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INTRODUGCION

Dasde el Iniclo de la existencla del hombre, la poblaclén humana ha -
estado limitada por la disponibilidad de allmentos. Duranta sus dos primeros
mtilones de afios el hombra vivié como cazador, herblvoro y sapréfito. En
aquellas clircunstancias, la blésfera no pod[a mantener una poblaclién de més
de 10 millones, algo menos que la poblacién de la cludad de Méxlco hoy dla.
M4s tarde, hace unos 10, 000 afios, una vez que domesticé plantas y anlmales,
el hombre empezé a conformar la blésfera en su propio beneficio.

Conforme se hlcleron m&s eficientes las técnicas primitlvas de produc~
clén agricola y ganadera, aument$ la produccién de alimentos y se hizo posible
el crecimlento de la poblacidn. Esta a su vez, exigié una mayor disponibilidad
de alimentos, obllgando al hombre a alterar alin mds la bi6sfera a fin de satisfa
cer sus necesidades allmenticlas. Asl pues, el creclmlento de la poblacién y
las mejoras en la producclén de allmentos se han influldo reciprocamente.

Sin embargo, cualesqulera que sean las medidas que se tomen para -~ -
aumentar el suministro de alimento cada vez se duda mds quea el ecosistema -
agricola sea capaz de adaptarse al aumento previsto de la poblacién humana de
7000 millones de hablitantes para fines de siglo ( 22 ).

Es por esto que el control de la natalldad ha adquirido un papel tan im-
portante en los idltimos afios y en consecuencla se le ha dado un fuerte impulso
a los estudlos encaminados a diluclidar los procesos bloquimlcos que intervienen
en la reproduccién.

la rata, entre otros animales, ha sido utllizada ampliamente como mode

lo experimental en estudlos sobre diferentes aspectos de la reproducclédn, - -



debldo a su gran dlsponibiiidad, facllidad de manejo ¥ a 1la simllitud existente
‘entre su fislologla y la de otros mamlferos. Segdn Austin y Short (163) la rata
de laboratorio ha sldo el pllar de la endocrinologla experimental por décadas,
y en ella se han podldo precisar los aspectos fisloléglicos, morfolégicos y blo-
quimicos que acontecen durante el clclo estral.

Segulido de la adquisicién da la pubertad, el estro {o calor) ccurre en -
hembras no embarazadas en ciclos ritmlcos, especle-especlflcos. El perfodo
de tlempo entre el Inlclo de un estro y el slgulente es llamado clclo estral. La
periodicidad sexual en la mayorla de los mamfiferos es dominada por dicho clclo.
Este depende tanto de factores endégenos como de factores exdgenos.  Entre
1os primeros es determinante la secrecién gonadal de hormonas, mientras que
los exégenos Incluyen una serle de estimulos como la temperatura y el fotoperfo
do. La hip6flsls tlene una lmportancla fundamental como coordinadora de éstos
debido a su relaclén con el mundo exterlor a través del sistema nervioso, y con
el resto del sistema endbcrino por medio de un complejo sistema de interacclo-
nes hormonales (7, 103, 163, 183). El hipotdlamo es el regulador central de -
las funclones Internas del cuerpo y las coordina con los eventos externos. Re-
clbe informacién de otras partes del cerebro, y sus células son sensiblesa --
camblos en la composicién en la sangre. Estas producen factores liberadores
(neurosecreciones) que regulan la actlvidad de la hip6fisls (124),

Los productos secretados por las gldndulas endécrinas son las hormonag
estas proporclonan transmlsién quimica de informaclén de una célula a otra, --
distinta a la comunicaclén nerviosa. Una hormona es una substancia que induce
el crecimlento, diferenclaclén y/o alteracién de las actlvidades metabdlicas de
las c&lulas de tejidos especlficos denomlnados "6rganos blanco" (6,109),

Puesto que las hormonas son vertidas a la sangre antes de ser usadas, -
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los nlveles circulantes pueden dar alguna indicacién de la actlvidad de la gldn-
dula endScerina correspondlents y de la exposlcldn del 6rgano blanco. Debldo a
las pequefias cantldades requeridas de las hormonas, los nlveles sangulheos -
pueden ser extremadamente bajos., Las hormonas incluyen protelnas con peso -
mole cular de 30, 000 o menor, pequefios pollpéptldos, derl\;ados de un solo aml
nodcido y esteroides (89).

1a funclén mds caracterlstica de la hipéflsls anterior es la elaboracién
de hormonas que Influyen sobre las actlvidades de otras gléndulas endocrinas,
principalmente las que tienen que ver con la reproduccién o el stress. Estas
hormonas, a las que se les ha llamado hormonas tréplicas, son transportadas -
por la sangre a otras gldndulas blanco y ayudan al mantenimlento de ellas y a
produclr sus respectivas hormonas. Las hormonas tropicas estdn bajo el con--
trol positivo y control negativo de factores peptidicos del hlpotdlamo (factores
llberadores e Inhibidores o neurchormonas hipotaldmlicas). La producclén y 1i—
beraci6én de las neurohormonas, a su vez, son senslbles a estimulos neurales
y metab&llicos y pueden ser Inhlbldas por sus hormonas tréplca s respectivas -~
("reallmentaclén de asa corta”) ( flg. 1.). Ademds, las hormonas tréplcas -~
sstdn usualmente sujetas a Inhlblclén por retroallmentaclén a nivel hipofislario
2 hlpotalémlc;o por el producto hormonal de la gldndula blanco. Asl, la hidro-~
cortlsona, los asteroldes sexuales y la tiroxina Inhiben la liberaclén de sus -
respectivas hormonas trépicas (89).

A contlnuaclén analizaremos algunos aspectos de las hormonas relacio-
nadas con los procesos reproductivos:

1). Hormonas Protéicas.

Una vez alcanzada la madurez sexual, la hip6flsis anterlor secreta tres
hormonas protéicas qua ejercen un profundo efecto sobre las g6nadas,llamdndose
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en consecuencla hormonas gonadotréplcas. Estas hormonas son la FSH, horme
na follculo estlmulante, la LH, hormona lutelnlzante y la prolactina o LTH, -~
hormona luteotréplca (6,109).

La hormona estimulante del follculo (FSH) v la hormona luteinlzante -~
(LH) son substanclas tréplcas que Influyen sobre la funcléﬁ y maduraclén del -
testlculo y del ovarlo. Son glucoprotelnas con pesos moleculares de 25, 000
(FSH) y de'40, 000 (LH) aproxlmadamente, La secreclén de hormonas lutelnizan
te y estimulante dal follculo es regulada por un solo factor liberador hipotald—-.
mico, la hormona llberadora de las hormonas luteinizante y estimulante del - ~
follculo (LH/FSH-RH). La LH/FSH-RH actda dlrectamente sobre la hip6fisls --
_ para aumentar el AMPc y la llberacién de gonadotroplnas (6,7, 89).

La hormona estlmulante del follculo (FSH) se enlaza a receptores espa-
cfficos sobre la membrana plasmétlica de sus células blanco. Promueve el desa
rrollo folicular, preparay al foliculo para la acclén de la hormona lu_tel.nlzante -
{LH) y favorece la llberaclén de estrégeno por la misma hormona. En el macho,
astimula el creclmlento del tabulo semlnal y de los testlculos y desemperia un
papel Importante en las etapas prlmarlas de la espermatogénesls. La secreclén
de FSH es Inhiblda a nlvel de la hipéfisls y posiblemente del hipotdlamo porla
administracién de testosterona, progesterona y probablemente por la propia hor-
mona astimulante del follculo, Por lo general los estrégenos estimulan la secre
cién de FSH pero pueden inhlbirla, dependiendo de las circunstanclas (6,7,89,
133).

La hormona lutelnlzante (LH) estimula en la hembra la maduraclén final
del follculo de Graff, la ovulaclén y el desarrollo del cuerpo amarillo, Tanto la
secreclén de estrégenos como la de progesterona son estimuladas. En el ovario,

la hormona lutelnlizante puede estimular elementos no germinales, que contlenen
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las células Intersticlales, para producir andrégenos, androstenedlona, dihlidro-
eplandrostenedlona y testosterona. En el macho, la LH estlmula la producclén
de testosterona por el testiculo, la cual a su vez mantlene la espermatogénesls
y actlva el desarrollo de los 6rganos sexuales accesorios tales como los vasos
deferentes, la préstata y las veslculas seminales. La hormona lutelnizante se
une a raceptores de la membrana plasméticas {relativamente especlficos) de las
células liteas e Intertlclales, que no son afectados por la hormona estimulante
dsl folfculo (6,7,89,133).

Ia 1H y la FSH pueden sensibllizar las células aumentando el nimero de
receptoras especlilcos a los que se enlazan los esteroides sexuales y por lo -~
tanto afectan la acclién androgénica y la estrogénica (89).

1a prolactina hipofislaria (LTH) es una protefna de peso molecular apro-
ximado de 23,000 que es produclda por las células acldéfilas hipofisiarias. -
En los animales, la prolactina activa al cuerpo amarlllo y hace que la produc--
clén de progesterona sea mantenida por el cuerpo amarillo desarrollado. La pro
lactina aumenta durante el embarazo y puedbd estimular el desarrollo de las - -
gldndulas mamarias., La brolactlna puede ser lnhlbida por un factor hipotaldmi
co, el factor inhibidor de prolactina (PIF) ¥ al parecer puede ser estimulada por
un factor liberador menos establecido y por la hormona liberadora de tirotropina
{(IRP). Ambos estr6genos y el acto de succlonar estimulan la secrecién de pro-
lactina (6,7,89).

2) . Hormonas Esteroldales.

Los ovarles, testlfculos y gldndulas adrenales secretan hormonas este—-
roidales, que comprenden un ampllo grupo de moléculas derivadas de un precur
sor com(n, el colesterol. El colesterol se sintetiza a partir de acetil-CoA en

muchos tejidos corporales. Forma parte del componente lipidico de la membrana
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celular (6,108). Su estructura molecular se basa en un sistema de cuatro anillos
carbénlcos que forman el nticleo perhidro (1,2 ) ciclopentanofenantreno. La con-
versién de-colesterol a pregnenolona marca el primer paso para la formaclén de

Ja mayorfa de las hormonas esteroldales, slendo las mds Imporantes los proges—
tdgenos, los andrégenos, los estrégenos y los gluco y mlnéralocortlcoldes -

{flg. 2).

Las rutas metabbllcas que llevan a la sintesis de cada uno de estos gru-
pos hormonales, estdn [ntimamente ligadas (7, 103), Muchas hormonas esteroi-
dales son transportadas en la corriente sangufnea fuertemente untdas a protelnas
plasmdticas. Ya que las hormonas esteroldalas son poco solubles en agua,esto
representa una forma de Incrementar su solubllldad en medlos acuosos como el
plasma sangulneo, asl como la capaclidad de permanecer en éste, protegldas del
metabolismo del hfgado. El esterolda es probablements inactivo biolSglcamente
cuando estd combinado con la proteina y se encuentra en equillbrio con los este
;roldes libres; forma en la que son aslmilados por los tejldos (6).

En lasg dltlmas décadas se ha venldo prestando una marcada atenclidn al
papel que dasempefian los esteroides sulfato como metabolitos o intermedlarlos
en la blosintesis de hormonas bloléglcamente activas y se ha podide precisar -
que &stos lntervienen en forma importante en dlcha blosIntesis.

Guando los esteroldes se conjugan con el sulfato inorgédnico forman este
roldes sulfaro. Estos comprenden dos grupog princlpales:

1). Los alqull sulfatos, compuestoé esteoldales con estructura
hldroxl, en los que el hidréxido se encuentra conjugado con un sulfato. Entre
ellos se encuentran:

Colesterol sulfato ( C-S)

Pregnenolona sulfato ( P-S)

-7 -



FIGURA 2 BIOSINTESIS DE ESTROGENOS
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17 OH presgnenolona su:ifato 170HP-S
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2) . El segundo grupo estd constituldo por los arll-sulfatos de los estré-
genos, esteroldes que exhlben un grupo fenélico en el anillo A de su estructu-~
ra, Sonrepresentativos de este grupo:

Estrona Sulfato (E)S)

Estrad lol sulfato (EZS)

El grupo 80, de estos compuestos conflere a la molécula una gran pola-
ridad presentando la caracter[stica de ser hlidrosolubles, a diferencia de los -~-
esteroides llbres que son liposolubles.

El ovarlo secreta dos tipos principales de hormona s femeninas: las hormo
nas foliculares o estrégenas producldas por las células del follculo de Graff en
desarrollo, y las hormonas progestacionales, que derivan de la actividad de las
célula s del cuerpo liteo, el cual se forma en el ovarlo a partir de los follculos
ovédricos que se han roto ( 89 ).

