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RESUMEN

Las células de los organismos muiticelulares requieren de diversos mecanismos de
reconocimiento entre si, a fin de funcionar de manera integral. Como es sabido, existe gran
variedad de moléculas que participan en el reconocimiento y adhesién celulares dentro de
las cuales encontramos a las lectinas, proieinas que tienen mas de un sitio de
reconocimiento a carbohidratos especificos y por ello pueden aglutinar células como
eritrocitos, bacterias, espermatozoides, etc. que ademas participan en el reconocimiento del
espermatozoide y évulo. Es posible entonces que estas proteinas estén involucradas en el
proceso de la implantaciéon embrionaria como mediadoras del reconocimiento del
blastocisto y el epitelio uterino. El presente trabajo tiene como objetivos determinar si
existen proteinas con actividad aglutinante en las células epiteliales de dtero de rata en el
quinto dia de prefiez; precisar si la presencia de estas se restringe Unicamente a la zona de
implantacidn; asi como determinar la especificidad de las proteinas con dicha actividad por
algin carbohidrato. Se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague Dawley, se aparearon y
al quinto dia de preficz se sacrificaron por dislocacion cervical, previa inyeccion de 1 ml de
solucién de azul tripan para visualizar los sitios de implantacién se separé el epitelio del
estroma uterine por medio del método de Fagg. Se obtuvieron extractos subcetulares de las
células epiteliales mediante centrifugacién diferencial, se comprobd la presencia de las
proteinas con actividad aglutinante por medio de ensayos de hemaglutinacion y se probé su

. especificidad por medio de ensayos de inhibicién con la adicién de carbohidratos. Se
encontrd actividad aglutinante en el Utero tanto en el sitic donde ocurre la implantacion
como en las regiones en que no ocurre; la actividad fue inhibida por galactosa, lo que

_ indica la presencia de una lectina especifica para ese azicar. Se probaron dos métodos de
cromatografia de afinidad para purificar dicho factor, mediante dos columnas de sefarosa;
una en la que se inmovilizd asialo-fetuina (fetuina a la que se elimino el Acido sialico) vy
otra comercial ya preparada. Ambas columnas contenian en su polo terminal residuos de
galactosa. En este caso muy particular no fue posible la purificacion del factor
hemaglutinante debido quiza a factores tales como requerimientos de algin ion u otro tipo
de molécula para que pueda ligarse a la columna, o utilizar otro método de purificacion. Es
evidente que estas moléculas podrian tener una participacion en la tmplantacion aunque se
necesitan estudios mas a fondo para poder determinarlo.

v



INTRODUCCION

Una vez feéundado el dvulo de los mamiferos, el cigoto se desarrolla hasta alcanzar
el estadio de moérula, evento que tarda por lo general de 3 a 4 dias después de la
fecundacion y que ocurre durante su trayecto por el oviducto. Al entrar la mérula al dtero,
¢ésta se convierte en blastocisto por la formacién de la cavidad del blastocele y la
diferenciacion de sus células en macizo celular intemo y trofoblasto. Posteriormente los
blastocistos se distribuyen a través de la luz uterir.la principalmente por los mecanismos de
contraccion muscular del Gtero, para después fijarse en el endometrio. Este prgceso es
conocido como implantacion embrionaria, y se define como la adopcion de una posicién
fija del blastocisto al endometrio (Enders, 1970). Durante la implantacién podemos
distinguir varias etapas (ver figura l):.
1.- Orientacidn: El blastocisto se sitia proximo a la porcién especifica del endometrio en
que la. implantacidn toma lugar; asi, en la rata, el polo abembrionario del blastacisto se
dirige hacia e! epitetio de la zona antimesometrial del endometrio (Enders, 197-0). Durante
este proceso ocurre la pérdida de la Zona pelucida. |
2.-Contacto o Aposicidn: Se refiere a la simple yuxtaposicién entre el trofoblagto y el
epitelio luminal uterino y puede ocurnir por diversos mecanismos:

a) Por envolvimiento: Por hinchamiento, el endometrio uterino rodea al blastocisfo
(rata, rétén) estableciéndose el contacto del wrofoblasto con las células del epité.lio uterino -

(reaccién de ataque epitelial) (Enders, 1970; Psychoyos,1973).




Figura-1
EL PROCESO DE LA IMPLANTACION
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b) Por expansién: El blastocisto incrementa su volumen llenando la luz uterina
{conejo, camnivoros, algunos monos) (Enders, 1970; Psychoyos,1973).

¢) Por acercamiento activo del blastocisto a la mucosa uterina (cuyo, chimpancé,
hombre) (Enders, 1970, Psychoyos,1973).

Durante este proceso ocurrz;, la interdigitacién de las microvellosidades del
trofoblasto y el epitclio luminal (Enders, 1970). En el endometrio asumentz la
permeabilidad vascular con la produccién de edema y extravasacion de proteinas séricas.
Cuando se inyectan colorantes de alto peso molegular (azul tripan, azul de pontamina, azul
Geigy, etc.) (Ljungkuist y Nilsson, 1974; Ward y Donovan, 1971) éstos, enlazados con Ia
albﬁmina, se extravasan también permitiendo diferenc.:iar las zonas de implantacion del
resto del ditero, lo que se conoce como reaccién azul (Ljungkuist, 1974; Ward, 1971).
3.-Adhesidn: Se establece una unién trofoblasto-epitelio endometrial resistente a la ruptura
fisica (Enders, 1970) con el establecimiento de desmosomas, e interaccion estrecha entre
las superficies membranales. Son importantes en este proceso: los cambios de cérga en la
membrana, moléculas de adhesion celﬂm, asi como grupos activos (SH, COOH, NH_, etc.)
Yy compﬁestos de superficie entre los que se encuentran los é.cid.os stdlicos. (Enders, 1976).
4.- Penetracion: El blastocisto penetra a través del epitelio uterino por diversos
mecanismos: fagocitosis, desplazamiento mecanico o actividad enzimatica (Enders, 1976).
El grado de penetracién varia segun el tipo de implantacién (Boving, y Larson, 1973).

_ La implantacién del embrién de mamifero es un proceso complejo que implica una

serie de fendmenos que requieren una estricta sincronia entre los eventos embrionarios y




uterinos (Psychoyos, 1973), ademds de presentarse una interaccion de dos epitelios
distintos: el epitelic luminal uterino y las células del trofoblasto del embrion. En este
proceso se presentan dos hechos muy interesantes e importantes desde el punto de vista
biologico. Por un lado, células antigénicamente distintas (trofoblasto y endometrio) se
toleran inmonolégicamente, Por otra parte, es bien conocida la regionalizacion membranal
en los epitelios; es decir, estos tejidos poseen varias zonas en su membrana plasmatica con
caracteristicas adhesivas d‘iferemes. Las regiones lateral y basal son adhesivas hacia células
adyacentes y/o componentes de la matriz extracelular; en contraste, la regién ap_ical
{orientada hacia la luz del stero para el caso del epitelio de este 6rgano) no es adhesiva, lo
que previene la oclusnzén (obliteracion) de las cavidades corporates. Sin embargo, en las
primeras etapas de la implantacién, se presenta la éposicién del trofoblasto al epitelio
luminal, para posteriormente adherirse a éste. Este fenémeno es favorecido por el hecho de
que. las paredes del lumen uterino se vuelven adherentes entre si, provocando la ociusién de
la luz uterina (Chﬁvci y Shriver, 1987).

La condicién ﬁsiolééica del atero para permitir la implantacién, se conoce como
receptividad uterina (Enders, 1970) y tiene un periodo de duracién breve. La adquisicion de
esta propiedad es dependiente de hormonas esteroides {Hodgen y ltskovits, 1988) ¢
involucra que la regi6n apical del epitelio luminal pase de un estado no adhesivo a uno
adhesivo (ver figura 2). La membrana apical del trofoblasto del embrion también adquiere
caracteristicas adhesivas que deben de coincidir con el periedo de rcceptividad‘c‘iel utero; es

decir, ambos procesos deben ser sincrénicos y complementarios para que la implantacion




Figura-2
CAMBIOS EN ADHESIVIDAD DE LA ZONA APICAL DEL EPITELIO
UTERINO DURANTE LA IMPLANTACION
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se realice. Cuando ocurre la fecundacion el ciclo sexual se interrumpe, existiendo un
predominio de la accién de la progesierona, la cual prepara al atero para la reaccién
decidual, en la rata y el raton, ademds se requieren estrogenos para el inicio de la
oveimplantaciéon (Psychoyos, 1973), produciéndose una elevacién de la concentracién de
estrogenos en la tarde del dia 3 de la prefiez (Heald, 1976).

