Z. 1), a diferencia de las

regiones adyacentes o el resto del Gtero (| Z). (Fig. 5).

En el endotelio vascular de las Z | en la rata, se han encontrado
fenestraciones con lagunas intercelulares, sin embargo, esto no se ha observado
en el resto del utero (I Z), con esto se ha sugerido que la permeabilidad vascular
podria ser de gran importancia para satisfacer las necesidades metabdlicas del
endometrio y del embrién en desarrollo (Parr y Parr, 1989).

En la rata y el raton, el estimulo del blastocisto también induce la muerte
programada de las células epiteliales a las que el trofoblasto podria fagocitar o
causarles un efecto citotoxico, hay evidencias de que la muerte celular sea
mediante un mecanismo llamado apoptosis, que se caracteriza por la
fragmentacion de las células, la condensacion de la cromatina, la disolucién del
nucleo con la inhibicién de la sintesis de RNA y en consecuencia el bloqueo de la
sintesis de proteinas (Parr y Parr, 1989).

-.-16_



:-.'0@ sg
R B

Olpznua&muoan

TINCION D )//%4
z0NAS ¥ @F

//7/9 /;‘

.
.
.

Figura 5. DETECCION MACROSCOPICA DE LAS ZONAS DE IMPLANTACION.-
Cuando se administran por via intravenosa diversos colorantes de alto peso
molecular (azul de tripano, azul de Evans, etc), forman complejos con la albdmina
sérica, los que atraviesan los capilares y se acumulan en las zonas de
implantacion con respecto al resto del (tero (Modificado de Bates, 1976 por Baiza,
1980),
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Las células del estroma del endometric también sufren cambios
morfofisiolégicos como respuesta a los estimulos del blastocisto y se diferencian a
las células deciduales, las que son mas activas tanto en la sintesis de proteinas y
acidos nucleicos, como en el metabolismo energético. Estas células se
caracterizan'por su forma ovoide y por la acumulacién en su citoplasma de
glucdégeno y lipidos (Finn y Porter, 1975; Gil-Recansens y col., 1965; Parr y Parr,
1989; Winsatt, 1975). La reaccion decidual permitira la nutricion adecuada del
embrién y la proteccion del Utero en caso de una posible penetracion
desorganizada del trofoblasto (Boving y larson, 1973; Finn y Porter, 1988; Gil-
Recansens y col., 1965; Parr y Parr, 1989).

Aun no se ha establecido con certeza la naturaleza del estimulo decidual
(Fig. 6), pero se han propuesto varias hipétesis una de ellas es la accion mecanica
del blastocisto, ocasionada por ondas sucesivas de contraccion y expansion del
mismo, las cuales se han observado en el dia 5 de prefiez; otras teorias
involucran la secrecién de sustancias inductoras entre las que se han sugerido: el
CQ; producto de la respiracion, Ia histamina, las prostaglandinas y reciéntemente
a los estrogenos (Dickman, 1975, Finn y Porter, 1975; Weitlauf, 1988 y Wimsatt,
1975).

4.-Periodo de Implantacion.

Se define la implantacion como el establecimiento de una posicién fija del
blastocisto en el endometrio materno. En la rata el trofoblasto desplaza al epitelio
uterino e invade al estroma (Parr y Parr, 1989).

Dependiendo de los tejidos que son erosionados durante la implantacién,
esta se clasifica como invasiva y no invasiva: en la implantacién invasiva (conejo,
raton, rata, cobayo, perro, humano) el blastocisto atraviesa la superficie del

epitelio e invade extensivamente al estroma que se encuentra por debajo de este.
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Figura 6. EL ESTIMULO DECIDUAL.- Las células estromales responden al

estimulo decidualizante, mandado por el blastocisto y mediado por el epitelio

TRAUMA

luminal, aumentando su ritmo mitético y diferenciandose en células deciduales. La
progesterona sensibiliza al endometrio uterino desviando el efecto mitogénico de
los estrégenos de las células epiteliales a las estromales (De acuerdo a Gfi-
Recasens, 1985).

_19-



Los tejidos del blastocisto pueden erosionar no sélo el epitelio, sino también
el tejido conectivo del estroma y en la mujer incluso las paredes de los vasos
sanguineos. En la no invasiva (borrego, cerdo, vaca, caballo), la integridad del
epitelio es mas o menos conservada, es este tejido y no el estroma el que se
encuentra en contacto con el corién y ademas limita y controla la invasion del
blastocisto (Ruiz, 1983).

De acuerdo a la ubicacidén del blastocisto en el Utero, la implantacion se

clasifica en tres tipos:

Central: El blastocisto permanece en la cavidad uterina, se expande antes
de anidarse y en consecuencia se pone en contacto con un area mayor de la

superficie del endometrio (perro, conejo, huron), (Wimsatt, 1975).

Excéntrica: El blastocisto se sitla en una cripta o receso uterino (raton,
rata, hamster), (Wimsatt, 1975).

Intersticial: El blastocisto permanece pequeric y pasa a través de los
intersticios epiteliales para ubicarse finalmente en el tejido conectivo subepitelial
(chimpancé y humano), (Wimsatt, 1975).

Durante el proceso de la implantacion en la rata (Enders, 1975), se

distinguen varias etapas (Fig. 7):

1.-ORIENTACION.- El blastocisto se coloca cerca del extremo
antimesometrial del lumen uterino, la secrecion uterina de enzimas protealiticas
causa la disolucién completa de la zona pellcida, este hecho se considera como
el inicio de la fase receptiva (Psychoyos, 1973). Se origina un cambio de
superficie del endometrio que le confiere compatibilidad con el blastocisto. Parece
que existen dos factores involucrados en la orientacion del blastocisto: uno es la
forma del blastocisto y su respuesta a las contracciones del utero, el segundo

factor es la adhesividad especifica del trofoblasto que se refiere a la posibilidad
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que tienen ciertas regiones del blastocisto de ser adhesivas en los primeros
estados de implantacién. Al final de esta etapa la superficie del trofectodermo
queda expuesta directamente al epitelio uterino. En esta etapa también se inicia la
reaccidn decidual (Enders, 1970; Enders y Schlafke, 1969).

2.- CONTACTO O APOSICION.- En la rata el epitelio endometrial envuelve
al blastocisto y el contacto del trofoblasto con el epitelio uterino se establece por el
hinchamiento del endometrio (reaccion de ataque epitelial), (Enders, 1970 y
Enders y Schiafke, 1969). En ella se produce la interdigitacion de las
microvellosidades del trofoblasto y del epitelio luminal. En el endometrio aumenta
la permeabilidad sanguinea con la produccién de edema y extravasacion de
proteinas séricas, lo que hace posible, como ya se menciond anteriormente,
diferenciar las zonas de implantacion del resto del utero, al administrar colorantes

de alto peso molecular (Ljungkvist y Nilsson, 1974).

3.- ADHESION.- En ella se establece entre el trofoblasto y el epitelio
endometrial un estrecho contacto, resistente a la ruptura por medios fisicos,
también el blastocisto adquiere su posicion definitiva. en este proceso se
establece primero la adhesion célula-célula y posteriormente complejos de union
primitivos (tipo desmosomas), ( Enders, 1975; Schlafke y Enders, 1975).

4. -INVASION O PENETRACION .-Dependiendo de la especie, el trofoblasto
penetra a través del epitelio luminal por diversos mecanismos: fagocitosis,

desplazamiento mecanico y/o migracion activa (Enders, 1975).

Los cambios uterinos experimentados durante la implantacion son mas
marcados en las zonas de implantacion que en las zonas de interimplantacion,
debido a que en ellos ocurre la reaccién al blastocisto. En la tabla 1 se comparan
algunos cambios bioquimicos entre la zona y la interzona de implantacion,

relacionados principalmente con la reaccidn decidual.
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Figura 7. ETAPAS DE LA IMPLANTACION.- El proceso de la implantacién en la
rata se divide en cuatro fases: Orientacién.- El blastocisto se coloca cerca del
extremo antimesometrial del lumen uterino y la zona pellicida se disuelve.

Contacto o Aposicién.- El epitelio endometrial envuelve al blastocisto y el contacto

trofoblasto-epitelio se establece por hinchamiento del endometrio (reaccion de
ataque epitelial). Adhesion.- Se establece un estrecho contacto entre el trofoblasto
y el epitelio endometrial, asi, el blastocisto adquiere su posicién definitiva. Invasidn
o Penetracion.- El trofoblasto atraviesa el epitelio luminal y penetra parte del
estroma (Tomado de lbariez, 1981).
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ESPECIE CAUSA PROBABLE

I. MACROMOLECULAS
DNA (Heald, 1976) Rata Aumento en el ritmo mitético
RNA (Heald, 1976) Rata Aumento en la sintesis
proteica
PROTEINAS (Heald, 1976) Rata Induccién de sintesis proteica
por hormonas
Il. METABOLITOS
Acido lactico (Heald, 1976) Rata-ratén Aumento en la glucodlisis
Triacilgliceroles (Weithauf, Ratdn Aumento en la sintesis de
1988) triacilgliceroles
AMPc (Heald, 1976) Rata Como mediador hormonal
ATP (Heald, 1976) Rata Aumento en la demanda
energética

Tabla 1.- METABOLITOS Y MACROMOLECULAS QUE AUMENTAN EN EL
SITIO DE IMPLANTACION (De acuerdo a Baiza, 1980; Gil y col., 1984).
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B. ANTECEDENTES.

1.-La Peroxidasa y su Importancia en la Implantacion.

En la reaccion catalizada por la peroxidasa, el peroxido de hidrégeno es
reducido a agua mediante el empleo de diversos donadores de electrones
(ascorbato, quinonas, citocromo c, etc):

H202 + AH2 - 2H20 + A

AH2z = forma reducida del donador

A = forma oxidada del donador

La peroxidasa uterina esta localizada en las vesiculas del reticulo
endoplasmico y algunas regiones del aparato de Golgi, de las células epiteliales,
glandulares y estromales, también se encuentra actividad de esta enzima en los
leucocitos eosindfilos, que se presentan como células transitorias, en el estroma
del endometrio y del miometrio (Agrawal y Laloraya, 1978; Brokelmann y Fawcett,
1969).

La peroxidasa podria tener una participacion importante en los cambios del
endometrio durante la adquisicion de la fase receptiva y su respuesta al estimulo
decidual, ya que se le ha relacionado con la respuesta uterina a estrégenos y con
la hiperemia uterina inducida por ellos (Anderson y DeScmbre, 1975; Brokelmann
y Fawcett, 1969; Farley y col., 1992; Kepping y Jellinck, 1978; King y col., 1981;
Lucas y col., 1855).

Desde 1955 se encontrd por primera vez, que la inyeccion de estrogenos
produce un notable aumento en la actividad de peroxidasa en el tejido uterino

(Lucas, 1955). La actividad de esta enzima en el utero de rata es mayor durante el
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estro con respecto a otras etapas del ciclo estral (Anderson y DeSombre, 1975;
Brékelmann y Fawcett, 1969; Jellinck y col., 1977), se piensa que esto se deba al
predominio de la accion estrogénica sobre el Utero en esta etapa y que
posiblemente el 17 B -estradiol induzca también la sintesis de peroxidasa durante
periodos de estimulacién por estrégenos endoégenos como es el caso del estro
(Anderson y DeSombre, 1975):

Existen actualmente dos opiniones diferentes para explicar el origen de la
actividad de peroxidasa uterina inducida por estrégenos; por una parte se propone
un origen extrinseco en el que la enzima deriva de la fraccion soluble de los
leucocitos eosindfilos que invaden el Utero después de una estimulacion por
estrégenos, por otra se sugiere un origen intrinseco, es decir, que la peroxidasa
es uno de los componentes de las particulas microsomales de las células del
endometrio (Olsen y Lyttle, 1982).

