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INTRODUCCION

En los mamiferos, los ciclos sexuales ge dividen en
menatruales y estruales (1 y 2). Los primeros se presentan
solo en los primates, mientras que los segundos se presentan
en los demds mamiferos. En la rata, que es el animal més
estudiado experimentalmente, el ciclo estrual dura 4 &6 §
dias. Consiste en 4 fases sucesivas de duracién variable,
que pueden distinguirse por el andlisis al microscopio de
las células de descamacidn vaginal (3).

Estas fases son: Diestro, Proestro, Estro y Metaestro. Se
diferencian entre si por tener una citologia distinta,
producto de la diferenciacidén celular. Concomitantemente la
hembra presenta una conducta sexual que depende de la fase

del ciclo estrual en que se encuentre.

Es en el estro cuando ase presentan las mejores
condiciones bioquimicas y morfolégicas para la fecundacién:
a la vez gque ocurre la ovulacidn (4) y la hembra se
comporta receptiva al macho. De esta manera la especie
asegura la presencia de ambos gametos para que la
fecundacién se lleve & cabo. El estro se reconoce por
la aparicién de células cornificadas que Be han
diferenciado a partir de B8us precursoras del proestro
{figura 1.1).El numero de estaes células disminuye durante el
metaestro v con su desaparicién y substitucidn por

leucocitos se inicia el diestro del siguiente ciclo.



Figura 1.1
Caracteristicas citolégicas y conductuales

durante el ciclo estrual de la rata.

CITOLOGIA
FASE DEL CICLO pARED VAGINAL VAGINAL DURACION CONDUCTA SEXUAL
NO ACEPTACION
DIESTRO 57 HRS. DEL MACHO
SENALES DE
o 12 HRS. |ACEPTACION DEL
PROESTRO MACHO AL FIN
. DE ESTA FASE.
12 HRs,
ESTRO ACEPTACION DEL
MACHO, LORDOSIS
RS NO ACEPTACION
21 . DEL MACHO.
METAESTRO - "
JFU J

Citologia vaginal del ciclo mexual de la rata y respuesta a
la monta del macho. Tomado de Bennett et al. (3).



La sucesion de fases en el ciclo estrvual es consecuencia

de la produccién ciclica y alternada de estrogenos y
progestégenos por los ovarios (5,6,7). Asi mismo,
estas hormonas son lee responsables de 1la
diferenciacién del epitelio vaginal que usamos como

marcador para el reconocimiento de cada faee.

La regulacién del ciclo sexual de la rata es uno de
los fendémenos endocrinolégicos mejor estudiados. Los
estrdgenos, que favorecen la proliferacién y diferenciacién
del tejido blanco, tal como el endometrio uterino
(8,9),aunentan su concentracién en el proestro, lo cual

condiciona el estro.

Por otra parte, la progesterona, gue se encarga de
la proliferacién glandular del estroma uterino en vista de
una posgible implantacdn (10), presenta mayores niveles al
fin del metaestro y proestro (figura 1.2y, Es
importante sefialar que dada la organizacidén jerdrquica
del sistema enddcrino, la regulacién del ciclo sexual
estd dada por la secrecion de gonadotropinas
hipofisiarias (hormona luteinizante o LH y hormona foliculo
estimulante o FSH) y por el hipotdlamo, a través de sus
hormonas liberadoras (Hormeona liberadors de LH y FSH o LH-
RH vy FSH-RH)(12) (Figura 1.2)(13).

Durante el embarazeo, en la rata el ciclo sexual se
mantiene en diestro debide a la alta concentracién y
conastante produccidn de progesterona, se mantiene hasta

los WUltimos dias del embarazo (14).



Figura 1.2
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ESTRUCTURA HISTOLOGICA DEL UTEROQ

La pared del utero consta de tres capas:
1. La capa externa serosa muy delgada o perimetro;
2. La capa media gruesa de misculo liso o miometrio;

3. Una capa interna o endometrio que comprende dos
tejidos: el estroma y el epitelio endometriales.
Durante las fases del ciclo se pueden diferenciar tres
capas del estroma endometrial:

3.1 Una capa compacta delgada y superficial que
consta de células estromales;

3.2 La capa esponjosa que consta de estroma edematoso
"que contiene el cuerpo dilatado y edematoso de las
gléndulas;

3.3 La capa basal, que contiene loe extremos ciegos
de las gléndulas. Esta capa profunda es delgada y
presenta su propio riego sanguineo. No se desprende
en animales con ciclo menstrual ni durante el parto
(Figura 1.3).

Las hormonas ovéricas causan cambios ciclicos en la
estructura del endometrio principalmente. Aunque, tanto en
el ciclo estrual como en el ciclo menstrual, estos cambios
son continuos y cada fase pasa gradualmente a la siguiente
(9.158).



Figura 1.3
Diagrama de los tejidos principales del utero de rata.
Tomado de Fin & Porter (9).
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IMPLANTACION Y REACCION DECIDUAL

Dentro de los conceptos relacionados con la implantacidn
destacan: la reaccién decidual y las caracteristicas
biogquimicas que acompaiian a los periodos de
preimplantacion, implantacidn y post-implantacién
(16,17.18,19).

Después de la fecundacidén en el oviducto, el cigoto, empieza
su desarrollo experimentando segmentaciones hasta el estado
de mérula, estado en el que entra a la cavidad uterina
donde, posteriormente, alcanza el estado de blastocieto por
la formacién de la cavidad del blastocele y diferenciacidn
de su masa celular en macizo celular interno y trofoblasto
(6,20).

Ee muy importante la sincronizacién entre el desarrollo
del cigoto no implantado y 1las modificaciones uterinas
responsables de su receptividad (21). Es por esto que
el periodo en el cual el blasticisto permanece “libre”
(periodo de preimplantacién) es caracteristico de cada
especie (figura 1.4) (16)..

Al permanecer varios dias en el tractoc genital de 1la

hembre antees de la implantacién, el blastocisto continua
su diferenciacion M4 desarrollo para adquirir
caracteristicas que le permitan fijarse a la pared

endometrial (22).

De 1igual manera el endometrio presenta cambios. Se han
sugerido factores bioquimicos v guimictroficos (23)
positivos que atraen al blastocisto, ein embargo. no
existe evidencia suficiente para apovar esta aseveracidn.



ESPECIE TRANSPORTE EN IMPLANTACION

ESTUDIADA EL OVIDUCTO (DIAS)
(DIAS)

MARSUPIALES 1 INMEDIATA

INSECTIVOROS 1-2 2

QUIROPTEROS:

MURCIELAGOS 12-16 © 10-16
PRIMATES 45 : L 8-9
HOMBRE 3 Caa 6-7
ROEDORES : S : ’

CONEJO S 3-4 : 6-7

RATON 3-a4 5-6

RATA 4 5-6

HAMSTER 3-4 4

cuvo - 3-4 8
CARNIVOROS:

PERRO 4-5 11-12

GATO 6-7 : 13-14
UNGULADOS::

CABALLO ? L. .19-63

CERDO 23 11-20

OVEJA 2-3 15-17

VACA 4 40
Tabla 1.4

Tiempo necesario para que se verifiquen los cambios
morfolégicos y funcionales del enométrio (Fase de
preimplantacién). Tomado de Collado y col.(16).