Una de las teorias tendientes a explicar la receptividad del endometrio por el
blastocisto, es 1a retacion con ¢l grosor y cargas de la capa de glicocalix. En este sentido se
ha postulado desde hace tiempo (Clemetson y col, 1972), que una disminucién en las
cargas superficiales esta relacionada con ta adhesidén del blastocisto al endometrio. Esta
teoria ha sido cuestionada fuertemente (Levin, 1973; Jenkinson y Wilson, 1973); sin ‘
embargo, son varios los trabajos que han mostrado una disminucion de las cargas negativas
y. el grosor del glicocdlix del epitelio endometrial relacionada con la implantacion en varias
especies (Anderson y Hoffman, 1984; Lampelo, y col. 1985). No obstante, es evidente que
estas dos estil;pes celulares en cuestién (tfofoblastos; y epitelio uterino) ain conservan su
negatividad superficial, lo que hace suponer que la adhesion del blastocisto al endometrio
estd dada por mecanismos mas complejos que una simple disminucién de cargas
{Jenkinson y Searle, 1977), aunque esto puede contribuir al acercamiento entre ambos
tejidos.

Es interesante el hec_ho de que el blastocisto puede desarroliar sus propiedades
adhesivas JN VITRO (Farach, y col. 1987) e implantarse /N SI7U, independientermente de

las condiciones hormonales cuando el epitelio uterino es eliminado { Cowell, 1969). Por



otro lado, cuando se transfiere a regiones diferentes del dtero (ectépicas), el blastocisto se
comporta adhesivo ¢ invasivo (Porter, 1967, Samuel y Perry, 1972); sin embargo, este
comportamiento no se presenta cuando se transfiere a un tero no receptivo. Esto sugiere
que el epitelio del {itero (o sus secreciones) desempeiian un papel central en la receptividad
o la no-receptividad, controlando la manifestacion de las propiedades adhesivas
desarrolladas por el blastocisto. La adquisicién de la receptividad del endometrio yla
adhesividad del trofoblasto deben de estar dadas por la expresion de moléculas de adhesion
(o por la supresibn de moléculas que la impidan), en las superficies apicales
corre_spondientes.(Denker, 1990).

Los cambios uterinos experimentados dutante la implantacién son mas marcados en
las zonas diferenciadas para ello (Sitios de implantacién) que en el resto del ttero. Estos
camnbios estin relacionados ya sea con la respuesta decidual, experin_nemada por las células |
' dc! estroma .(Psychoyos, 1973; Heald, 1976), ¢ con cambios del epit.elio uterino que
permitcnlel contactd y la adhesién blastocisto-epitelio luminal presentados por el epite!i‘o

uterino (ver tabla I).




TABLA I

CAMBIOS QUE PRESENTA EL EPITELIO UTERINO PREVIOS A

LA IMPLANTACION

Pérdida de enzimas marcadoras en la
membrana plasmatica.

Classen-Linke, y col. 1987

Cambios en propiedades de unién a
lectinas de la superficie celular.

Chavez y Anderson, 1985;
Anderson y col, 1986

Reduccion del espesor del glicocalix y de
la carga de la superficie celular.

Enders y Schlafke, 1978;
Anderson y col, 1986;
Morris y Potter, 1984, 1990.

Incremento  de
intramembranales
-{ vasolateral.

particulas  proteicas
en la membrana

Murphy y Roger, 1981,
Winterhager y kuhnel, 1985,
Winterhager y Mendoza, 1987.

Adquisicién de nuevas proteinas y/o
glicoproteinas, ‘

Lampetlo y col, 1985;
Hoffman y col, 1990.

Adquisicién de receptores para moléculas
de matriz extracelular (e.g. HSPG").

Carson y col, 1990.

Adquisicion de habilidad para formar
uniones tipo hemidesmosomas.

Denker, 1990.

Adquisicion de habilidad para formar
uniones comunicantes intercelulares (Gap

Junctions).

Murphy y Roger, 1981.

*HSPG: ProteoGlicanos de Heparan Sulfato




. Pam la interaccion blastocisto-epitelio luminal son importaﬁtes los cambios en el
_ glicocalix de la superficie celular; los componentes de la superficie son un monitor de
‘posicién unica en el ambiente extracelular, traduciendo informacién externa de una forma
tal que pueda ser im_el;pre'tada por la tﬁaquinéa.ria interna de la célula. La supgrﬁcie celular
se constituye de componentés inteéralés de membrana, proteinas extrinsecas e intrinsecas,
glicoproteinas, lipidos y glicolipidos. (Geiger y col. 1983; y Agutter y Suckling, 1984).
Tedas estas moléculas vson ese.nciales para el monitoreo y. la respuesta a eventos que
ocurren en la superficie celular_ externa {J acobsdh, IQSB). : |

" Los glicoconjugados tienen un papel impommte en este respecto. Se pueden
A encontrar en la naturaleza una gran variedad de estructuras de oligosacnidos creadas a
partu de diferentes combmacmncs de monosacandos Los glicoconjugados son candidatos
ideales para acarrear la informacién de la superficie celular (Stoddar y col, 1985; Kennedy,
~ 1983). Los glicolipidos y. las glitbprotemas actuan como receptores de moléculas en el
ambiente externo de la célula participandd en procesos de reconocimiento y adhesién entre
céluia-substrato ( Aplin y_.Hug'hes, 1982, Dan.'lsky y col, 1983) o célula-célula (Hausman y
. Moscona, 1979; Barondes, 1981). _

Como ya se mencio’ﬁc’:, .las 'glic;qproteinas de la.membrana pla.smética_han sido
involucradas como me.dia.doras en los fendmenos de reconocimiento, adhesion y fusién
celulares (Murphy y Rogel:, 1981; Nicolson, 1982). En relacién a estos procesos, se han
realizado varios estudios que han descrito los cambios en la glicoproteinas superficiales en

embriones preimplantados, incluyendo 1a evaluacién de su afinidad por varias lectinas, que




son proteinas de origen no inmunoldgico con capacidad de aglutinar células y/o
glicoconjugados en virtud de que unen moléculas de carbohidrato (Golstein, y col. 1980).
Cuando las léctinw, que tienen mualtiples sitos de combinacion, se unen a estos sacdridos,

_ pueden llegar a interconectar gran numero de células causando con esto la aglutinacién
(Sharon, 1977).

.Por su selectividad en cuanto a los carbohidratos que reconocen, las lectinas han
sido utilizadas para identificar y mapear los carbohidratos de la superficie celular. £n un
principio se pensaba que las lectinas sélo aglutinaban células sanguineas, sin embargo, se
sabe actua]inenle que también aglutinan fibroblastos, espermatozoides, bacterias y hongos.
.La aglutinacién por lectinas puede ser inhibida por la adicion de carbohidratos simples, lo
que se debe a que éstos, ocupan los sitios de combinacién que las unidades de
carbohidratos presentes en la superficie de las células ocuparian. La inhibicién por un
carbohidrato determinado y no por otros nos muestra la especificidad de una lectina.

Las lectinas originalmente fueron descritas en plantas y llamadas
fitohemaglutininas. La primera descripcién de que se tiene noticia fue reportada en 1888
por Stillmark en la universidad de Dorpat en Estonia, quien en extractos de Ricinus
" communis ;:Jbscwé que las moléculas responsables de la aglutinacion de las células rojas
eran proteinas a las cuales llamé ricinas. Otra planta en la cual se descubrieron este tipo de
proteinas fue Abrus precatorius que también causaban aglutinacién de células rojas. Estas
fitohemaglutininas fueron llamadas abrinas. Ademds de estar presentes en plantas, se les

puede encontrar desde las bacterias hasta los mamiferos ( Sharon, 1977).




Algunas de las lectinas aistadas de tejidos de v_ertebrados se agrupan en dos distintas
clases estructurales (Poirer, y col. 1992; Drickamer, 1988). La primera comprende una gran
familia de proteinas integrales de membrana que requieren calcio para unir carbohidratos y
son conecidos con.no tipo C, estas pueden reconocer fundamentalmente manosa aunque
también glucosa, N-acetilglucosamina y L-fucosa péro no galactosa. La segunda clase
consiste de peql‘neﬁas lectinas independicntés de caicio, caracterizadas por dos propiedades
importantes: son solubles y unen berfectamente estructuras conteniendo lactosamina (Gal
B-(1,4) N-acetil-glucosamina). A esta Gltima clase.se les ha llamado de diferentes maneras;
lectinas solubles en soluciones amortiguadoras en ausencia de detrergentes,'lectinasr Tipo-S -
y lectinas S-Lac. El peso molecular de esta clase no se ha establecido, pero las de rata
varian de 14 a 29 kDa (Leffler y Barondes, 1986., Drickamer, 1988y Sharo_n, 1993), ver

tabla-1I.

it




TABLA IT

TIPOS DE LECTINAS
Lectina Especificidad P.M.. Sitiosde | Enlace Cation Loecalizacion
kDa Union S-8 Reguerido
Vegetal
Leguminosa
Diversa 25-30 1 -- Caz+, Mna+
Cereal GleNAc,
NeuAc 18 2 + —
Animal
Tipo-C
Diversa 15 6 mas 1-8 + Ca Extracelular
Tipo-S
Gal 14-35 2 - - Intracelular
P.M.: peso molecular kDa : kilodaltones

3-5: enlace disulfiro

Neuse: deido neuraminico

GleMNAc: N acetil glucosamina

Gal: galactosa

VLos patrones de expresién de proteinas que unen carbohidratos son de particular
interés en el contexto de ta diferenciacion celular; adicionalmente, sus moléculas ligando
* (glicoproteinas y glicolipidos) se han relacionado con la regulacién del desarrolio
embrionario (Fenderson, 1981). Desde 1973, se¢ han encontrado cambios cualitativos y
cuantitativos en Jas glicoproteinas superficiales de embriones de rata pre-implantados en
relacion a su desamrollo y- su adhesividad (Chévez y Enders, 1981; 1982). Estos cambios
rapidos y complejos en los carbohidratos sugieren que estos juegan un papel importante
durante la efnbn'ogénesis ( Fenderson, 1981).

