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INTRODUCCION 

En los estudios clínicos que se realizaron como au­

xiliares en el diagnóstico de infertilidad en la mujer, des­

tacan los tendientes a esclarecer las características ovula­

torias y de permeabilidad tubaria. Sin embargo en la actual_!. 

dad, es necesario considerar como factores etiológicos impo!:_ 

tantes las posibles fallas en el proceso de implantación, 

mismas que, al no ser tomadas en cuenta, han conducido al 

diagnóstico de la infertilidad idiopática. 

Entre las condiciones necesarias para que se verifi 

que la implantación, destacan los cambios morfológicos y fu_!! 

cionales del endometrio, los cuales están regulados tanto ~­

por factores hormonales (1), como factores locales. De es--­

tos Últimos podríamos sefialar la influencia del espermatozo_!. 

de en el tracto genital de la hembra (2), o del huevo des- -

pu~s de la fertilización (3). 

Desde las primeras observaciones en la coneja (4)-­

se ha demostrado que existe una sincronización entre el dese_ 

rrollo del huevo no implantado y las modificaciones uterinas 

debidas a su presencia en la luz del útero. Dependiendo es-­

tos cambios endometriales de la especie en estudio y del pe­

ríodo que el blastocito permanece "Libre" en el útero, antes 
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de implantarse (5). 

El blastocisto al permanecer varios días en el tra~ 

to genital de la hembra antes de su implantaci6n, deberá co.!! 

tinuar con su diferenciaci6n y desarrollo, de tal manera que 

obtenga las características necesarias que le permitan inte­

raccionar con la pared endometrial (6). 

Dado que las Trompas de Falopio y el útero tienen -

funciones metab6licas específicas en relaci6n al proceso re­

productivo, son precisamente sus secreciones las que facili-· 

tan la fertilizaci6n del 6vulo y la implantaci6n del blasto­

cisto. Estas secreciones cambian continuamente en volumen, -

viscocidad, concentraci6n y tipo de constituyentes, según 

la fase del ciclo reproductor, y muy especialmente en el pe-­

ríodo de la preimplantaci6n (7), habíéndose reportado en esta 

fase modificaciones cualitativas y cuantitativasen componentes 

bioquímicos del endometrio y de los fluídos genitales (8). 

Por ejemplo, se ha demostrado que durante la preim­

plantaci6n algunas proteínas hacen su aparici6n, y otras más 

aumentan su concentraci6n. Esto puede sugerir que estas ma-­

crornoléculas participan en forma importante en los complejos 

fen6menos que involucran la preimplantaci6n y la implanta- -

ci6n 

Analizando por técnicas electroforéticas las prote! 
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nas contenidas en los tejidos de la coneja en estro, se enco_!! 

tr6 que existen dos bandas predominantes que correspondan a -

la albúmina y a la transferrina (9). Sin embargo, en las con~ 

jas embarazadas o pseudoernbarazadas, las rnacroglobulinasy las 

lipoproteínas son las proteínas que se encuentran preferente­

mente aumentadas (10). 

Las hormonas esteroides muestran un efecto importan­

te en la concentraci6n de estas proteínas. Por ejemplo, los -

estr6genos inducen en la coneja, la síntesis de albúmina; 

mientras que los progestágenos la disminuyen pero activan la­

síntesis de prealbúrnina (11). 

En la rata, ios esteroides activan la síntesis de -

proteínas tanto "in vivo" corno "in vitro" (12), efecto que -­

también puede obtenerse con el AMPc (13). 

Algunas proteínas uterinas parecen aumentar progresi 

varnente desde el momento del coito, hasta el séptimo día del­

ernbarazo, encontrándose su rná~irna concentraci6n el día de la­

irnplantac i6n, por lo que han sido llamadas útero-específicas. 

Dentro de estas destaca una, la blastocinina o uter2 

globina, que constituye del 40 al 60% de las proteínas tota-­

les presentes en el lavado del útero de la coneja al quinto -

día post-coito, día seftalado corno día de la irnplantaci6n (14, 

15). 
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Dupont-Mairesse y Galand, demostraron la secreci6n -

de una proteína a los fluÍdos genitales de la rata, inducida-

por los estr6genos. (16, 17, 18). 