Por otro lado, se ha demostrado en animales de
laboratoric de distintas especies, que no todo el
endometrio es capaz de recibir al huevo (23).

Entre las condiciones necesariae para que Be verifique
la implantacién estdn los cambios endometrialee tanto
morfolégicos como funcionales, los cuales estén regulados
por factores hormonales sistémicos y locales.

Influye también la presencia del espermatozoide en el tracto
genital de 1la hembra o 1la del huevo después de la
fecundacién. Se define la implantacién como la adopcién de
una porcién fija del blastocisto en el endometrio debido

"a Bu mutua interaccién (19,24). La presencia de zonas
endometriales diferenciadas con gran receptividad para el
blastociste son denominadas "gitios de Iimplantacion”
(18).

Durante la maduracién de les eitios de implantacién
las microvellosidades del épitelio luminal dieminuyen en
algunas células, considerdndose que esta modificacién
facilita la interaccién con el blastocisto (8). También se
presentan variaciones en la composicién y concentracién de
sus secreciones, las cuales son vertidas hacia la 1luz
uterina, facilitando el desarrollo del huevo. Como son
fuentes de metabolitos y permiten asi el desplazamiento del
trofoblasto en la proximidad del tejido endometrial (16).



REACCION DECIDUAL

Una de las consecuenclas de la interaccién del blastocisto
con el endometrio es la reaccién decidual, la cual
comprende la diferenciacién de las células del estroma
endometrial en wuna masa de células deciduales con
caracteristicas peculiares. Las células deciduales son
grandes, redondas o poligonales, con citoplasma bas6filo y
frecuentemente son binucleadas; poseen nucleo grande,
regularmente con varios nucleolos. La basofilia o afinidad
por colorantes bdsicos se debe al elevado contenido de RNA.
En etapas tempranas de maduracién contienen grédnulos
de glucdgeno (18).

Desde el punto de vista metabélico, lae células deciduales
se caracterizan por ser més activas que s8sus precursoras
(células estromales), tanto en lo que consiste a la sintesis
de proteinas vy 4dcidos nucléicos como &l metabolismo
energético. Se ha postulado gque esta actividad
metabb6lica capacita a estas células para proporcionar, en
caso de embarazo, los nutrimentos que el embrién requiere
en los primeros dias de la implantacién, antes de 1la
formacién de la placenta (17).

Otra funcién fundamental de las células deciduales es
impedir la penetracién desordenada del trofoblasto en el
tejido endometrial ya que este es muy invasivo (9). Eata
posibilidad esté& apoyada por la elevada concentracién de
colesterol total y no esterificado en las células
deciduales respecto a las estromales (25); este
fenomeno dé lugar & un aumento en la rigidez membranal por
lo cual la célula modifica su permeabilidad y como
consecuencia su respuesta a cambios iénicos, dado que la
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concentracion de colesterol afecta la fluidez membranal; asi
mismo la célula se hace mas resistente & la posible ruptura
membranal ante diferentes estimulos (26), lo que impide la
penetracién desordenada del trofoblasto (17). Por lo
tanto la decidua regula el crecimiento del trofoblasto en
aquellss especies en las que Be requiere una degeneracién
del epitelio para permitir la implantacién, evitando el dafio

excesivo del endometrio asi como proporcionando los
nutrimentos que permiten el crecimiento del embrién
(18).



ETAPAS DEL PROCESO DE IMPLANTACION

La secuencia de eventoe que permiten la poeicién “fija" del
huevo comprenden (figura 1.5) (27,28,29,30,31):

1. Orientacién:

El blastocisto se situa préximo a la porcién especifica
del endometrio en que la implantacidén toma lugar. As{,
en la rata el polo embrionario del blastocisto =se
dirige hacia la superficie antimesometrial o membrana
contraria a la zona mesometrial del endometrio (6,24).
Durante este proceso ocurre la pérdida de la zona
pelicida del huevo.

2. Contacto o Aposicién:

Se refiere a la yuxtaposicién entre el trofoblasto y el
epitelio luminal uterino (18,23,32), puede ocurrir por
diversos mecanismos a saber:

‘a. Por envolvimiento: El endometrio se hincha vy
envuelve al blastoclsto (ratén y rata) estableciéndose
el contacto del trofoblasto con células del epitelio
uterino (6,24).

b. Por expaneién: El blastocisto incrementa su volumen
llenando la luz uterina (conejo, carnivoros, algunos
monos) (6,19).

c. Por acercamiento activo: Del blastocisto a la mucosa
uterina (cuyo, chimpancé, hombre) (6).

Durante este proceso ocurre la interdigitacién de
las microvellosidades del trofoblasto y epitelio
luminal (6,19). En el endometrio aumenta la
permeabilidad senguinea con la produccién de edema y

12



Figura 1.5
Cronologia del proceso de implantacién

FECUNDACION

TRANSPORTE

DIA 3.2
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. DIA 4
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CONTACTO -DIA 4.5
ADHRSION ~ DIA 4.8
DIA 5
PENETRACION
\-p14 5.3



extravasacion de proteinas séricas. Cuando se inyectan
colorantes de alto peso molecular (ezul de tripan.
azul de pontamina, azul gelgy, etc.)(33.34) estos sge
extravasan también permitiendo diferenciar las zonas de
implantacién del resto del utero (reaccidén azul) (19,
33.34). Se inicla con esto la reaccidn decidual.

3. Adhesidn:

Se establece una unién trofoblasto-epitelio endometrial
resistente a la  ruptura fisica (24) con el
establecimiento de desmosomas, y uniones estrechas
entre laes superficies membranales; son importantes en
este proceso los cambios de carga en la membrana aefi
como grupos activos (SH, COOH, NHg ,etc.) y compuestos

(4cido sidlico,etc.) de superficie (19,22,35.36).

4. Penetracién:

El blastocisto penetra a través del epitelio uterino
por diversos mecanismos: fagocitosis, desplazamiento
mecdnico o actividad enzimética (19,22), en el conejo
‘ocurre una fusién de las membranas del trofoblasto y
células epiteliales (19); el grado de penetracién del
endometrio varia segun el tipo de implantacién (35,36).

La implantacién implica una eerie de fenémenos los cuales
requieren una estricta seincronia entre los eventos
embrionarios y uterinos (6), cuando ocurre la fecundacién
el ciclo sexual se interrumpe, existiende un predominio de
la accién de la progesterona, la cual prepara al tUtero pera
la reaccién decidual. En la rata y ratén se reguieren
estrbgenos para el inicio de 1la ovoimplantacién (6,7),
ccurriendo una elevacién de la concentracién de estrdgenos
en la terde del dia 3 de preflez (7).