Diversas evidencias indican que la peroxidasa de ambos origenes es
inducida por estrégenos pero de manera mas predominante la que provienen de
los eosinofilos. En un estudio histoguimico, se ha encontrado que al poco tiempo
de la administracion de estrogenos, la peroxidasa se localiza principalmente en los
eosinodfilos, neutréfilos y eritrocitos, mientras que en el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi de las células epiteliales y estromales aumenta mas tardiamente
a las 12 h después del tratamiento. Ademas cuando se administran
antiestrogenos como el C-1628 después de un tratamiento estrogénico la
peroxidasa uterina disminuye en un 48% y la eosinofilia también disminuye en una

proporcion similar (Brokelmann y Fawcett, 1969).

En un estudio bioguimico comparativo de las peroxidasa uterinas, se indica
que la de origen eosinofilico y la de origen estromal inducidas por efectos
estrogénicos, son similares y que una proporcion sustancial de la peroxidasa

inducida por estrogenos es de origen eosinafilico (Olsen y Lyttle, 1982). Al parecer
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la enzima de los eosindfilos se encuentra soluble en el citosol y la epitelial y

estromal es microsomal (Brékelmann y Fawcett, 1969).

Mediante el empleo de anticuerpos monoclonales se ha demostrado de
manera directa que la peroxidasa del Gtero de rata en respuesta a estrégenos es

principalmente de origen eosinofilico (Keeping y Lyttle, 1984).

Para explicar la funcién de la eosinofilia uterina inducida por estrogenos, se
ha propuesto que los receptores a estrdgenos presentes en los eosindfilos y en

las células del uatero, forman el llamado sistema receptor-eosindfilo y que

posiblemente se encuentra involucrado en las respuestas uterinas no genoémicas,
tempranas a los estrogenos como son: el edema, el aumento en la permeabilidad
vascular, la liberacion de histamina etc, (Tchernitchin, 1970, 1973 y 1979,
Tchernitchin y col., 1974, 1975 y 1978).

Los examenes histologicos muestran un gran nimero de eosinofilos
uterinos unidos a la pared de los capilares y vasos sanguineos en el Utero de rata.
La presencia simultanea de receptores a estrogenos en la membrana citoplasmica
de los eosindfilos y en la pared de los capilares y vasos sanguineos uterinos
podria ser una de las causas de la especificidad organica de la eosinofilia uterina
inducida por estrégenos (Tchernitchin, 1973), ademas proporciona una explicacion
del posible mecanismo de migracion de estas células al Gtero, ya que el
reconocimiento de los vasos sanguineos uterinos por los eosindfilos puede
depender de ello y se ha sugerido que los receptores libres de estrogenos de la
pared capilar pueden tener afinidad al complejo receptor-estrogeno del eosinéfilo
lo que podria originar un complejo "birreceptor” que anclaria al leucocito hacia el
vaso sanguineo como un posible paso inicial para la penetracién del estroma
uterino (Tchernitchin, 1879).

Otra posibilidad complementaria es la de que los eosindfilos podrian liberar

granulos densos a los espacios extracelulares. Estos granulos serian los
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responsables de la respuesta temprana a los estrogenos, ya que contienen
enzimas hidroliticas (arilsulfatasa, B-glucuronidasa, etc) que podrian causar el

aumento en |a permeabilidad vascular (Tchernitchin, y col., 1985).

El aumento temprano de eosinodfilos después de la administraciéon de
estrogenos sugiere que estos podrian provocar la atraccion de los eosinodfilos
hacia el utero. La migracion de los eosindfilos al parecer es regulada por la accién
de un factor quimotactico dependiente de estrogenos, el ECF-U, este factor es
una proteina de aproximadamente 17 kDa, se ha demostrado que es sintetizada
ylo liberada por las células estromales del Utero de ratas inmaduras bajo la
influencia de E2 (Farley, 1992; Lee y col, 1989), ademas en estudios
histoquimicos de secciones de Utero de rata se ha mostrado que los eosindfilos se

acumulan principalmente en el estroma del endometrio (Leiva, 1991).

La significancia biolégica de la peroxidasa dependiente de estrégenos no
ha sido aclarada, aunque existen algunas hipdtesis sobre su probable funcion,
entre otras se ha sugerido que la peroxidasa interactia con el E2 y que ambos
intervienen en el transporte de electrones en procesos oxidativos y/o en el
catabolismo de cantidades excesivas de estrogeno en el utero (Jellinck, 1976),
también se ha relacionado esta enzima con el aumento del fluido sanguineo en él
(Farley y col., 1992).

La peroxidasa puede intervenir en la conversién de estrogenos a sus
formas catecol (Ball y Knuppen, 1990) y se ha propuesto que los
catecolestrégenos son intermediarios vasoactivos de la hiperemia uterina (Farley,
1992), siendo importantes en la respuesta vascular temprana a estrégenos. El
mecanismo por el cual actian los catecolestrogenos es aun poco entendido, sin
embargo, se piensa que estos inhiben el catabolismo de las catecolaminas y que
esto podria causar la prolongacion y la potenciacion de sus acciones fisiologicas
(Ball y Knuppen, 1990).
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La actividad de la peroxidasa uterina esta probablemente correlacionada
con la respuesta vascular temprana (hiperemia) causada por estradiol, ya que el
aumento en ella precede al incremento de volumen sanguineo uterino, lo que
sugieren que un cambio en la actividad de la peroxidasa puede estar involucrado
con la iniciacién de la vasodilatacién uterina (Farley, y col., 1992).

Un aumento temprano en la actividad de peroxidasa después de la
exposicion de estrégenos y previa a la respuesta vascular puede ser importante
en el desarrollo de la hiperemia uterina. Los catecolestrégenos no unicamente

dilatan la arteria uterina in vivo, sino que también los compuestos estrogénicos

son efectivos. Se ha sugerido que los catecolestrogenos pueden ser mediadores

de los efectos vasculares de los estrogenos (Farley y col., 1992).

Por lo tanto, se podria dar la siguiente secuencia de eventos: el aumento
de la eosinofilia uterina como respuesta temprana del Utero a los estrégenos y en
consecuencia un aumento de la actividad de peroxidasa, posteriormente se
llevaria al cabo Ila hidroxilacibn de estrogenos con la formacién de
catecolestrogenos (catalizada por esta enzima), este mecanismo induciria la
subsecuente vasodilatacion, los cambios en la permeabilidad vascular y

finalmente la peroxidasa seria inactivada (Farley y col., 1992).
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C. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios donde se ha correlacionado la actividad de peroxidasa y los
estrogenos se han realizado unicamente en ratas prepuberes y ovariectomizadas
donde se administra estradiol exdgeno y en ratas normales durante el ciclo estral,
sin embargo, aun falta determinar si durante la prefiez en la rata cuando se
presenta |la oleada estrogénica durante el dia 4, como un requisito para inducir la
receptividad uterina al blastocisto, ocurre un aumento en la actividad de esta
enzima y si tiene relacion con el aumento de permeabilidad vascular (hiperemia)

que ocurre en el Utero como respuesta a los estimulos del blastocisto.

Es posible que el aumento de estrégenos del dia 4 de prefiez en la rata,
que induce el surgimiento de la fase de receptividad uterina, también conduzca a
un aumento de la actividad de peroxidasa {(durante dicha fase) y quiza esta
enzima podria mediar la respuesta vascular uterina inducida por los estimulos del

blastocisto.

D. HIPOTESIS

A) Debido a que la fase de receptividad del endometrio es inducida por
estroégenos y la actividad de esta hormona ocasiona la migracién de eosinéfilos
asi como el aumento de actividad de peroxidasa en el GUtero de animales
ovariectomizados, entonces, es posible que el surgimiento de esta fase se

acompane de un aumento marcado en la actividad de la peroxidasa uterina.

B) Si la actividad de peroxidasa aumenta en la fase de sensibilidad uterina,
entonces, es posible que los estimulos del blastocisto provoquen su liberacion y
que participe en la induccién de los cambios vasculares uterinos caracteristicos de

la respuesta de este 6rgano durante la implantacidon embrionaria.



111. OBJETIVOS
A. Objetivo General.

Determinar si la actividad de peroxidasa experimenta cambios relacionados
con la adquisicion de la fase de receptividad endometrial y que indiquen su

participacidn en la respuesta vascular uterina durante la implantacion.

B. Objetivos Particulares

1.- Estudiar las variaciones en la actividad de |la peroxidasa uterina del dia 3
al 6 de prefiez en la rata.

2.- Estudiar los cambios que se presentan en las concentraciones de
proteinas, DNA, peso seco y porcentaje de humedad uterinos en los diferentes

dias de prefez estudiados.

3.- Comparar la actividad de peroxidasa y la concentracién de proteinas,
DNA y peso seco entre las zonas donde ccurrira la implantacion (Z ) con el resto

del utero (I Z) durante el dia 6 de prefiez.
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| V.- MATERIALES Y METODOS.

Se utilizaron ratas Sprague-Dowley de entre dos y medio y tres meses de
edad con un peso de 200 a 250 g, las que se mantuvieron en condiciones de
temperatura constante y con un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 de oscuridad. El

alimento (Purina Rat Chow) y el agua se les proporcioné ad libitum.

Se tomaron diariamente frotis vaginales antes de las 10:00 a.m., al menos
durante cinco dias para asegurar la ciclicidad sexual. Las etapas del ciclo fueron
identificadas de acuerdo a la figura 2. Las ratas se aparearon por el sistema de trio
(2 hembras y 1 macho). El dia en que se encontraron espermatozoides en el frotis

vaginal se consider6 como el dia uno de prefiez.

Se trabajd durante los dias 3 a 5 de prefiez, empleando 2 ratas por cada serie
de determinaciones, en el dia 6 se usaron 5 y en la fase de estro 2. Se realizaron 5
determinaciones por cada parametro estudiado. Una serie de determinaciones
implica la medicion por duplicado de la peroxidasa soluble y extraible, el peso seco,

el DNA y las proteinas.

Durante el dia 6 de prefnez, con el propésito de separar las zonas con
respuesta vascular, del resto del Utero y tratarlas como muestras separadas, a cada
rata se le inyectd por via intravenosa 1 ml de azul de tripano al 1% en solucion

salina y se esperd 30 min antes de sacrificarlas (Ljungkvist y Nilsson, 1974).

Todas las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical entre las 9:00 y las
10:00 a.m. Los uteros se extrajeron, se lavaron en NaCl al 0.9%, se disecé la grasa

y el mesometrio.