Los andrégenos, testosterona y androstenediona, son precursores en la
sintesis de los estrégenos en los testlculos, ovarles, suprarrenales y placenta,
Los aestrdgenos comprenden una clase de hormonas de principal Importancia para
los procesos raproductivos en la hembra. Se caracterizan quimicamente por un
anlllo A-aromético y un grupo OH en la posiclén 3 del nicleo esteroideo. El
principal reprasentante de los estrégenos, y su forma activa mds Importante es
el 17 /4 estradlol, el cual se encuentra en equilibrlo metabdélice con la estrona
menos activa, Estd unldo a una proteina portadora especifica del plasma (pro-
telna fijacora de esteroldes sexuales) que tamblén transporta a los andrégenos.
El 1.'7 [.’n estradlol es producldo por el ovarlo por estimulaclén de las hormonas -

gonadotréplcas provenlentes de la adenchipéfisls. Ejerce su acclén sobre el -
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_ craclmiento y desarrollo del dtero, vaglna y gldndulas mamarias princlpalments,
estimula la formaclén y mantenlmlento de los caracteres sexuales secundarios,
prepara al tdtero para el transporte de los espermatozoldes, Incrementa la permea
billdad vascular, tiene acclén anabélica e Influye en el comportamlento sexual
je la mayorla de las especles (6,7,89,102,103),

Los estrégenos tamblén suprimen la producclén de la hormona hlpofisla-~
:la que Inlcla el desarrollo del follculo {la hormona estlmulante del follculo, FSH).
En constraste, parescen estimular la LH hipofisiarla. Los estrégenos tambl_én —
actdan mantenlendo los cardcteres sexuales secundarios femeninos, ejerciendo
1na acclén antagénica a la de la testosterona. El estradlol se une a una protef-
aa receptora especifica del citosol en las células blanco, después de 1o cual el
complejo resultante es ﬁaslocado al interior del nicleo, Durante este proceso,
la protelna receptora es alterada estructuralmente ("transformaclén del receptor®)
ncrementando por esto la capacidad del complejo para fljar la cromatina y cau-
sar un aumento en la sintesis de RNA. La unién con la protelna receptora del -
zltosol es relativamente Inespeciilca, ocurriendo la mayor parte de la especifl-
idad tlsular para la acclén del estradlol a nivel de la subsigulente transforma--
cién compleja y fllaclén nuclear. Ademds, los estr6genos lncrementan la slnte
3ls de RNA polimerasa en el tefldo blance, lo que puede origlnar una sintesls -
nds generalizada de protelhas {89).

La progesterona en las hembras es sintetlzada por el cuerpo hiteo, el -
tejldo adrenal y placentarlo a partlr de su precursor Inmedlato, la pregnenolona.
¥n contraste con la testosterona y el estradiol, la progesterona estd unida,en -
el plasma, a la globullna fljadora de cortlcosteroldes. Intracelularmente se une
@ una pmte}‘na fijadora especiilca en el cltosol, El complejo entonces entra en

al nicleo y altera la sintesls de RNA medlante su reacclSn con la cromatina (89).

- 10 - -
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Esta hormona aparece después de la ovulacién y produce un desarrollo -
extenso del endometrio, preparando al tdtero para la recepcién del embrlén y para
su nutrlcién, Esta hormona también suprime el estro, la ovulaclién y la produc--
clén de la hormona lutelnizante de la hipéfisis, que en un principio estimula la
formacién del cuerpo ldteo. La proge sterona antagoniza la acclén de los estré-
genos en varlos tejldos, Incluyendo el moco cervical, el epltello vaglnal y lés
trompas de Faloplo. Tamblién estimula a las gldndulas mamarlas. Cuando ocurre
el embarazo, el cuerpo amarlllo se mantiene activo vy se suspenden la menstrua-
clén v la ovulaciédn. La concentraclén de progesterona disminue hacla el flnal
del embarazo, Si no hay fertllizacién, las hormonas follculares progestaclona--
les sibitamente disminuyen,

El clclo estral estd constituldo por cuatro fases principales: proestro, --
estro, metaestro y diestro { flgs.3, 4, 5). El momento de la ovulacién estd sin-
cronizado con el estro para asegurar gque el Svulo y el espermatozolde estén pre-
sentes en el momento preciso para que se lleve a cabo la fecundacién, y el dtero
esté preparado para reclblr al blastoclsto., La sincronlzaclién es esencial para
el mantenimlento de una elevada tasa de fertillzacidén ya que la vida funclonal
del dvulo y el espermatozolde, asl como la del cigoto, en el tracto reproducti-
vo femenine estd generalmente limlitada a un corto perfodo. La duracién del -~
clclo estral varla con las especies {7, 77, 162, 185).

Muchos animales que presentan periodicidad en la receptividad sexual
tamblén muestran camblos tanto en patrones de comportamiento como en las --
caracterlsticas de la citologla del frotis vaginal (77), ( flg. 3).

En la rata, el proestro, que dura aproximadamente 12 hrs,, es b‘él_slca—
mente un perfodo de preparaclén durante el cual ocurre el creclmiento y madu-

raci6n follicular bajo la influencla de la FSH., En la fase Inlcial del proestro
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FIGURA 3
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El epitelio vaginal experimenta cambios marcades duran
te el ciclo estral. En el estro predominan células cornifi
cadas, en el metaestro ocurre la invasi®dn leucocitaria y -
desprendimiento de la capa de c&lulas cornificadas por lo
que el frotis presenta ambos tipos celulares. En el diestro
el frotis vaginal presenta abundancia de leucocitos y 1la
aparici6n de c&lulas epiteliales no cornificadas. En el pro
estro se encuentran solo cé&lulas epiteliales no cornifica-

das.




FIGURA 4. EL CICLO ESTRAL Y SU REGULACION
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FIGURAS NIVELES HORMONALES RELATIVOS EN EL

TORRENTE SANGUINEO, DURANTE EL CICLO
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la secreclén de 17 ﬂ estradlol del follculo de Graff en desamrollo alcanza su --
plco, lo que dispara la producclén de LH. Exlste también un plco preovulacién
de secreclén de progesterona que casl coinclde con el pico de LH, el cual Indu
cird la ovulacién en follculos que anteriormente hayan sido estimulados por la

FSH. La ovulacién se presenta en las primeras horas de la‘méﬁana slgulente -
(va durante el estro). Ia progesterona precvulatorla tlene una funclén esenclal

en la rata; sl ésta ha de mostrar e) comportamlento de receptividad, se debe a -
la Influencla de altos niveles de estrégenos, Inmedlatamente seguidos de altos

nlveles de progesterona. E!l frotls vaginal caracterlstico de esta etapa presenta
células nucleadas (6,7,77,104, 162).

El aestro se caracteriza como el perfodo de receptividad sexual, perlodo
en el cual la hembra permitird la cépula. Como consecuencla de las Interacclo
nes hormonales que tlenen lugar durante el proestro los ovocitos penetran en -
los oviductos en el momento md's propicio para la fecundacltén. Durante el estro
el ldmen uterino se dlstlende, mlentras que la creclente cornificacién del epite
llo vaglnal hace que el frotls estéd formado por células cornificadas no nuclea--
das, excluslvamente. Durante el final del estro, estas células aparecen dege-
neratlvés y en muchos casos son recobradas como agregados de materlal celu--
tar. La duraclén de esta fase es de aproxlmadamente 12 hrs. (6, 7, 67, 68, 77,
104, 162),

El metaestro, con una duraclén de 21 hrs. aproximadamente, slgue al
astro y ocurre poco después de la ovulacién. En el epitelio vaginal aparecen
células cornlficadas y leucocltos, Durante el metaestro se Inicla una segunda
oleada de progesterona que alcanza su plco durante el diestro y corresponde a
la etapa lutelnizante. El tamaflo del ttero se reduce al acercarse el dlestro ~
(s, 7, 77, 104, 162).
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El dlestro que dura aprox!imadamente 57 hrs. es una fase que se caractg
rlza por la aparict6n masiva de leucocltos en los frotls vaginales, asl como por
la delgada mucosidad vaglnal, y por la formaclén de cuerpos liteos, los cuales
secretan pequeflas cantldades de progesterona {6, 7, 77, 104, 162 ), (figs. 4 y
5).

El tlempo que transcurre desde la ovulaclién hasta el momento Inmediato
a la anldacién, reclbe el nombre de perlodo de preimplantacién ( 31 ). Este se
caracteriza por camblos morfolégicos y funclonales del endometrio, que se de-
ben a la presencla del espermatozolde en una etapa muy temprana, y a factores
hormonales { 41, 146 ) y a la Influencla del huevo posterlormente ( 137, 138 ).

A su vez, el blastoclsto prelmplantado depende de las secreciones endg
metriales, de las que obtlene el oxigeno y los sustratos metabdlicos que requie
re para su crecimlento y desarrcllo: esta Interaccién embrién-sistema materno
es regulada hormonalmente ( 63, 79, 84, 103 ).

Una vez reallzada la fertlllzaclén, se Inlcla el transporte del clgoto a
través del oviducto, siendo caracter[stica de cada especie la duraclén de este
perfodo { 182 ), durante el cual se verlfican las primeras etapas de diferencla~
cién embrionaria { tabla 1 ). Entre los factores que Intervienen en la regula-
clén del transporte destacan las contracclones musculares y el movimlento --
ciliar del oviducto, mismos que son Influldos por los estr6genos y progestinas
(147, 167).

Durante la segmentaclén el clgoto se dlvide por mltoéls. Sin embargo,
en este periodo no hay craecimlento celular, de modo que el clgoto de dos, --
cuatro y ocho células, asf como la mérula ( racimo de células ) y el blastocisto
( estadio que presenta una cavidad ), son prdctlcamente iguales en tamafio al

6évulo original (31, 63, 103, 110). En la mayoria de los mam[feros se alcanza
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TABLA 1.~ TIEMPO DE TRANSPORTE DEL CIGOTO A TRAVES
DEL OVIDUCTOQ E IMPLANTACION,

ESPECIE ESTUDIADA TRANSPORTE EN EL OVIDUCTO* IMPLANTACION
( DIAS) ( DIas)

Marsuplales 1 o Inmediata
[nsectlvoros 1-2 ?
Quirépteros (murciélagos) 12-16 10.16
’rimates 4-5 8-9
Hombre 3-4 6-7
oedoras

conejo 3-4 ’ 6-7

ratdn 3-4 7 5-6

rata 4 ; .‘ 5-6

hamster 3-4 : : I ¢

cuyo 3-4 L : B - 8
1arnlvoros

perro 11-12 i

gato i3-14.
Ingulados :

caballo B 49-63

cerdo 2-3 11-20

oveja 2-3 15-17

vaca 4 40

* Plempo necesarlo para que se verlfiquen los camblos morfoléglcos y
funclonales del endometrlo (fase de preimplantaclén).



el estado de mérula a mds tardar al quinto dIa y el de blistula al final de la -~
prlmera semana de embarazo. Es durante la transicién de mérula a bldstula -
cuando el embrién entra en el dtero ( 63 ).

El blastocisto estd formado por una capa de células externas llamadas
trofoblasto, destlnadas a formar anexos embrlognarios y relaclonarse con el
endometrio uterino, y un conjunt§ de células internas a partir de las cuales -
se formard el embrién. Debldo a esto, dicho maclzo celular es referldo como
la masa celular embrionaria, o botén embrionario ( 63, 95).

En la rata los embriones se encuentran normalmente en la parte final -
del oviducto a flnes de la tarde del cuarto dfa de embarazo ( 90 hrs. después
de la ovulaclén ), en el estado de 9-16 células, entran en grupo v son rdpida-
mente dlstribuldos a lo largo del cuerpo uterlno. Los blastoclstos retlenen la
zona peliclda hasta las 12 hrs. del quinto dfa de embarazo. Durante este dia
ocurre un edema generalizado en el estroma ( 145 ).

En relaclién a la Implantacién y reconocimiento materno del embarazo,
Short afirma que "una de las primeras sefiales de que un embrién ha hacho no-
tar su presencla en el Gtero, es que el cuerpo liteo del ciclo estral se trans-
forma en cuerpo liteo de embarazo" ( 161 ), y como consecuencia de esto los
estros o clclos menstruales defan de presentarse. Esta forma de reconocimien
to materno del embarazo es comin entre los mamiferos euterios, en los que la
duraclén de la géstac[én excede a la del clclo normal, y no se presanta en -—-
clertos carnfvoros ( perro, hwrén ) en los que el tlempo funcional del cuerpo -
Iiteo es simllar en el embarazo y enel cliclo estral, nl en algunos marsuplales
en los que la duraclén de la gestaclén es un poco mds corta que el clelo estral
(75 )_.

la transformaclén de la funclén lGtea no es la tnica evidencia del - -
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reconocimlento materno del embarazo; en los roedores ccurren camblos endome-
triales caracter[sticos en lqs sltios de implantaclén {72), y el embarazo s -
frecuentemente acbmpaﬁado por camblos en el matabolismo general matemo -~
{76, 101, 111 ), Tales respuasstas maternas al embarazo pueden astar relaclo-
nadas con Innovaciones enddcrinas adoptadas durante la evolucién de la vivipa
:ldad que, excepto por los monotremas, es la forma preferida de reproduccién
an los mamlferos ( 75 ).

Algunos autores plensan que el embrién preimplantado tiene la capacidad
ie producir una sefial responsable de prolongar la vida del cuerpo ldteo, pero -
se sabe relativamente poco sobre la naturaleza o modo de acclén de dicha -~ -
sefial { 75).

En la mayorfa de las especies, durante el transporte, el huevo se encuen
tra rodeado por la zona pelicida { 147, 167 ), la cual le d& una aparlencia esfé-
cica de distribucién uniforme ( 73 ). Al perderse esta zona ( en la mayorla de -
los mamlferos justo antes de que la lmplantaclén se Inicle )} por remocién de gll
coprotefnas, se orlgina un camblio de carga en la superficle del blastoclsto ( la
=ual era hasta ese momento pricticamente neutra) { 73, 126 ), que le confiere -
compatibilidad de carga con el sitlo de Implantacién { 63, 95 ).