En el ratén se ha descrito ‘que durante la fecundacion, la union del espermatozoide
al évulo depende de un oligosacarido de la glicoproteina ZP-3 de la zona pelicida

(Wassarman, 1987). Por otro lado ciertos glicoconjugados participan en el proceso de



compactacion embrionaria en el que la adhesién entre los blastémeros individuales se
incrementen en gran medida en el estadio de mérula (Surani, 1979),

Las glicoproteinas, glicolipidos y proteoglicanos comprenden un gran nimero de
conformaciones estructurales que podrian estar directamente relacionados con ciertas
funciones de la superficie celular, c.omo la adhesién y migraciéri celulares, y
adicionalmente, podrian proveer sefiales necesarias para la morfogénesis. Dichos procesos
dcpenden de carbohidratos y pueden estar mcdlados por protemas que los unen como las

lectinas ( Poirer, y col. 1992)

Una de las funciones - principales de este tipo de proteinas que reconocen
carbohidratos es el de participar en las interacciones célula-célula y célula-substrato (Hart y
col. 1988). Las lectinas se han encontrado en diversos comp?ﬁtir;ﬁento# celulares: nicleo
(algunas .de estas formando parte de ribonﬁcleoproteinas (Wang y Olaing, 1992)),
citoplasma, en Ia superficie celtﬁm y extracelularmente. Las propiedades de unién a
carbohidratos podrian representar tan sélo una parte de la capacidad funcional de las
lectinas, ya que se ha observado que algunas presentan ademas un sitio de reconocimiento
para otra proteina, como ¢s el caso de Ia lectina discoidina I, aislada del hongo pnmmvo
Dic.ryosteimm discoideum, la cual presenta un sitio de unién a protcina qQue Teconoce un
tripéptido de Arg-Gly-Asp (sccuencla RDG) (Barondes, 1988).

Dentro de toda esta gama de lectinas, en especial Ias lectinas animales, la mejor

caracterizada en mamiferos es la llamada lectina-14 (L-14) Ja cual no se fosforila o




glicosila y parece ser un dimero in vivo. Se ha demostrado recientemente in vitro que la L-
14 puede regular la unién del mioblasto a la laminina promoviendo asi la formacion de
miofibrillas. De estos datos surge la posibilidad de que una de las funciones in vivo de esta
lectina es la de participar en las interacciones de las células con la matriz extracelular. La
transcripciéon de Ig lectina L-14, en las células del pre-embrién, no se detecta durante los
primeros cuatro dias de gestacion; el gene se activa hasta el dia cuatro y medio. Dicho gene
fue aislado en virtud de que su correspondiente RNAm se expresa en niveles altos en las
células del trofectodermo. El uso de anticuerpos contra L-14, muestra que ia proteina se

localiza en dichas células ( Poirer y col., 1992),

En el proceso de implantacién se presentan c;lmbios en la superficie celular y en
particular en la composi-cién de glicoconjugados, tanto en el blastocisto como en el epitelio
uterino (Kimber, 1990), por ello se ha propuesto que los componentes de la matriz
extracelular participan en este proceso. Sin embargo, es mas probable que esta especie de
interacciones se presenten en etapas secundarias de la implantacién como la invasién del
utero por las células del trofoblast_o, mientras que en las etapas primarias como, ¢l anclaje
del embridn, esté mediado por interacciones receptor-ligando mas especificas. Lindenberg
y col. (1988) proponen que un posible ligando es la lacto-N-fucopentosa (LNF-1). La
adicion exégena de este glicoconjugado inhibe el anclaje del blastocisto a células uterinas
endometriales in vifro. Dicho ligando fue descubierto en el epitelio uterino restringido a las

zonas especificas donde ocurrira la implantacién ( Kimber, y col. 1988), adicionalmente,




ne se presenta en estadios tempranos antes de la implantacién, s6lo en el dia cuatro y
medio inmediatamente antes del anclaje. Este ligando y un receptor especifico podrian
participar en el proceso de la implantacién, y se ha observado que la L-14 aparece
paralelamente con el receptor_ LNF-1 (Poirer, y col. 1992).

-Es de suponer que lectinas como la L-14, que se encuentra en ell epitelio de las
células del .embn'én, podrian encontrarse también en las células del epitelio uterino y
_ participar en el proceso de adhesion entre el epitelio uterino y ¢l trofectodermo durante la

implantac_ién embrionaria.



OBJETIVOS

s Objetivo general:

1. Determinar la presencia y afinidad de proteinas con actividad aglutinante, en el epitelio
uterino ¢n el periedo de irnplantaciér‘l embrionaria.

e Objetivos particulares:

" 2. Determinar la existencia de proteinas con actividad aglutinante en el epitelio
endometrial de rata en el quinto dia de prefiez (cuando ocurre 1a implantacion).

3. Localizar [a actividad hemaglutinante en diferentes fracciones subcelulares del epitelio.

4. Estudiar la especificidad de tales proteinas, por algiin carbohidrato.

* 5. Purificar las proteinas con capacidad de reconocer y unir residuos de palactosa.



METODOLOGIA

figura-3
DIAGRA BE FLUJO

RATAS HEMBRA APAREAMIENTO 5 DIA AZUL
Cepa Sprague dawliey 2 HEMBRAS POR MACHO TRIPAN | mi
PERFUCION

_ VENA AORTA

OBTENCION DE

UTEROS .
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DISLOCACION
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SEPARACION DE OBTENCION DE OBTENCION DE
SITIOS E INTERSTTIOS _EPITELIO
METODO Fagg

LIOFILIZACION

ENSAYOS DE
DE MUESTRAS

HEMAGLUTINACION

CROMATOGRAFIA ENSAYOS PARA
DE AFINIDAD DETERMINAR LA
NATURALEZA BIOQUIMICA

DEL FACTOR AGLUTINANTE
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Se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague Dawley sexualmente maduras, de
250 a 300 gramos de peso, mantenidas en condiciones controladas de luz-obscuridad
(ciclos 12:12), con agua y alimento ad libitum. El apareamiento fue a razon de dos hembras
por macho. Se tomaron muestras de frotis vaginal y se observaron al microscopio 6ptico
para determinar la presencia de espermatozoides, lo que indicd el dia cero de prefiez. Las

ratas fueron sacrificadas por dislocacién cervical al dia cinco de prefiez, previa inyeccion

de 1 ml de solucién de azul de tripano (1%) en solucién salina fisiologica para visualizar

los sitios de‘implantacién (Lj'u.ngkuist y Nilsson, 1974, Pshychoyds, 1976). Se perfundieron
con cloruro de sodio al 0.9% por canulacién en la arteria aorta descendente para eliminar la
sangre del itero, Se obtuvieron los iiteros, y fueron cortados longitudinalmente, separados
en regiones azules (sitio. de implantacién) y regiones sin colorante (intersitio),
inmediatamente fueron tratados con ¢l método de Fagg y col: (1979) para obtener la
fraccién epitelial, €l cual consistié en colocar el tejido uterino en un tubo conico de
" centrifuga, el que contenia 4 perlas de vidrio, y someter a agitacion por dos minutos en un
~ vortex a maxima velocidad para desprender células de epitelio rotas, en una solucion
amortiguadora de fosfatos 0.075M, conteniendo ditiotreitol SmM y lactosa 0.3MapH 7.2 a
4°C (PBS-DTT-LAC). El siguiente paso fue el de obtener el estroma, tomando el Gtero ¥
colocandolo en un homogenisador de vidrio-vidrio con la solucién amortiguadora antes

mencionada para desprender el estroma del tejido muscular.