Posteriormente se cortaron en pequenos fragmentos, se homogeneizaron y
se les midieron diferentes parametros: actividad de peroxidasa, peso seco, proteinas
y DNA, como se detalla en la figura 8.
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RATAS SPRAGUE DOWLEY
HEMBRAS
{
APAREO
DETECCION DE ESPERMATOZOIDES
EN EL FROTIS VAGINAL
DIA 1 DE PRENEZ

)

DIAS DE PRENEZ

3,4,5 6

\ K N
UTERO Z1 V4

COMPLETO
& 4 2
HOMOGENEIZACION
N2

DETERMINACION DE:

PEROXIDASA
PROTEINAS
PESO SECO
DNA

Figura 8. ESQUEMA METODOLOGICO GENERAL .- Se trabajé con ratas Sprague-
Dowley prenadas. Durante los dias 3, 4 y 5 se utilizo el Utero completo y en el dia 6
se separaron las Z | de fas | Z. A las muestras se les determinaron varios

parametros: actividad de peroxidasa, proteinas, peso seco y DNA.
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A. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE PEROXIDASA.
1.- Procesamiento del Tejido.

Los uteros fragmentados se congelaron sobre un bafo de hielo seco y
acetona, se molieron en un mortero para pulverizarlos y posteriormente se
homogeneizaron al 20% p/v en amortiguador de Tris-HCI 0.5 M, pH 7.2, empleando
un homogeneizador Potter-Elvehjem de vidrio-vidrio.

Se centrifugaron a 38 000 g a 4 °C durante 30 minutos, en una centrifuga
Beckman J2-HS y se recuper¢ el sobrenadante en donde se encontraba la fraccién
de la enzima posiblemente proveniente de los eosinofilos. La pastilla se
homogeneiz6 en amortiguador de Tris-HCI 0.5 M, pH 7.2 conteniendo CaCl; 0.5 M y
se centrifugé a 100 000 g a 4 °C durante 30 minutos, en una ultracentrifuga
Beckman modelo L5-75, el sobrenadante fue la fraccién extraible o microsomal de la
enzima. Ambas fracciones se ajustaron a una concentracion final de CaCl, 0.25 M.
(Fig. 9).

2.- Medicion de la Actividad Enzimatica.

Con las muestras de la fraccion soluble y la extraible se midio la actividad de
la enzima por el método de Farley y col., (1992). En este método se utiliza una
mezcla de reaccién que contiene o-fenilendiamina y peroxido de hidrogeno como
sustratos, produciéndose compuestos coloridos constituidos posiblemente por
moléculas de diaminas, diiminas y/o fenazinas, derivados de la o-fenilendiamina,
que puede ser medido a una longitud de onda de 496 nm (Fig. 10).

3.- Método.

Se realizé la siguiente mezcla de reaccion:

-650 pl de amortiguador de citrato de sodio (Merck) 154 mM, pH 5.
-200 pl de o-fenilendiamina (Sigma) 75 mM.
-50 ul de peroxido de hidrégeno (Merck) 100 mM

-100 pl de muestra de enzima
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UTERO
)
CONGELACION A -70°C
!
PULVERIZADO
X
HOMOGENEIZADO AL 20% p/v
EN TRIS-HCI, pH 7.2
d
CENTRIFUGACION A 40 000 x g, 30", 4 °C
"4 a
PASTILLA SOBRENADANTE
i FRACCION SOLUBLE
HOMOGENEIZADO EN
TRIS-HCI-CaCl, 0.5 M
&
CENTRIFUGAR A
100 000 x g, 30", 4°C
"4 N
PASTILLA SOBRENADANTE
FRACCION
EXTRAIBLE

Figura 9 . PROCESAMIENTO DEL TEJIDO PARA LA MEDICION DE LA
ACTIVIDAD DE PEROXIDASA - El procesamiento seguido se baso en el método de
Farley y cals., (1992). El homogeneizado al 20% se centrifugo a 40 000 x g v el
sobrenadante represento la fraccion soluble de la enzima. La pastilla se extrajo con
CaCl, , se rehomogenizo, se centrifugo a 100 000 x g y el sobrenadante obtenido

constituyd la fraccion extraible de la enzima.
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MEZCLA DE REACCION

AMORTIGUADOR CITRATO DE SODIO 650 pl
154 mM pH 5
o-FENILENDIAMINA 75 mM 200 pl
H20, 100 mM 50 ul
MUESTRA DE ENZIMA 100 pl

{

30',25°C
{
DETENER LA REACCION CON HCI 2M, 1 ml
|
ABSORBENCIA A 496 nm

Figura 10. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE PEROXIDASA - La medicién de la
actividad enzimatica se realizé por el método de Farley y col., (1892), usando o-
fenilendiamina y H;0O, como sustratos, produciéndose compuestos coloridos de
composicion indeterminada (diaminas, diiminas y/o fenazinas derivados de la o-
fenilendiamina), debido a esto y de acuerdo a la bibliografia consuitada, en este
trabajo se definid unidad enzimatica como la cantidad de enzima que provoca un

cambio de 1.0 de absorbencia durante 30 minutos a 25 °C.
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La mezcla se incubd a 25 °C durante 30 minutos, se detuvo la reaccidn con
HCI 2 M y se leyo la absorbencia a 496 nm en un espectrofotometro Beckman
DU-64.

Debido al desconocimiento de la identidad exacta de los productos de la
reaccion, la actividad de la enzima se expresé como unidades, definidas como la
cantidad de enzima que causa un cambio de absorbencia de 1 durante 30 minutos a

25 °C empleando la mezcla de reaccién ya senalada.

B. MEDICION DE PROTEINAS, DNA Y PESO SECO.

Simultaneamente a lo descrito anteriormente se homogeneizaron muestras
paralelas del utero, al 20% p/v en amortiguador de Tris-HCI 0.5 M, pH 7.2, en un
homaogeneizador Potter-Elvehjem vidrio-vidrio manteniéndolas sobre un bafio de
hielo, de estas se tomaron las alicuotas necesarias para la determinacion de peso

seco por el método de Bernal y cols. (1981).

Para las otras mediciones se procesé el tejido de la siguiente manera : A 0.5
ml del homogeneizado, se le agregd 0.5 ml de acido perclérico 1 M, se centrifugd a
5 000 rpm durante 10 min, en una centrifuga clinica marca Sol-Bat, a la pastilla
obtenida se le anadié 1 ml de acido perclérico 2 M, se incub6 a 70 °C durante 30
min, se centrifugd a 5 000 rpm por 10 minutos y se recupero el sobrenadante, en el
que se cuantificd el DNA por el método de Giles y Myres (1965). A la pastilla se le
agregaron 4 ml de hidroxido de sodio 1 N (Fig. 11) y se cuantificaron las proteinas
por el metodo de Lowry y cols. (1951), (Ver Apéndice).
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HOMOGENEIZADO AL 20% p/v

EN TRIS-HCIpH 7.2

d
MUESTRA 0.5 mi + HCIO4, 1M 0.5 ml

2

CENTRIFUGACION

5 000 rpm 10'
l
PASTILLA

{

INCUBACION
1 mtHCIO4 2 M, 70 °C, 30'

l
CENTRIFUGACION
5 000 rpm 10’

74 N
PASTILLA SOBRENADANTE
4 mlNaOH 1 N 4

4 DETERMINACION DE DNA
DETERMINACION
DE PROTEINAS

Figura 11. PROCESAMIENTO DEL TEJIDO PARA LA DETERMINACION DE
PROTEINAS Y DNA.- En el homogeneizado al 20% se precipitaron las
macromoléculas con acido perclorico 1 M, se centrifugd a 3 000 rpm, la pastilla fue
incubada para hidrolizar los acidos nucleicos, posteriormente se centrifugd y el
sobrenadante que contenia nucleétidos se midio el DNA, mientras que la pastilla se

disolvié en NaOH y se cuantificaron las proteinas.
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C. ANALISIS ESTADISTICO.

Para averiguar si hubieron diferencias entre los dias de prefez estudiados, se
aplico el analisis de varianza (ANOVA) para un factor a los datos obtenidos para los
dias 3 al 5 y debido a que el dia 6 presenta cambios morfologicos notables por la

presencia del blastocisto se hizo una ANOVA de 1 factorentreeldiaSylasZlel Z

JUEGO DE HIPOTESIS

Hipotesis nula (Ho) = no existen diferencias significativas entre las medias de los

dias estudiados.

Hipdtesis alternativa (Ha) = Al menos un par de medias es diferente.

ESTADISTICO DE PRUEBA

Fo = Cuadrado medio del tratamiento =CMT
Cuadrado medio del error CME

Para obtener este dato estadistico se calcula la tabla de ANOVA que en este
trabajo se realizé en el programa estadistico Statgraphics, para p de 0.05 y 0.01.
Posteriormente para determinar a que pares de medias eran las que diferian
significativamente se llevo al cabo la prueba de comparacion muitiple de Scheffe,

para lo anterior se emplearon los programas Quattro y Statgraphics.

Los datos de porcentaje de humedad uterina se transformaron a sus

respectivos arcosenos, con el fin de realizar el analisis correspondiente.
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V. RESULTADOS

En términos generales la actividad de peroxidasa extraible, las
concentraciones de proteinas, DNA y peso seco en el Utero, presentaron un
comportamiento semejante durante la prefiez temprana. Todos ellos aumentaron
progresivamente en los primeros dias de prefez, del dia 3 al 5 presentandose una
elevaciéon notable en el ultimo, mismo que corresponde con la fase de receptividad
uterina (tabla 2; figs. 12, 13y 14).

Posteriormente al dia 6, como consecuencia de la presencia del blastocisto
en la zona de implantacion, tendieron a disminuir el peso seco, las concentraciones
de proteinas, de DNA y la actividad de peroxidasa extraible.

La actividad de peroxidasa soluble también aumenté del dia 3 al 5 de prefez,
pero a diferencia de todos los parametros anteriores, el dia 6 disminuyd
marcadamente, tanto en las zonas de implantacion como en el resto del Utero. A

continuacion describiremos con detalle lo encontrado para cada parametro.

A. CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD DE PEROXIDASA DURANTE LA PRENEZ EN LA
RATA.

En la tabla 2 y en las figuras 12, 13 y 14 se presentan de manera numérica y
grafica los valores obtenidos de la actividad especifica de peroxidasa expresada en
U/mg de proteina, U/mg de peso seco y U/mg de DNA respectivamente. En los tres

casos presentaron un comportamiento similar.

1.- Actividad de Peroxidasa Extraible.

La actividad de la peroxidasa extraible durante el dia 3 de preriez fue menor a
ladelos dias 4y 5 (p <0.01), (tabla 2).
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Posteriormente aumentd progresivamente del dia 3 al 5, encontrandose en
este Ultimo los valores mas altos, sin embargo, las actividades de los dias 4 y 5 no

presentaron diferencias estadisticas (p > 0.05) (tabla 2 y figs. 12, 13y 14).

Al dia 6 de prefiez, la actividad en la zona de implantacion disminuyo con
respecto a aquella del dia 5 (tabla 2 y figs. 12, 13 y 14), lo que es estadisticamente
significativo cuando la actividad se expres6 por mg de proteinas o por mg de peso
seco (p < 0.01), pero no cuando se refiere al DNA. Por su parte la actividad en el

resto del Utero no cambia respecto a la del dia 5 (p > 0.05), (tabla 2).

2.- Actividad de la Peroxidasa Soluble.