13



MODELO TRADICIONAL DEL MECANISMO DE ACCION HORMONAL
(ACCION HORMONA-RECEPTOR)

Las hormonae esteroides ejercen una gran variedad de efectos
en diferentes sitios del organismo; sin embargo, los
mecanismos bioquimicoa y moleculares involucrados en la
expresiéon de su actividad, a diferentes niveles de 1la
organizacién biolégica, permanecieron sin ser completamente
entendidos por un largo tiempo.

La obsgervacién experimental es realmente pionera en la
dilucidacién del modo de accién hormonal. Fue el
descubrimiento de que el estradiol, <después de su
administracién, es retenido por los 6Grganos sensiblees y/o
dependientes de este esteroide fenélico con actividad
estrogénica. Esta observacién condujo a la demostracién de
la existencia de un componente de naturaleza protéica,
de especificidad eastricta y con un obvio significado
bioldégico: el receptor intracelular de las hormonas
easteroides {Figura 1.6)(37). Estudios subsecuentes
permitieron establecer que estas moléculas receptoras
intracelulares tienen una afinidad muy alta por hormonas
esteroides (Kd=10"10 M), que se encuentran en muy baja
concentracién en las células blanco (2 a 6 x 104 moléculas)
¥ que sus caracteristicas son clertamente diferentes de las
que poseen otras proteinas con capacidad de unir esteroides,
que se encuentra en el plasma y en otros fluidos biolégicos,
pero que tienen una funcién confinada exclusivamente a su
transporte (37); a diferencia de 1las hormonas de origen
protéico las cuales tienen un modo de accién diferente a las
hormonas esteroides (Tabla 1.7)(38).

Debe sefialarse que los estudios in vitro que inicialmente

caracterizaron la dindmica de la interaccidén hormena-
receptor en citosol, fueron posibles graclas a la

14



EVENTOS DEL MECANISMO DE ACCION
* DE HORMONAS ESTEROIDES®

@#4@%@
o> =4
CITOSOL ® ]

Figura 1.8

* Modificado de
Pérez Palaciocs ¥
col. 1988 (37).



DICOTOMIA POSTULADA EN LOS MODOS DE ACCION
DE HORMONAS ESTEROIDES Y PROTEICAS

PARAMETROS PERTIDOS ESTERQIDES
Localizacidn Plasmalema Citosol
del receptor externo
Entrada a la NO Entrada libre
célula a todas las
cédlulas.Rete-
nida solo por
las “células
blanco”.
Actividad de SI NO
nucledtido
ciclasas
Accidén en Indirecta Directa
nicleo
Tabla 1.7

Tomado de Szego,C.M.,1978 (38).



introduccidén de nuevoe avances y técnicas en 1la
metodologia bioquimica, incluyendo:

i. La disponibilidad de hormonas esteroides marcadas
con isétopos radioactivoes (H3) de alta actividad
especifica;

"2, E1 uso de técnicas de ultracentrifugacién en
gradiente de sacarosa; y

3. El empleo de adsorbentes para hormonas esteroides.

Se han identificado receptores para cada uno de los ecinco
tipoes diferentes de hormonas esteroides (Tabla 1.8). En
efecto, ademds del receptor de estrogenos (RE), existen
receptores para progesterona (RP), andrégenos (RA),
glucocorticoides (RG) y mineralocorticoidee (RM). La
importancia de estas macromoléculas receptoras,
topograficamente ubicadas en el citoplasma y/o en el nicleo
celular (Tabla 1.8), reside en que, al unirse a la hormona
esteroide correspondiente, se forma un complejo esteroide-
proteina “activado”, el cual tiene afinidad por varios
sitios de unién en el nucleo (particularmente por un eitio
receptor en el DNA), lo cual permite a la hormona influir
(alterar) en la expresién genética. Estos sitios estdn
localizados en, o muy cerca de, las secuencias de DNA cuya
trangeripeién es  hormono-regulada. Los cambios moleculares
que ocurren como resultado de la interaccién esteroide-
receptor o la transcripcién genética especifica, el
procesamiento del mRNA precursor y la traduccién a nivel
ribosomal en proteinas easpecificas, que son capaces de
modificar la funcién celular (crecimiento y diferenciacién).
Se puede por lo tanto concluir que el mecanismo primario de
accién de las  hormonas esteroides se realiza a nivel de
nicleo celular por 1la modulacién de la transcripcidn

15



CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES A HORMONAS ESTEROIDES

1.Capacidad de union: saturacién
2.Afintded: Kd = 10712 4 1079 ¥
3.Espesificidad.

4.Efecto biolégico.

5.Caracteristicas fisicoquimicas e inmunoreactividad
establecidas.

TIPOS DE RECEPTORES:
1.Biosintesis dependiente o no de otras hormonas.

*Receptor de progesterona dependiente de estrégenos
{endométrio y gldndula mamaria).

*Receptor de progesterona independiente de estrégenos.
(cerebro).

2.S8egun su afinidad.
*Alta afinidad ( Kd de 10-10 a 10-9 M)

*Baja afinidad ( Kd 10=7 M)

Tabla 1.8
Tomado de Pérez Palacios y col,.,1888 (37).



LOCALIZACION DE RECEPTORES A HORMONAS
ESTEROIDES EN LA CELULA

1.Goreki y col. 1968
*Receptor en citosol y nlcleo.

*En ausencia del esteroide, el receptor est4
confinado al citosol, cuando se une al esteroide se
moviliza hacla el nicleo.

2.Gorski y Lieberman, 1984
King y Greene, 1984

*Z1 aceptor vacio ee localiza exclusivamente en
nicleos.

3.Szego y Pietras, 1870°s--1984.

*Receptores en membranas extranucleares de células
blanco, incluyendo a la membrana plaemdtica.

+Fraccionamiento subcelular analitico.
+Afinidad de células intactas al esteroide
inmovilizado.

*La localizacién preferencial y mée abundante de
receptores a esteroides en el citosol, tan
ampliamente reportada, se debe principalmente a 1la
extraccién inadvertida de receptores nativos por los
procedimientos de homogeneizacidén los cuales
producen dafio extensivo a las membranas.

+Cien publicacionee aproximadamente.

Tabla 1.8



genética, lo cual necesariamente requiere la interaccién de
la hormona con el gendma celular.

No obstante que el mecanismo de accién de una hormona
esteroide =se inicia en el momento en que penetra en la
célula es de gran importancia explicar el mecanismo
transportador interno que lleva a estas hormonas hasta su
sitio de accién dentro del nicleo.

LOS LISOSOMAS COMO MEDIADORES DE
LA ACCION HORMONAL

En los ultmos afios se ha buscado un canal de comunicacién
entre los compartimentos citoplésmico y nuclear (38) gque
tenga la sensibilidad, selectividad, capacidad y velocidad
de expansidn de acuerdo con estimulos variados.

Sabemos que los eventos fisiol6gicos que rigen a las
células dependen del micleo y pueden ser induclidas por
hormonas, tanto en condiciones de reposo come en el
crecimiento y la diferenciciacién (38 y 38).

Desde hace algiun tiempo, se observé la existencia de un
intercambio de constituyentes entre el citoplasma y el
nicleo, en cilertas condiciones metab6licas y en ciertas
células en las que los lisosomaes parecen representar el
vector necesario para el tréfico hormonal en direccién
interna (38).