En muchas especies, algunas de las células del trofectodermo tlenen -
una actlvidad proteolitica que localmente diglere un camino a través de la zona
peliclda, permitiendo el paso de elongaclones celulares del trofectodermo. En
ntras ( por ejemplo en la rata o el ratén ), las saecreciones uterlnas presentan
anzlmas proteoliticas que causan la disolucién completa de la zona peliclda, -
axponlendo diractamente la superficle del trofectodermo al epitello uterino {103).

Para que el blastocisto pueda implantarse, se requlere que presente una

adheslvidad adecuada y una buena capacldad Invasiva; la primera propiedad se
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ha relacionado con el dep&sito Intracelular de calcio, fundamentalmente en las
reglones en las que establecerd contacto ( 63 ).

En especles multiparas ( las que tienen mds de una crfa por camada -
como resultado de la fertilizacl6n de varlos Svulos ), exlste un mecanismo de
aspaclamlento que opera para asegurar que los blastocistos estén distribuidos
a lo largo del eje uterino, evitando que se agrupen en un sltlo ( 63, 103 ),

Despuéds del perfodo de exlstencla independlenta, el desarrollo del em-
brién en los mamiferos depende de la formacldn de un contacto ntlmo entre las
células del trofoblasto y el tejldo uterino; la implantacidn. Dlicho de otra for-
ma, la implantacién en los mamiferos es el medio por el cual el blastocisto se
astablece y flja su relacién con respecto al Gtero. Para qua esta asoclacién -
se Inicle, y las funclones embrlonarilas y maternas propias del proceso de im-
plantacién sean satisfechas, el blastoclisto y el endometrio daeben ser precon-
dlclonados @ un estado de senslbilldad mutua. Esta depende de un régimen -
aspecifico de secrecién de hormonas ovéricas durante el perfodo de preilmplan-
tacién, en el cual hay una dominancla Iniclal de estr6genos, durante el proes-
tro, asociada con la maduraclidn folicular y la ovulaclén, seguida por al menos
48 hrs. de progesterona ldtea, la cual es subsecuentemente revasada por un -
plco de estrégenos nidatorlos { 66, 75, 128, 145), (fig. 6 ).

Se ha demostrado en anlmales de laboratorio ( conejo, rata, hamster y
ratén ) que no todo el endometrio es capdz de racibir al huevo, y que existen -
sitios de Implantacién especiallzados ( 66 ), gue requleren de clerta maduraclén
metab6lica. Durante la maduracién de los sitios de Implantacién, las micro---
vellosldades del epitelio luminal dismlnuyen en algunas zonas, facllitando la -
interacclén con el huevo, Algunos autores conslderan que tanto el blastocisto

como el endometrio participan activamente en este proceso, Y que se apoyan -
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FIGURA 6. NIVELES PLASMATICOS DE I7B ESTRADIOL (~e-) Y PROGLSTERONA (-a~)
’ DURANTE LOS PRIMEROS DIAS DE EMBARAZO EN LA RATA
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mutuamente, sin ser nlnguno el princlipal responsable { 31, 94, 128, 145),

Durante el proceso de implantacién se pueden distingulr varias etapas
(flg. 7):

1. Orlentaclén del blas'toclsto; ademds de estar espaclados a lo largo
del dtero, los blastoclistos se orientan de manera especrﬂcé . Por efjemplo, en
la rata los blastoclistos estdn generalmente situados cerca del extremo antime-
sometrlal del ldimen uterino y ortentados con la parte embrionaria hacla dicho -
extremo. Durante este proceso ocurre la pérdlda de la zona pelicida ( 63,110).

2. Aposiclén epitellal; postérlormente, ocurre la aposlcién del blasto-
clsto al eplitelio uterino, sin lo cual éste no puede considerarse fijo en su sitlo.,
Durante la aposlc[éh el epitello endometrial envuelve al blastocisto, y entre 12
y 24 hrs. después ocurre la adhesidén (62, 63 ).

3. La adheslén del blastoclsto al {itero; que consiste en el estableci--
mientc de un estrecho contacto fIsico, reslstente a la ruptura, entre el trofoblas
to y el epltello endometrial ( 62, 63, 103 ).

4. Penetracitn; es la etapa en la que el trofoblasto penetra a través del
epltelio luminal Interno por diversos mecanismos: fagocltosls, desplazamlento
mecénlco y/o actlvidad enzlmética ( 63 ).

Deapendlando de los tejldos que son erosionados durante la Implantacién,
&sta se clasifica como lnvaslva o no-invaslva: en la implantacién invasiva - -
{ perro, ratén, conejo, rata, hombre ) el blastoclsto atraviesa la superficie del
apitelio e invade extensivamente el estroma que se encuentra por debajo de éste.
Los tejidos del blastoclsto pueden eroslonar no s6lo el epitelio sino también --
las células estromales, el tejldo conectlvo ¥ en el hombre, incluso las paredes
de los vasos sangulneos, La implantacién es clasificada como no-invasiva --

{ borrego, cerdo, vaca, caballo ) cuando la Integridad del epltellc es mds & -
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FIGURA 7. EL PROCESO DE IMPLANTACION .
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menos conservada y éste es Incorporado a la placenta. En la implantacién no-
Invasiva es el epltello uterlno y no el estroma, que se encuentra por debajo de
&ste, el que llmlita y controla la [nvaslén del blastociste (103 ).

Dependlendo de otro tlpo de factores, la implantacl6n puede clasificarse
como central, excéntrica o intersticial: se ha observado en algunos animales -~
que el blastocisto permanece en la cavidad uterina, se expande antes de anldar
se y como consecuencla se pone en contacto con un drea mayor de la superficie
endometrial, dando como resultado el tipo de Implantacién denominada central -

{ perro, conejo, huén ), ( 64, 97 ). En algunas otras especies el bla stoclsto =
permanece pequefio y sé sitﬁa en u;xa cripta o receso uterino, caracterizando al
tipo de implantacién excéntrica ( raton, rata, hamster ), ( 97 ). En la implanta
clén Intarsticlal, el Hastoclsto permanece pequeilo y ;;as;a a t;ravés de los In-
terstlclos epltellales para ublcarse finalmente en el tejldo conectivo subepltelial
( caballo, chlmpancé, hombre }, ( 63, 70, 79, 91, 93, 103, 118, 122).

Actualmente se acepta- Ql-le la reaccib6n decldual es un tipo de ~transform_a_
clén celﬁlar, un procaso de diferenciaclén inducido en dreas endometriales adya
cantas al blastoclsto, que se consldera estrechamente asocliado con la anida~--
clén. En la reaccién decldual los flbrobla stos del estroma del endometrio incre
mentan su tamafo, se vuelven poliédricos, se llenan de glucégeno y lipidos, y
forman una masa soélida en el tefido conectivo del endometrio en el sitio de Im-
plantacién (37, 63, 79).

El blastocisto tAoma contacto por sI mismo con la superficle luminal del
epitelio uterino. El establecimiento de este contacto celular aumenta la posi~-
bilidad de Intercamblo de Informacién y puede estar directamente involucrado -
en la formaclén de la decldua, El estfmulo natural que produce la declduall~-
zaclén es aparentemente una simple presi6n del blastocisto en el epltelio --
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luminal { 16 }, ya que se ha demostrado que la serotonina, la acetllcolina, el
acelte, soluclones isoténicas y atin el aire, son capaces de Induclr la decldua
llzaclén sl se administra dentro del limen uterlno en el momento proplclo, sien
do esta respuesta muy similar a la obtentda de la interacclén trofobla sto-endo~
metrlo (79, 110, 145).

Los estrégenos ejercen un efecto marcado en las caracterlsticas de la -
vascularidad uterina, lniclalmente produciendo vasodllataclén, aumento de per
meabllidad y edema endometrial, Aparentemente los estrégenos estimulan a las
células epltellalas del Gtero en dos formas:

1, Estimulan la liberacién de una sacreclién glandular que estd constitul
da por moléculas especfficas, tales como enzimas proteollticas, asl como por -
diversos sustratos; glucosa, amlnodcldos e lones.

2. Producen una sensibllizaclén de las células epitellales hacléndalas
sensibles a una seiial del blastoclsto, de modo que en el momento del contacto,
&stas adquleran la capacidad de Informar de la presencia del blastoclsto a las -~
células estromales, facilitando la reaccidén decldual {( 103 ).

La aparlclén de la decldua parece tener dos poslbles objetives:

1). La nutrlcién del embridén { 88 ).
2 ). la protecclién del ttero a la invasién del trofoblasto (71,79} .
1a progesterona es esencial para mantener la decldua y en ausencia de -
dicha hormona se Injcla una degeneracién de las células deciduales. { 79 ).

Durante mucho tlempo se pensé axlomdticamente que el ovario era la - -~
tnlca fuente de estrégenos y progesterona necesarfos para el control de varlos
fenémenos durante la preimplantacién asl como la Implantacién del blastocisto
(49, 136). chkmanry Dey ( 51 ) en 1973 propusleron que exlste una segunda -
fuente de hormonas; el embrlén preimplantado,
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Ademds del efecto del embrién en la transformaclién del cuerpo liteo, la
ldea de que el embrlén produce una sefial que facllita el proceso de implantaclén
en clertos roedores estd blen estableclda. Psychoyos ( 140, 141 ) demostré que
exlsten dreas locales con permeabilidad capllar lncrementada en el endometrlo -
de rata, medlante la Inyeccldn de azul de Triplan o azul de Evans { flg, 8 ), -
Subsecuentemente se han hecho observaciones simllares en otras especles Inclu
yendo al hamster { 129 ), el ratén (69 ) y la oveja ( 19 ). Los sitios azules se
prosentan como consecuencla de la extravasién del colorante en los futuros sitios
de Implantaclén; exdmenes histolégicos revalaron que cada drea estaba asoclada
con un blastocisto cerca, pero no en contacto con el epitelio endometrial. En -
base a estas observaciones Psychoyos {( 142 ), Dickmann, et al. { 52 ) y Bhatt &
Bullock { 13 ), han sugerldo que el embrién preimplantado (EPI) produce una subs
tancia que actida localmente, Induclendo en el endometrio los camblos relaclona-
dos con la Implantacién Inminenta, uno de los cuales es el Incremento de la per-
meabllidad capllar. Esta Interpretaclén es apoyada por el trabajo de Deansly --
{ 36 ), quien afirma que el blastocisto de cuyo es un estlmulo més efectivo para
la reaccliédn declidual que el traumatlsmo local de la pared uterina (7?5, 110, 145).

Flint ( 75 ) encontré que los huevos fertllizados de dos a cuatro células
incubados en una soluclén salina balanceada con estradiol, inducen localmente
la reacclén azul cuando son transferidos a tteros de ratas pseudoembarazadas -
en el quinto dfa; en tanto que huevos fertllizados incubados en solucién salina
balanceada llbre de estrégenos no produjeron dlcha reaccidén ( 51 ). A partir de
estos resultados se dedufo que en la rata la llberacién de estrégenos contenldos
( v poslblemente sintetlzados ) dentro del blastocisto, estimulan la producclién
de substanclas vasoactivas, tales como la histamina, serotonina ( S-hldroxitrip
tamina), o prostaglandinag, las cuales inducen un Incremento localenla - -
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FIGURA 8, METODO PARA DETERMINAR ZONAS DE IMPLANTACION,
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Método para determlnar zonas de tmplantacién; Colorantas de alto peso molecular
(Azul tripan, Azul de Evans, etc) forman complejos con la albimica sérica, los -
cuales atraviesan y se acumulan en zonas de alta permeabllidad; esto nos permite
distingulr las zonas de implantaci6n del resto del dGtero.
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parmeabtlldad capllar { 52, 75).

Bhatt y Bullock han demostrado que la Introduccidn del antiestrégenc --
CI-628 en el ttero de conejas intactas al quinto dia de embarazo previene la -
Implantacién. Mdés ain, demostraron qua el 3H-estrad iol se une al citosol -
del blastocisto y que el 3I‘I-es;tr'acllol as desplazado por el CI-628., Estos auto
ras suglrieron que en las conejas embarazadas intactas los estrégenos unldos
al blastocisto mandan una senal al \itero, y cuando estos estrégenos son reem-
plazados por el CI—GZB la implantaclén es prevenida { 13, 41, 51, 75, 78 ).