La actividad de la fraccion soluble de la enzima también aumentd
progresivamente del dia 3 al 5 de prefez presentando un pico maximo este ultimo
dia.

La actividad del dia 4 fue mayor a la del dia 3 (p < 0.01) y la del dia 5 fue
mayor a la del dia 4 (p < 0.01), esto ultimo cuando se expresa por mg de proteinas o

por mg de peso seco pero no lo fue si se refiere al DNA (p > 0.05), (tabla 2 y figs.
12,13y 14).

Al dia 6, la actividad de la enzima soluble, disminuyo significativamente en las
Zlylas|Z, respecto al dia anterior con una p <0.01 (excepto en las | Z, cuando los
datos se refieren al DNA) y fue mas pronunciada en las | Z (tabla 2; figs. 12, 13 y
14). La actividad de la enzima fue mayoren las Z | que enlas | Z (P < 0.01),
(tabla 2).

3.- Comparacion Entre la Actividad de la Peroxidasa Soluble y Extraible.

La actividad de la fraccion soluble fue mayor que la encontrada en la fraccion
extraible en los dias 3,4, 5yenlas Z | (tabla 2; figs. 12, 13y 14). Sdloenlas1Z la
actividad en ambas fracciones fue similar.
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dias ACTIVIDAD DE PEROXIDASA
de

prefez (U/mg DE PROT) (U/mg DE PESO SECO) (U/mg DE DNA)

F. SOL. F. EXT. F. SOL. F. EXT. F. SOL. F. EXT.

3 150+0.24a| 042 £ 0.02a | 05 + 0.06a |0.15+0.015a| 64 + 13a 18 + 4a

4 |350+030bf 150 + 0.30b | 1.3 + 010b | 06 + 0.2b | 116 + 17b | 48 + 7D

5 5+ 05cA|21+02bA| 2+ 02c A|[07 £01b,A[145 +10b,A[58 £8b, A

ZI
28 +025B| 1.2 + 0.25 B 1+028B 04+ 01 B | 120 +20 A | 53

I+

14 A

1Z|12 +020C| 18+ 010 A | 04 +01 C |06+ 01A B| 37 + 55B |41 + 12A

I+

TABLA 2. ACTIVIDAD DE PEROXIDASA DURANTE LA PRENEZ TEMPRANA EN
LA RATA. - Se determind la actividad de peroxidasa en la fraccion soluble ( F. Sol. )
y extraible ( F. Ext. ) del Utero en los dias 3 a 6 de prefiez como se describe en
materiales y métodos. Al dia 6 el Utero se separd en las zonas de implantacién (Z 1)
y de interimplantacion (I Z). Se expresd la actividad enzimatica en unidades (U)
considerando una unidad como la cantidad de enzima que produce un cambio en la
absorbencia de 1 para una incubacion de 30 minutos a 25 °C empleando la mezcla
de reaccion ya descrita. Se presenta la media y desviacion estdndar (X+ D.E ) de 5

determinaciones separadas realizadas por duplicado.

Los détos para los dias 3, 4 y 5 se compararon por ANOVA de un factor (letras
minusculas) y los del dia 5 a su vez se compararon con las Z | e | Z por la misma
prueba (letras mayusculas), en ambos casos ée realiz la prueba de comparaciones
multiples de Scheffe. Las letras iguales indican grupos de datos homogéneos, las

minusculas para una p < 0.01.
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Figura 12. ACTIVIDAD DE PEROXIDASA DURANTE LA PRENEZ EN LA RATA
(U/mg DE PROTEINAS).- Se representan graficamente los datos de la tabla 2,
correspondientes a la actividad expresada por proteinas. La Grafica A representa la
actividad de la enzima en la fraccion extraible y la Grafica B la fraccion soluble. Las

graficas presentan las X + D. E. de cinco repeticiones realizadas por duplicado.

Los datos para los dias 3, 4 y 5 se compararon por ANOVA de un factor (letras
minusculas) y los del dia 5 a su vez se compararon con las Z | e | Z por la misma
prueba (letras mayusculas), en ambos casos se realizo la prueba de Scheffe. Las

letras iguales indican grupos de datos homogéneos con una p < 0.01.
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Figura 13. ACTIVIDAD DE PEROXIDASA DURANTE LA PRENEZ EN LA RATA
(U/mg DE PESO SECO).- Se representan los datos de latabla 2, conlas X + D. E de
cinco determinaciones realizadas por duplicado. La Grafica A presenta los
resultados de la fraccion extraible y la Grafica B los de la fraccion soluble, las letras
iguales indican los grupos homogéneos, las minusculas para la comparacion de los
dias 3,4 y 5y las mayusculas para compararel diab y las ZlelZ conuna
p <0.01.
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Figura 14. ACTIVIDAD DE PEROXIDASA DURANTE LA PRENEZ EN LA RATA
(U/mg DE DNA).- Se representan los datos de la tabla 2, con las X + D. E de cinco
determinaciones realizadas por duplicado. La Grafica A presenta los resultados de
la fraccion extraible y la Grafica B los de la fraccion soluble, las letras iguales indican
los grupos de datos homogéneos, las minusculas para la comparacion de los dias 3,
4 y 5 y las mayusculas para comparar el dia 5y las Z 1 e | Z con una p < 0.01.
Cuando las desviaciones estandares se sobreponen sélo se representan de un lado

de la media.
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B.- ACTIVIDAD DE PEROXIDASA DURANTE LA FASE DE ESTRO EN LA RATA.

Como parametro de comparacion, con el propodsito de estandarizar la
metodologia y de manera secundaria a los objetivos de este trabajo, se eligid medir
la actividad de la enzima durante la fase de estro, ya que de acuerdo a la literatura
consultada, en esta etapa se presenta la mayor actividad de esta enzima respecto a
las ofras fases del ciclo reproductor de la rata, debido a la influencia de los
estrogenos sobre el utero (Agrawal y Laloraya, 1978; Brokelmann, 1968,
Brokelmann y Fawcett .,1969; Ross y Klebanoff, 1966).

En este caso se observd que es mayor la actividad de peroxidasa presente en
la fraccion extraible en comparacion a la encontrada en la fraccion soluble (tabla 3),
esto difiere a lo encontrado durante la prefiez, en que se presenta un obvio

predominio de la enzima soluble, excepto en las | Z (tablas 2 y 3; figs. 12, 13 y 14).

La actividad de la fraccion extraible del estro (8.7 + 1.35 U/mg de proteina)
fue cuatro veces mayor que el valor mas alto encontrado para la misma fraccién en
los dias estudiados durante la prefiez.

La actividad de peroxidasa soluble durante el estro, resultd practicamente
igual a la encontrada en la fraccién soluble de la Z | (tablas 2 y 3), mientras que el
valor de la fraccion extraible en el estro fue ocho veces mayor que la fraccién
extraible de las Z I.

C.-CAMBIOS EN LAS CONCENTRACIONES DE PROTEINAS, PESO SECO Y
DNA DURANTE LA PRENEZ EN LA RATA.

Estos tres parametros mostraron un comportamiento semejante al de la
actividad de peroxidasa extraible, ya que de los dias 3 al 5 de prefiez, aumentaron
progresivamente, para alcanzar un maximo este ultimo dia y en el dia 6, las

concentraciones disminuyeron en las Z | en relacion al dia anterior.



El valor mas alto de peso seco se encontré al dia 5 de prefiez, el cual fue
mayor aldelosdias 3y 4dyalas | Z (p<0.05) eigualquedelas | Z (p>0.05). La
concentracion de proteinas en el dia 5 fue el valor mas alto encontrado pero fue
igual del dia 4 y las | Z (p > 0.05). La concentracion de DNA del dia 5 fue el mas
alto, pero este fue igual al de las | Z (p > 0.05) y mayor a la de los dias 3y 4 y al de
las Z |, (p < 0.01), (tabla 4 y figura 15).

El peso seco y las concentraciones de DNA y proteinas disminuyeron en las
Z | respecto al dia 5 (p < 0.05), mientras que los valores de estos parametros
bioquimicos para las | Z fueron estadisticamente similares a los del dia 5 de prefiez
(p > 0.05).

Cuando se compararon los valores de los parametros de las Z | con el de las
| Z, se encontrd que no presentaron diferencias estadisticas para el peso seco y la
concentracién de proteinas (p > 0.05), mientras que la concentracién del DNA fue

menor en las Z I respecto alas | Z (p < 0.01).

D. RELACIONES BIOQUIMICAS DE MASA FUNCIONAL Y CONTENIDO DE
HUMEDAD DURANTE LA PRENEZ EN LA RATA.

Se calcularon varias relaciones bioguimicas con el propdsito de analizar el
estado morfofisiologico del Utero en la prefiez ya que las relaciones proteinas/DNA,
proteinas/peso seco y DNA/peso seco se han planteado como parametros del
tamano y la actividad metabdélica celular (Cerecedo y col., 1959; Hernandez y col.,
1981 y Hilf y col., 1963), por tanto, los parametros anteriormente citados son

importantes para el analisis del utero durante la prefiez.

E! mayor porcentaje de humedad uterina se encontro en el dia 3 de prenez
(p < 0.05). Posteriormente este porcentaje disminuye progresivamente alcanzando

su valor mas bajo el dia 5, finalmente en el dia 6 aumenta en las Z | respecto al dia
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5 (p < 0.05), mientras que en las | Z es similar respecto al mismo dia
(p < 0.05), (tabla 5).

En la tabla 6, se observan los resultados de las relaciones bioguimicas de
masa funcional durante la prefiez en la rata.

La relacién proteinas/DNA disminuye del dia 3 al 5, encontrandose este dia el
valor mas bajo, al dia6 se elevaenlas Z1(p <0.05) y permanece constante en las
| Z (P > 0.05), (tabla 6).

La relacion proteinas/peso seco fue mas alta el dia 4 de prefnez y disminuyo

al dia 5 (p < 0.05), en el dia 6 fue similar al dia anterior (p > 0.05), (tabla 8).
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ACTIVIDAD DE PEROXIDASA

FRACCION U/mg DE PROTEINA U/ mg DE PESO SECO
F. SOL 27 £+ 04 1+ 015
F. EXT 8.7 £ 135 31 + 06

TABLA 3. ACTIVIDAD DE PEROXIDASA UTERINA DURANTE EL ESTRO EN LA RATA -
Se presentan las X + D. E. de cinco repeticiones realizadas por duplicado de la
actividad de peroxidasa soluble (F. Sol) y extraible (F. Ext) durante el estro en la
rata, se observa que la actividad de la enzima extraible fue tres veces mayor que la

obtenida en la fraccion soluble.