Dentro de las proteínas que constituyen los fluÍdos-

uterinos algunas enzimas parecen tener una participaci6n im--

portante para que se lleve a cabo la fertilizaci6n del 6vulo 

(19, 20). Otras intervienen en la decidualización del endome-

trio (21), y otras más facilitan la implantación (22). 

En 1955, Cecilia Lutwak-Mann demostró la participa--

ci6n de la enzima anhidrasa carb6nica endometrial, en los pro 

ceses reproductivos (9). Esta enzima, que es inducida por la-

progesterona, cataliza la reacci6n entre el anhídrido carbóni 

coy el agua, con la formaci6n de iones bicarbonato (23). 

+ anh. car. 
Zn + + 

) 

+ 

Los iones formados 114"y HCO~, tienen un papel decisi-

va en la regulaci6n del pH, tanto del endometrio y sus secre-

cienes, como del oviducto y sus secreciones (24). 

El bicarbonato formado es necesario para que se lle-

ve a cabo la fertilizaci6n del huevo en el oviducto de la ca-

neja, pues produce un aumento en el pH después de la ovula- -
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ción, el cual es también un factor importante para la cis¡>e.E_ 

sión de las células de la corona del óvulo durante la ferti­

lización, además de proveer un medio favorable para el desa­

rrollo del huevo (25). 

Se ha comprobado que el bicarbonato también ayuda a 

la capacitación del espermatozoide, durante su paso por el -

oviducto (26). 

Esta enzima tiene un peso molecular entre 26,000 y-

30,000, con un contenido de 0.187% de zn (27). 

Por medio de una cromatografía en columnas de DEAE­

Sephadex se han identificado tres isoenzimas (A, BY C), -­

las cuales se encuentran distribuidas en distintas proporci~ 

nec, en los diferentes tejidos de mamíferos (28). 

La distribución de la anhidraaa carbónica ha sido -

demostrada por técnicas histológicas, en el tracto reproduc­

tivo del humano y de otros mamíferos. (29). 

Me Intosh en 1970, empleando técnicas electroforéti 

cas, observó en el útero de coneja, una banda de anhidrasa -

carbónica diferente a las isoenzimas ya conocidas (30). En -

1972, Falk y Hodgen demostraron también en el endometrio hu­

mano, la presencia de una isoenzima específica, denominándo­

la "U" (uteroespecífica), la cual aparece fundamentalmente -

en la fase lútea (31). 
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Los estudios en animales de laboratorio han demos-­

trado que la actividad de la anbidrasa carb6nica endometrial 

es sensible a un número considerable de progestágenos. Debi­

do a esto, Miyake y Pincus desde 1958, habían sugerido la d~ 

terminaci6n de la anhidrasa carb6nica como un índice de efi­

ciencia progestogénica (32). 

Se ha determinado la actividad de la anhidrasa car­

b6nica en el moco cervical humano durante el ciclo menstrual 

normal, presentando su mínima actividad cerca del tiempo de­

la ovulaci6n (33). 

Por otro lado, el uso moderno de anticonceptivos, -

ha llevado a los investigadores a estudiar las modificacio-­

nes en la actividad de esta enzima endometrial, debido al -­

uso de los mismos¡ Así se demostr6 que, los anticonceptivos­

orales combinados aumentan los niveles de esta enzima, pero­

no alteran su ciclicidad (34). cuando se utilizan dispositi­

vos intrauterinos se demostr6 que mientras que, con el asa -

de Lippes no se altera su actividad endometrial, si es afec­

tada por los dispositivos que contienen cobre que se sabe­

alteran la concentraci6n del Zn en endometrio, disminuyendo­

la actividad de la enzima en la fase lútea y por lo tanto m.2_ 

dificando de alguna manera a las enzimas dependientes del zn 

(35). 
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En la actualidad se considera que la anhidrasa carb2 

nica debe tener una funci6n muy importante en la preimplanta­

ci6n (36), sugiriéndose incluso, que su inhibici6n, pudiera -

considerarse como un método anticonceptivo eficiente (37). 

Otras enzimas también tienen participaci6n importan­

te en estos procesos de la reproducci6n. 