Con ¢l propésite de localizar la actividad hemaglutinante en diferentes fracciones
subcelulares del epitelio y del estroma, se realiz6 una centrifugacién diferencial a 4°C, Las
muestras se centrifugaron a 800g durante 10 minutos en una centrifuga Bekman modelo J2-
HS con un rotor modelo JA-18.1, se tomé solo el sobrenadante al que se le llamé extracto
crudo, se tomo6 una alicuota y se guardé a -70°C, la muestra restante .se centrifugé a
13,000g durante 20 minutos en la misma centrifuga y con ¢l mismo rotor, se tomd el
precipitado al que llamamos extracto lisosomal-mitocondrial que fue guardado a -70°C, el
sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 80,000g durante §0 minutos en una ultrg-
centrifuga Bekman modelo L8-80 con un rotor modelo 65, se recuperé el precipitado al que
llamamos extracto microsomat y ¢l sobrenadante o extracto citosélico, ambas muestras
fueron guardadas a -70°C (ver figura 3). Dichas fracciones se dialiéa.ron_para eliminar la
Iac.tosa contra .una solucign de PBS 0.075M-DTT SmM ciurantc 24 horas. Una vez realizado
esto, los extractos fueron liofilizados con el objeto de concentrar .la muestra y después

resuspendidos en un volumen de 2 m/ de PBS 0.075M-DTT SmM.

ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION

Los ensayos de hemaglutinacion se realizaron en placas de microtitulacion, que
" constan de 12 columnas de pozos ;lli'merados de izquierda a derecha y 8 lineas de pozos con
letras de la A hasta la letra H. Las diluciones de cada muestra fuerori_ colocadas en una linea
de la placa colocando al final de [a misma su respectivo control, se agregd en cada pozo

una solucion de albimina sérica de bovino (BSA) para evitar la hemaglutinacién
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inespecifica y se utilizé una solucion de eritrocitos de conejo tripsinizados y fijados con

gluteraldehido, cada prueba se describe mas adelante.

PREPARACION DE ERITROCITOS TRIPSINIZADOS Y FLJADOS

Se utilizé el método de Simpson y col. (1977}, se obtuvieron 5 m/ de sangre de
conejo, por la vena de la oreja que fue colocada en un tubo con versenato de sodio al 10%,
se lavé 4 veces por écntrifugacién a 2600g. con 5 volimenes de solucién salina al 0.85%
los eritrocitos se resuspendieron al 4% (v/v) con una solucién de PBS 0.1 M con un pH 7.2
que contenia 0.1 mg de Tripsina (Sigma tipo III) y se mantuvieron en incubacién con
agitacion suave a 37°C durante 60 min. una vez transcurrido ese tie-mpo fueron lavados 5
veces por centrifugacion a 2000, ‘con 10 volamenes de solucién salina al 0.85%, después
se resuspendieron en 5 volumenes de PBS 0.075 M con un pH 7.2 con gluteraldehido al 1%
y se incubaron con agitaciéh suave a temperatura ambiente durante 60 min., se agregaron 5
volimenes de soluciéon de PBS 0.1 M con glicina a 4°C y se lavaron 3 veces por
centrifugacion con 5 volumenes de PBS 0.1 M con un pH 7.4. Se revisaron al microscopio

para comprobar que no existié crenacion de los eritrocitos.
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FIGURA 3

PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE DISTINTAS FRACCIONES

CELULARES
EPITELIOQ ESTROMA
SITIO e INTERSITIO SITIO ¢ INTERSITIO
800g/10min Rotor JA-18.1
Sobrenadante S1 (crudo)
L
13,000g/20min Rotor JA-18.1
Precipitado P2
(lisosomas-mitocondrias)
v
Sobrenadante Sz (post-mitocondrial)
80,080g/90min Rotor 65
Precipitado Ps
(microsomas)

h

Sobrenadante Sz (citosol}
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE EN DIFERENTES
FRACCIONES CELULARES DEL EPITELIO UTERINO
Los ensayos de hemaglutinacion se realizaron en las diferentes fracciones celulares
de epitelio uterino que, en éste caso, flamamos fraccion cruda, fraccién lisosomal-

mitocondrial, fraccién microsomal y fraccién citosélica, divididos en dos lotes, sitios de

implantaci6n e intersitios. Se probaron uﬁa série de diluciones, que ﬁ.xeroh- de 1:2 hasta
1:1024.

En cada uno de los pozos de la placa de microtitulacién se colocd la di!ucibn
determinada de la muestra, siempre partiendo de izquierda a der_echa y cada pozo contenia;
'« 25l g PBS'D.O‘IS.M pH 7.2, DTT SmM '

* 25 pl de albimina sérica de bovino al 0.5%
* 25 pl de suspensién de eritrocitos al 2.5% v/v_

o 25 pl de la dilucién de la fraccidn a ensayar.

Para cada una de las series de diluciones se utilizd un ensayo control que contenia:
» 50 ul de PBS 0.075 M pH 7.2, DTT 5mM
« 25yl de BSA al 0.5%

¢ 25 pl de suspension de eritrocitos al 2.5% v/v.
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El punto final de aglutinacién se tomé ¢como la dltima dilucion del extracto en la
que los eritrocitos sedimentan en un punto claramente circunscrito en el fondo del pozo,
_que ademas se distingue del control; la actividad ggluﬁnarite se expresé como el reciproco

del punto final de la dilucién (Butler, 1963).

DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LA HEMAGLUTINACION
" La especificidad de la hemaglutinacién se determind mediante pruebas. de
inhibicién de ésta, utilizando los siguientes élucbsidos en soluc‘iénA para tener una

concentracion final de 0.125 M:

Metil-a-D glucésido
. M;:til-B-D glucés.ido _
e Metil-c-D manésido
¢ [-lactosa
. L/-t”;uco‘sa
Para cada una de las diluciones los ensayos se realizaron de la siguiente manera;
e 25 ul de PBS 0.075 M pH 7.2 DTT 5mM glucésido

e 25 ulde BSA al 0.5%




o 25 pl de suspensién de eritrocitos al 2.5% v/v
+ 25 ul de la dilucion de la fraccion a ensayar.

El control de éstos ensayos se realizé de la siguiente manera:
¢ 50 ul de PBS 0.075 M pH 7.2, DTT 5mM glucésido
e 25 pide BSA al 0.5%

. 25 pl de suspension de eritrocitos al 2.5% viv.

Una vez que se conocid la iocalizacién de la actividad hemaglutinante y se
determin6 la especificidad, se decidié realizar otros ensayos iUnicamente en fa muestra
denominada fraccidn .cimsélica en la que se utilizaron tres lotes de 10 a 12 ratas cada uno.

Conociendo la especificidad del factor hemaglutinante se realizé el montaje de una
columna de cromatografia de afinidad por el método de Cuatrecasas (1970) para intentar

purificar dicho factor.

COMPORTAMIENTO DEL FACTOR AGLUTINANTE EN UNA COLUMNA DE

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

e MONTAJE DE LA COLUMNA DE CROMATOGRAFiA DE AFINIDAD
Se utiliza.r-on dos tipos de columnas, ambas con la misma capacidad de aislar
lectinas que reconocen galactosa, la primera fue una columna de sefarosa 4-B en la que se

acoplé fetuina a la que se le elimind el acido sidlico (asialofetuina), para exponer los




residuos de galactosa. La otra columna utilizada fue una columna comercial de sigma

Chemical Co. p-Aminofenil §-D-Tiogalactopiranosido.

A) Sefarosa 4-B acoplada con asialofetuina.
Que consiste de sefarosa 4-B (Sigma) activada con bromuro de ciandgeno en la que
se inmovilizé asialo-fetuina. Se hidrataron 0.6 g de la Sepharosa 4-B con 10 ml de HCI
1mM en agitacion constante durante 15 min. 2 temperatura ambiente después se colocd en
un .embudo Buchner y se lavé con 100 ml de HC, se _rg.alizé otro lavade con 5 ml de
amortiguador &'bi@nato 0.1M a pH 8.6 y rdpidamente .se transfirié a un matraz
Erlenmeyer de 25 ml y se adicioné 2.5 m! de la solucién de asialo-fetuina (50mg) en
bicarbonato 0.1 M pH 8.6 una vez realizado esto se ajust6 -a un volumen de 9 ml con el
mismo émorﬁgu:idor'y se mantuvo en agitacion toda la noche en el cuarto frio a 4°C. Se
adicioné 150 pl de etanolamina y se continud égitando durante dos horas mas para después
lavarse 3 veces con glicina 0.05 M, NaCl 0.5 M a pH 3.0 s¢ lavo 4 v;aces. mas con PBS. Se
cuantificaron las ﬁroteinas por el método de Bradfo.rd (1976) en el lavado hecho con glicina
(25 m}) para determinar que cantidad de la proteina se unid. a la sefarosa,_ ademas se hizo
reaccionar a la sefarosa con el reactivo de Bradford como una prueba indirecta para

determinar ia unién de Ja proteina a la sefarosa.
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B) p-Aminofenil f-D-Thiogalactopiranosido {Sigma).
Se tomé 1 m! del gel para columna de cromatografia de afinidad comercial activada
con bromuro de cianégeno. Se realizaron lavados con 50 ml de amortiguador de fosfatos

0.075MapH 7.2.