Ya que la 3/.’; -HSD (deshidrogenasa) es una enzima clave en la sintesis
de hormonas esteroldeas, su presencla en blastoclstos de vartas especles,cons
tituye una fuerte evidencla de esteroldogénesis ( 49, 51, 78 ). Més adn se han
observado correlaciones cuantitantivas positivas entre la actividad de la 3,4-HSD
y la producclén de hormonas { 51 ). ‘

Huff & Elk-Nes { 99 ) demostraron que los blastocistos de conejas con--
tienen un sistema enzlmdtlco capaz de sintetlzar colesterol y pregnenolona a --
partlr de acetato y de metabollzar varias substanclas esteroldes ( 41, 46, 49,51,
52,78, 164 ), Lutwak & Seamark ( 113, 153 ) han encontrado una concentracién
slgnlficatlva de progestercna y una pequeila cantldad de 20 <% dlhidroprogesterona
v de 17« hidroxiprogesterona en el blastocisto y en el fluldo del blastocele, -~
Perry, et al. { 136 ), han demostrado la presencia de estrégenos no conjugados,
a sl como de progesterona en el blastoclsto de cerdo. Asimlsmo, encontraron -
evidenclas bloqulmlcas de la presencla de varlos slstemas.enzimdticos dentro -~
del blastoclsto; el de la aromatasa, que estd relaclonado ¢on la produccidn de
astrégenos a partlr de esteroldes neutros; el de la 17-20 desmolasa, concernlen
te con la producclén de progesterona; el de la 3- sulfatasa, responsable de la -

producclén de esteroldes no conjugados; y de otros sistema s involucrados en la
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formacldén de esteroldes conjugados a partir de estrona y de 17/& estradiol, ~-
Estos descubrimientos Indican que la presencia de estr6genos no conjugados y
progesterona en el tejldo del blastocisto es probablemente el resultade de su -
siatesls In situ y no el resultado de su dlfuslén a través de la clrculacién mater
na. As[, atn en este primitivo estado de desarrollo, el blastocisto de cerdo --
tlene la capacidad enzimdtica de produclr hormonas esteroldeas blolégicamente
Importantes ( 51, 75, 136, 163, 164).

La 17/5 -HSD ( 17ﬂ> -hidroxiesteroide deshidrogenasa ) es la enzima que
catallza la InterconverslSn de estrona a estradiol en los embriones preimplanta-—-
dos. Ila 17(3 -HSD no solo estd presente en los tejldos endScerinos sino, en una
gran varledad de érganos, como son el hlfgado, riiién e Intestino. Debido a que
se puede encontrar en tal varledad de tqjldos, la presencia de la 17(4 -HSD, por
sl sola, en los EPI's podrfa tener un signlficado limitado. Sin embargo, su pre-
sencla en conjunto con la 3 /5 -HSD suglere sintesis de estrégenos {41, 78}.

Por otro lado, el itero contlene una ar!l sulfotransferasa ( 132 ), que -~
puede ser responsable de la sulfoconjugacién de los estr6genos formados por el
blastocisto, antes de que &éstos sean llberados a la circulaclén ( 75, 136). ~
Por estudios realizados In vitro, se ha establecldo que los sulfatos, tanto de -
estrona como de 17 /5 estradiol (EjS y EZS ) participan actlvamente en la pro
ducclén de compuestos de estrona y estradlol libres (Ej ¥ E5 ). Se ha demos--
trado que esta converslén se lleva a cabo por medlo de la acclén de la estrbgeno
sulfatasa, enzlma que hidrollza el grupo sulfato unldo en posiclén 3 de ]a mo~—-
lécula estrogénica ( 28, 140, 171 ), El hecho de que el blastoclsto contiene una
astr6geno sulfatasa altamente activa presumlblemente asegura que los estrége-—

nos secrstados por éste sean no conjugados, y por lo tanto actlvos como agentes

anti-luteollticos ( 75, 132 }.
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Dickmann & Day ( 46 ) propusleron que desde el momento en que el --
embrlén se encuentra frente al futuro sitio de implantacién ejerce un efecto hor
monal local en el andometrio, el cual as critico para la implantacién. En otras
palabras, las dos fuentes de hormonas esteroideas, el ovario y el EP1, se com-
plementan mutuamente y la Implantacién no puede ocwrrir en ausencia de cual-~
qulera de ellas { 38, 41, 46, 49, 51, 52, 75, 78, 99, 164 ).

La importancia relativa de la contribucién hormonal ;iel ovarlo y el blas-
tocisto buede varlar de especle a especle. Por ejemplo, en la rata y el ratén -
( 51, 75, 145, 163 ) estd bien establecldo que la proge sterona y los estrégenos
ovdrlcos son Indispensables para la lmplantacién., Basdndose en evidenclas =~
experlmentalés Dickmann, et al, ( 51 ) proponen que los estrégenos ovaricos -
{ o estrégenos exSgenos adminlstrados sistémlcamente a ratas embarazadas, -
ovarlectomlzadas) son necesarlos pero no suficlentes, y que por lo tanto se -~
requieren tamblén los estrégenos del blastocisto para la Inducclén de la Implan
taclén,

En otras especles como el conejo, cerdo, borrego, chango, cuyo y hams
ter ( 13, 41, 49, 51, 75, 163 ), exlste ‘evldencia de que no es necesarla la pre
sencla de estrégenos ovédrlcos para preduclr la implantacidn.

Sin embargo, la evidencla experimental producida en favor de la hipSte-
sls de que el blastocisto produce e strégenos no puede ser conslderada inequlvo
ca, con la posible excepclén del cerdo { 136 ) y el conejo ( 13, 41, 49, 51, S3,
75, 78, 98, 99, 165),

Por otro lado, en el caso del cerdo ha sido reclentemante demostrado -
que el iniclo de la sintesls de estréogenos coincide con, y probablemente precede,
al tlempo del reconocimlento materno del embarazo. Bazer, et al. ( 8 ) han de-

mostrado que los estrégenos pueden tener un efecto antlluteolitico local por ~
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reducclén de la secreclén utetina de PGFy. Esto lmplica que los estrégenos -
del blastocisto no necesitan estar presentes en la circulacién materna para ejer
cer su efecto iniclal, lo cual es una idea atractiva ya que es mds fdcil de con-
siderar que el EPI tenga un efocto local que un efecto sistémico (75 ).

Los términos diapausa embrlonarlia e Implantacién retardada se refieren
a un prolongado, y ocaslonalmente varlable perfodo de gestacldn, durante el -~
cual el blastoclsto es retenido dentro de la cavidad uterina, llbre, Indiferencla
do y casl lnactivo metabSlicamente ( 1, 63, 103, 154, 175).

Ia dlapausa embrlionaria fue por primera vez descublerta en el clervo -

corzo ( Capreolus capreolus ) por Bischoff, un anatomista alemdn del siglo - -

XVIII, al estudlar el por qué de los cinco meses que transcurren entre la cépula
y los primeros signos de embarazo en dicha especie ( 160 ). El descubrimiento
de Bischoif ha sldo confirmado en por lo menos otros ocho 6rdenes de mamliferos,
incluyendo a los Marsuplales, Ghiréptera, Edentata, Rodentia, Carnivora, Insec
tlvora y Pinnipedla (1, 63, 149},
Existen dos formas de implantacién retardada:
1). La facultativa o lactaclonal

2). La obligatoria o estaclonal

En la prlx;xeré los blastocistos derivados de la cSpula "postpartum” en-—-
tran en un lapso de diapausa corta mientras la madre estd lactando l.ntens'amente.
La implantaclén lactaclional fue descublerta por vez primera en la rata por Latas-

te, en 1891, y ha sldo desde entonces registrada en el ratén y un gran nimero de

roedoras silvestres, asl como en Clethlonomys glareolus ( 21 ), Merlones, ungul

culatus, Tetera lndica { 15 ) y Peromiscus sp. ( 169 ) y en la mayorfa de ios mar

suplales macrépodos ( 1, 63, 103, 155, 157, 171 ).

En el tipo obllgatorio o estacional la fase de dlapausa slempre termina -
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en un perfodo determinado del afio, slendo el fenSmeno bresumlblemente contro~
lado por el medlo amblente. En suma, el perlodo de retardo tlene usualmente -
una duraclén fija para cada especle y puede extenderse de clnco (14 ) a 10 me-
ses ( 27 ), como en el clervo corzo y el tejon { Meles meles ) respectivamente.

(17, 26 ).. Ademds de estas especles hay muchas m&s en ias- cuales la Implan-
taclén retardada obligatorla es una parte esenclal y normal de su embarazo (por

ejemplo: el elefante marlno, el murciélago fruglvoro, el visén, la comadrené, al
carcayu, el oso café y la marta ), (1, 63, 103 ).

El hecho de que en el trahscurso de la e“roluclﬁn la diapausa embrionaria
ha Inclufdo Independlentemente a varios grupos de mamfferos, es avidencia de ~
la poderosa ventaja selectiva asoclada con este tipo modlficado de embarazo -—
temprano. Una de las mayores ventajas conferldas por un largo retraso estacio-
nal de la implantacién puede ser el de permitir que la c6pula y el parto ocurran
en perfodos 6ptimos del afio. En el clervo corzo, por ejemplo, la cépula ocurre
en jullo y agosto cuando los adultos estdn blen allmentados y estdn en el perlo~
do ldeal para la reproducclén, asegurando una competencia efectiva por las - -
cépulas. El embridSn permanece como blastocisto hasta que se reactlva en enero,
de modo que la crla nace en mayo o junlo, cuando las condiclones nutriclonales
son &ptimas para ella (1, 103 ). El retraso lactaclonal exhibido, por ejemplo, -
por clertos roedores, clarament-e aumenta la fecundldad, asegurando el reempla-
zamlento rapldo de crlas muertas. En los marsupiales macrépodos la dlapausa -
del embrién parece tener una funcion diferente; la cria puede nacer segura en -~
cualquler época del afio, porque estard proteglda de los rigores del medlo ambien
te por el marsuplo. Sin embargo, los Lrregulares perfodos de sequla de clertas
partes de Australia debllitan tanto a los canguros que la madre es Incapaz de pro
porclonar los slempre creclentes requerimlentos de leche de la cria en desarrollo
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{ en la bolsa ), Como resultado la cria puede morir durante este perlodo. En -
caso de que e.sto ocwrra, la retenclén de un blastocisto latente durante la lac-
tancia asegura el rapldo reemplazamlento de la crla muerta ( 1, 57, 1115, 163).
Sin embargo, dlchas ventajas pueden ser secundarlas, y se ha sugerido que l.a.
dlapausa embrionaria evolucioné primariamente como consecuencla de un largo
perfodo de gestaclén, o del estro "port-partum” encontrado en la mayoria de los
Macropodidae (1, 157, 173), ( flg. 9).

En los mamiferos acudtlcos como Mironga leonina, la lmplantaclon retar—
dada estaclonal extiende la duraclién de la g.estaclon a tal grado que el parto es
seguldo cercanamente por el apareamiento. Como resultado, el tlempo que es--
tos animales tlenen que permanecer fuera de sus condiclones amblentales norma

. les es reducido al minimo (1, 63, 149).

La hibernacién ajerce una lnﬂue-ncla profunda en la fisiologla de la repro
ducclén.en dos famillas de murclélagos: la Vespertilionidae y la Rhinolophidae,
La Imposlclén de un perfodo de hibernacidn en el ciclo reproductivo en las hem-
Eras detlene el proceso de los eventos reproductivos empezados en otofio y pos—
pone su término hasta la primavera. Los eventos reproductlvos en los murcié-
lagos hibemantes siguen uno de los d‘os patrones bdsicos exlstentes., En el pa—
trén I, el estro y 1a c6pula tlenen lugar a flnales del verano o principlos del --
otofio y los mur¢lélagos tipicamente entran en hibernaclén tan pronto como suce
de esto. Interrupciones intermitentes de la ﬁlbemaclén y cSpulas adlcionales -
pueden ocurrir a través de este perfodo. Los espermatozoldes son almacenados
en el tracto reproductivo de la hembra has'ta el flnal del perlodo de hibernaclén
( en primavera ) cuando la ovulaclén, fertillzaclén y gestacién tlenen lugar, -
En el segundo L;an’én, la c6pula, ocurrida en otoflo, es segulda inmedlatamente
por la ovulacién, fertillzacidn y el inlcio de la embriogénesis, después del -
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FIGURA 9. EL PROCESO REPRODUCTIVO EN EL

CANGURO ROJO.

1} Blastocito en Diapousa.

3) Cangurc joven alimentdndose de 2) El embricn coma lsche rica en proteinas
leche baja en proteinas y rica y baja en grasos, inhibiendo e! funclona_
en grosas .

miento del cuerpo

liteo via el estimulo
de amamantar.

Al mismo tiempo, la hembra del canguro rojo puede tener tres
crfas de edades diferentes dependiendo de ella.



cual las hembras entran en estado de hlbernacién ( embarazadas ). Durante la
hlbernacién, la implantacisn se retrasa y no ocure hasta que se ;'eanudan las
actlvidades normales del murclélago, en primavera. las caracterlstlcas mas
Interesantes del proceso reproductivo en los murclélaéos hibernates son: el ~--
retraso en la ovulacién y el almacenamlento de asperma deépués de la cépula
en el tipo I y, alternativamente, la Implantaclén retardada después de la fer~
tillzacién en el tipo II. El slgnlficado adaptativo de la hibernaclén es la con
servacién de energia, y por lo tanto es de esperar que Influencle o sea Influen
clada por otra funclén energéticamente costosa, como es la reproduccldn. Asr,
los efectos mutuos son partlcularmente aparentes cuando el perfedo de hlberna
cién se superpone al clclo reproductivo; la hibernaclén parece interrumplr el -
proceso de los eventos reproductivos, que empezaron en otoiflo, y pospone su
término hasta que el animal emerge de la hibernaclén en primavera ( 74, 130).