DIAS DE PESO SECO PROTEINAS DNA
PRENEZ mg/g de tejido mg/g de tejido mg/g de tejido
3 210 + 13 a 76 + 9 a 1.8 + 0.25 a
4 284 + 40 b 108 + 65 b 33 +035b
5 340 + 30 c,A | 124 + 195 b,A 14.15 + 0.1 ¢, A
‘! 290 + 20 B 100 + 8 B 24 + 04 B
° 121329 + 13 A,B 112 + 4 A/B 36 + 0.3 A

TABLA 4. PESO SECO Y CONCENTRACIONES DE PROTEINAS Y DNA EN EL
UTERO DURANTE LA PRENEZ EN LA RATA.- Se midieron el peso seco y la
concentracion de proteinas y DNA en el utero como se indicd en materiales y
métodos; al dia 6 de prefiez, se separaron previamente las zonas de implantacion
(Z 1) del resto del utero (| Z). Se muestran las X + D. E. de cinco repeticiones
realizadas por duplicado. Las letras iguales indican los grupos de datos
homogéneos, las minusculas para comparar los dias 3, 4 y 5 y las mayusculas para
la comparacion entre el dia 5 y las Z | e | Z. Para el peso seco y las proteinas se

presentan con una p < 0.05 y para el DNA de p < 0.01.
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Figura 15. PESO SECO Y CONCENTRACION DE PROTEINAS Y DNA DURANTE
LA PRENEZ EN LA RATA (mg/g DE TEJIDO).- Se determiné el peso seco
(Grafica A), las concentraciones de proteinas (Grafica B) y DNA (Grafica C) en el
utero, como se indicd en material y métodos. Los dias 3, 4 y 5 se empleo el Gtero
completo. Al dia 6 se separaron las zonas de implantacion (Z 1) del resto del Utero
(I Z). Se muestran las X + D. E de cinco repeticiones realizadas por duplicado con
dos ratas cada uno. Las letras iguales indican los grupos de datos homogéneos, las
minusculas para comparar los dias 3, 4 y 5 y las mayusculas para la comparacion
entreeldiaSy lasZ| el Z. Para el pesoseco y las proteinas se empled una
p <0.05y parael DNAde p< 0.01.
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DIAS DE PRENEZ HUMEDAD (%)
3 79 + 1.3 a
4 72 + 34 b
5 66 + 3 ¢, A
Zi 71+ 28
6
Iz 67 + 1.3 A, B

TABLA 5. PORCENTAJE DE HUMEDAD UTERINA EN LA RATA PRENADA - El
porcentaje de humedad del Utero se calculé considerando el peso humedo y el peso
seco del 6rgano, al dia 6 se separaron las zonas de implantacion (Z ) del resto del
utero (I Z). Se presentan las X + D. E. de cinco determinaciones realizadas por
duplicado. Las letras iguales indican los grupos de datos homogéneos, las
minusculas para comparar los dias 3 a 5 y las maylsculas para la comparacion

entreeldiabylas ZlelZconp < 0.05. Los resultados obtenidos se transformaron

a su respectivo arcoseno para su analisis estadistico.
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DIAS DE | PROTEINAS/DNA | PROTEINAS/PESO DNA/PESO
PRENEZ SECO SECO
3 43 + 5 a 036 + 002 a,b 0.01 + 0.001
4 33 + 4 ab 038 + 0.04 b 0.0115 + 0.002
5 30 + 4 b A 033 £+ 0.1 a,A |0.012 + 0.0015
435+ 5B 0.35 + 0.01 A 0.01 + 0.001
Z|
6
31+ 2 A B 034 + 0.015 A 0.01 + 0.0005
1 Z

TABLA 6. RELACIONES BIOQUIMICAS DE MASA FUNCIONAL DURANTE LA
PRENEZ EN LA RATA.- Se presentan las X + D. E. de cinco determinaciones
realizadas por duplicado. Las letras iguales indican los grupos de datos
homogéneos, con p < 0.05, las minusculas cuando se compararon los dias 3, 4y 5y
las mayusculas para la comparacionentreeldiaSylasZlel Zconp <0.05;enla
relacion DNA/PESO SECO no se encontraron diferencias entre los distintos dias
estudiados (p > 0.05).
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V1. DISCUSION

En este trabajo se demostraron por primera vez variaciones en la actividad de
peroxidasa relacionados con los cambios uterinos durante la fase de
preimplantacion. La actividad de las fracciones soluble y extraible de la enzima
aumentaron marcadamente en la fase de receptividad uterina (dia 5) vy
posteriormente caen cuando el blastocisto ha inducido la respuesta vascular uterina
de la implantacion.

A continuacion se discutira el posible significado de los cambios encontrados
en la actividad de peroxidasa en el peso seco, las concentraciones de proteinas y de

DNA durante la prefiez temprana.

A. CAMBIOS BIOQUIMICOS DURANTE LA ADQUISICION DE LA RECEPTIVIDAD
UTERINA (DIA 3 A 5).

1.- Actividad de Peroxidasa

En la rata el periodo de receptividad es de alrededor de 24 h, empieza al
inicio del dia 5 y finaliza al principio del dia 6 de prefez, en este periodo el
blastocisto manda senales quimicas que inducen la respuesta uterina y se inicia la
reaccion decidual.

Se ha propuesto que en la rata la actividad de los estrégenos hasta la tarde
del dia 4 de prefiez es indispensable para la implantacién y para que el uUtero
adquiera la receptividad al embrién, ya que estos eventos se evitan si las ratas
prefiadas se ovariectomizan antes pero si se efectia despues, la implantacion se
realiza (Shelesyak, 1960).

Existen dos propuestas acerca del requerimiento de estrogenos para la
implantacion en la rata:
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a) La del pico estrogénico.- Para algunos autores (Shelesnyak, 1960;
Psychoyos, 1976) ocurre una oleada,pico o elevacién abrupta de estrogenos en la
tarde del dia 4.

b) La de la estimulacidon continua estrogénica.- Otros autores (Saldarini y
Yochim, 1967; Yochim, 1975) opinan que se necesita una estimulacion estrogénica
baja, continua y acumulativa durante la preparaciéon uterina para la implantacion

durante los primeros 4 dias de prefez.

La peroxidasa podria tener una participacién importante en los cambios del
endometrio durante la adquisicion de la fase receptiva y su respuesta al estimulo
decidual, ya que se le ha relacionado con las respuestas uterinas a estrégenos y
con la hiperemia uterina inducida por ellos (Anderson y DeSombre, 1975:
Brokelmann y Fawcett, 1969, farley y col., 1992; Kepping y Jellinck, 1978; King y
col., 1981, Lucas y col., 1955).

La actividad de la peroxidasa soluble y la extraible fueron aumentando desde
el dia 3, con un maximo en el dia de la receptividad endometrial pero la peroxidasa
soluble siempre fue mayor a la extraible, lo que podria indicar una mayor

intervenciéon de aquella en la implantacion.

El comportamiento de la actividad de ambos tipos de peroxidasa encontrado
coincidié mas con lo propuesto por Yochim (1975) sobre la accion estrogénica en el
inicio de la prefez, ya que la actividad de peroxidasa comienza a aumentar antes de
que ocurra el pico estrogénico propuesto por Shelesyak (de la manana del dia 3 a la
manana del dia 4 de prefiez) y contina aumentando con un maximo en el dia 5,
pero no de manera abrupta como seria el resultado de un pico, sino de manera
discreta, este comportamiento se ha observade en otras caracteristicas metabolicas

del endometrio (consumo de O3, produccion de COg, etc), (Yochim, 1963).
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A) Peroxidasa Soluble.

Se ha propuesto que la peroxidasa de esta fraccion es de origen eosinofilico
(Farley y col., 1892; Lyttle y col., 1984), por lo que nuestros resultados podrian
indicar que la preparacion del Gtero para adquirir 1a receptividad implica la migracion
de eosindfilos al mismo y la fase de receptividad se caracterizaria por una gran
cantidad de eosindéfilos en el Gtero, lo que en consecuencia provocaria la presencia

de la peroxidasa soluble.

Debido al requerimiento de estrogenos para la adquisicion de la receptividad
uterina, es posible que el aumento de peroxidasa y eosindfilos de este dia sea
dependiente de estas hormonas, ya que como se menciond antes los estrogenos

inducen en el Utero de |a rata ovariectomizada un aumento de ambos.
B) Peroxidasa Extraible.

La actividad de este tipo de enzima presenta también un maximo el dia 5,
correspondiente con la receptividad uterina, este tipo de peroxidasa proviene
principalmente de microsomas de células residentes del endometrio. En conjunto, al
dia 5 de prefiez, hay un aumento en la actividad de la peroxidasa soluble y
microsomal del utero. Lo anterior podria implicar una alta capacidad de este 6rgano,
en su fase de receptividad para convertir estrogenos a catecolestrogenos, los cuales
podrian intervenir en los cambios vasculares uterinos inducidos por el blastocisto,

observados desde la tarde del dia 5.
2.- Composicion Macromolecular del Utero.

Se analizaron varias caracteristicas bioquimicas de las muestras de tejido y
se utilizaron como indicadores del estado morfofisioldgico del Utero en la prefiez, los

resultados obtenidos se compararon con lo informado en la literatura.
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El peso seco se ha empleado para conocer la cantidad de materia organica e
inorganica en un tejido en relacion a su peso humedo y en base a ello se puede

determinar el porcentaje de agua que este contiene (Bernal y col., 1981).

Se encontré un peso seco mayor en la fase de sensibilidad que los dias
anteriores, lo que indica un aumento en la concentracion de compuestos organicos
e inorganicos en el tejido, esto puede deberse a dos posibles causas: a una
disminucion en la hidratacién del tejido, como lo indican nuestros resultados y/o a la
acumulacién de macromoléculas en él, esto coincide con un aumento en el
metabolismo en su fase de sensibilidad durante la seudoprefiez, ya que en ella el
consumo de oxigeno es elevado, aumentan el peso total del dtero (Saldarini vy
Yochim, 1967), el contenido total de proteinas y de RNA por endometrio (Pepe y
Yochim, 1971) y hay una mayor sintesis de DNA, esto Gltimo también se ha
encontrado en la rata prefiada (Tachi y col., 1972, 1974).

La sintesis de DNA y de proteinas aumentan al dia 5 de prefiez en la rata con
respecto a los dias anteriores (las proteinas presentan picos bifasicos durante el dia
3 y 5 de acuerdo a Psychoyos, 1967 y 1973). Nuestros resultados coinciden con lo
anterior, ya que las maximas concentraciones de DNA y de proteinas se
encontraron durante el dia 5, lo que podria relacionarse con una elevada
proliferacion celular posiblemente de tipo estromal un dia antes y con la alta sintesis
de DNA, pués estas células proliferan desde el dia 3 con un maximo al dia 4 (Tachi
y col., 1976), influidos quiza por la progesterona que aumenta los receptores a
estradiol en ellas, lo que hace que proliferen en respuesta a los estrogenos (Martel,
1982).

Las relaciones bioguimicas, de PROTEINAS/DNA, PROTEINAS/PESO SECO
y DNA/PESQO SECO, han sido planteadas como parametros globales del tamafio y
actividad metabdlica celular (Cerecedo y col., 1959; Hernandez y col., 1981; Hilf y
col., 1863). La relacion PROTEINAS/DNA elevada se ha relacionado con una gran

actividad metabdlica en la célula y la diferenciacion activa, en el caso del endometrio
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humano se ha tomado como indicadora de la diferenciacion decidual que ocurre

espontaneamente al final de la fase secretora (Hernandez y col., 1981).

En nuestro trabajo, aunque las concentraciones de proteinas y de DNA,
referidos al peso himedo, aumentaron al dia 5, la relacion PROTEINAS/DNA
disminuyo y fue mayor el dia 3 (Ver tabla 6). Esta relacion se ha considerado como
un indicador del tamarfio celular (Hernandez y col., 1981) y podria sugerir que la
relacion del citoplasma respecto al nicleo puede ser menor al dia 5 en relacion a los
dos anteriores, lo que es posible ya que para este dia se ha postulado que las
células del estroma se detienen en G; y aungue hay sintesis de DNA no ocurre la

posterior mitosis, hasta que no se da el estimulo decidual (Tachi, 1974).