Es shora cierto que el sistema 1lisosomal no solo se
involucra con procesos patolégicos que llevan a la
involucién y destruccién de las célulae (38); ahora hay
suficiente informacién para tomar al sistema lisosomal con
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una funcién metabblica normsl de la célule (38). Ya no es
spropiado vieualizar la actividad de la membrana lieceomal
como un proceso de “todo o nada” llevando a la liberacién
explosiva de hidrolases 4dcidas de la “bolsa suicida”,
seguido inevitablemente por ls muerte celular.

La informacidsn ahora disponible demuestra gue la liberacién
parcial de las hidrolasas y le extrusién de solo una
porcién de una proteina acida de la matriz son
consecuencias -de las perturbaciones membranales a estimulos
pequefios y no méaximos (38). Por lo tanto nos permite
observar “pequenas fugas” de lisosomas estructuralmente
intactos asi como “explosiones”, esto propone que el grado
de desestabilizacién membranal es funcién de la intensidad vy
calidad del estimulo (38).

Las observaciones hechas revelan la participacién del
sistema endosoma-1isosoma en respuestae hormonales
egpecificas que llevan a la invasién del nucleoplasma por
los componentes lisosomales que provocan altersciones en el
medio citoplédsmico e intranuclear.

Se ha demostrado que los lisosomas coalescen con la membrans
plaemética (endocitosis) y «que este proceso se hace
reversible cuando las membranas interaccionan con efectores
exzternos (e.g. hormonas) del lisosoma (Figura 1.10)(38).

Los lisosomas exhiben movilidad intracelular y 8au
redistribucién hacia el nucleo se modifica por una variedad
de cambioe en el medio celular (38).

Por las propledades fundementales de los limsosomas y sue
membranas de superficie, por un lado, y sus influencias
hormonalee generalizadas y pleiotrépicas hacia la célula de
regpuesta, por el otro, se propuso gque la ploblacién
lisosomal primaria de blancos & hormonas esteroidee
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Figura 1.10
Origen de los lisosomas.
Tomado de Szego et al.(38).

ENZIMAS
LISOSOMALES



funciona' recibiendc a un agente activo en las fronteras de
la célula y sirve como vector para su rdpida translocacién
hacia la zona nuclear (38).

El modelo lisosomal se apoya en la evidencia siguiente:
a. Movimiento.

1. Acumulaciébn in vitro de 178-estradiol tritiade en
extracto purificados de lisosomas (38).

2. Avidez del H3, 178-estradiol por lisosomae obtenidos
de fracciones macromoleculares del citosol de
homogeneizado de gléndula prepucial en solucién ealina
isoténica (38).

3. Acumulacién de la hormona en lisosomae a 0°C, (38).

4. H3.178-estradiol captado preferencialmente en la
fraccién ligosomal al ser administrade Jin vivo por via

endovenosa.

5. Esta captacldn selectiva y rédpida de la hormona estd
correlacionada con la actividad micropinocitica en la
superficie la membrana de células receptoras, con un
arreglo perinuclear de los lisosomas, penetracién en el
nucleoplasma, y con alta fragilidad de los organelos
(38).

6. Estudios recientes examinan con méds detalle las
caracteisticas de la asociacién de H3.178-estradiol con
macromoléculas extraidas en condiclones isoténicas de
preparaciones de lisosomas purificadas de 6rganos
receptores blanco, usando el método de carbén
recubierto con dextrén (38).



7. La unién de H3,173-estradiol con fraccicnes de
gléndula prepucial de rata ricaes en lisosomas, muestra
ser mayor que en la correspondiente fraccién de higado
(38).

8. Estereocespecificidad comprobada al utilizar el epimero
17a. Este resulté ser inefectivo pues se requiere de
una solucidén diez veces méds concentrada mientrae que
con el epimero 178 se obtiene una reaccidén con solo una
concentracién de 10~10 M de hormona (38).

S. La microscopia electrénica y de epifluorescencia en
campo obacuro con acridin-naranja mostraron
aglomeracién lisocsomal en la periferia de los niicleos
de células de 6rganos reproductores blanco al afiadir
hormonas esteroides (38).

10.Usando microscopia de fluorescencia se observé que 2
min después de la injeccidn de O.1pg de 178-estradiol
in vivo en una rata ovariectomizada mostré la
redistribucién intracelular de los lisosomas hacia el
nicleo en células del endometrio uterino de rata (38).

11. Se han implicado a los microtubulos en la dindmica
lisosomal dada la linealidad que presenta su

movimiento, 0° o 180° del punto de inicio (38).

12. Ningtn otro organelo presenta la misma respuesta bajo

las mismas condiciones (38).
b. Anclaje.

1. El anclaje del nucleo al plaesmalema involucra también
al material fibrilar (38).
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2. E1 AMPc promueve la agregacién de las subunidades
microtubulares, por lo que el movimiento lisosomal
hacia g1 nicleo provocado por los estrégencs en sus
células blanco y llevado por el AMPc involucra a una o
mds fosfocinasas microtubulares eapecificas (38).

3. La membrana lisosomal eeg 1dbil al reto litico in vitro
después de la exposicidén a la hormona (38).

4. La testosterona en concentracién de 1 pg/100mg peso

produjo efectos comparables en células de gléndule
prepucial en rata de ambos sexos (38).
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CAPITULO 2

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Es muy importante recordar que el ciclo estrual de la rata
se representa por variaciones hormonales importantes de
progesterona y estradiol. Con base en lo anterior, el utero
de rata es un buen modelo para estudiar la participacién de
los lisosomas como mediadores de la respuesta hormonal
tomando en cuenta las diferentes fasee del ciclo estrual.

Con gran interés en la regulacién de la respuesta hormonal
de la implantacién y tomando en cuenta toda la informacién
ya descrita, se decidié investigar la intervencién de los
lisosomas en la modulacién de la respuesta hormonal
partiendo de que:

Los lisosomees participan en la modulacién de la respuesta
hormonal, refiriéndose a 8u accién como vectores
translocadores de hormonas esteroides desde el exterior
hecia el nicleo de - las células endometriales de ratas
normales.

Si lo anterior resulta cierto entonces se espera encontrar

una migracién de los liscemas hacia el niucleo durante el
ciclo estrual.
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OBJETIVOS

Establecer un modelo exXperimental que permita estudiar los
posibles cambios en la distribucién de 1lisomsomas de
endometrio de rata, el cual podria estar inducido por las
diferentes condiciones hormonales.

Se medirdn las actividades de doe enzimas lisosomales (a-
manosidasa y a-glucosidesa) en fracciones subcelulares de
endometrio de rata en 1las diferentes fages del ciclo
estrual.

Las enzimas utilizadas como marcadores se escoglieron con
base al criterio sigulente:

1. Existen isoenzimas (lisosomal y citosélica).

2. Estas isoenzimas muestran grandes diferiencias en su
reactividad por lo tanto hay la posibilidad de
diferenciarlas (40 y 41).