El murclélago fruglvoro Artlbeus Jamalcensis ( famllla Phyllostomatidas)

ag pollestral { tlene varios estros en un afio) v presc;nta un desarrollo embrloné_
+lo retardado é:ost—lmplantaclén. Las hembra-s pueden estar simultdneamente -
ambarazadas y lactando. Un estrc; "post-partum" puede también ocurrlr después
el nacimlento de la crfa. El blastt;clsto de estc'; fertilizacién se implanta en -
2l dtero, pero no continua su desarrollo hasta después de varios meses. Sino
1ublese este retardo en el desarrollo embricnario las crlfas nacerfan durante el -
serfodo desfavorable del aflo ( novliembre-enero ). El mecanismo responsable de
.a dlapausa embrionarla en esta especie todavla -no es conocldo (74 ).

En el visén, la Implantaclén Invarlablemente ocurre a princlipios de abril
v es normalmente precedida por un corto perfodo de dlapausa, la duracién de la

cual depende de la época del aflo en la que ocumre la cépula. Usualmente, - -

cuanto mds tarde ocwra la ¢épula en la estaclén reproductiva mds corto serd el
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perlodo de gestacién. Ya que los nacimlientos normales siguen a cépulas de fi-
nales de marzo, sin un retardo significativo de la Implantaclén, la funcién de -
la fase de retardo en esta especie es obscura. Sin embargo, es posible que -
para esta especle la Implantacién retardada sea una adaptacl6n para la disper-
slén, ya que permite una marcada extensidn de la estaclén reproductlva, sin
camblo en la faecha de parto, la cual esta presumiblemente fljada a principlos
de mayo, para asegurar una sobrevivencla maxima de crias (1, 3, 63 ).

En ratas, ratones y marsuplales macréopodos, la implantaclén rétardada
lactaclonal estd asoclada con un cese gradual de la divisién celular, a medida
gue los blastoclstos entran en un estado casi Inactivo metabélicamente (1, 5,
28, 29). La naturaleza bioquimica de este estado de dlapausa ha sido Investl
gada en~1a ;-ata y el ratén, y los resultados han sido revisados por Mclaren --
( 119). La sintesis de DNA estd Interrumpida ( 84, 116), la de RNA y proteinas
es mﬁmlma (84, 177, 17.9 ) v la producclén de dioxido d(; carbono es baja (175).
Sin embargé, a pesar de es}ta carencia aparente de actlvAldad metabodlica, él tah-
mafio ( 5, 54, 152, 183 ), peso y contenido de protelnas y lipidos { 92, 1739) -
del blastocisto aumentar; gradualmente en el perfodo de retardo. Sl la lmplan.tg
cién retardada es inducida experlmentalmente en ratas o ratones durante el prin
¢ciplo del embarazo, por ovariectomia y administraclén subsecuente de proges—
terona, el blastocisto entra en un estadc de dlapausa, aparentemeﬁte ldéntico
al que se presenta durante el retardo lactacional, va que la sintesls de DNA, -
RNA y proteinas es minima ( 139, 144, 151 ) y la producclSn de dlSxido cie car_
bono estd suprimida (1, 46, 53, 145 ), ‘

El blastoclsto de las espacles que exhlben ratardo estaclonal de la im-
plantaclén se caracteriza tamblén por una carencla general de la actividad me~
tab6lica durante la dlapausa, aungue exlste una varlacién interespeclfica - -
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conslderable con respecto a pardmetros como la pérdida de la zona peldcida, el
grado de expansién del blastocisto y la tasa de divisién celular observados du-~
rante la fase de retardo (1 ).

La Implantaclén retardada obligatoria estd normalmente asoclada con un
completo cese de la dlvision celular en el blastoclsto {( 61, 83 ). Notables --
excepclones a esta regla son el clervo corzo ( 105 ), el tején eurcpeo ( 125 ) v
el zorrillo ( 120 ), los cuales muestran un aumento -en el nimero de células del
embr!én durante la diapausa (1).

Los blastoclistos de mucﬁas especles que exhlben un retardo estacional
de la Implantacl6n presentan una acumulaclén de inclusiones granulares en el
cltoplasma de las células del trofesctodermo. El nimero de grdnulos dismlnuye
a medlda que se acerca el momento de la implantacién, Estos camblos son con
sistentes con la hipétesls de que los grdnulos representan una reserva endégena
de energfa que es utilizada gradualmente por el blastocisto durante el retardado
(1, 65).

i:l case de la latencia de los embrlones puede ser inducido por:

1) El traslado de los embriones, del animal en retardo lactacio~
nal, @ una hembra en condlciones de pseudoembarazo (116),

2) La admlnistraclén de estradlol a animales en los que el retar
do es natural ( 116 }, o Inducido por ovariectomlia (174 ).

3) La remoclén de los blastocistos del dtero de animales en re-
tardo, seguldo de su cultivo in vitro { 84 ).

La senslibilizaclién por estr6genos, en general da como resultado el tér-
mlno de la diapausa, o reactlvacién y eventualmente la nidacién ( 63, 103, 119,
154, 175, 180). El sltlo y la forma de accién de los estrégenos en la induccién
de la nidaclén se desconoce hasta ahora; pueden actuar directamente sobre el
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embritn o causar la remoci6n de algunos Inhlbidores que estén presentes en el -
medio ambiente uterino { 143, 154, 181 ).

Ia reactivaclén estd asoclada en todas las especles con un aumento ge-
neral en el nivel de actividad metabédlica del blastoclsto, seguldo por la diferen
clacién de la masa celular interna y de las membranas extraembrionarlas { 1, —-
175 ). La naturaleza de estos camblos secundarios muestra una varlacién Inte-
mspéc[ﬂca conslderable, El cardcter bloqulmico de la reactlvacién del blasto-
clsto ha sldo més profundamente estudiado en la rata y.elratdon { 1, 145 ). En
estas especies el final de la diapausa esta asoclado con el incremento de cier-
tos pardmetros de actividad celular, como la divisién celular { 20 ), preduccién
de GOy ( ll?') y sintesis de DNA, RNA, y protelnas (35, 139, 177, 178 }. En
todos los macrlﬁpodos las prlm;zras indicaclones morfoléglcas de que la dlapausa
ha terminado, son un marcado incremento en el dldmetro del blastocisto, y el ~
reiniclo de la dlvisidon celular {( 28, 30, 156, 166, 171), La (mplantacién no -

tiene lugar sino hasta después de un tlempo de que se ha relnlclado la actividad

del blastocisto. Sin embargo, en algunas especles como Potorous tridactylus, -

la implantaclién puede no ocutrir nunca { 100 ). El término del retardo obligato-
rlo en los marsuplales es marcado por un incremento pronunclado en el tamafio -
del blastocisto y la reinlclaclén de la actividad mltéStica en la masa celular in--
terna y el trofoblasto. 1a implantacién tlene lugar unos tres o cuatro dlas des-
pués de la reactivaclién del blastoclisto (1, 61 ).

Se han llevado a cabo experimentos en 165 cuales se ha demostrado que
el blastoclsto no determina nli la Inlciacién ni el término de la dlapausa, sino
que &stos dependen del estado del tdtero {1, 43 ). Sln embargo, algunos auto-
res han sugerldo que los camblos cualitatlvos y/o cuantitativos en las macro-

moléculas, moléculas y/o composicién de fones del mileu embriénico son -
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responsablas de la Inlclaclén, mantenimiento y término del astado de dlapausa

(34, 119, 168, 175 )
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OBJETIVO

En el proceso de Implantacién es fundamental la concentraclén de estrs-
genos libres (blol6gicamente activos ) que se encuentran en el medio uterino. -
Su liberaclén estd regulada en forma lmportante por una enzima, la Estrégeno -
Sulfatasa uterina.

El objetivo de este trabajo fue el de medir la actividad de &sta enzima -
en los sitlos de Implantacién y en el resteo del ttero, durante el proceso de im—-
pIantEclén en la rata, para determinar sl exlste una diferencla significativa en
la concentracién de estrégenos libres entre el sitio de Implantacién y el tejido
adyascente, como una evidencla indirecta de la posible produccidén de estrége—
nos por el blastocisto. Se hlzo esta misma comparacién durante la implantacién
retardada, Induclda experimentalmente, con el fin de dilucldar la posible partl-
clpacién de la Estrégeno Sulfatasa uterina como moduladora de la producclién de

estrogenos libres.



MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas vl’réenes Long-Evans adultas, de dos a tres meses de
edad, con un peso de 200t 30 gr, las cuales fueron mantenldas en condiciones -
de fotoperiodo y temperatura constantes, .

Efecto de las hormonas ovdricas sobre la actividad de la Estrégeno Sul-
fatasa Uterlna.

1. En la primera fase experlmental se lgs practlc6 ovarlectomla bilate-
ral a un grupo de 111 ratas bajo anestesia Induclda por via intramuscular, utili-
zando 2 mg de Droperldol por Kg de peso y Ketalar 50 mg/kg. Veinte dlas des--
pués de la intervenclén, se les separd en dos grupos, { Flg. 10 ) cada uno de los
cuales fue sometido durante cuatro dfas a una terapla substltutlv.a diferente:

[a). Este grupo se dlvidi6 @ su vez en tres subgrupos, para experlmen
tar el efecto de tres dlferentes désis de 17lgestradlol por vIa Intraperitoneal; -
O.S/Ag, S/Ag, y lO/L_\g dlisueltos en 0.1 ml de propilenglicol.

1b). Se dividi6 en dos subgrupos cada uno de los cuales recibié una -
i6sis dlfere.nte de progesterona: 5 v 10 mg por via intraperitoneal., También se
utilizé 0.1 ml de propilenglicol como vehlculo.

' Ic). Grupo Control. A los animales de este grupo se les adminlstra--
ron 0.1 ml de propilenglicol por via intraperitoneal.

Al término del tratamiento se sacrificaron los anlmales por dislocaclén
cervical, se dlsectaron los tteros, se llberaron de grasa, fueron cortados en -
fragmentos de 3 mm de largo aproximadamente y pesados; el tejldo de cada uno
de los grupos se homogenelzd en un amortiguador Krebs-Rlnger-Bicarbonato -

pH 7.2, el cual contenla nicotidamida 30 mM, (KRBN pH 7.2), en una concen-
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tracién tal que 0.3 ml del homogeneizado correspondieron a 10 mg de tejido. -
El homogenelizador utilizado fue del sistema vidrio-vidrio., Durante todo el pro
cedimiento el tejido fue mantenido sobre hielo para evitar que se desnaturaliza

ran las protefnas.

Determinaci6tn de la actividad de la Estr6geno Sulfatasa Uterina en la -

implantacién normal y retardada.
II., Para la segunda fase experimental se utilizaron 77 ratas, las cuales

fueron separadas en cuatro grupos ( fig. 11):
IIa). Las ratas de este grupo fueron apareadas colocando dos hembras y
un macho por jaula ( 10). Diariamente se les determiné citologfa vaginal, El
dfa en que se encontraron espermatozoides en los frotis se consideré como dfa
0 de embarazo. En la manana del quinto dfa se les aplicd una inyeccién de —-
1 m! de azul de tripan al 1.5% en solucién salina fisiolégica ( NaCl 0.15 M).
Después de 30 minutos las hembras fueron sacrificadas, se aislaron los Gteros,

se contd el nimero de sitios de implantacién (S.I.), los cuales fueron visuali

zados como dreas azules a lo largo del dtero, y se separaron &stos del tejido

adyacente o intersitio de implantacién ( 1.8.I. ). Los sitios de implantacién y
el resto del Gtero fueron pesados y homogeneizados por separado.

IIb). En este grupo se sigue el mismo sistema de apareamiento que fue
utilizado en el grupo Ifa. Al tercer dfa de embarazo las hembras fueron someti
das bajo anestesia a ovariectomfa bilateral, respetando en este caso los ;avi—;
ductos. A partir del sigulente dfa a la ovariectomfa se les administr6, durante
tres dfas 5 mg de progesterona (0.1 ml de una solucién de progesterona en pro-
pilenglicol a una concentracién de 50 mg/ml ) vfa intraperitoneal. Un dfa des-
pués los animales fueron sacrificados, y los Gteros fueron pesados y homogeneiza

dos.

Ilc) . Las ratas se aparearon de acuerdo al método ya explicado, al
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tercer dfa de embarazo fueron sometldas a ovariectomla bilateral, respetando el
oviducto. Durante los tres dlas posterlores a la ovariectomla se les aplicé, -
Intraperltonealmente 5 mg de progesterona a cada hembra. Al cuarto dla se les
administraron 5 mg de proéesterona por via intraperitoneal y 50 ng de 17 ﬂ es-
tradiol por via intravenosa. Al cabo.de 24 hrs. se les inyecté 1 ml de la solu--
cldn de azul de tripdn en la vena caudal. Despuéds de 30 mlnutos los animales
fueron sacrificados, se conté el niimero de sitlos de implante vy se alslaron és--
tos del recto del titero. Los 8.I. e 1.5.I. fueron pesados y homogenelzados por
separado.

Grupo IId). Control; se usaronbratas virgenes a las que se les sometls
a ovariectomla bliateral. A partir del dife sigulente al de la ovariectomfa y du--
rante tras dlas se les adminlstraron 5 mg de progesterona por via Intraperitoneal.
Al cuartodla se les Inyectaron 5 mg de progesterona vla intraperitoneal, y 50 -
ng de 17(4 estradlol, contenidos en 1 ml de solucldn salina flsioldgica, via In--
travenosa. Al cabo de 24 hrs. las ratas fueron sacriflcadas por dislocacién cer
vical, vy se les dlsectd el Gtero, el cual fue homogeneizado.