Rosenfield en 1977, inform6 de la presencia de dos -

peptidasas en el ~tero de la rata, una de las cuales depende­

su funci6n de la concentraci6n de estr6genos y progesterona ·­

en (38) y la otra se ha relacionado con la lisis de la zona -

pel~cida del huevo y la penetraci6n del 6vulo por el esperma­

tozoide (39). Este autor sugiere que la acci6n de estas enzi­

mas es secuencial. 

Krichner y col. demostraron la presencia de una pro-­

teasa en la fracci6n de B-glicoproteínas de lavados uterinos­

de coneja, con una actividad máxima al quinto día post-coito­

y que es regulada por las hormonas ováricas (40). 

Ha sido demostrado por Ganguly y col, que la sialid~ 

ea o neuraminidasa pudiera tener un efecto importante sobre -

la polaridad de la superficie endometrial, ya·que al modifi-­

carse las cargas de la superficie, se modifica la interacci6n 

entre el huevo y el endometrio, requisito necesario para que­

se verifique la implantaci6n (41). 
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En el tejido endometrial y los fluÍdos uterinos de­

la mujer, la actividad de la neuraminidasa puede ser impor-­

tante y tener un efecto considerable, ya que aumenta de la -

fase proliferativa a la fase secretora. La mayor actividad-­

de esta enzima se encuentra durante el período de implanta-­

ci6n y en el embarazo temprano (42). 

Tambi6n la concentraci6n de componentes químicos cg_ 

mo ácido siálico, parecen estar regulados por las hormonas -

sexuales. Por ejemplo en la rata, se observa una alta conce~ 

traci6n de este compuesto el primero y cuarto día post-coito 

coincidiendoel primero con el pico de estr6genos en el proe.!!_ 

tro y el segundo con la descarga de estr6genos que ocurre a~ 

tes de la implantaci6n (43). 

En el rat6n, al tratamiento del útero con neuramini 

dasa, en un período entre el primero y quinto día del embar~ 

zo, produce una disminuci6n en el número de implantes, proh2. 

blemente al evitar la interacci6n del blastocisto;con el en­

dometrio, lo cual demuestra el importante 1?9pel del ácido -­

siálico en estos procesos (44). 

Rosado y col. encontraron en el endometrio humano-­

mayor concentraci6n de ácido siálico en la fase secretora, -

que en la fase proliferativa; y que la presencia de disposi­

tivos intrauterinos aumenta considerablemente la concentr~ 
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ci6n de este ~cido en el útero (45). 

Por otro lado, el espermatozoide de mam!fero, al P2 

nerse en contacto con las secreciones y tejidos genitales de 

la hembra, especialmente en la mucosa endometrial y las tro.!!! 

pas de Falopio, presenta una serie de modificaciones estruc­

turales y funcionales, las cuales han sido inclu!das bajo el 

término de "capacitaci6n"~ 

Para que este proceso de capacitaci6n se lleva a C,! 

bo, se requieren condiciones esenciales como son: 

- Niveles hormonales adecuados en la hembra (46, 47) 

- Una fuerza i6nica y un ~H adecuados (48). 

- Espermatozoides estructural y metabolicamente nor-

males (49). 

Las modificaciones que se observan en el espermato--

zoide durante el proceso de la capacitaci6n son: 

- Aumento en la viabilidad y en la movilidad (SO). 

- Aumento en el consumo de ox!geno (51). 

- Aumento de la glic6lisis, cilco de 1<rebs y ciclo--

de las pentosas (52). 

- Disminución de la polaridad de la menbrana y modi­

ficaciones de la carga de superficie (53). 

Aunque se conoce muy poco acerca de los mecanismos -

involucrados en el transporte del espermatozoide a través del 
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tracto genital femenino, se ha postulado que se debe a su -­

propia movilidad, la cual puede verse afectada bioquímicame~ 

te por constituyentes de las secreciones de la hembra. 

Es importante considerar también, 'el efecto que ti~ 

nen algunas hormonas sobre el metabolismo del espermatozoide 

de mamífero. Mientras las hormonas de ti90 proteínico aumen­

tan su metabolismo, las hormonas.esteroides lo disminuyen --

(54). 

se acepta en la actualidad que la capacitaci6n no 

se lleva a cabo por un efecto directo del endometrio, sino -

por un mecanismo que involucra a las moléculas presentes en­

las secreciones vaginales y foliculares de la hembra, como -

son esteroides, enzimas, proteínas, etc. (55). 