Adicionalmente el medir la enzima lisosomal tanto en citosol
como en micleoe nos permitird estudiar ei los posibles
cambios que 8e encuentran son o no exclusivos de los

ligosmas.
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CARITULO 3
MATERIAL Y METODOS

Ratas hembras Long-Evans, adultas, virgenes, de 2 a 3 meses
de edad. con un peeo de 200 g * 30 g ¥y con un ciclo estrual
de 5 dias, se mantuvieron en un cuarto con temperatura y luz
controladas, alimentadas con purina rat chow vy agua ad
libitum (7,18,19,21).

Se efectuaron frotis vaginales diariamente antes de las
10:00 am. durante 5 dias para asegurar la ciclicidad. Las
etapas del ciclo fueron identificads como 8e explico
anteriormente (Figura 1.1) (2,6,13,42).

La obtencién del epitelio y estroma uterinos se basé en la
técnica de Fagg (43) que coneiste basicamente en:

1. Una vez determinada la fase del ciclo estrual las ratas
se eacrificaron. Se extrajeron los UuUteros y estos se
mantuvieron a 4 °C. Se eliminé el tejido graso y se abrieron
longitudinalmente.

2. Se colocaron 0.5 g de utero en un tubo de ensayo con 1 ml
de una disolucién de sacarcsa de 0.25 M.

Se agitaron con 5 perlas de vidrio al vortex durante 2 min,
asegurando que el tubo sea de fondo redondo, a velocidad
méxima.

De esta manera se extrajo la fraccién epitelial.

Con el tejido restante se obtuvo la fraccién estromal,
utilizendo un homogeneizador tipo Potter Evelheim a la
minima velocidad en 1 ml de soluci6én de sacarosa 0.25 M. El
resto de tejido (miometrio} se descarté.
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3. Cada fraccién se afordé e 1 ml con sacarosa 0.25 M,

De estas fracciocnes se tomaron alicuotas (50 pl) para
cuantear proteinas, DNA, vy actividad enzimdtica.Estas
muestras se etiquetaron como “Fracciones Crudas" y se
mantuvieron en congelacién hasta ser necesitadas.

Obtencién de Fracciones Subcelulares,

4. El material bioldgoco sobrante se centrifugé a 2000 rpm
en un rotor de 8 cm de diametro durante 10 min:

a. El paquete se suspendld de nuevo en 5 ml de solucién de
sacarosa 0.25 M, se tamizé a traves de un filtro malla de
nylon de B5 sm para desechar restos de tejido. El filtrado
se centrifugdé a 2000 rpm para lavar el paquete nuclear. Este
se suependié de nuevo en 0.5 ml de un amortiguador citrato
fosfato 0.06 M tritén 1% a pH=4.5 para epitelio v 1 ml del
mismo amortiguador para estroma. Se tomaron alicuotas de 50
Bl para cuantear proteinss, DNA y actividad enzimdtica. Esta
fracci6n se etiqueté como "Fraccién Nuclear” y se mantuvo en
congelacién hasta ser necesitada.

b. El sobrenadante se centrifugdé a 11500 rpm durante 30 min
a 4 °C en una centrifuga refigerada Sorvall RC-5B y RC-2B de
Dupont instruments.

b.1. El paquete obtenido se susupendldé de nuevo en 0.5 ml de
amortiguador citrato-fosfato 0.06 M, tritén 1%, pH=4.5 para
epitelio v en 1 ml del miesmo amortiguador para estroma. Se
tomaron alicuotas de 50 #l para cuantear proteinas y
actividad enzimatica. Esta fraccion se etiqueté como
“Fraccién Mitocondrial-Lisosomal (M+L)})" ¥y se mantuvo en
congelacién hasta ser necesitada.
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METODOLOGIA

1. Glicosidasas Lisosomales
Opheim y Touster, 1978.

Jeffrey y col, 1970.

o-Glucosidasa
c-Manosidasa

. LISOSOMAL CITOSOLICA

Diferencias:
-PM
- Cinética
- Especificidad
- pH

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD

- PNF - Glic6sido

- Tritén X-100

- Medicién espectrofotométrica del PNF
liberado



2. Obtencion de Fracciones Subcelulares
de Endometrio

UTERO (Fagg y col. 1979)

Epitelio Estroma Miometrio

Homogeneizacién (medio isoténico)

Filtracién (85u)

800g/10 min.
Paquete SNi
Lavado™ por 16.300g/30 min.
centrifugacién

PAQUETE | |PAQUETE | | SN:
NUCLEAR ’




b.2. El sobrenadante representd la “Fraccidén Citosdlica™. De
esta se tomaron alicuotas de 50 pl para cuantear proteinas y
actividad enzimdtica. Estas muestras se mantuvieron en
congelacién hasta ser necesitadas.

Determinacién de Proteinas Totales

En 50 pl de eatracto se sigue el método de Lowry (44) como
se describe en la tabla a continuacién. Se debe probar la
linearidad del método en curvas patrén de absorbancia contra
concentracién de proteinss pare establecer el intervalo de
trabajo. El método se basa en la formacién de un complejo
con #Acido molibdo-tungstice que ee colorido y tiene su
méxima absorbancia a 550nm (Figura 3.1).

Curva Patrén para Proteinas Totales. Método de Lowry.

TUBO ALBUMINA AGUA SOL. C SOL. D

(0,3mg/ml)
B 0.0ml 0.5 ml 2.0ml R 0.2ml R
1 0.1ml 0.4ml 2.0ml E 0.2ml E L
2 0.2ml 0.3 ml 2.0ml P 2 0.2mP P 2 E
3 0.3 ml 0.2 ml 2.0ml O 0°0.2ml O 0° E
4 0.2ml 0.1ml 2.0ml S 0.2ml § R
5 0.iml 0.0ml 2.0ml O 0.2ml ©
Reactivos:

Solucidén A.
Preparar 250 ml con NagCOz al 2X y tartrato de Na al 0.02%

en NaOH 0.1 M

Solucidn B.
Preparar 50 ml con CuSO4 al 0.5X en agua.
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ABSORBANCIA
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Figura 3.1
Curva patrén para proteinas.
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Solucion C.

£0ml de solucién A con 1.0 ml de solucién B.

Solucién D. C

Reactive de Folin-Cicanteau en agua.l.l ml-folin +-1,4 ml
Ho0.

Al momento de usarse.

Determinacidén de DNA

Se utiliza el método de Burton modificade por Giles-Meyers
(45,46} para cuantearlo en 50 pl de homogeneizado segun el
protocolo, previa demostracidén de linearidad de las curvas
de absorbancia contra concentracién de DNA en dicho
intervalo (Figure 3.2). La base de esta técnica es la
formacibén de un complejo difenilemina-desoxiribosa de cadena
abierta (por accion del acetaldheido) el cual tiene un
méaximo de absorcién a 600 nm.

Curva Patrén de DNA
Método de Glles-Mevers.