Deteriminacién de la actividad de la estrégeno sulfatasa uterina activa.

Para determlinar la actlvidac dela estrdgeno sulfatasa uterina actlva se -
utllizé el método descrito por Burstein & Dorfmann ( 24 ), modificado por Domin
guez, et al. { 55 ). Este método que se utiliza, engeneral, para estimar la --
actlvidad de la esteroide sulfatasa (enzima que hidroliza al grupo sulfato unlido
a los esteroides ) conslste en lncubar @ 37°C una allcuota del homogenelzado -
que contlene la sulfatasa con una cantidad conoclda de esterolde sulfato radiac
tlvo, que es el sustrato de la enzima, El lproducto de la reaccién enzlmitica -
as el esteroldé radlactivo libre, el cual es extraldo del medio de reacclén por

medio de una particlén simple con llquldo de centelleo; el esteroide que no se
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transforma permanece en la fase acuosa. Se mlde la radiactlvidad presente en -~
el lIquldo de centelleo y a partlr de éste, se calcula la actividad de la sulfata-
sa.

En nuestros experlmentos se tomaron por quintuplicado, (flg. 12) 0.3 ml
de cada homogeneizado { 10 mg de tejido ) y se colocaron por separado en tubos
de centrlfuga ( los cuale.s fueron ma.ntenld.os sobre hlelo). A cada tubo se le -
agreg6, como cofactores, 0.2 ml de @a soluclén de ATP y NAD ( Slgma Chem. ~
Corp.) en 1.5 ml de amortiguador ( dicha solucl6n contenia 9 .929/ﬂg de ATP y
22. Ols/ﬂg de NAD/ml de amortlguédor KRBN, pH 7.2, de modo que al agregar -

"los 0.2 ml de esta soluclén en el medh;.) c-ie Incubaclén se obtuvo una concentra—-
ciénde 1.6 mM de cofactores ). Como sustrato se uttliz6 0.1 ml de una solu-—-
clén etanélica de estrona sulfa;o radlactiva ( EISH3 ), sal de amonlo de estro~
na sulfato [6, 73 H (N)] (New England Nuclear Cor;;oratlon ), equivalentes a
30,000 dpm, Se ajustd s.u masa a 40 nmolas adiclonando estrt.:ma sulfato frla -
{ EyS ). contenlda en 0.1 ml de etanol. Tres de los cinco tubog de cada homo--
genelzado se colocaron en un lhcubador metabdlico Dubnoff a 379C durante 120
mlnutos. Inmedlatamente después se detuvo la reaccl:l.én enzimdtica calentando
los tubos en bafic marla a temperatura de ebulllcldn durante 5 minutos. Los tu-
bos restantes, los cuales se utllizaron como control, se colocaron en bafio ma-
rfa a temperatura de ebulliclén durante 5 minutos, sin haber sido Incubados, -
con el objeto de impedir que la reacclén enzimdtlca se llevara a cabo.

Cuando los tubos alcanzaron la temperatura amblenfe, se les adlclonaron
20 ml de 1lIquido cintilante (50 mg de POPOP y 4 gr de PPO.en 1 lltro de tolueno =
bidestilado), se agltaron en un ciclo mixer durante dos minutos y se centrifuga~

ron a 3, 000 rpm, durante 10 minutos. Dwrante la centrifugacién, la fase orgdnl

ca se separa completamente de la fase acuosa, que permansce en la parte
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FIGURA I2. DETERMINACION DE E,H3 LIBERADA
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FIGURA I3 ESQUEMA METODOLOGICO
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infaerior. Esenclalmente todo el esterolde sulfato que no reacciona se mantlene —
en la fase acuosa, en tanto que el esterolde liberado por la accién de la sulfata..
sa permanece en la fase orgdnlca. De cada tubo se tomé una allcuota de 10 ml
de la fase orgdnlca que contiene la estrona libre radlactlva (EIH3 ) v se mldlé
la radiactividad presente en un espectrofotémetro de centelleo liquido.. En base
a la radlactividad medlda se calculé la cantldad de E1H3 formada, la cual pro-
viene de la E15H3 , ¥ as proporclonal a la actlvidad de la estrégeno sulfatasa -
uterina.

1). Detarmlnacién de Peso Seco,

la determinaclién se hizo por el método de Bernal ( 12).

Reactivos:

A). Solucién de dicromato de potaslo (Merck) al 2% en HpSO4 -
concentrado {Merck}. Calentar entre 70 - B0°C hasta que -
se dlsuelva.

B). Soluci6n Estdndar: Manitol (Merck) 20 mg en 10 ml de agua
destllada .

Método:

Por duplicado: se toman ZOD/AI de cada homogenelzado y se llevan a -
un volimen de 1.0 ml con agua destllada. Los tubos se colocan en bafio de --
hlelo y se les agregan 2.0 ml de solucién A, dejando resbalar el llquldo por las
paredes. En sesgulda se agltan los tubos, mantenjéndolos dentro del hielo para
evitar un sobrecalentamiento de la solucidén y se ponen en baiflo marfa a tempe-~
ratura de ebulliclén durante 20 minutos.

Se dejan enfrlar hasta alcanzar la temperatura ambiente y se leena --
660 nm en un espectrofotémetro UV Pye Unlcam sp6-500,

Para construir la curva patrén, se lee la absorvancia de sels concentra-
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clones dlferentes de manltol en agua destllada ( las cuales se preparan por dupll
cado de acuerdo a la tabla 2)en el aspactrofotémetro UV Pye Unicam sp6-500.

2). Detarminaclén de DNA,

la reaccl6n entre la ribosa y la difenllamina, es probablamente la mds -

usada para la determinaclidén de DNA. Dilsche ( 42) descrlﬁlé esta método que
utlllza una mezcla de dcldo sulfirlco, dlfennamlna‘y dcldo acético. Burton (25)
en 1956 propuso una modiflcaclén a este método basado en la adlclén de acetal-
dehldo, y seriala que osta daterminaclén es 3.5 veces més senslble que el méto
do orlglnal descrito por Dische. En 1965, Glles y Hyers ( 82 ) publicaron una
modificacidn al m&todo de Burton que lo hace adin mds especifico; estos autores
encontraron que puede reducirse la lectura del blanco omlitiendo el dcldo sulfiri
co e incorporando ¢l acetaldsehldo al flnal de la reacclién, aunque después men-
clonan que &sto no es requlsito indispensable. Gomunicaron también que la -
sensibllidad del método es Incrementada al aumentar la concentracién de dife--
nilamina al 4%,

Reactlvos:

Reactlvo a). Aclido Perclérico 2 M ( Baker).

Reactlvo b}, Acetaldehldo ( Merck ). Se prepara una soluclén de --
16 mg/ml, la cual se mantlene congelada y al momento
de usarse se diluye 1:10 con agua destilada,

Reactivo ¢). Difenllamina ( Merck ). Se prepara una soluclén al 4% en
dcldo acétlco glaclal. { Debe prepararse al momento de -
su uso ).

Método:

A partir de cada homogeneizado se toma 1 ml, se le agrega 1 ml de dcldo

perclérico ( HC104 ) 0.5 M frfo ( ~4°C) se centrifuga a 3, 000 rpm por 10 minutos,
' ' -50-



TABIA 2.~ CURVA PATRON DE PESO SECO

SOLUCION ESTANDAR H, 0 SOLUGION A
TUBO DE MANITOL DESTILADA
{ml) (m})
blanco 0 1.0
1 0.2~ 0.8
2 0.4 . 0.5 M
S =
3 . 0.6 0.4 N
. 0.8 - 0.2




- 660 nm

FIGURA 14 CURVA PATRON PARA LA DETER
MINACION DE PESO SECO.

|
{
'
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el sobrenadante se desecha y al precipitado se le agrega 1 ml de HClO04 2 M, -
se coloca en un temp block a 70°C durante 30 minutos, se deja enfriar hasta -
que alcance la temperatura amblente, se centrifuga a 5,000 rpm durante 10 miny
tos y del sobrenadante se toma 100/41 (0.1 ml) por triplicado, para hacer la
determinacisn del DNA.

Se toman 100/41 del sobrenadante { flg. 15 ) se lleva a un volimen fi—
nal de SOO/M.l con el reactlvo a, adiciondndose 50/41 del reactivo b, y flnal-
mente 500/411 de la solucién de difentiamina; se mezclan y se tapan los tubgs,
dejando lncubar a 37°C durante un lapso de 18-24 hrs., leyendo posteriormente
la absorclién a 600 nm en un espectrofotémetro UV Pye Unicam sp6-500.

Curva Esténdar: Y

Se prepara una soluclién patrén de DNA en HC104 2 M, que contenga -
1 mg de DNA/m} de HC104 , hidrolizdndola a 7 0°C dural:xte 30 minutos. Esta -
se guarda congelada hasta el momente de usarse; al utillzarse se dlluye 1:10
para tener una concentraclén final de G.1 mg/ml.

Para construir la curva patrSn de DNA se lee la absorvancla de sels con
centraclones de DNA,por duplicado { tabla 3 ) a 600 nm en un espectrofotémetro
UV Pye Unicam sp6-500,

3). Determinaclén de Protelnas.

Lla determinacién se hlzo por el métodq de Lowry (112 ), el cual se —-
basa en el complejo colorldo formado por el cobre del reactivo de Bluret (106)
con los enlacas peptldicos de las protelnas. .

Reactlvos:

Soluclén a: NaZCO3 al 2%, tartrato de sodlo al 0,02% en NaOH 0.1 M.,

Solucién b: CuSO4 al 0.5% en agua deslionlzada.

Soluclién c;: 50 ml de la solucidén a, m&s 1.0 ml de 1a soluctébn b,  --
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TABLA 3.-CURVA PATRON DE DNA

SOLUCION ESTANDAR SOLUCION A SOLUCION B SOLUCION C
TUBO DE DNA . (ml) , .
{m1)
blanco 0 0.5
1 0.1 0.4
2 0.2 0.3 -
- B
3 0.3 0.2 S i
=) o
4 0.4 0.1
5 0.5 0




FIGURA IS5 CURVA PATRON PARA LA DETER
MINACION DE DNA.
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Preparar al momento de usarse.

Solucldén d: reactivo de Folln Clcaltey diluldo en una relacién de 1.1 ml

de reactivo con 1.4 ml de agua deslionlzada.

Método;

Se tomaron 100/41 de la fraccl6n protéica y se 1levéron a un volimen -
final de 500M1 con agua destllada, adiciondndose 2.0 ml del reactivo c., Se
dej6 reposar 10 minutos, agregandc; despuss 0.2 ml de 1a soluclén d, mezcilando
y dejando reposar 20 mlnutos, para después leer la absorcién a 550 nm en un es
pactrofotdmetro UV Pya Unlcam sp6-500.

Curva Estandar:

Se prepara una soluclién de albumina bovina ( Difco ) al 30% en agua des-
tllada. Para construlr la curva patron, se lee la absorvanci.a de sels concentra- |
clones de albimina bovina, por duplicado (tabla 4) a 550 nm en un espectfofot_g
metro UV Pye Unlcam sp6~500.

Evaluacién estadlstlca,

Para comparar las medlas muestrales de los diferentes grupos experimen
tales, se utllizé la prueba de t para aquellas muestras que tuvieran menos de
30 datos y la pruebs de d para los qus tenlan 30 datos o mds, Se considers -

que las medlias muestrales eran significativamente diferentes cuando p < 0.05

(124, 134),
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TABIA 4.-CURVA PATRON DE PROTEINAS

SOLUGION ESTANDAR H, 0
TUBO DE ALBUMINA DESTILADA SOLUGION G SOLUGION D
(m1) {m1)
blanco 0 0.5 { N
1 0.1 0.4 .
o -
— o
2 0.2 0.3 . L
ED E g
3 0.3 0.2 ~ 8 -]
2 e g
4 0.4 0.1 5 E
5 0.5 0 3 3



FIGURA {6 CURVA PATRON PARA LA DETER_
MINACION DE PROTEINAS.
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" RESULTADOS

1). Efecto del 17p estradiol sobre la actividad de la Estr6geno Sulfatasa
uterina, en ratas virgeres.

En las ratas a las que se adminlstré 17 '6 aestradlol se observS que la ac
tividad de la estrégeno sulfatasa uterina (pmolas de E1 ltberadas tanto por mg -
de tejldo como por mg de protefna o de DNA/hora, es Inversamente proporcional
a la cantidad de 17p estradlol (0.5, S5y 10}(9) que se les adminlstré ( cuadros
l, 3 y4). Con respecto al efecto del 17/Sestrad£ol sobre la actlvidad de la --
estrééeno sulfatasa uterina, medlda an términos de pmolas de E; liberada/mg de
peso seco/hr.,. se observ6 que ésta disminuyd en los tres grupos experimentales
(0.5, 5y 10 pg de l7ﬁestradlol ) al compararlos con el control (p< 0 005). ~
Sin embargo, al comparar la activldad de la enzima de los tres grupos experimen
talas entre sf, no se observaron diferenclas slgnlflcatlv'és (p>»0.05), ( cua-~
dro 2 ).