EVALUACION DE LA COLUMNA DE CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
Tanto la columna de cromatogmf'ia de afinidad preparada como la comercial se

evaluaron utilizando una lectina comercial de Arachis hypogaea de Sigma que cs

especifica para D-galactosa.

La evaluacion consisti6é en hacer pasar la solucién de lectina 1 mg/ml a través de la
columna colectandose cinco fracciones de 1 m! por eluido obteniendo un primer eluido, en
;:l que se cuant_iﬁcaron proteinas por el método de Bradford y se realizo el ensa);o de
hemaglutinacién. El segundo eluido se hizo con una solucién de amortiguador de fosfatos
0.075M a pH 7.2 con lactosa 0.3M (PBS-LAC) para recuperar la lectina ligada, éste
segundo elui(_-io se. dializé en una solucién de PBS.

Se realizaron los ensayos de hemaglutinacion, como se describid anteriormente, en

el primer y segundo etuidos.
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REGENERACION DE LA COLUMNA DE CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
Después de la evaluacién de las columnas, éstas se regeneraron con soluciones de

amortiguador de tris/HCL al 0.1M y amortiguador de acetato de sodio al 0.1%.

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DEL FACTOR HEMAGLUTINANTE DE LOS
EXTRACTOS CITOSOLICOS |

Los extractos fueron pasados a través de la columna de cromatogfaﬁa de afinidad
colocada en un colector de fracciones, y s¢ colectaron 8 fracciones de 1 ml para el primer
cluido v 8 fracciones para €l segundo; este 1ltimo realizado con PBS-DDT-LAC. Una vez
que se celectaron las fracciones del segundo eluido se colocaron en membranas para
didlisis Spectra/por con una exclusion de 6,000-8,000 y se mantuvieron asi durante 24 hrs.,
con 5 cambios de PBS-DDT, parﬁ después concentrar la muestra por medio de liofilizacion.

Las muestras fueron recuperadas y resuspeﬁdidas en un volumen minimo de 50 pl
con las que se realizaron los ensayos de hemaglutinacion como se describio anteriormente.

Se cuantificaron proteinas por el meétodo de Bradford para cada una de las
fracciones. |

La elucion de los extractos fue similar en ambas coh.mnas.
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ENSAYOS PARA DETERMINAR LA NATURALEZA DEL FACTOR
HEMAGLUTINANTE

Para .evaluar la naturaleza quimica del factor hemaglutinante, se realizaron los
siguientes experimentos;
* Efecto de la temperatura en la actividad hemaglutinante.

lSe incubaron alicuotas de 60 pl de la fraccién citosélica del sitio y del intersitio a

temperaturas de 56°C durante 15 min. y 86°C durante 20 min. en tubos Eppendorf, se

| esperd a que regresamn a temperatura ambieme para después realizar los ensayos de

hemaglutinacién de la manera anterijormente descrita,

B Separacion del extracto en tres fases, acuosa, lipidica y proteica
En otra muestra de la fraccién citosélica se llevé a cabo la extraccion de lipidos que
se réa_lii& con cloroformo metano! 2:1 de la siguiente manera:
Se mezclo la solucién de cloroformo metanol 2:1 con la fraccién citosdlica del
" epitelio del sitio y del intersitio respectivamente y se centrifugd a 3500 r.p.m. durante 15
-min., después con una pipeta Pasteur se separd cada una de las tres fases. El exceso de
cloroformo remanente en las fases fue eliminado con nitrégeno gaseoso; la fase lipidica y

la proteica fueron resuspendidas con la solucion amortiguadora de fosfatos PBS-DTT y se
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centrifugaron a 10,000 r.p.m. durante 10 min. y con el sobrenadante se realizaron los

ensayos de hemaglutinacién,

¢ Efecto de enzimas proteoliticas (tripsina) en la actividad hemaglutinante.

Se tomé una alicuota de 100 pul de los cxtraétos de citosol del epifelio uterino del
sitio y del intersitio respectivamente y se incubaron con 10l de una solucién de tripsina
(tipe [II de Sigma Chemical Co.) (1 mg/mi), durante 30 min. a 25°C, y al final se agregaron
10 ul de una solucion de inhibidor de tripsina tipo (II-1 de Sigma Chemical Co.) (0.25
mg/ml) incubandose durante 5 min. Wés a 25°C..

En otro de los ensaybs se tomé una alicuota de 100 pi de los. extractos cada uno por
separado y se incubaron con 10 pl de una solucion de tripsina y en esta ocasién se
adicionaron 10 ;;11 de una soiuciéﬁ de inhibidor de tripsina desde el .inicio, durante 35 min a
25°C para después realizar los ensayos de hemaglutinacién como se describieron

anteriormente.
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RESULTADOQOS

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE EXTRACTOS UTERINOS DE

EPITELIO Y DE ESTROMA AL QUINTO DiA DE PRENEZ.

A continuacién se presentan los resultados de los primeros ensayos de
hemaglutinacién de extractos obtenidos del epitelio y del estroma de utero de rata al
quinto dia de prefiez, mismos que eran precipitados en acetona para concentrarlos y
resuspendidos en diferentes soluciones para comprobar su actividad.

En los extractos crudos del epitelio del sitio y del intersitio (tabla IT1) se
encontr que provocaban la aglutinacién franca de eritrocitos con un punto final de 4.
En todos, la B-lactosa inhibié completamente la hemaglutinacién para todas las
.diluciones, incluyendo los extractos sin diluir, mientras que metil-a-D-glucésido y L-

- fucosa, s6lo inhibieron en la dilucién |:4, no se apreciaron diferencias entre el sitio y el
inte;‘sitio.

Los extractos de estroma mostraron una actividad hemaglutir;ante mayor, con un
punto final de aglutinacién.de 8, la cual fue inhibida por B-lactosa.

Los extractos acetdnicos solubles en PBS-DTT presentaron un minimo de
hemaglutinacién en el epitelio v el estroma, la que fue inhibida por B-lactosa. No

existieron diferencias entre el sitio y el intersitio.
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En los extractos aceténicos solubles en Triton X-100 al 0.1% en el epitelio del
sitio de implantacion e intersitio, presentaron ligera hemaglutinacién, que fue inhibida
parcialmente por B-lactosa. El estroma del sitio presentd un punto final de
hemaglutinacién de 2, que ademas no pudo ser inhibido por algin glucosido de los que
se utilizaron en el experimento.

El compor:amiento del estroma del intersitio fue similar pero con una actividad
hemaglutinante menor.

Los extractos acetdnicos solubles en desoxicolato al 0.1% no presentaron

actividad hemaglutinante {tabla TI7).

LOCALIZACION S_UBCELULAR DE LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE

En el epitelio uterino, la actividad hemaglutinante se encontré exclusivamente
en la fraccion citosélica, siendo mayor en los sitios de implantacién ver tabla IV.

Er contraste, el tejido estromal mos&é actividad hemaglutinante en todas las
fracciones estudiadas. A diferencia del tejido epitelial, el citosol del estroma de los
intersitios fue mas activo que el del estroma de los sitios de implantacion .

Adicionalmen_tc, la fraccidn lisosomal-mitocondrial del tejido estromal presenté
una alta actividad hemaglutinante especifica, siendo mas alta para las.regiones de
implantacién, sin embargo esta actividad no fue inhibida por los glicésidos utilizados

ver tabla ['V.
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ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE EXTRACTOS CITOSOLICOS DE
CELULAS EPITELIALES DE UTERO DE RATA

La actividad hemaglutinante que se presenta en los dos casos es muy similar
salvo por el primer ensayo, sin embargo, la actividad especifica es mayor en el epitelio
del sitio-de implantacién, ya que la concentracidon de proteinas es menor en este

extracto que en el extracto del epitelio del intersitto (ver tabla V).

VALORACION DE LA COLUMNA DE CROMATOGRAFiA DE AFINIDAD

" (Sefarosa-Asisio-fetuing)

" Como se aprecia en la tabla VI, un 79.05% de la lectina comercial de drachis
oipogasa fue retenida por la columna de cromatografia de afinidad. Séto el 11.34% no
pudo ser retenido por ella, recuperindose asi el 90.39% -de la proteina utilizada,
mientras gue un 9.61% se perdié en el manejo de la solucion.

Esta lectina conserva su actividad después de eluirse de la columna.
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ELUCION DEL FACTOR HEMAGLUTINANTE MEDIANTE

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD (Sefarosa-Asialo-fetuina)

EPITELIO INTERSITIO.

La tabla VI muestra que de la proteina edicionada (7.73 mg), el 80.6% no fue
retenida por ia columna, sin embargo, esta sigui6 presentando actividad hemaglutinante
y mas ain, pudo ser inhibida por {B-Iactos.a. ‘ .