TUBO DNA SOL.F SOL.G - 80L.H

(100pg,/ml)
B 0.0ml 0.5 ml 7 50 ul 0.5 ml
1 .0.1ml 0.4 ml Q 50 sl 0.5 ml Toda la L
2 0.2 ml 0.3 ml °C 50 ul 0.5 ml noche a E
3 0.3 ml 0.2 ml 50 ul 0.5 ml 37°C E
4 0.4 ml 0.1 ml 3 50 ul 0.5 ml R
5 0.5 ml 0.0 mi 0° 50 ul 0.5 ml
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ABSORBANCIA
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Curva patrén para DNA.
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Determinacién de la actividad enzimdtice

Las enzimas wutilizadas como marcadores enzimaticos de
lisosomas son a-manosidasa (E.C.3.2.1.24) (40) v &=
glucosidasa (E.C.3.2.1.3) (41).

R
/ rJ(] N

p'niim’{c."ni

La actividad de estas enzimes se determina cuantificando
eapectrofotométricamente mediante la liberacidén de p-
nitrofenol del glicosido correspondiente por accioén
enzimdtica. El p-nitrofenol tiene un pico de absorcidon a 400
nm, por lo que las determinaciones ee hacen a esta longitud

de onda (Figura 3.3) (40 y 41).

El protocolo para la curva patrdén de p-nitrofenol es 1la

giguiente:



Curva Patrén para p-nitrofenol

TUBO PNP 0.2nM . . . AGUA

B 0.0 4l 250 pl-
1 50 pl 200 w1
2 100 k1 150 ul
3 150 pl 100 41
4 200 1 50 ul
5 250 pl 0.0 sl

Se aplica la prueba de t de student para evaluar diferencias
significativas en un ensayo de dos colas a p<0.05 y p<0.01

(47). Esto

AMORTIGUADOR
CARBONATOS
0.5M pH=10.4

250
250
250
250
250
250

Evaluacién Estadistica

debe hacerse rara poder

significativamente las fases del ciclo estrual.

m X O %
1]

estadistico t

numero de casos

= medidas muestruales

v = grados de libertad

a:h:(x-xiﬂ t= X3 = X5
n-1 V(Bxl)2 + (8x9)2

Bl
#l
ul
#l
ul
#l

= deviacién estandard poblacional

= deaviacién estandard muestrual



ABSORBANCIA
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Figura 3.3

Curva patrén para P-nitrofenol
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UNIDADES

La actividad enzimdtica se reporta en pKatales, unidades
poco usadas que se definen como (37):

1 UI = 1 pmol/min = 16.867 nmol/seg =16.67 nkatal

1 Ul x 16.87 = 1 nkatal
1 mUI x 16.67 = 1 picokatal

29



CAPITUIO 4

RESULTADOS

A. Actividad enzimdtica en funcion de proteinas durante el
ciclo estrual: ‘

1. Estroma.
1.1. a-manosidasa {(Figura 4.1}

a."Fraccidén Cruda”:

La actividad enzimdtica obtenida en esta fraccién es alta
rara todas las fasesa del ciclo estrual mostrando picos
durante el proestro y el metaestro: sin embargo las’
diferencias estadisticas entre las fases se muestran no
significativas por lo que la actividad se toma como alta
para todo el ciclo en esta fraccién.

b."Fraccién Nuclear”:

En esta fraccién tenemos un incremento notable en la
actividad enzimatica durante el estro. Esta diferencia es
significativa (p<0.05) al compararse con las otras fases.

Se nota claramente que durante el diestro y el proestro la
actividad enzimdtica es baja y estable y que esta actividad
aumenta casi un 60% en el estro y baja un 20% durante el

metaestro.

c. “"Fraccién M+L":

La actividad enzimdtica se encuetra baja y estable, con un
requefio incremento en el proestro que resulta significativo
(p<0.05) con respecto a las otras fases. Sin embargo. este
aumento no es mayor a 2 pKatales. Si se compara esta
fraccién con las va estudiadas se nota gue la actividad es

baja.
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Comparacion por Comparacién por -

Fracciones Subcelulares Fases del Ciclo
r . pKatslon
L] L]
a8 [}
4 4
3 ]
2 2
- 1
° &c Nuclear BNC i el ° Disetro Prosetro Estro Motasutro

Fraccidn Subgelular Faees do! Ciclo Eatrual
Fuses del Cloio Fraookines
MM otestro EDProssto Cleeto B Metaentro MR Cruds  EZ3Nwiear [TlsNe BN Ma

Figura 4.1

Actividad de Manosidasa en Estroma Durante el Ciclo Estrual



E: muy. importante. comparar esita fraccidn con la fraccidn
nucleér; se ' observa que durante el estro la activivdad
,enzimética lisosomal  baja. mientras que en la fracciodn
nuclear hay ' un pico en la actividad. Se puede pensar
entonces en el trensporte de enzimas lisosomales al nucleo
celular.

d. “"Fraccién citosélica”:

Al contrario de lo que se observa que en la fraccién cruda.
en-esta fraccién las actividades enzimaticas mds altas estan
en el diestro y el estro pero las diferencias no son
significativas, por lo que la actividad debe tomarse como
constante y estable durante todo el ciclo para esta

fraccion.

Estos resultados para a-manosidasa en estroma parecen
mostrar que las enzimas lisosomales se mantienen constantes

en citoplasma. pero en los liscsomas y nucleos varian en

ceoncentraciéon  ezignificativamente en proestro y estro

respectivamente.
R Lo .
1.2. a-glucosidasa (Figura 4.2):

a. "Fraccion Cruda™:
Las - diferencias estazisticas son significativas en esta
fraccion. Por lo que la actividad se nota alta durante estro

v metaeetro vy no tanto para diestro v proestro.

b. “"Fraccidén Nucleur™:

En este cago la actividad enzimética no muestra diferencias.
En el metaestro. esin embargo. la actividad cae un poco lo
qus muestrs qQue esta es8 mayor en el egtro.
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Comparacion por Comparacion por

Fracciones Subcelulares Fases del Ciclo
. pHatzles o pKataley
8 alb
“ 4
] ]
2 7 2
Z
1 g 1
o 3R ZI) a 2! X
Cruds Huslesr BNC el Diestro Proenino Extro Metasatro
Fraccion Subcelular Fases dat Ciclo Estrual
Fages de! Clolo Fracokonss
I Disatro prosatro L3 Emo Mataesio I cruda Nuclesr [T38NC ENMsL
Figura 4.2

Actividad de Glucosidasa en Estroma Durante el Ciclo Estrual



c. "Fracecidn M+L":

La actividad enzimética es alta y significativa durante el
proestro. Al comparar el estro de esta fraccidn con el de la
fracecién nuclear se nota gque la actividad enzimdtica es
significativamente mayor (p<0.05) en mniclecs. Esto es un

comportamiento similar a la enzima «-manosidasa estromal.

d. “Fracciodén Citosdlica”

La actividad enzimdtica en eegta fraccidn tiende a
incrementarse desde el diestro hasta el metaestro, de una
manera similer a la actividad total de la fraccidén cruda.

La actividad de la glucosidasa es menor que la de la
manosidasa. Aunque =1 comportamiento de las dos enzimas es
similar a lo largo del ciclo.