2). Efecto de la progesterona sohkre la actividad de la Estrégeno Sulfata
sa uterina, en ratas virgenes.

No se observé wn efecto evidente de la progesterona ( 5 y 10 mg ) sobre
la actividad de la estrégeno sulfatasa, debldo a que:a} Expresada/mg de tejldo/
hr. parece tender a disminuir, slendo significativamente diferente al control -~
tnlcamente el grupo de ratas a las que se les suministraron 10 mg de progeste-
rona ( cuadro 5 ); b) Cuando se expresd en pmolas de E; llberada/mg de peso
seco/hr., no hubo diferencias signlficativas entre la actividad registrada para
los dos grupos experlmentales (progesterona 5 y 10 mg ) y el grupo control  --
( cuadro 6 ); c) En el caso en el que se expresS en pmolas de Ey llberada/mg ~

de protelna/hr., la actlvidad enzimdtlca de los dos grupos experimentales - -



resulté menor que la del grupo control ( p< 0.005 ), ( cuadro 7 }; d) Cuando la
actlvidad enzimdtica fue expresada por mg de DNA/hr., s e encontré que solo la
désls de 10 mg la hizo disminulr significativamente con respecto al control --
( cuadro 8 ).

3). Actlvidad de la Estrégeno Sulfatasa uterina en el proceso de Implan-
taclén.

1a actlvldad de la estrégenoc sulfatasa uterina expresada en pmolas de -
E, liberada/mg de tejido himedo/hr., durante la implantaclén, se encontré dis
minulda en el sitlo de Implantaclén, con respecto al control ( p< 0.025) y al
intersitio ( p< 0.005), en tanto que result6 aumentada en el I,S,I. cuando se
le comparo con el control (p< 0.05), { cuadro §).

Cuando la actlvlda;:l enzlmétl;:a .se expresé. por mg de peso seco/hr., no
hubo diferenclas slgnlficativas.

En el caso en el que se le expresd tanto por mg de protelna como por mg
de DNA/hr. resulto slgnificativamente mayor tanto en el S.,I. como en.sal 1.8,1

cuando estos se compararon con el control ( p< 0.005). La actlvidad de la -

estrégeno sulfatasa fue menor en el S,I. que en el [.S.1. conuna p<£0.005 -
cuando se le expres6 por mg de proteina/hr. ( cuadro ll), y con una p<0.05

cuando fue expresada por mg de DNA ( cuadro 12},

4). Actlvidad de la Estr6geno Sulfata sa uterina en el proceso de implan

taclon retardada.

Fue menor ( expresada/mg de peso himedo/hr ) en el §,1, de Implanta--
clén retérdada { SI - R ) que en el grupo controL,‘ el i.S.I. deilmplantacwn -
retardada (I.S.ﬁ.—ﬁ )y el-grupo ( d~e ); al que se le pfodujo dlapausa medlante
la admlulsiraclon de;progesteroné yflnélmente no se le administré el plco de -

estrogenos, impldiéndo asl que se Implantaran los blastocistos ( fig. 11 ), - -
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(p<0.005 en los tres casos). las diferencias entre los otros grupos no fueron
significatlvas { p>0.05), ( cuadro 13 ).

1a acth-)ldad de la estrégeno sulfatasa uterlna, expresada por mg de peso
seco/hr., fue mayor tanto en el S.I.-R como en el I.8.I.-R, { por mgde peso --
seco) que en el grupo control. En el grupo d-e la actlvidad de la enzima no va-
rlo signlficatlvamente con respecto al control. La actividad enzimatica resultd
[hcrementada en .el S.I.-R cuando se le comparfn' conell ,S.I.-R y contra el -
grupod-e ( p <0.005 5, { cuadro 14 }.

Cua.ndo se le e}-cpr-esé en pmol'as de Ej llberada/mg de protelna/hr., se
vi6 incrementada ( p<0.005 } en el I,S.1.-R v en el S.i.—R, con respecto al con
trol y al grupo d-(; ( cuadro 1-5 )- ' ‘ .

En el caso e-n el que la ;actlvldad de la estrdogeno sulfatasa uterina se -
mldié en térmlinos de cantidad de El l{berada/mg de DNA/hr., ésta resultd in--
crementada en el 8,1.-R con respecto a lo ob'servado‘par; el control yelI.S.I.~R
con una p < 0.005, y con respecto al grupo d-e con una p< 0.01 { cuadro 16 );

5). Relaclén entre los diferentes parametros medidos. ) A

El:l el cuadro 17 se presentan los valores obtenldos del cociente de los
diferentes pardmetros de referencia utlllzados. Se observa que las protelnas -
expresadas por mg de DNA, estdn aumentadas en el S,I. conrespectoal I,8.1.
con una p< 0.005, per;').dlsmlnuldas con respecto al S.II.—-R, con una p<L 0 00.5.

En cuanto al DNA expresado por mg de peso sec.o, su concentracién fue
mayor an el S.I., qué en el I,S,I., conuna p<0.025, y ménor cuando se le
compard con el‘ S.1.-R, ©on una p‘< 0.005.

1a concantfaclén de protelnas expresada por mg de peso seco, fue mayor
en el S.i. que enel I,8.I. (p<0.005), pero menor cuando se le compard en
el S.I.-ﬁ (p<0.025). .Por. otro lado, -se encuentran aumentadas enel -~ -
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1.S.I.~R cuando &ste se compara contra el [.8,I., conuna p< 0.005.

Se observa que cuando las protelnas son expresadas por mg de peso hime
do, su concentracién es mayor en el [,S,1.-R que en el S8,I.-R, con una p<0.0S§,
yque enel I,S,I., conuna p<0.025.

Con respecto a la relacién mg de peso h imedo por ;ng de peso saco, se
observa que el S.I. estd m&s hidratado (enun 21.10% ) que el I.S,I., ¢con una
p<0.005; el S.I.;R tamblén present6 ur;a mayor hldrafaélbn (44.9 % ) que el -~
I.S.I.-R{p 0.605 ); a suvez, el S.I.~-R present6 un maycr .contenldc; de agua
( 42;13 %-) que el S;I. . P <0.005; finalmente el grado de hidratacién del -~
]E.S.I.—R résulté mayﬁr (18.29 %) que el del1,S.I. con una p<0.005.

» 6). Niimero de ;ltlos de l;nplantaclén en el proceso de implantacién nor
mal y retérdada .

El promedio del ntmero de sitios de Implantacién que presentaron 91 ra-
tas con Implantaci6én normal fue de 10.475, con un error estandar de I*;_ 0.250 .,
en tanto que en 31 ratas a las que se les produjo un retardo de 3 dlas en el pro-

ceso de implantaclén, el promedlo fue de 4.935, con un error estdndar de - =

+ 0.422 ( p<0.00S ), ( histograma 1l).
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CuUADRO

EFEGTO DEL 17 /4 ESTRADIOL SOBRE LA AGCTIVIDAD DE LA ESTROGENO SULFATASA UTERINA,

{expresada en E; pmolas/mg de tejido/hr. )

CONTROL E, (0.5 Mg)

X i E.E X L E.E

a
219.78 X+ 11,77

(18) (9}

372.39 X 16.42

—

X Promedio
E.E Error estandar
a

b

{) Ndamero de experlmentos

p < 0,005 Cuando se compara con Control

E, { 5pmg )

%X X E.E
ab
177 .86 £ 7,45

(19)

p < 0.005 Guando se compara conE, (0.5 Mg)

E, (10Mg)
% it EL.E
ab
168=48 £ 9,95
(9)



CUADRO 2

EFECTO DEL 17 4 ESTRADIOL SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ESTROGENO SULFATASA UTERINA
{ expresada en E, pmolas/mg de peso seco/hr.).

CONTROL E, (0.5 /19) E, (5 Mg) E, (10 mg)
X L E.E X & E,E X X E.E X £ E.E
a a a
2.18 £ 0.18 1,17 £ 0.04 1.08 & 0.06 1.07 £ o0.10
(18) (9) (19) (11)
X Promedio

E.E Error estandar

p < 0.005 Cuando se compara con Control

() Nuimero de ex perlmentos



CUADRO

3

EFECTO DEL 17 ﬂ ESTRADIOL SOBRE LA ACTIVIDAD DE IA ESTROGENO SULFATASA UTERINA
( expresada en E, pmolas/mg de protelna/hr.)

E.E

()

CONTROL E2 ( 0.5/419)
X L E.E ¥ X E.E
a
19.50 £ 0.98 13.92 £ 1,02
(12) (9)
Promedio

Error estandar

p £ 0.005 Cuando se compara con Control

E, (5 Mg) Ey (10 mg)
® X E.E % * E.E
ab b
9,95 X 0,71 7.57 X (.36
{16) (1)

p < 0.005 Cuando se compara con Ep (0.5 /Mg)

p £0.005 Cuando se compara con Ep (5 /hg )

Nimero de experimentos



CUADRO

4

EFECTO DEL 17 ,6 ESTRADIOL SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ESTROGENQ SULFASA UTERINA
{ expresada en Ei pmolas/mg de DNA/hr.)

O

GONTROL E, (0.5 Mg)

x X E.E Xz
48.88 * 1.59 43.23 * 2.92

(15) (9)

Promedlo

Error estandar

p < 0.005 Cuando se compara con Control

p < 0.05 Cuando se compara conEg 0.5 Mg

Ep (5 ma) E; (10 mg)

x %+ E.E X X E.E
ab acd
36.32 t 2,12 30.71 * 0.95

(18) (6)

p < 0,005 Cuando se compara con E; 0.5 /Ag

p < 0.025 Cuando se compara con E5 5 /ug

Ndmero de experimentos



CUADRO 5

EFECTO DE 1A PROGESTERONA SORBRE LA ACTIVIDAD DE LA ESTROGENO SULFATASA UTERINA
( expresada en E, pmolas/mg de tejldo/hr.)

“ul

E.E

0

CONTROL PROGESTERONA ( 5 mg ) PROGESTERONA (10 mg )
X X E.E % + E.E % t E.E
a
372.39 *t 15.42 © 349,95 * 11,76 3256.39 t 17.47
(18) (24)

(14)

Promedio

Error estandar

p < 0.05 Cuando se compara con Control

Nimero da experimentos
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CUADRO 6

EFECTOQ DE LA PROGESTERONA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ESTROGENO UTERINA

( expresada en E, pmolas/mg de peso seco /hr.)

CONTROL PROGESTERONA (5 mg )
x X E.E %X X E.E
2.18 £ 0.18 1.90 £ 0.10
(18) (24)
Promedio
"EZE - Error estandar

() N Gmero de experimentos

"PROGESTERONA (10 mg )

Xt E.E
2.02 X 0.15

(12)



CUADRO 7

EFECTO DE 1A PROGESTERONA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ESTROGENO SULFATASA UTERINA
( expresada en E, pmolas/mg de protelna/hr,)

=l

E.E

@)

GCONTROL PROGESTERONA ( 5 mg )

19.50 £ 0.98 16.08 £ 0.58

(12) (15)

Promedlio

Error estandar

p € 0,005 Cuando se compara con Control

Ndmero de experimentos

PROGESTERONA ( 10 mg )

*x X E.E
a
15.85 1 1.00

(17)



CUADRO 8

EFECTO DE LA PROGESTERONA SOBRE 1A ACTIVIDAD DE LA ESTROGENO SULFATASA UTERINA
{ expresada en E, pmolas/mg de DNA/hr.)

CONTROL PROGESTERONA ( 5 mg ) PROGESTERONA ( 10 mg )
% L E.E % £ E.E %X * E.E
a
48.88 * 1.59 51.30 % 1.88 45.64 X 2.60
(1s5) (17) (14)
x Promedlo

E.E. Error estandar

a p € 0.05 Cuando se compara con Progasterona ( 5 mg)

() Numero de experlmentos



ACTIVIDAD DE LA ESTROGENCQ SULFATASA UTERINA ( expresada en E, pmolas/mg de tejldo/hr}.

CUADRO 9

DURANTE IA IMPLANTACION NORMAL.

()

CONTROL I.s. 1.

S. 1.
X X E.E x X E.E X X E.E
a be
274.611 * 11,768 307.556 + 11,308 242.110 * 8.056
(9) (12) (12)

Promedio

Error estandar

p € 0.05 Cuando se compara con Control
p £ 0.025 Cuando sa compara con Control
p < 0.005 Cuando se compara con I.S;.I.

Ndmero de experimentos



CUADRO 10

ACTIVIDAD DE LA ESTROGENO SULFATASA UTERINA (expresada en E, pmolas/mg de peso seco/hr.)
DURANTE LA IMPLANTACION NORMAL.

CONTROL I1.8.1. Ss.l.
*x X E.E x X E.E X % E.E
1,387 £ 0.154 1.369 £ 0,079 1.355 £ 0.073
(12) (12) (12)
R Promedlo

E.E Error estandar

() N imero de experlmentos



CUADRO 11

ACTIVIDAD DE LA ESTROGENO SULFATASA UTERINA ( expresada en Ei pmolas/mg de protefna/hr)
DURANTE LA IMPLANTACION NORMAL.

CONTROL 1.8.I. s.I.
X Lt E.E ® * E.E ® X EE
a ab
12,60 £ 0.99 31.93 * 0.62 22.43 £ 1.15
(9) {12) - {12)
i
= Promedlio

E.E Error estandar

p < 0.005 Cuando se compara con Control
p £ 0.005 Cuando se compara con I,S.I.