.El 0.3 % de la proteina que aparenteménte se 'recuperé en el segundo eluido
{detectada solo pdr la puantiﬁcacién de proteinas) no-causd h‘emaglutinaéién por lo que
no- podemos afirmar que ésta se haya unido a la columna, aul;que .pudo ser que la
técnica miliM ﬁo Adetecté la act_i\{idad agfutinante. La protein.-a total recuperada fue de -
80.§% perdiéndose en el manejo un total de 19.1% |

 EPITELIO SITIO.

La tabla VIII muestra que la i)roteina de epitelio del sitio no pudﬁ ser.re_tenida ’
por la columna ya que, del total de prot'einz.i u-tilzada (444 mg) el 92.7% se rct.:u_per;’) en
el primer eluido, en el segundo eluido se muestra en cero la cuantiﬁcaciéh de proteings;

. asi como la actividad hemaglutinante, mientras que, €l 7.3% se perdié en el manejo de
la muestra. | | |

. La proteina r&um@ en ¢l primer eluido conservo su actividad ﬁemaglutinante
y también fue inhibida por p-lactosa. En ambos casos se muestra u'na de cuatro

repeticiones.
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VALORACION DE LA COLUMNA DE CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
(Aminofenil-Tiogalactopiranosido)

La tabla IX muéstra los resultados de la valoracion de la columna, en la que se
aprecia que un 76.5% de la lectina comercial de Arachis_hypogaea fue retenida,
mientras qlie et 10.8% no lo fue, lo que nos indica que la columna de cromatografia de

 afinidad estaba lista para ser utilizada.

ELUCION DEL FACIOR  HEMAGLUTINANTE  MEDIANTE

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD (Aminofenil-Tiogalactopiranosido)

EPITELIO INTERSITIO.

La tabla:1 X mues&a que del 100% de proteina adicionada el 85.2% no pudo ser
retenida por la columna de cromatografia de afinidad pero siguio causando
' Hémaglutinacién.

El ’0.5% apa:cnteménte fue retenido por la columna pero no causd

hemaglutinacién.
EPITELIO SITIO. -

La tabla XI nos muestra que del 100% de proteina adicionada el 98.3 no pudo

ser retenida por la columna de cromatografia de afinidad pero esta siguio causando
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hemaglutinacién y en el segundo eluido no se recupero proteina alguna. En ambos casos
se muestra una de cuatro repeticiones.
EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE

DEL EXTRACTO CITOSOLICO

Los experimentos realizados para estudiar la naturaleza quimica del factor que
provo.f.:a la hemaglutinacion demostraron que éste era termoestablq a 56°C pero no a
86°C esta‘l estabilidad se perdid, lo cual se reflejé en la activi&ad aglutinante va que
" observamos que la actividad especifica decrecié de 8.88 2 0, pa;'a el epitelio del sitio de
implantacidn, mieﬁtras que en ‘el epitelio del intersitio la actividad especifica
nuevamente decayé de 1.7 a 0 con lo que se aprecia que en ambos casos la actividad se
vio interferida por' la temperatura ver tabla XII. Se muestra el. promedio de tres

repeticiones.

EXTRACCION LIPIDICA DEL EXTRACTO CITOSOLICO

El interés de realizar este andlisis fue el de descartar la posibilidad de que el
factor que provocaba la hemaglutinacion fuese de na_tﬁraleza lipidica. En la tabla XIII
se observa que dicho factor se encontrd en la'interface (proteica) en mayor proporcién y
en la fase acuosa en menor proporcion, pero no asi en la fase organica (lipidica) con lo
que queda descartado que el factor tenga una naturaleza l.ipidica. Se muestra el

promedio de tres repeticiones.
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EFECTO DE LA TRIPSINA EN LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE
LOS EXTRACTOS CITOSOLICOS

Los extractos fueron tripsinizados como una prueba mas de que ci factor que
causé la hemaglutinacion era de naturaleza proteica ver tabla X1V, en la que se muestra
que la tripsina nulifica la actividad hemaglutinante del factor, al agregar el inhibidor de
tripsina desde el principio del ensayo, la actividad hemaglutinante no se ve afectada

comportandose igual que el control. Se muestra el promedio de tres repeticiones,

36




TABLA Il

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE EXTRACTOS UTERINOS DEL

EPITELIO Y DEL ESTROMA AL DIA 5 DE PRENEZ

EXTRACTO *ACTIVIDAD INHIBIDOR
AGLUTINANTE
A-Crudos
-Ep/si 4 B-lactosar
-Ep/Nsi 4. metil-a-glucdsido r
" P-lactosa 1, L-fucosa p
-Es/si . 8 B-lactosa «
Es/Nsi 8 B-lactosa T
B-Precipitados con
acetona solubles en PBS
-Episi i B-lactosa T
-Ep/Nsi 1 P-lactosa T
-Es/si- 1 B-lactosa T
-Es/Nsi i P-lactosa T
C-Precipitados con
acetona solubles en Triton
X-100 . :
-Epvsi o1 p-lactosa »
-Ep/Nsi 1 B-lactosa ¢
-Es/si 2 Nulo
-Esi/Nsi i Nulo
D-Precipitados con : .
acetona solubles con
desoxicolato
-Ep/si Nulo Nulo
-Ep/Nsi Nulo Nulo
-Es/si Nulo Nulo
-Es/Nsi - Nulo Nulo

* inverso del punto final de aglutinacién

Ep/si.- epitelio sitio
Ep/Nsi.- epitelio intersitio

37

p inhibicion parcial = 50%
T inhibicidn total=100%




TABLA IV

LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE

EXTRACTO ACTIVIDAD ACTIVIDAD INHIBIDOR
AGLUTINANTE * | ESPECIFICA **
A-Citosol
Ep/si 16 6737 B-lactosa T
L-fucosa »
Ep/Nsi 4 35.03 B-lactosa T
L-fucosa p
Esfsi 4 44 .40 B-lactosa T
a-glucosa »
B-glucosa r
- Q-manosa p
L-fucoga p
Es/Nsi 16 131,50 $-lactosa T
B-Microsomas -
Ep/si 0 0
Ep/Nsi 0 0
Es/si 4 62.50 B-lactosap
Es/Nsi i 26.67 - B-lactosa p
C-Lisosomas-
Mitocondrias
Epvsi ' 0 0
Ep/Nsi_ 0 0
Es/si 32 603.77 Nula
Es/Nsi - 8 © 38461 Nula
D-crudo
Ep/si 2 19,51 " PelacT
Ep/Nsi 2 12.70 p-lac T, a-glur
L-fucre
Es/si 8 28.32 fB-lac T
Es/Nsi 4 27.74 B-lac T
* inverso del punto final de aglutinacién p inhibicién parcial = 50%
** actividad aglutinante/mg de proteina T inhibicién total

Ep/si.- epitelio sitio
Ep/Nsi.- epitelio intersitio
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TABLA V

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE EXTRACTOS CITOSOLICOS DE

CELULAS EPITEI-_JALES DE UTERO DE RATA

EXTRACTO | CONCENTRACION | *ACTIVIDAD | **ACTIVIDAD
DE PROTEINAS mg/ml | AGLUTINANTE |  ESPECIFICA
1. 2 3 x [t 213 X 1 2 3 X
Epitelio sitio _ o .
444 18 072 264 |16 16 16 16 |36 88 222 115
23 x 123 x |1 o2 30X
Epitelio intersitio - : '
47 773 235 492 1.7. 21 68 35

8 16 16 13.3

NOTA: Tdos los extractos fueron inhibidos con lactosa
* reciproco del punto final de algutinacion
** actividad aglutinante/mg proteina

e se realizaron 3 experimentos (1,2,3) empletmdo los uteros de 1 ! ratas para  cada uno
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TABLA VI

VALORACION DE LA COLUMNA DE CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

SEFAROSA-ASIALO-FETUINA
PROTEINA *ACTIVIDAD . CUANTIFICACION DE
AGLUTINANTE PROTEINAS mg/m)
A.hypogaea 64 7.540
ELUIDO-1 (PBS-DTT)
No. fraccion
1 nula nula
2 nula nula
3 nula 0.643
4 -nula 0.156
5 nula 0.056
Proteina no retenida 2 0.855
ELUTDO-2(PBS-DTT-LAC)
No. fraccién
1 nula 0.350
2 8 31,640
3 2 0.740
4 2 0.780
5 nula 0.450
Proteina retenida ¥ 5.960
Proteina total recuperada 6.815

* inverso del punto final de aglutinacion
s sc presenta un experimento representativo de cinco
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TABLA VII

ELUCION DEL FACTOR HEMAGLUTINANTE DE CITOSOL DE CELULAS

EPITELIALES DE UTERO AL QUINTO DiA DE PRENEZ

(COLUMNA SEFAROSA-ASIALO-FETUINA)