Ya que se han demostrado que se requieren diez ho-­

ras para que se efectúe la capacitación del gameto masculino 

de conejo (25), este tiempo podría ser suficiente para que -

~1 espermatozoide pueda inducir cambios metabólicos y estru.s 

turales importantes en la célula endometrial, que originen -

una respuesta ¡ara modificar. al espermatozoide. 

Por todo lo anteriormente ezpuesto, el objeto de e~ 

te trabajo es considerar la posible función que el gameto 

masculino pueda tener como inducT.or. de su propia capacita- -

ci6n, al interaccionar con las células endometriales de la--
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hembra. 

Para ello se c<ituél.ió tanto la variación del patr6n­

electroforético de las proteínas endometriales, como la acti, 

vidad de las isoenzimas A y B de la anhidrasa carbónica en -

el útero de coneja, al introducir espermatozoides al Útero -

durante diferentes tiempos y condiciones. 
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MATERIAL Y METODO 

1.- Animales de experimentaci6n e inseminaci6n. 

Se utilizaron conejas Nueva Zelandia adultas, con -

un peso de 4.5± 0.2 Kg, las cuales recibieron 48 horas antes 

del experimento, una inyecci6n de 150 UI de gonadotropinas -

séricas de yegua embarazada (PMSG Sigma Chem.). para inducir 

el desarrollo folicular y mantener a la coneja, que no tiene 

ciclo hormonal, en condiciones end6crinas estables, (47). 

Las conejas fueron intervenidas quirúrgicamente pa­

ra ser inseminadas por vía abdominal. Antes de la insemina-­

ción, los cuernos uterinos fueron ligados en sus extremos --

distal y proximal a la vagina, para impedir la intercomunic~ 

ci6n de fluidos entre ambos cuernos. 

Se colocaron en uno de los cuernos, 0.5 ml. de sol~ 

ción salina isot6nica conteniendo 5 X 107 espermatozoides 

preincubados en las diferentes condiciones que se detallan -

posteriormente. El cuerno contralateral sirvió como control­

al incubar en él, 0.5 ml. de solución salina ó 50 mg de se-­

phadex superfino, suspendido en o.s ml. de la misma soluci6n. 

Este Último control se utiliza para eliminar cual-­

quier efecto que pudiera tener el espermatozoide sobre endo­

metrio como cuerpo extraBo, y así afectar los parámetros en-
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estudio. 

Los controles y los espermatozoides preincubados en­

soluci6n salina, permanecieron incubados en los cuernos ute-­

rinos por tiempos que variaron de O a 12 horas. 

Los experimentos en donde los espermatozoides fueron 

tratados previamente con alguna de las enzimas que se descri­

ben a continuaci6n, la incubaci6n en el útero de las conejas­

fué a un tiempo fijo de 10 horas. 

2. - Espermatozoides. 

El semen de conejo, colectado en una vagina artifi-­

cial a una temperatura de 40ºC, fué centrifugado durante 10 -

minutos a 3,000 xg, desechando el plasma seminal y utilizando 

solo el paquete celular. Este se suspendi6 en NaCl 0.15 M a -

37ºC y se determin6 la viabilidad, movilidad y número de es-­

permatozoides 1 ajustándose finalmente a 5 X 107 células por -

cada 0.5 ml. de soluci6n salina. 

Esta suspensi6n fué preincubada, por separado, dura!!. 

te 30 minutos a 37°c., en cada uno de los tres sistemas siguie!!. 

tes: l.- 0.5 ml. de la suspensi6n. 

2.- 0.5 ml. de la suspensi6n más 535 UI de tripsina. 

3.- 0.5 ml. de la suspensi6n más lX 105 UI de neu--

raminidasa. 

Al final de la incubaci6n, todas las muestras se ce!!_ 
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trifugaron a 3,000 xg durante 10 minutos y los espermatozoi­

des fueron lavados varias veces con solución salina isotóni­

ca y centrifugados a la misma velocidad. Finalmente se resu.!!_ 

pendieron en un volumen final de 0.5 ml. de Nacl 0,15 M para 

ser utilizados en la inseminación. 

En los sobrenadantea obtenidos de las diferentes -­

preincubacionea, se determinó la concentración de proteínas­

y ácido siálico, para comprobar la acción de las dos enzimas 

adicionadas. 