2. Epitelio.
2.1. a-manosidasa (Figura 4.3):

a. “"Fraccidn Cruda™:
En esta fraccidn la actividad enzimédtica es notablemente mas
alta (p<0.05) en el proestro, baja mds de 60% en el estro v

alcanza un minimo en el diestro.

b. “Fraccién Nuclear’:
Igual que en la fraccién anterior la actividad enzimatica es
mas alta en el proestro (p<0.05), las otras fases ‘ee

mantienen constantes.

¢. "Fraccidn M+L":

El proestro tiene una actividad 60% mavor que el estro
(p<0.05 para todas las tases).

Al comparar esta fraccidon con la fraccién nuclear no se

vueden percibir diferencias significativas.
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Comparacion por Comparaciéon por

Fracciones Subcelulares Fases del Ciclo
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Figura 4.3

Actividad de Manosidasa en Epitelio Durante el Ciclo Estrual



d. “Fraccién Citosélica™:
En esta fraccién la actividad se mantiene constantes en todo
el ciclo.

2.2, a-glucosidasa (Figura 4.4):

a."“Fraccion Cruda”:

El proestro muestra ser la fase en donde se encuentra una
actividaed enzimética 40% mayor que en las otras fases siendo
esta diferencia bastante notable. Entre las demds fases no
hay diferencias significativas.

b. "Fraccién Nuclear":
De manera eemejante, el ©proestro tiene la actividad
enzimdtica més alta y es la unica significativamente
diferente a las deméds.

c. "Fraccién M + L":

Se observa el mismo comportamiento enzimatico que en las
fracciones anteriores. Siendo en el proestro donde esta la
actividad més alta del ciclo.

d. “Fraccién Citosélica”:

En el estro y el metaestro es donde la actividad enzimatica
aumenta significativamente. La actividad del estro es casi
50% menor que la del proestro.

Es muy dificil comparar las fases del ciclo estrual en las
fracciones epiteliales va que la actividad enzimétlca no es
alta como es el caso en el estroma. No parece haber
diferencias significativas entre las fracciones nuclear y
M+L para poder sugerir un movimiento lisosomal. Sin embargo,
la actividad enzimdtica en citoplasma muestra una variacidn
en concentracién al compararlo con la fraccién nuclear., esta

variacién si ea significativa.
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Comparacion por Comparacién por
Fracciones Subcelulares Fases del Ciclo

©Kataien
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Figura 4.4

Actividad de Glucosidasa en Epitelio Durante el Ciclo Estrual



Tanto la a-manosidasa como la a-gucosidasa tienen
una variacidn cuantitativamente semejante en casi todas
las fases en relacién a la concentracidén de enzimas: mayor
en el proestro, menor en el diestro. Esta variacidén esta
dada porque la enzima lisosomal aumenta pues, en el proestro
se tiene la maxima concentracién de estroégenoe del ciclo
estrual de la rata.

B. Activivdad enzimdtica en funcién de DNA durante el ciclo
estrual.

1. Estroma.
1.1. o-manosidasa {(Figura‘4.5):

a. “Fraccén Cruda”:

Las actividades mds altas se notan en el estro y metaestro,
bajando un poco durante el diestro y perdiendo caso 50% en
el proestro. Estas diferencias son estadisticamente
significativas (p<0.05).

b. "Fraccion Nuclear”:

Aunque notablemente menor gque la fraccién anterior, la
actividad enzimdtica muestra el mismo comportamiento. El
estro y metaestro son las fases de mayor actividad y el
diestro y proestro las de actividad menor.

La aétividad enzimdtica en funcién de DNA indica la cantidad
de enzimas por célula, ya gue la concentracién de DNA indica
el numero de células con las qQue se trabaja. Es légico
pensar, entonces, que la actividad enzimédtica es mayor en el
estro y metaestro porque hay una mayor cantidad de

manosidasa por célula en diestro y proestro.
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1.2. oa-glucosidasa (Figura 4.6):

a. "Fraccién Cruda”:

La actividad enzimética es estadisticamente mayor en el
estro y metaestro. Disminuye un poco en el diestro y tiene
un minimec en en proestro.

b. “Fraccidén Huclear™:
Se observan las mismas tendencias. aungue la actividad es

notablemente méds baja en esta fraccion.

Al igual que los vresultados de o-manosidasa, la a-
glucosidasa tiene mayor activadad en el estro y metaestro.

2. Epitelio.
2.1. oa-manosidasa (Figura 4.5):

a. “Fraccidén Cruda”:

La actividad del metaestro es mucho mayor que en las otras
fases, el minimo de actividad esta en el proestro, en el
estro vy diestro no hay ningin cambio. ’

b. “Fraccién Nuclear”:

Se vé la misma tendencia que en la fraccion cruda donde el
minimo estd en el diestro y proestro y el méximo en el
metaestro y estro.

2.2. oa-glucosidasa (Figura 4.6):

a. "Fraccién Cruda”:

La actividad en el metaestro es estadisticamente mayor que
todas las fases y la actividad baja considerablemente en el
proestro.
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b.- "Fraccién Nuclear™:

Curiosamente el pico en la actividad estd en el estro v baia
casi 60% en el metaestro. El diestro y proestro tienen la
-actividad menor.

Las tendencias en estroma y epitelio son semejantes.
C. Relacién proteinas:DNA.
1. Estroma (Figura 4.7):

a."Fraccién Cruda“:
El pico en la relacidén de proteinas:DNA estd en el estro y
baja significativamente durante el diestro y proestro.

b. “Fracecién Nuclear":
La relacién es baja y constante a lo largo del ciclo, aunque
aumenta 50% en el diestro.

La relacién proteinas:DNA indica la concentracidén total de
protqinas por célula. En el estro la concentracién de
proteinas totales por célula eas mayor, lo cual corrobora los
resultados obtenidos en las figuras anteriores en donde la
concentracién de enzima es mayor en el estro 'y metaestro. En
nicleo la relacién aumenta un poéo en el diestro, lo cual
indica un aumento de proteinas totales por célula en el
nicleo en esa fase; desciende y se mantiene constante en las
otras fases. ’

2. Epitelio:
a. "Fraccién Cruda”:

La relacién es mixima en el estro, baja 50% y se mantiene
constante en las otras fases.
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b.. "Fraccién Nuclear":
Al igual que en la fraccidn nuclear estromal, en epitelio la
relacién es muy baja y aumenta un poco durante el estro -pero
sin ser significativo.

Tanto en estroma como en epitelio se tienen las mismas
tendencias en la relacidén de proteinas:DNA. Esto indica que
durante el estro y metaestro hay un aumentsc en la
concentracién de proteinas totales por célula pero este
aumento no se dé en nicleo.

Ee tal vez extrafio que la relacién sea mayor en epitelio que
en estroma; sin embargo, si se piensa en la existencia de un
epitelio gldndular y por lo tanto secretor de gran cantidad
de proteina con el gue se estd trabajando, es posible que
haya una mayor cantidad de proteina por DNA.
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CARITUIQ &
ANALISIS DE RESULTADOS

El estudio del metabolismo del utero es muy complejo vy
debido a la funcidon que desempefia en la reproduccidn
presenta varios intereses para su estudio.