* inverso de! punto final de aglutinacién
® se presenta un experimento representativo de cuatro
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FRACCION *ACTIVIDAD CUANTIFICACION
CITOSOLICA AGLUTINANTE DEPROTEINAS mg/m}
Epitelio intersitio 16 ' 1.73
ELUIDO-1 (@as-b1T)
No fraccién
1 nula nula
2 nula 0.127 -
3 4 2.100
4 4 2910
5 1 1.020
-6 nula 0.070
7 nula nula
8 nula nula
' Proteina no retenida Y 6.227
ELUIDO-2 (BS-DTT-LAC)
No. fraccion
1 " nula 0.015
2 . nula 0.008
3 nula 0.002
4 . nula 0.0005
5 - mula nula
6 nula nula.
7 ‘nula nula
8 nula nula
Proteina retenida 2 0.02354
Proteina total recuperada 6.25054




TABLA VI

ELUCION DEL FACTOR HEMAGLUTINANTE DE CITOSOL DE CELULAS

EPITELIALES DE UTERO AL QUINTO DiA DE PRENEZ

(COLUMNA SEFAROSA-ASIALO-FETUINA)

FRACCION *ACTIVIDAD CUANTIFICACION DE
CITOSOLICA AGLUTINANTE PROTEINAS mg/ml
Epitelio Sitio 16 4.44
Eluido-1 (PBS-DTT)
No. fraccion
1 2 1.08
2 4 1.13
3 2 1.02
4 nula 0.74
5 nula 0.14
6 nula nula
7 nula 0.0064
8 nula 0.0015
: proteina que no fue retenida > 41179
Eluido-2(PBS-DTT-LAC)
No. fraccién
1 nula nula
2 nula nula
3 nula nula
4 nula nula
5 nula nula
7 nula nula
8 nula nula
- Proteina retenida 0.0000
Proteina tota! recuperada 41179

* inverso del punto final de aglutinacién
® se presenta un experimento representativo de cuatro
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TABLA IX

VALORACION DE LA COLUMNA DE CROMATOGRAF{A DE AFINIDAD

AMINOFENIL-TIOGALACTOPIRANOSIDO

PROTEINA *ACTIVIDAD CUANTIFICACION DE
, AGLUTINANTE PROTEINAS mg/ml
A hypogaea 64 8.023
ELUIDO-1 (¢BS-DTT)
No. fraccién
1 nula nula
2 nula nula
3 nula nula
4 nula 0.52 .
5 nula 0.35
Proteina no retenida ) 2.0.87
ELUIDO-2(PB5-DTT-LAC)
" No. fraccién
1 nula 0.402
2 8 4,100
3 2 0.807
4 2 0.705
5 nula 0.125
Proteina retenida ¥ 6.139
Proteina total recuperada 7.009

* inverso del punto fina) de aglutinacion
® se presenta un experimento representativo'de cinco
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TABLA X

ELUCION DEL FACTOR HEMAGLUTINANTE DE CITOSOL DE CELULAS

EPITELIALES DE UTERO AL QUINTO DiA DE PRENEZ

(COLUMNA AMINOFENIL-TIOGALACTOPIRANOSIDO)

FRACCION *ACTIVIDAD CUANTIFICACION
CITOSOLICA AGLUTINANTE DEPROTEINAS mg/ml
Epitelio intersitio 8 5.88
ELUIDO-1 (PBS-DTT)
No fraccién
1 nula 0.84
2 2 1.43
3 4 1.45
4 2 097
57 nula 0.25
6 nula 0.03
7 nula 0.02
] nula 0.02
, " Proteina no retenida ¥ 5.01
ELUIDO-2 (PBS-DTT-LAC)
No. fraccién
1 nuia 0.0130
2 nula 0.0107
3 nula 0.0042
4 nula 0.0030
5 nula 0.00085
6 nula 0.00035
7 nula nula
8 nula nula
Protefna retenida 200321
Proteina total recuperada 5.0421

* inverso del punto final de aglutinacién
& se presenta un experimento representativo de cuatro




TABLA X1

ELUCION DEL FACTOR HEMAGLUTINANTE DE CITOSOL DE CELULAS

EPITELIALES DE UTERO AL QUINTO DiA DE PRENEZ,

{COLUMNA AMINOFENIL-TIOGALACTOPIRANOSIDO)

FRACCION *ACTIVIDAD CUANTIFICACION DE
CITOSOLICA AGLUTINANTE PROTEINAS mg/ml
Epitelio Sitio 16 4.13
Elnido-1 (pBS-DTT)
No. fraccion
1 2 1.030
2 4 1.250
3 2 1.020
4 nula 0.750
5 nula - 0.006
[ nula 0.003
7 nula nula
8 nula nula
proteina que no fue retenida > 4.059
Eluido-2(PBS-DTT-LAC)
No. fraccion
i nula nula
2 nula nula
3 nula nula
4 nula nula
5 nula nula
7 ‘nula nula
8 . nula nufa
- Proteina retenida 0.0000
Proteina total recuperada 4.059

* inverso del punto final de aglutinacion
® sc presenta un experimento representativo de cuatro

45




TABLA XII
EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD DEL FACTOR

HEMAGLUTINANTE

*Actividad Aglutinante |**Actividad Especifica

Epitelio sitio

56°C i6 8.88
86°C 0 222

- 25°C . 16 8.38

Epitelio intersitio

56°C 8 1.70
86° 0 0.20
25°C : 3 1.70

* inverso del punto final de aglutinacion
** actividad aglutinante/mg de proteina
® se muestra el promedio de tres repeticiones
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TABLA XIII
EXTRACCION LIPIDICA EN LA FRACCION CITOSOLICA CON
ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE CELULAS EPITELIALES DE UTERO

DE RATA AL QUINTO DA DE PRENEZ

*ACTIVIDAD AGLUTINANTE
Fases . SIro INTERSITIO
Acuosa 4 ‘ '2
Proteica 16 8
Lipidica Nula Nula
Control : 16 8

* inverso del punto final de aglutinacion
* se muestra el promedio de tres repeticiones
TABLA XIV _
EFECTO DE LA TRIPSINA SOBRE EL FACTOR HEMACLUTIN_ANTE DE

LAS FRACCIONES CITOSOLICAS

TRIPSINA MAS _
ESTRACTO TRIPSINA INHIBIDOR DE | CONTROL
_ TRIPSINA
Epitelio sitio Nula 16 , 16
Epitelio intersitio Nula 16 16

* inverso del punto final de aglutinacion
** actividad aglutinante/mg de proteina T inhibicién total
& 'se muestra e} promedio de tres repeticiones '
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DISCUSION DE RESULTADOS.

Esta bien establecido que los eventes morfologicos y bioquimicos que ocurren
durante el proceso de implantacién del blastocisto varian considerablemente entre las
diferentes especies de mamiferos.

El estudio de la bioquimica del endometrio presenta gran interés por su funcién
especial dentro de la reproduccidn, estando sujeto a variaciones ciclicas dependientes
de la accion de hormonas ovaricas. Asi mismo, sus cambios tienen una estrecha
dependencia con el embarazo e implantacion, el andlisis de estos cambios no siempre
son faciles por los miltiples factores implicados, por otvo lado, también el tipo de
respuesta a hormonas puede vartar acorde 2 un estado fisiologico uterino especifico,
tenemos por ejemplo que durante el embarazo temprano, son las células del estroma las
que se dividen por la accién de los estrogenos y no las células epiteliales y glandulares

como ocurre durante la fase proliferativa del endometrio (Psychoyos, 1973).

Son dos los componentes basicos requeridos para que se lleve a cabo la
iﬁ\plantacién: un blastocisto maduro, libre de la zona pelicida y un dtero acondicionado
debidamente.

EJ presente trabajo se orientd basicamente al estudio de proteinas citosolicas que

causan aglutinacién de eritrocitos como lo hacen las lectinas solubles, éstas fueron
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obtenidas de células epiteliales del Gtero de la rata al quinto dia de gestacién. Algunos
estudios presentan evidencias de que las lectinas sotubles juegan un papel importante en
el desarroilo embrionario, asi como en Ia implantacién del blastoc.;isto. La importancia
de las lectinas solubles durante el desarrollo embrionario se a observado en eﬁpecies
como Xenopus laevis (Barondes y Roberson, 1983) y embrionés de cerdo, donde han
encontrado que dos lectinas que unen lactosa estan presentes en las células que migran
dur_amte la gastrulacién (Levi y Teichber, 1989). Estos autores también sugieren que
interécciones entre lectinas y é]icoconjugados podrian jugar un papel importante en los
cambios dindmicos del ambiente extracelularldu:ante la embriogénesis de esas especies.