() Nimero de experimentos



ACTIVIDAD DE 1A ESTROGENO SULFATASA UTERINA (expresada en E) pmolas/mg de DNA/hr) .

CUADRO 12

DUFANTE LA IMPIANTACION NORMAL.

(

)

CONTROL i.S.I.
® 1 E.E ¥ X E.E
a
48,04 £ 2.57 76,09 & 1,55
(12) (12)
Promedio

Error estandar
p € 0.005 Cuando se compara con Control
p < 0.05 Cuando se compara conI,S.1.

Nimero de experimentos

S.1.

% L

68,81

E.E
ab
t 3.32

(12)



CUADRO

13

ACTIVIDAD DE IA ESTROGENO SULFATASA UTERINA (expresada en E, pmolas/mg de tej ldo/hr
DURANTE IA IMPLANTACION RETARDADA.

E.E.

()

CONTROL

%X + E,E
274.61 X
(9)

11,77

Promedio

Error estdndar

PROGESTERONA + Eq

I.S.1.

X i E.E

294.06 £ 14.72
(12)

p < 0.005 Cuando se compara con Gontrol

p € 0.005 Cuardo se compara con 1.5,1.

p < 0.005 Cuando se compara con S.I.

Nimero de experlmentos

PROGESTERONA * E,

s,I.

X & E.E
ab
207.28 £10.11

(11)

D-E
PROGESTERONA

%l
1+
t
™

o]
266.78 X 11.42

{12)



CUADRO 14

ACTIVIDAD DE LA ESTROGENO SULFATASA UTERINA (expresada en E; pmolas/mg de peso seco/hr.)
DURANTE LA IMPLANTACION RETARDADA,

]

E.E.

()

: PROGESTERONA + Ey
CONTROL I.8.1.

%X X E.E ¥ Y E.E
a
1,387 & 0.154 1.7204& 0,101
(12) (15)
Promedio

Error estandar

p € 0.05 Cuando se compara con Control
p £ 0,005 Cuando se compara con I,S.I.
p < 0.005 Cuando se compara con S.1I,

Numero de experimentos

PROGESTERONA + E,
S.I.

X X EE
a

2.300X 0,102

(14)

D-E
PROGESTERONA

¥ * E.E
(o]
1.569.% 0.056

(12)



CUADRO 15

ACTIVIDAD DE LA ESTROGENQ SULFATASA UTERINA (expresada en E; pmolas/mg de protefna/hr.)
DURANTE LA IMPLANTACION RETARDADA.

PROGESTERONA ' Eq PROGESTERONA * E, D-E
CONTROL I.58.1. s.1. PROGESTERONA
X X EE X X E.E X X E.E X X E.E
a be

12.60% 0.99 21.02 £ 0.82 19.65% 1.96 11.26% 0.67
' (9) (15) (14) (12)

b3 Promedio

EL.E. Error estandar

a p < 0.005 Guando se compara con Control

b p < 0,005 Cuando se compara con I,.S,1.

c p < 0.005 Cuando se compara con S,I.

() Ndmero de experimentos



CUADRO 16

AGTIVIDAD DE LA ESTROGENO SULFATASA UTERINA (expresada an E: pmolag/mg de DNA/hr.)
DURANTE LA IMPLANTACION RETARDADA.

PROGE STERONA * E, PROGESTERONA *+ E,
CONTROL I.s.I. S.I.
X %L E.E X L E.E x X E.E.
ab
48.04 + 2,57 50.63 * 2.06 80.23 * 4.46
(12) {11) (12)
® Promedlo
E.E. Error estandar
a p < 0,005 Cuando se compara con Control
b p < 0,005 Cuando se compara ¢con I,S,I,

()

p < 0.0l Guando se compara con S,I.

Nimero de experimentos

D-E
PROGESTERONA

X + E,E
c

56.68 * 7.41
(12)



CUADRO 17

RELACION ENTRE LOS DIFERENTES PARAMETROS MEDIDOS.

IMPIANTACION NORMAL IMPIANTACION RETARDADA
PARAMETROS DETERMINADOS S.I. I.8,I. S.l. 1,5.1.
® X E.E XX E.E X L E.E X L E.E,
mg de Protefna/mg de DNA 2,9224 % 0,1165 12,6404 % O.IIMa 4.1836('_".)O.Z.iBBOa 4,3742 (*; 1).3166
(8) (8) 6 7
mg de DNA/mg de Paso Seco 0.0212(:;8 1)7.0012 0.0167 ifz g.)ooo4b 0,0297 :6; )0.0017a 0.0254;(*.80).0036
mg de Protelna/mg de Peso Seco 0.0613 £ 0,0023 0.0428 £ 0,0023° 0.0946( 1)0.0137b 0,841 i( 0.)0127U
(8 (8) 8 7
/Ag de DNA/mg de Peso Hfimedo 3.7004 £ 0,0912 3.8592.‘% 0.1072 3,3287 £ 0.3853 4.5660(.*_0).8333
(6) 6) 6 8 e
/Ag de Protema/mg de Peso Himedo 10,6932 * 0.5325 10.2925(+ 0).5538 10.6049( + 1.4050 15,3543( + )2.1129
(6) 6 a a 7 ef
mg de Peso Himedo/mg de Paso Seco 5.6290 * 0.2287 4.4410* 0.1371 9.7285 % 1,2273 5.4349 t 0.2910
(8) (8) (5) (73
Ed Promedlo .
E.E, Error estandar
a p < 0.005 Cuando se compara con S,I, de Implantacién Normal
b p < 0.025 Cuando se compara con S,I, da Implantacién Normal
c p < 0.005 Cuando se compara con 1,8,I. de Implantacién Normal
d p < 0.05 Cuando se compara con S.I. de Implantaclén Retardada
o p < 0.025 Cuando se compara con1,S,I. de Implantaclén Normal
f p < 0.005 Cuando se compara con S.I. de Implantacién Retardada
() Nimero de experimentos

- NOTA; Las compiraciones fueron hachas entre los coclentes de un mismo renglén.



Ndmero de sitios de implante

HISTOGRAMA |

NUMERO DE SITIOS DE IMPLANTE EN EL PROCESO
DE IMPLANTACION NORMAL Y RE TARDADA.

—
1

Normal

Retardada




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Esta blen establecldo que los eventos morfol6glcos y blogquimlcos que -
ocurren durante el proceso de Implantaclén del blastoclsto varfan conslderable
mente entre las dlferentes especles de mamfferos.

Dos son los componentes basicos requerldos para que se lleve a cabo
la lmpla::xtaclén: un blastoclsto maduro, libre de la zona pelicida y un itero -
acondiclonande debidamente. El acondlcionamlento del Gtero resulta de la --
astimulacién con progesterona segulda de un pico de estrégenos.

En los futuros sitios de implante se presenta una reaccién semejante a
una Inflamaclén que se caracterlza por un incremento en la permeabilidad capl-
lar. Ya que ha sido demostrado que la progesterona puede actuar como un agen
te anti-Inflamatorlo, puede ser postulado que mlentras la dominancla de la pro_
gesterona es obligatoria para el Gtero como un todo, ésta puede actuar como ~
un inhibidor de ia reaccl6n de inflamacién local. Por lo tanto es necesario nu
liflcar o reducir localmente la dominancla de la progesterona para permitir esta
respuesta. Una substancla que actue contrarestando el efecto de la progeste-
rona localmente tendrla que provenir de una fuente local, debido a que su llega
da al tdtero por medlo de la clrculaclén general, lo afectaria en su totalidad. -
Debldo a que los estrégenos tienen un efecto antagénico al de la progesterona
3; que_ los blastoclstos de rata cuentan con los sistemas metabdlicos necesarlos
para producir estrégenos, se ha pensado que el responsable de la reacclién de -
Inflamaclién local es el blastocisto.

Ya que en la faseiniclal del presente astudlo se demostrd que los estré-
genos Inhlben la actividad de la estr6geno sulfatasa uterina { cuadros 1-4), -=-

podemos concluir que el haber demostrado que la actlvidad de 4sta enzima se



encuentra dismlnufda localmente en los S.I., tanto en la lmplantacién normal -
como en la Implantaci6n retardada, inducida experlmentalmente, { cuadros 9-16)
es una sé6lida evidencla indirecta de la producclén de estrégenos 'por el blasto- .
clsto de rata.

Origlnalmente se pensé que la progesterona, debidd a su efecto antagé-
nlco al ‘de los estrégenos, estlmularfala actividad de la estrogeno sulfatasa -
uterina. Sin embargo, nuestros resultados experimentalas ( cuadros 5-8 ) nos
hacen pensar que la progesterona también inhibe, aungue en menor grado,- la -
actlvidad de ésta enzlma,

El hecho de que la concentracitn de protelnas y DNA se encuentre au--
mentada en el §.I., tanto durante la implantacién normal. como en la Implanta—-
clén retardada ( éuadro 17 ), nos indica que la actlvidad metabotllca es mayor
en el 5.I. que en el tefldo ;dyascente.

For otro lado, el hecho de que las concentraclones de proteinas y DNA -
en los S,I. sean mayores en la Implantaci6n retardada que en la Implantacién -
normal { éuadro 17 )}, nos Indica que la actlvidad metabdllca del blastocisto no
cesa dulrante la dlax;ausa.

E! haber encontrado que el 8,]., tanto de implantacién normal como --
retardada, se encuentra mds hldratadé que el resto del Gtero confirma que éste
estd slendo estlmulado localmente por una substancla antagdnica a la proges-
tercna. Nosotros pensamos que dicha estlmulacién se debe al efecto de los -
estr6genos producldos y secretados por el blastoclsto. El hecho de que el -~
efecto de Inflamactén local sea mayor en los S.1I. de las ratas a las que se les
Indujo dlapausa { cuadro 17 ) que en las de implantaclén normal, nos hace pen
sar que el blastoclsto permar;ece muy locallzado en el titero y sigue producien-

do estr6genos durante el perlodo de retardo. Sin embargo, el qua sea necesario
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admlnlstrar sistémicamente 17f3 astradlol para Que los blastoclstos se implanten
{ como fue demostrado con el grupo d-e ) indlca que el blastocisto de la rata no
élene la capacldad de secretar cantldade's suficlentes de estrégenos para contra-
ra@star la domlnancla de la progesterona. Por lo tanto, podemos concluir que la
funcion de los estrégenos sistémicos podrfan ser la de reducir la accl6n de la -
progesterona a un nlvel en el cual los estrégenos del blastocisto puedan lievar
a cabo su funclén local. Esta explicacién es apoyada por el hecho de que du--
rante la Implantacién la concentraclon de progesterona en el susro de las ratas
es rglatlvamente alta, 90/Ag/m1, mlaentras que en la coneja, que no requlers -
del plco sistémico de estrégenos, la concentracitn esde sélo Sjug/ml (s3).

Sin embargo, segin Dickmann (53) el nivel de progesterona en la séngre
no as el Gnico factor qua der:ermlna el bah-ance de la accitdn estrégeno/progeste-
rona en el sitlo de Implantaclén. Otros factores son: la tasa de lrrigaclén san-
gulnea en el ttero, la concentracifn de estrégenos en 1a sangre, la concentra--
ci6n de raceptoras a estrégenos y progesterona en el sitio de implante, y la tasa
de producclidn y llberacién de estrbgenos por el blastoclsto.

A partir de lo anterior surge una pregunta muy Interesante;dPor qué los
estr6genos sistémicos no pueden controlar la implantaci®n por si mismos? Estd
bien establecido que en la rata un exceso de estrégenos sistémicos previenen la
implantacién ya que producen una orientacién anormal del blastocisto en el lGmen
del l:'atero e incluso pueden ocasionar su expulsién. Es posible que en el curso
de la evolucién, el cuerpo haya encontrado diffctl regular los niveles de estrége-

nos sistémicos con un grado de precisién tal que satisfacieran las necesidades
del sitio de implante y al mismo tiempo no sobre estimularan el resto del Gtero,
La aparici6n de una segunda fuente de estrégenos que regulase su concentracién

en el microambiente del future 8.I., sin afectar los niveles de estrégenos
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sistémlcos, representarfa una valiosa adaptaclén en este sentldo., La fuente -
local obvla es el blastoclsto. .

Por otro lado, es poslble que el blastocisto fuese origlnalmente la ni-
ca fuente de estrégenos para regular la implantaclén y que en el curso de la -
evoluclén &sta fuente se hublese hecho Insuficiente y los ovarlos compensaran
la deficlencia.

Cualesqulera que hayan sildo los procesos evolutlvos por los cuales se
desarrolld un mecanismo fisioléglco tan Interesante, es cbvio que los estrége-
nos producldos por el blastoclsto son un factor clave para la regulacién de la -
implantacién en la rata.

Por otro lado, pensamos que el hecho de que el nimero de sitios de --
implante haya sido menor en las ratas a las que se les Indujo la dlapausa po--
drfa deberse al traumatlsmo local causado por la ovarlectomfa.

Los resultados obtenidos en este trabajo indlcan que la estr6genos sul-
fatasa uterina tlene un papel esenclal en la regulacién de la concentracién local
de estrégenos blolégicamente activos, dentro de los lImlites precisos para per-

mitir que los procesos de implantaclén se llaven a cabo.
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