Las dificultades que se presentan al tratar de estudiar el
atero zun las diterencias entre este v otros drganos, por 1o
que se debe estudiar de forma independiente y los resultados
obtenidos son dificiles de comparar con los de los otros
érganos; las razones que explican lo anterior son:

1. El utero es tejido blanco a hormonas ovéaricas, las cuales
inducen diferenciacién ciclica en sus células, alternando su
metabolismo.

2. El utero no estd en contacto directo con fluctuaciones
dietéticas, por esto su Bistema de adaptacién y regulacién.
por medio de induccidn responde lentamente y con menos
intensidad.

Los experimentos presentados en este trabajdb son un avance
en el conocimiento de la fisiologia celular durante el ciclo
estrual normal de la rata.

Existen trabajos en donde se describen perfectamente las
enzimes que se tomaron como modelos en este trabajo. Se sabe
que ambas enzimasbtienen isoenzimas. La o-D-manosidasa tiene
tres isoenzimas (40) una citosdlica, otra en aparato de
Golgi y la tercera en lisosomas, fuero purificadas de higado
de rata. Aungue se sabe muy poco del papel biolégico que
desempefian las isoenzimas no lisosomicas, se conoce que
tienen un pH o6ptimo distinto: y de acuerdo con sus
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interrelaciones inmunolégicas se sabe que estas son
distintas y codificadas por genes diferentes.

Loe experimentos iniciales demostraron que la a-manosidasa
tiene una actividad 6ptima a pH=4.5: en la fraccién nuclear
(13.4 + 1.1)*x v en la fraccién M+L (22.6 + 1.02)%, mientras
que el sobrenadante post-M+L tiene una mdxima actividad =a
pH=6.0-6.5 (12.0 + 1.3)*.

* (nmoles PNP/mg prot. min.).

Estos resultados indican la presencia de la isoenzima de
origen lisosomal en los nucleo de células endometriales
(Figura 5.1).

La enzima a-D-glucosidasa presenta también isoenzimas, estas
fueron purificadas de higado humano en autopsia (41). La
isoenzima lisosomal tiene una actividad optoma a pH=4.4 a
4.6 (41).

El haber trabajado a un pH=4.5 constantemente asegura que la
actividad enzimdtica reportada se deba a las isoenzimas
lisosomales exclusivamente.

En el proestro se encuentran las concentraciones séricas
mayoree de estradiol (75pg/ml) y progesterona (48ng/ml)
(Figura 1.2). Se considera que esta elevacién en la
concentracién hormonal es un prerequisito en el endometrio
tanto para la formacién de receptores citosdlocos como para
el inicio de la movilizacién de los lisosomas hacia el
nicleo, condicién que se expresa claramente durante las dos
fases 8iguientes (estro y metaestro) de acuerdo con los
resultados. Un requerimento hormonal similar, para que los
lisosomas ese desplacen. ha sido demcstrado por otros autores
en diversoe ¢rganos blanco: testiculos, glandula prepucial
de rata y vesicula urinaria de rana (38).
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Loe resultados se rerortarcn tanto por mg de proteina minute
como por mg de DNA minuto. Las tendencias observadas son las
miemas, esto indica que la elevacidn de hormonas induce la
elevacién de la activivdad enzimdtica en egeneral, la
proliferacion celular en el endometrioc y la concentracion de
enzimas intraceiulares (48).

Es importante discutir el origen de la actividad de estas
dos glicosidasas en las fracciones nucleares; es decir que
existe la posibilidad que ezan producto de un artificio de
contaminacién (por enzimas citosélicas y/o por células
integras) de las vpreparaciones de los nucleos. Las
evidencias que muectran lo contraric y gue por el momento

son digponibles:

1. La relacidn actividad nuclear con respecto a la total
(Figuras 5.2 y 5.3)(por DNA) varia durante el ciclo estrual
{tanto en epitelio como en estroma).

Nota: Si fuese producto de contaminacion se esperaria gue
esta fuese constante y por lo tante la relacidén anterior
también, en todas las fases del «c¢iclo. No que en

determinadae faces la contaminacidn sea mayor.

Sin embargo, se obtiene una variacién siendo el estro de 2
hasta 3.5 veces mayor que las demds. Lo cual apoya la
hipotesis de migracidn lisosomsl hacia el nucleo.

2. La deshidrogenasa lactica que es una enzima tipicamente
citoeblica la cual. puede medirse facilmente con un método
de alta sencitilidad. nos sirve como marcador de proteinas
de origen citosslico per lo gque podemoe saber que tanta
contaminacién es de origen citosdloco.

Cuando se toma la enzima LDH como marcador de contaminacidn
pror proteinas citosélicas en las fracciones nucleares
cbtenidas, se encuentra una actividad de 6-8% del total de
actividad de LDH en nucleo (49). se puede decir que este
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porcentage no ea- de importancia porque la actividad

enzimdtica ‘de las enzimas estudiadas fue mayor de 50%,
lo tanto, existe muy poca contaminacidén de proteinas
origen citosélico (figura 5.4). ) )

La reaccién que cataliza la LDH es la siguiente:

COo™ COz™

1 NADH+H* ;jAD"‘ ‘

=0 T ST HC-OH
LDH

CHg CH3

por

de

El NADH se puede medir espectrofotomét:iéamente a 360 nm..
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Figura 5.4

ACTIVIDAD DE LDH EN FRACCIONES

SUBCELULARES*
FRACCION ACTIVIDAD (%)
HOMOGENEIZADO 100
NUCLEAR 8.3
M+ L 58
CITOSOLICA 86

*Promedio de dos determinaciones

independicntes.



CAPITULO &
CONCLUSIONES

Desde su caracterizacidn como organulos intracelulares, los
lisosomas han sido involucrados con fendmenos de involucién
y destruccion celular, en procesos patoldgicos y normales.
En la actualidad se ha obtenido evidencia suficiente para
adjudicarles wuna funcidn adicional como receptores a
hormonas, transportadores hacia el nucleoplasmas y
dearepresores de la expresidén genética, permitiendo asi la
propagacion y amplificacion de los efectos hormonales en sus

respectivas células blanco.

Dadoe los resultados de este +trabajo, la hipétesis a

demostrar si pudo probarse, por lo que podemos concluir que:

Los 1lisosomas s8i participan en 1la modulacién hormonal,
actuando comc vectores de hormonas esteroides desde el
exterior hacia el nucleo de células endometriales. Por lo
tanto, la migracién de estos organulos hacia el nucleo
depende de las condiciones hormonales en que se encuentran

los animales de experimentacién.

Por estas razones se puede concluir también que las enzimas
a~manosidasa y a-glucosidasa pueden utilizarse como modelos
experimenales para medir la migracién lisosomal. Ademéds, la
distribucién de la migracion lisosomal al nucleo se modifica
en las diferentes condiciones hormonales del ciclo estrual.
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