La relacion PROTEINAS/PESO SECO fue mayor el dia de la oleada
estrogénica que el de la fase de sensibilidad, debido posiblemente a la mayor

proliferacion celular estromal del dia 4 respecto al 5 (Tachi, 1974).

En la relacion DNA/PESO SECO no hubo diferencias entre el dia 4 y 5, lo que
indica que lo observado para la concentracion del DNA respecto al peso humedo

puede deberse a los cambios de hidratacion del tejido.

B. CAMBIOS BIOQUIMICOS DEL UTERO DURANTE SU RESPUESTA AL
BLASTOCISTO.

1.- Actividad de Peroxidasa.

Como ya describimos anteriormente las actividades de las peroxidasas
soluble y extraible aumentan alcanzando un maximo en el dia de la fase de
sensibilidad, esto indica que ambas son importantes en el proceso de sensibilizacion
del dtero al blastocisto pero la peroxidasa soluble podria tener una mayor

intervencion en este proceso, ya que fue mayor a la extraible.
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Se presentd una caida en la actividad de la enzima en ambas fracciones,
entre el dia 5 y 6, lo que podria sugerir que el blastocisto intervino en buena parte
con sus efectos locales en la caida de la enzima solubleenlas Zlylas 1 Zy de la
extraible en las Z |. A continuacién se describiran con mayor detalle las diferencias
entre estas dos fracciones y otros hallazgos interesantes de este trabajo.

A) Peroxidasa Soluble.

Se ha propuesto que se origina de la fraccion soluble de los eosindfilos
(Farley y col., 1992) y se ha asociado con los estrogenos y la vasodilatacion. Se ha
encontrado que los eosindfilos invaden al Gtero después de una estimulacion
estrogénica (Tchernitchin, 1970,1973, 1974), lo que al parecer es regulado por un
factor quimotactico, el ECF-U dependiente de estrogenos, el cual es sintetizado y/o
liberado por las células estromales del ttero de la rata inmadura bajo la influencia de
E;(Lee y col., 1989).

La fase de sensibilidad uterina (dia 5) es inducida por estrégenos y es posible
que durante ella ocurra la migracion de eosindfilos mediada por estas hormonas,
que este mecanismo sea regulado por el ECF-U hacia el (tero y que por estimulos
locales del blastocisto, dentro de los que podrian encontrarse los estrégenos
mismos, se induzca la migracién de estas células a las zonas de implantacion y
probablemente su degranulacidon.

La degranulacion de eosinofilos, se ha propuesto como la causante del
aumento de permeabilidad vascular y la edematizacion del Gtero después del
tratamiento con estrégenos (Tchernitchin y col., 1975, 1976), la respuesta local al
blastocisto se caracteriza también por estos mismos cambios vasculares, por lo que
es factible que puedan relacionarse también con la degranulacion de los eosindfilos,
lo que explicaria porque en ambos tipos de peroxidasas (de manera mas marcada
en la soluble) se notd una caida en las Z | respecto al dia 5, debido a ello en este
estudio se sugiere que los efectos locales del blastocisto indujeron la degranulacion

de los eosinofilos y también la formacion de un factor quimotactico especifico para
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ellos mas concentrado en la Z |, por lo que los eosindfilos de l1a | Z migrarianala Z |
y en consecuencia, la disminucion en la actividad de peroxidasa soluble seria

mayor en la | Z respecto a la Z | tal y como se observo en nuestros resultados.

La mayor actividad de peroxidasa en la Z | en relacién a la | Z se puede
relacionar con que la primera presenta mayor permeabilidad, edematizacion y la
presencia de fenestraciones o lagunas intercelulares rasgos no presentes enla | Z
(Parr y Parr, 1989). '

Se han presentado muchos trabajos apoyando la hipdtesis de los efectos
locales del blastocisto (Castro, 1981; Castro y Hicks, 1983, Dickmann y col., 1976 y
Weitlauf, 1988). En ratas ovariectomizadas a pesar de la supresién de hormonas
esteroides sexuales de origen materno ocurre un aumento en la concentracion de
receptores a estrégeno y progesterona en las Z |, siendo esto modulado por los

efectos locales del blastocisto.

En las Z |, la concentracion de estrogenos es mayor que en las |1 Z (Castro,
1983), es por ello factible que los blastocistos produzcan sus propios estrogenos y

ejerzan accion local como la degranulacion eosinofilica.

Los eosindfilos pueden degranular bajo la accion de estrégenos y se ha

demostrado que el estradiol ocasiona que ellos degranulen in vitro e in vivo (Ross,

1966, Tchemitchin, 1973). Esta degranulacion provoca que los eosinofilos liberen
enzimas hidroliticas (colagenasa, B-glucuronidasa, catepsina, fosfatasa acida y
alcalina, etc), las cuales podrian producir la despolimerizacion de las fibras de
colagena o los mucopolisacaridos de la sustancia fundamental (Tchernitchin, 1976)
dicha despolimerizacion se ha involucrado con el aumento de permeabilidad
vascular y la edematizacion tisular, esto podria ocurrir en las Z | acorde con nuestro

estudio.

En contraste con lo encontrado en este trabajo para la peroxidasa soluble,

Martinez, (1985), informo que la poblacion de eosindfilos uterinos es menor en las
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Z |, sugiriendo que esto sucede por la degranulacion de eosindfilos inducida por
algun{os) mensajero(s) embrionario(s) al inicio de la implantacion. Las diferencias
encontradas en ambos trabajos con las muestras de Z | e | Z pueden deberse a las
distintas cepas y metodologias empleadas, pués, Martinez (1985) evalué a la
poblacién de eosindfilos con un método de tincidon de eritrosina, el cual tife la
proteina basica mayor, caracteristica de sus granulos y en este trabajo se estudio la
actividad de peroxidasa y es posible que la composiciéon de los granulos de estas
células varien durante el proceso de implantacion.

Existen dos teorias para explicar la migracion de eosinoéfilos inducida por
estrégenos: una involucra receptores, en particular el sistema receptor-eosinéfilo;
otra indica que la migracion es inducida por factores quimotacticos como el ECF-U
(de este Gltimo ya se hablo anteriormente). A continuacién se analizara su posible

intervencién con el proceso de la implantacion embrionaria en la rata.

Las respuestas uterinas se dividen en dos grupos dependiendo del tiempo
que tarde este dérgano en responder a la administracion de estrégenos:

1.- Las respuestas tempranas o no genomicas, como son el aumento en
oxidacién de glucosa, sintesis de glucogeno, edematizacion y eosinofilia uterina
(Palomar y col., 1992; Tchernitchin y col., 1976; Tchernitchin,1979).

2.- Las respuestas tardias o genomicas como el aumento de sintesis de
proteinas, de RNA y de la mitosis que requieren mas tiempo (Tchernitchin y col.,
1975, 1976, 1978 y 1979).

Existen diversos estudios donde se han demostrado relaciones entre las
respuestas de tipo no gendmico y el llamado receptor-eosinéfilo (Tchernitchin, 1976,
1979), (figura 16).

Acerca de este tipo de sistema, Tchernitchin ha propuesto la presencia

simultanea de receptores en la membrana citoplasmica de los eosindfilos y en la
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pared de los capilares sanguineos del utero (figura 16a). Primero los estrégenos se
unen a la membrana citoplasmica de los eosindfilos (y/o a la pared capilar uterino)
(fig.16b), con los receptores en ellos. Esto permitiria 1a unién de los eosindfilos a la
pared capilar del Utero (fig. 16¢c) y representaria el paso inicial para la penetracion
del eosindfilo al mismo (fig. 16d).

Esta teoria se ha propuesto también para explicar la especificidad organica
de la migracién de eosinofilos al utero inducida por estrégenos (Tchernitchin, 1976).

La importancia del sistema receptor-eosinéfilo y la teoria del “birreceptor” de
los trabajos de Tchernitchin en el proceso de la implantacion es innegable pués
podria intervenir como uno de los mecanismos que conducen al edema, cambios

vasculares y la eosinofilia uterina se podria presentar en la prefiez temprana.
B) Peroxidasa Extraible.

La peroxidasa extraible se relaciona con los microsomas del endometrio y no
con los eosindfilos y es propiamente enddgena, en nuestro trabajo, se comporto de
manera diferente a la enzima soluble una vez iniciada la interaccién del blastocisto
con el Utero, pués a diferencia de esta ultima, su actividad fue mayorenlas | Z que
las | Z y sélo cae en las Z |, respecto al dia anterior, ya que forma parte de las
células residentes del endometrio y no de células migratorias como los eosinéfilos
que podrian ser atraidas selectivamente alas Z I.

La peroxidasa se ha relacionado con el aumento de fluido sanguineo en el
utero (hiperemia) y con la iniciacion de la vasodilatacién de este 6rgano (Farley y
col., 1992). También se ha propuesto su intervencién en el catabolismo de
sustancias vasoactivas (catecolaminas) como mediadoras de la vasodilatacion (Ball
y col., 1990).

La formacion de los catecolestrogenos (CEs) se ha asociado a los

microsomas por ello la peroxidasa extraible proveniente de los microsomas seria
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Figura 16. MODELO DE ANDRES TCHERNITCHIN ACERCA DE LA MIGRACION
DE EOSINOFILOS AL ENDOMETRIO (Tomado de Tchernitchin y col., 19786).

A) Las flechas sefalan la presencia simultanea de receptores estrogénicos en la
membrana citoplasmica de los eosindfilos y en la pared de los pequenos vasos

sanguineos uterinos.

B) Union de estrogenos a sus receptores en la membrana de los eosindfilos y en la

pared de los pequefos vasos sanguineos uterinos.

C) Adhesion de los eosindfilos a la pared de los vasos sanguineos uterinos, debido
a la afinidad simultanea de estrogenos a los receptores en la superficie de los

eosindfilos y los vasos sanguineos.

D) Penetracion del eosinéfilo dentro del Gtero.
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importante para expiicar los cambios en permeabilidad vascular durante el proceso

de la implantacion.

La peroxidasa puede intervenir en la conversion de estrogenos a
catecolestrégenos (CEs), (Ball y Knuppen, 1990) y se ha propuesto que los CEs son
mediadores de los efectos vasculares de los estrogenos, un mecanismo similar
pedria ocurrir en los cambios vasculares uterinos inducidos por el blastocisto, en
particularenias Z I.

Existe la hipotesis de que la accion de los estrogenos en inducir la
implantacion es mediante la formacion local de CEs (dada su vida media corta)
(Paria y col., 1990).

La formaciéon de CEs se puede originar mediante dos mecanismos y en

ambos se ha sugerido la intervencion de la peroxidasa:

1.- La accion de la peroxidasa puede producir fenoles y mediante la
formacion de radicales hidroxilo se iniciaria la oxidacion de los fenoles a radicales
fenoxi que constituirdn eventuaimente los dihidroxibencenos o catecoles

particularmente en forma de quinonas (Ball y Knuppen, 1990).