_En el trabajo desarrollado por Poirer y col. (1992), demuestran la presencia de
una lectina (Lect-14), en las células del trofectodermo al cuarto dia y medio de
gestacion. Es importante sefiatar la pre;encia de otras moléculas como el receptor de
LNF-1 éue participan en el anclaje del blastocisto v que al iéual que Lect-14 aparece al
cuarto dia y medio de gestaciéﬁ. Linderberg y col. {1990);, menciona adémﬁs que los
eventos clave que controlan la implantaciéh podrian ser interacciones. entre
glicoconjugados acarreadores de LNF-1 en el epitelio uterino y su receptor en la
supe'l;ﬁcie expandida del blastocisto. ' |

Por otro lado en un trabajo- recn;eﬁte realizﬁdo por Brooke y col (1996).
demuestra la presencia de dos galectinas ( lectinas que reconocen Ia'ctbsa), identificadas
como galectin-1 (14 kDa) y galectin-3 (30 kDa)} localizadas en el comblejo atero-

placentario del raton.
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En sus resultados determinan la localizacion y el papel que podrian desempefiar
estas proteinas en el complejo tero-placentario. Determinan la localizacién de
galectin-1 ¢n todos los tejidos del complejo Otero-placentario y ademas en uteros de
herﬁbras no preiiadas, por lo que se piensa que su funcion es de mantenimiento
primordialmente, mientras que galectin-3 solo se presenta en hembras prefiadas y
especificamente localizada en aquellos tejidos que forman en la interface feto-maternal.

Los resultados en el presente trabajo muestran la presencia de un factor en el
citosol de células epiteliales de Otero de rata al quinto dia de prefiez, en la tabla I se
muestran los ensayos preliminares para determinar la presencia de actividad aglutinante
en el epitelio y el estroma del sitio de implantacién y del intersitio en esta se observa
una actividad ligera en ambos tejidos, como se pude apreciar se utilizaron dos
difbrent;as detergentes para desprender las proteinas de —la membrana celular; la

~actividad solo se mantiene con Triton-X-100 y en presencia de Desoxicolato no se
detecta actividad aglutinante. En la tabla 1V se muestran los resultados de los ensayos
encaminados. a estudiar la distnbucién subcelular de la actividad aglutinante
encm.)ntréndose dicha actividad en el citosol dt.;: células epitelieles y no asi en las demas
fracciones; aunque la actividad fue constante en todas las fracciones de las células del
estroma uterino no eran nuestro objeto de estudio, en la t:;bla V se muestra una sene de
tres experimentos, realizados en el citosol de las células del epitelio uterino dividide en
sitio de implantacién e intersitio, con ¢l objeto de comprobar la repetitividad de la

actividad, los datos nos muestran que la actividad aglutinante es similar en los dos

50



extractos; pero la actividad especifica muestra diferencias muy marcadas, se puede
apreciar un incremento en el citosol de'las células del epitelio del sitio de implantacisn
con respecto de la actividad especiﬁcg del citosol de las células del intersitio. Este
factor muestra las mismas caracteristicas que las lectinas del tipo soluble como son la
capacidad de aglutinar células, en este caso los eritrocitos de conejo fijados, la
especificidad para reconocer lactosa, determinado pof la inhibicion de Ia
hemaglutinacion con dicho carbohidrato y la solubilidad en solucién amortiguadora. En
vista de que todo parecia indicar que este factor se trataba de una galectina se im;entd
purificar con cromatografia de afinidad para este tipo de lectinas, utilizando 2 tipos de
columnas que contienen residuos de galactosa. Los resultados que se muestran en las
tablas VI y IX nos }ndican un comportamiento constante en ambas columnas con
respecto a su valoracién. La columna de sefarosa asialofetuina retuvo el 79.05% de la
lectina de Arachis hipogqed yla cc.alumna_de aminofenil tiogalactopiranosido retu_vo el
76.5% de la misma proieina, lo ciue nos indica que la columna funcioné
adecuadamente; una vez que la; columnas fueron valoradas realizamos la elucién de .
" nuestro factor; en Iés tablas VII (intersitic) y VIII (sitio) se muestra. la elucién del factor
- a través de la columna de asialo-fetuina-y como se puede apreciar el fuﬁr no fue
retenido por la columna; enlas teblas X (intersitio) y X1 (siﬁo) se muestra ia elucién del
factor a través de la columna de aminofenil tiogalactopiranosido presentando el mismo
comportamiento de la otra columna; esto podia deberse a que el factor se haya

desnaturalizado y perdido su actividad, sin embargo después de pasar por la columna y
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no ser retenido, este seguia conservando la actividad hemaglutinante, la cual seguia
siendo inhibida por B-lactosa. En las tablas XI y X1iI se muestran los resultados de los
ensayos para determinar la naturaleza del factor estos resultados nos dicen que el factor
presentaba cierta inestabilidad a la temperatura ya que a 86°C la m:ti\;idad aglutinante
se perdidé por completo; no asi a 25°C y 56°C. En la extraccién lipidica efectuada al
extracto se encontré actividad en las fases broteica con mayor intensidad y en la acuosa
con menor intensidad noh asi en la fase lipidica en donde no se encontré actividad
aghutinante con lo que podemos descartar que el factor fuera de naturaleza lipidica. En
la tabla XIV se muestran los resultados del efecto de la tripsina en la actividad
aglutinante del factor y en este caso podemos ver que el factor era sensible a ésta ya que
se perdié toda la actividad en presenlcia de la tripsina, no asf cuando el inhibidor de
tripsina era agregado desde el inicio del ensayo en donde se mantuvo la actividad de
manera similar que en el control; estos ensayos arrojaron evidencias de que el factor era
de naturaleza proteica.
| Todo lo anterior nos puede indicar que se trata de otro tipo de lectina con baja
afinidad a lactosa o que requiere de algin compuesto que aumente su afinidad a ella, el
cual se perderia dumn—tc el paso por la columna de afinidad.
Se requieren mds estudios para conocer més este factor y disefiar una estrategia
metodologica para purificar y Mﬁwlo, como el uso de estromas de eritrocitos

fijados con glutaraldehido y usando como soporte el sefadex G-50 0 G-25.
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Dicho factor Potencialmente podria desempefiar una funcidn importante durante
la implantacién embrionaria ya que podria participar en regular ¢l reconocimiento
célula-célula o célula-sustrato puesto que tigne sities de union a galactosa.

El factor se localizd en todo el epitelio uterino y no estaba restringido a el sitio
de implantaci6n lo que confirma que existen por lo menos dos tipos de lectinas a.ﬁues a
galactosa y que participan en diferentes eventos durante el proceso del embarazo como

lo mencionan Brooke y col (1996).
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CONCLUSIONES.

o El epitelio y ¢l estroma de Utero de rata gestante en el periodo de preimplantacién
poseen actividad hemaglutinante con especificidad a f-lactosa.

e Por su sensibilidad al tratamiento térmico y a tripsina asi como su solubilidad, podemos
concluir que el factor que causa la actividad hemaglutinante es de naturaleza proteica.
Conjuntamente con el hecho de que la actividad hemaglutinante fue inhibida por p-
lactosa y no por otros glucésidos estudiados, los resultados obtenidos sugieren
fuertemente la existencia de por los menos una lectina capaz de reconocer residuos de
B-lactosa en el epitelio y estroma uterinos.

¢ FEl estudio realizado con el propdsito de estudiar la distribucién subcelular de la
actividad hemaglutinante en las dos estirpes celulares mostré que en el epitelio, la
actividad estd confinada en el citosol; en contraste, el tejido estromal mostré mayor
heterogeneidad, ya que se encontrd actividad hemaglutinante en todas las fracciones
subcelufares estudizdas. Sin embargo, la actividad hemaglutinante especifica para B-
lactosa también mos&é estar confinada en €l citosol &e estas células.

¢ En r;ziacién a la distribucién entre sitios de implantecion y el tejido adyacente
(intersitios), la actividad hemaglutinante citosélica y capaz de ser inhibida por p-lactosa
se comportd de manera diferente en ¢l epitelio y en el estroma: en el epitelio fue mayor

en los sitios de implantacion, mientras que en el estroma fue mayor en los intersitios.




e El factor con actividad hemaglutinante del extracto citosélico del tejido epitelial no fue
retenido por cromatografia de afinidad empleande como ligando a la galactosa; sin
embargo, Ia valoracién de la columna con Ia lectina de Arachis hyogaea, una lectina que.
reconoce y une f-lactosa mostré su funcionalidad.

¢ En base a esto, podemos concluir que la .actividad hemaglutinante del citosol de células

_ epiteliales de itero de rata, estd dada por um fm con ciertos requerin'l‘ie.ntos
extracelulares de unién que no pueden ser satisfechos por nuestro ligando utilizadb
(asialofetuina o tiogalactopiranésido) '

o Seria interesante ei uso de otros ligandos para este propdsito como: fenil-glicésidos,

| glic;)pépﬁdos de asialofetuina o.el empleo de otras co_ndicic;nes ﬁsico—quimic_:as en la

columna que estabiticen Ia union del factor hemaglutinante con la galactosa.
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