2.- La formacién de CEs en los microsomas puede ser catalizada por la
enzima 2/4 hidroxilasa que depende del NADPH y de una enzima, la
monooxigenasa que pertenece al sistema enzimatico microsomal dependiente del
citocromo P-450, el cual se ha asociado con la peroxidasa y mediante la union de
ambos, esta enzima podria participar en la formacion de CEs (Paria y col., 1990).

Se ha encontrado un aumento de la 2/4 hidroxilasa en la tarde del dia 4 de
prefiez en la ratona, este equivale al dia 5 en la rata y a su periodo de sensibilidad y

es seguido por una disminucion al dia siguiente (Paria y col., 1990).

Paria y col., (1990) han sugerido que la progesterona y los estrdgenos

modulan la actividad de la 2/4 hidroxilasa y que el comportamiento encontrado en su
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modelo experimental con ratones se debe a la secrecion de estrogeno ovarico en la

preimplantacion.

El comportamiento de la 2/4 hidroxilasa fue muy semejante al encontrado en
la peroxidasa en este trabajo, ademas de que ambas enzimas podrian estar
reguladas por la progesterona y los estrégenos necesarios en el proceso de la
implantacién, se puede sugerir que el ttero de la fase receptiva tiene enzimas que le
proporcionan un alto potencial para producir CEs, esto coincide con el periodo en
que la respuesta de permeabilidad vascular comienza a establecerse (tarde del dia
5 en la rata o tarde del dia 4 en la ratona) y cuando esta respuesta ya se ha
establecido (dia 6 en la rata y 5 en la ratona), el potencial del Gtero para formar CEs

(va sea por medio de la 2/4 hidroxilasa y/o la peroxidasa) también cae.

2.- Parametros Bioquimicos.

Cuando el Utero se encuentra en la fase de la receptividad uterina, responde
a los estimulos del blastocisto con la llamada reaccion decidual que en la rata se
inicia el dia 5 de prefiez. Este dia el blastocisto manda sefales quimicas al
endometrio lo que ocasiona que este Ultimo experimente diversos cambios como:
aumento de permeabilidad vascular, apoptosis del epitelio luminal, las células
estromales se convierten en células deciduales que son mas activas tanto en

sinteisis de proteinas y acidos nucleicos, como en el metabolismo energético, etc.

Se encontré que la concentracion de DNA por mifigramo de peso humedo fue
menor en las Z |, coincidiendo con lo informado por Hicks (1981). Esto quiza se
explique por la hidratacién del tejido, pués también se encontré un mayor porcentaje
de humedad en las Z | en comparacion con las | Z, lo cual también coincide por lo
presentado por Hicks y col., (1981), (encontraron un aumento en el porcentaje de
humedad del 12% en las Z | respecto a las | Z), debido a esto, cuando las proteinas
y el DNA se refieren al peso seco, son practicamente iguales en ambas muestras
(Z1, 12).
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El mayor grado de hidratacion de las Z | se ha relacionado con la
concentracion de nucleotidos ciclicos y con la posibilidad de que uno de los
estimulos mandados por el blastocisto al utero sean los estrogenos, los cuales
inducirian cambios vasculares.

En la rata el AMPc y el GMPc se acumulan en las Z | y se ha sugerido que
esto ocurre debido a la induccion estrogénica, ya que en las Z | los receptores a E;
son mas elevados que en las | Z (Martel y Psychoyos, 1982). La respuesta del
endometrio a los estrogenos consiste en dos pasos: en el primero ocurre un
aumento en la hidratacion del tejido que se ha atribuido posiblemente al aumento de
la concentracion del GMPc,por ello, podria ocurrir la mayor hidratacién en las Z | con
respecto a las | Z tal y como se encontré en este trabajo, esto correlaciona con el
aumento de nucleétidos comunicado por Hicks (1981) en las Z |. En el segundo
paso de la respuesta estrogénica del endometrio se verian aumentadas las
actividades enzimaticas y la sintesis de proteinas en las Z |, debido al aumento en
AMPc (Hicks, 1981).

En el dia 6 la relacion proteinas/DNA acorde a lo propuesto en el ser humano
fue mayor en las Z | en relacién con las | Z y de acuerdo con lo sefalado por Hicks
en la rata (1981) y que confirma la elevada actividad metabolica presente en las Z |
(Gil y col., 1978), ya que esta tasa (proteinas/DNA) se ha relacionado con una alta
actividad metabdlica y la diferenciacion activa del endometrio durante la reaccion
decidual necesaria para que se lleve al cabo la implantacion (Hernandez y col.,
1981).

C. ACTIVIDAD DE PEROXIDASA DURANTE EL ESTRO EN LA RATA.
Los eosindfilos pueden jugar un papel importante en la funcion reproductiva
normal de la rata, el Utero en la etapa de estro contiene cerca de 8 000 000 de

eosinofilos y en el diestro cerca de 150 000 (Lee, 1989). King (1981) concluye que

del 95% al 98% de la peroxidasa uterina es de tipo eosinofilico.
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En este trabajo se encontré que durante el estro la actividad de peroxidasa
uterina fue mayor en la fraccién extraible que en la soluble, en contraste a lo
encontrado en la prefiez esto podria deberse a los distintos regimenes hormonales

que influyen en el utero, en el estro y la prenez.

En el estro, el Gtero esta bajo los efectos predominantes de los estrogenos,
quienes tienen un pico durante el proestro, mientras que en |a prefez interviene una
combinacion hormonal de progesterona y estrogenos, en este caso los estrogenos
actian sobre un UGtero expuesto previamente a altas concentraciones de
progesterona, al menos por 48 h, estos regimenes hormonales afectan en forma
diferente al Utero de la rata (Tachi y col., 1974).

La accién de los estrogenos soélos sobre la peroxidasa y los eosindfilos
uterinos ha sido muy estudiada, sin embargo, su accién en combinacién con la
progesterona no lo ha sido. Nuestros datos indican que en estas Ultimas condiciones
los estrégenos también inducirian un aumento de la actividad de peroxidasa y de la
poblacion de eosindfilos uterinos, sin embargo, la proporcion entre la enzima soluble
y microsomal seria mayor que la inducida por los estrogenos soélos, lo que indicaria
que los estrégenos en el utero pretratado con progesterona, podrian tener un efecto
mas marcado sobre la poblacién de eosindfilos del Gtero. En nuestro laboratorio se

seguira investigando este aspecto.

D. ANALISIS DE LAS HIPOTESIS PLANTEADAS EN EL PRESENTE TRABAJO.

Se comprobé la hipdtesis de que durante el dia de sensibilidad uterina se
presentd una marcada actividad de peroxidasa uterina, siendo la de caracter
eosinofilico la mas abundante, lo que sugiere que también en la diferenciacion
progestacional uterina, puede ocurrir por influencia estrogénica, la migracion de
eosindfilos hacia el ttero tal y como se ha encontrado en ratas ovariectomizadas

tratadas con estrégenos.
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Nuestros datos apoyan la idea de que los estimulos del blastocisto podrian
provocar la liberacion de peroxidasa y esta ultima podria participar en los
mecanismos que inducen los cambios vasculares uterinos caracteristicos de la

implantacion embrionaria.

E. POSIBLE PARTICIPACION DE LA PEROXIDASA EN LA IMPLANTACION DE
LA RATA.

En base a los resultados obtenidos, se propone que de los dias 3 al 5 de
prefiez la actividad de peroxidasa aumenta paulatinamente alcanzando un maximo
en el dia 5 en el cual ocurre la sensibilidad uterina, lo que podria indicar que
depende de la accion acumulativa de los estrégenos sobre un Utero bajo la

influencia de la progesterona.

La influencia estrogénica ocasionaria migracion de eosinofilos hacia el Utero
con un consecuente aumento de actividad de peroxidasa asociada a estos ultimos.
Esta migracion seria regulada tal vez por el factor quimotactico ECF-U dependiente
de estrogenos y en el proceso de migracion de los eosindfilos podrian intervenir
receptores a estrégenos en ellos y en el endotelio de los capilares, acorde a lo
postulado en la hipétesis del "birreceptor” de Tchernitchin. Posteriormente por
estimulos del blastocisto dentro de los que podrian encontrarse los estréogenos
mismos, la actividad de peroxidasa y los eosinofilos disminuiria en el dia 6 debido a
una posible degranulacién de estas células, lo que provocaria la liberacién de
peroxidasa y otros componentes de ellos. la formaciéon de CEs con la participacion
de la peroxidasa podria inducir la edematizacion y el aumento en permeabilidad
vascular propias de las Z |, por ultimo ocurriria la inactivacion o degranulacion de la

peroxidasa (figura 17).
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Figura 17. POSIBLE PARTICIPACION DE LA PEROXIDASA EN LA
IMPLANTACION DE LA RATA .- De los dias 3 a 4 la actividad
estrogénica sobre un Utero bajo la accionde progesterona (P)
induciria un aumento paulatino en la actividad de peroxidasa con un
maximo al dia 5. En el dia 5, correspondiente a la fase de
sensibilidad uterina, por influencia del blastocisto ocurriria una migracion
de eosindfilos hacia las Z | del itero con un consecuente aumento de
peroxidasa. Esta migracion podria ser regulada por el ECF-U y por
el estimulo local del blastocisto, la actividad de peroxidasa y los
eosinofilos disminuiria en el dia 6 por la degranulacion de los
eosinofilos que provocarian la liberacidn de peroxidasa, misma
que intervendria en la formacion de CEs y estos inducirian la
edematizacion y el aumento en permeabilidad vascular propias de la

implantacion.
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F. PERSPECTIVAS DEL PRESENTE TRABAJO.

De acuerdo a los estudios obtenidos surgen para nosotros mas incognitas
sobre los mecanismos involucrados en las respuestas uterinas ante la presencia del

blastocisto y como este ultimo ejerce su influencia local en el endometrio.

Para resolver lo anterior se pueden realizar varios experimentos por medio de
salpingoclasia unilateral, realizada 15 dias antes de aparear a las hembras se puede
impedir la presencia de blastocistos en uno de los cuernos del utero de la rata para

estudiar el efecto de los blastocistos sobre la actividad de peroxidasa.

Mediante fa implantacion retardada inducida por ovariectomia en los dias 2 o
3 de prefiez y mantenida sélo con progesterona, también se pueden observar los
efectos de esta hormona sobre la actividad de la peroxidasa y la accion de los

estroégenos sobre la enzima al romper el retardo en la implantacion.

Por medio de meétodos histoquimicos e inmunohistoquimicos se puede
determinar en cortes histoldgicos de utero (esto ya se realiza actualmente en el
laboratorio) la ubicacion y presencia de esta enzima en los eosindfilos y los tejidos
del endometrio, también por medio del empleo de anticuerpos se puede hacer la

deteccién inmunohistoquimica de la peroxidasa.

En lo referente a los estudios de quimotaxis (ya que sélo se han realizado en
ratas inmaduras) se puede establecer un modelo experimental para estudiar al
factor guimotactico ECF-U y sobre todo su efecto quimoatractante en los dias 5 y las

Zl el Zdel dia 6 de la prefiez.

Es importante también, estudiar las variaciones en la poblacién de eosinéfilos
en el utero del dia 3 al 6 de prefiez y como esta y la actividad de peroxidasa son

reguladas por estrégenos y progesterona.
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VII. CONCLUSIONES.

1.- De los dias 3 al 5 la actividad de peroxidasa aumenta paulatinamente
alcanzando un maximo durante el dia de la fase de sensibilidad uterina. El
comportamiento observado sugiere una accion constante y acumulativa de los

estrogenos sobre la actividad de peroxidasa.

2.- El comportamiento de la actividad de peroxidasa extraible y soluble
expresada como actividad especifica (U/mg de proteinas, U/mg de DNA y U/mg de
peso seco) durante los dias estudiados, fue semejante por lo que ambas podrian ser

importantes en el proceso de la implantacion.

3.- La actividad de peroxidasa soluble asociada a eosindfilos siempre fue
mayor que la extraible por lo que este tipo de leucocitos podrian tener una funcion

clave en el proceso de la implantacion.

4 - La influencia estrogénica que induce la fase de receptividad uterina podria
haber ocasionado la migracion de eosindfilos hacia el Gtero con el consecuente

aumento de peroxidasa soluble.

5.- En la peroxidasa soluble ocurre una disminucion de actividad en el Gtero
enlas Z1elZ, respecto al dia 5, en la extraible cae sélo en las Z | debido a posibles
efectos locales del blastocisto. La disminucidn durante el dia 6 de actividad de la
peroxidasa soluble en las Z | e | Z, podria ser causado por la influencia local del
blastocisto que posiblemente consistiia en provocar la degranulacién y en

consecuencia una disminucién de los eosindfilos.

6.- El dtero en la fase de receptividad podria tener enzimas como la
peroxidasa extraible (asociada a microsomas) y soluble que le darian un alto
potencial para producir CEs, lo que coincide con el periodo en que la permeabilidad
vascular esta por establecerse (tarde del dia 5) y cuando ello ocurre (dia 6) este
potencial también cae. Los CEs podrian mediar los efectos vasculares inducidos por

el blastocistoenlas Z 1.
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Vi1l APENDICES
A. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS.
1.-Determinacion de Proteinas por el Método de Lowry (1951).

Este método se fundamenta en la adicion de iones cupricos al reactivo de
Folin-Ciocalteau, el cual detecta los residuos de tirosina debido a su naturaleza
fendlica. El complejo cobre-proteina formado (los iones cobre forman un complejo
de coordinacion con los cuatro grupos -NH nucleofilicos, que en la reaccién con
proteinas provienen de los enlaces peptidicos de los aminoacidos) una version
diluida del reactivo de Biuret produce una reduccion de varios acidos que
constituyen al reactivo de Folin.

De la reduccién producida el 75% se debe al complejo de cobre-proteina,
mientras que los residuos de tirosina y triptofano son responsables del resto. El
producto se puede leer entre 550 y 660 nm, algunas de sus ventajas son : 1) Es 100
veces mas sensible que el método de Biuret y tiene un rango analitico entre 10 ug y
1 mg de proteina, 2) Es mucho mas sensible que la reaccion con ninhidrina y 3) Es
de 10 a 20 veces mas sensible y especifico que las determinaciones por
absorbencia de luz U. V. a 280 nm.

REACTIVOS

SOLUCION A : Carbonato de sodio (Merck) al 2%, tartrato de sodio y potasio
(Merck) al 0.02% en hidroxido de sodio (Merck) 0.1 M.

SOLUCION B : Sulfato cuprico (Baker) al 0.5% en agua destilada.
SOLUCION C : 50 ml de solucion A + 1 ml de solucion B

SOLUCION D : Reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma), diluido en una proporcion de

1.1 mi de reactivo comercial en 1.4 ml de agua destilada.

SOLUCION ESTANDAR : Albumina sérica (Sigma) a una concentracion final de 0.3
mg/ml en agua destilada (0.3%)
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METODO

Se tomaron alicuotas de 100 pl y 200 pl del homogeneizado total y se llevaron
a un volumen final de 500 pl con agua destilada, adicionando 2 mi del reactivo C, se
dejo reposar durante 10 minutos, luego se agreg6 0.2 ml de solucién D, mezclando y
dejando reposar 20 minutos (tabla 7). La concentracion de proteina de cada muestra
se obtuvo por interpolaciéon de la absorcion a 550 nm en la grafica de la curva
estandar de albumina sérica de bovino y siendo esta lineal. Para medir la
absorbencia se us6 un espectrofotometro DU-64 (Beckman). La realizacién de la

curva estandar se detalla en la tabla 7.

SOL. EST.
TUBO ALBUMINA H,O SOL.C | SOL.D |[HOMOGENEIZADO

(ml)  (mg) [ (ml) (mi) (mi)

0 0.0 0.00 0.5 2 0.2

1 0.1 0.03 0.4 2 0.2

2 0.2 0.06 0.3 2 0.2

3 0.3 0.09 0.2 2 0.2

4 0.4 0.12 0.1 2 0.2

5 0.5 0.15 0.0 2 0.2
PROBLEMA 0.5 2 0.2 100 pl
PROBLEMA 0.5 2 0.2 200 pl

Tabla 7. DETERMINACION DE PROTEINAS.- Se realizé con una solucion estandar
de albumina sérica de bovino (0.3 mg/mi). 50 ml de la solucion A (carbonato de
sodio al 2%, tartrato de sodio y potasio al 0.020% e hidroxido de sodio 0.1 M), mas 1
mi de solucién B (sulfato caprico 0.5%) constituyeron la solucién C, se incubd 10
minutos antes de agregar la solucién D, hecha con el reactivo de Folin-Ciocalteau.
Se dejo reposar por 20 minutos antes de leer a 550 nhm. Posteriormente mediante la
interpolacion de los datos, se calculé la concentracion de proteinas contenidas en

las muestras o tubos problema.
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2.- Determinacion de DNA por el Método de Giles y Myres (1965).

Este método se basa en la reaccion de la difenilamina con la desoxirribosa
(reaccion de Dische), utilizando acido perclorico, acetaldehido y difenitamina al 4%
para lograr una mayor sensibilidad que el método original de Dishe. El color aparece

después de una incubacién de 17 h a 30 °C (Giles y Myres, 1965).

REACTIVOS
SOLUCION A : Acido perclérico {Baker) 2 M.
SOLUCION B : Acetaldehido (Merck) se preparé una solucion madre de 16 mg/ml, la

cual se congeld y al momento de usarse se diluyd 1:10 con agua destilada.
SOLUCION C : Difenilamina solucion al 4% en acido acético glacial.

SOLUCION ESTANDAR : DNA de timo de ternera auna concentracion de 100
ug/mil.

METODO

Se tomaron alicuotas de 100 pl, 200 ul y 300 ul, se llevaron a un volumen
final de 500 pl con la solucion A adicionando después 2 ml de la solucion B y
finalmente 500 ul de la solucion de difenilamina, los tubos se taparon y mezclaron
dejandolos incubar a 30 °C durante 18 h, leyendo posteriormente la absorcion a 595
y 700 nm esta ultima se realizo con el fin de corregir la turbidez debida a impurezas,
las lecturas se realizaron en un espectrofotometro Beckman DU-64 (tabla 8). Para
conocer el contenido de DNA de las muestras se interpolaron los datos en una curva
realizada con una solucion de DNA de timo de ternera (1 mg/ml) acorde a la tabla 8

y se graficd la absorbencia vs. concentracion.

3.- Determinacion de Peso Seco por el Método de Bernal (1981).

El método consiste en hacer reaccionar muestras bioloégicas con una solucion

acida de dicromato de potasio durante 20 min, a 92 °C y en seguida determinar la
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densidad optica del producto formado a 660 nm. Esta técnica se basa en que el
acido sulfdrico y el dicromato de potasio constituyen una mezcla capaz de oxidar a
la materia organica, reduciéndose al mismo tiempo el cromo, de cromo (+6) a crcmo
(+3) lo que produce un cambio en la coloracion de la solucién de naranja a café
oscuro.Si se tiene una solucion de esta mezcla oxidante y se pone en contacto con
la materia organica, el cambio de color producido sera proporcional a la
concentracion de materia organica presente. Las ventajas de este procedimiento
sobre el método estandar de pesada son : 1) Requiere un minimo de tiempo para la
determinacién, 2) Su mayor sensibilidad, exactitud y precision usando equipo
estandar de laboratorio, 3) El método es insensible a compuestos inorganicos y por
tanto, puede ser aplicado a homogeneizados de tejidos preparados en soluciones

inorganicas.

REACTIVOS

SOLUCION A : Solucién de dicromato de potasio (Merck) al 20% en acido sulfrico

concentrado.

SOLUCION ESTANDAR : Manosa (Merck) 0.2 mg/ml en agua destilada.

METOGO

Se utilizaron alicuotas de 25 ul y 50 ul, el homogeneizado total se llevo a un
volumen de 1 ml con agua destilada. Los tubos se colocaron en hielo y se les
agrego 2 mi de solucion A, dejando resbalar el liquido por las paredes, en seguida
se mezclaron, manteniéndolos dentro del hielo para evitar el sobrecalentamiento y
se colocaron en un bafo de agua hirviendo durante 20 minutos. Se dejaron enfriar y
se leyo a 660 nm en un espectrofotémetro Beckman DU-64 (tabla 9). También se
realizd una curva patrén de manosa acorde a la tabla 9, para conocer el peso seco

de las muestras por medio de la interpolacion de los datos
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SOL. EST
TUBO DNA SOL. A|SOL.C|SOL. D|HOMOGENEIZADO

(ml)  (mg) | (mi) | (ml) [ (ml)

0 0.0 000 0.5 0.05 0.5

1 0.1 0.01 0.4 0.05 0.5

2 0.2 002 0.3 0.05 0.5

3 0.3 003 0.2 0.05 0.5

4 04 004 0.1 0.05 0.5

5 05 005 0.0 0.05 0.5
PROBLEMA 0.4 0.05 0.5 100 pl
PROBLEMA 0.3 0.05 0.5 200 pl
PROBLEMA 0.2 0.05 0.5 300 pl

TABLA 8. DETERMINACION DE DNA.- Se realizé con una soluciéon estandar de
DNA de timo de ternera (100 pl/ml). Se agregaron, la solucién A, formada con acido
perclérico 2 M, la solucién B hecha con acetaldehido (1.6 mg/ml) y la solucién C o
difenilamina al 4%. para corregir la turbidez de las muestras se hicieron dos
diferentes lecturas y su sustraccion representé la absorbencia de las muestras

debida al DNA (575-700 nm).

SOL. EST.
TUBO MANOSA H,O SOL.A |HOMOGENEIZADO
(ml) _(mg) (mi) (mi)

0 0.0 0.0 1.0 2

1 0.2 04 0.8 2

2 04 08 0.6 2

3 0.6 1.2 0.4 2

4 0.8 1.6 0.8 2

5 1.0 2.0 0.0 2
PROBLEMA 0.975 2 25 ul
PROBLEMA 0.975 2 50 pl

TABLA 9. DETERMINACION DE PESO SECO.- Se hizo con una solucion estandar
de manosa (0.2 mg/ml). La solucion A o mezcla cromica constituida por dicromato
de potasio al 20% en acido sulfurico concentrado se agregé con cuidado y los tubos
se calentaron bajo ebullicion durante 20 min. Se dejé enfriar, se mezclaron y se leyo

la absorbencia a 660 nm.
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