3.- Endometrio. 

Las conejas inseminadas con loa diferentes grupos -

de espermatozoides fueron sacrificadas a diversos tiempos. 

El útero se lavó varias veces con solución salina 

isotónica para eliminar loa espermatozoides de la superficie, 

se abrió cada cuerno a lo largo y se fijaron a una tabla con 

alf ilerea. 

El endometrio obtenido por medio de un raspado de -

la cara interna del útero, se pesó y homogeneizó en NaCl --

0, 15 M a una proporción de 20% (P/V). 

Una alícuota del homogeneizado fué centrifugada a-

3, 000 xg durante 10 minutos y el sobrenadante fue utilizado­

para las siguientes determinaciones; 
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3.1. neterminaci6n espectofotomátrica de las isoenzimas By­

e de la anhidrasa carb6nica. 

Se sigui6 la tácnica descrita por verpoorte y col -

(56) en la que se aprovecha la característica de la anhidra­

sa de actuar como esterasa. La reacci6n se realiza en un vo­

lumen final de 1 ml. con 10 µl de la muestra y utilizando co­

mo sustratos el p-nitro-fenil-acetato 0.2 IUM para la isoenzi­

ma e, y a un pH 6ptimo de 6.8 en blffer de fosfatos 0.1 M; y­

el o-nitro-fenil-acetato 0.2 mM a un pH 6ptimo de 7.3 en bu-­

ffer de fosfatos 0.1 M, para la isoenzima B. 

En ambos casos se adicionaron 50 ul del sustrato, -

para la reacci6n de hidr6lisis del áster correspondiente. 

El registro contínuo de la aparici6n de los compue.!!_ 

tos coloridos, p-nitrofenol y o-nitro fenal, respectivamente, 

se obtuvo empleando un espectofot6metro UNICAM modeloSP-1800 

- - a una longitud de onda de 400 nm y a una temperatura de-

25ºC. 

3.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida. 

Se prepararon geles de 7 X 75 mm, utilizando acril­

lamida al 7% y bis-acrilamida al 0.2%. 

Las· muestras que se utilizaron, fueron volúmenes -­

que corresponden a 200 ug de proteínas para cada una, y se -

colocaron en los geles. 
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La corrida fué hecha con una corriente de 5 mv/ gel, 

en buffer de tris-glicina a un pH de 8,3, hasta que el indic~ 

dor azul de Bromo cresol se localiza~ a 5 mm del final del--

gel. 

La presencia de proteínas se revel6 con azul de Coo­

masie al 0.05% en ácido tricloroacético al 12.5%. 

Los perfiles de las_ proteínas teffidas fueron obteni­

dos en los geles completos empleando el dispositivo de barri­

do accesorio a un espectofot6metro Gilford, modelo 2400 s. 

3. 3. Otras Pruebas. 

como Índice de referencia, se determin6 la concen--­

traci6n de DNA por el método de la difenil-amina (57) y la -­

concentraci6n de proteínas por el método de L::twry (58). 

Los resultados obtenidos fueron analizados por la -­

prueba de "t" de Student para muestras no pareadas. 
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RESULTADOS 

Actividad de Anhidrasa carbónica. 

Al estudiar la actividad de las dos isoenzimas de la 

anhidrasa carbónica endometrial, se encontr6 gue en condicio­

nes basales, la isoenzima e presenta una mayor actividad que­

la isoenzima B, manteni~ndose esta situaci6n en todas las di­

ferentes oondicionesaunque en proporciones variables. 

En los eKperimentos en que se incubaron los esperma­

tozoides en el útero de la coneja, por tiempos variables en-­

tre 2 y 10 horas, se observó un aumento en la actividad de la 

enzima endometrial, proporcional al tiempo de permanencia del 

gameto masculino en el útero. (Tabla l. Fig, 1). 

Se observan diferencias significativas estadística-­

mente desde las dos horas en el caso de la isoenzima e, y de! 

de las seis horas en el caso de la isoenzima B, cuando se co~ 

paran con los valores de los controles. Ya a las 8 y 10 horas, 

el incremento de la actividad enzimática muestra poca diferen 

cía y no significativa entre sí. 

Así observamos un máximo en la actividad desde las -

B horas para la isoenzima e, y desde las 10 horas para la is2 

enzima B, hasta las 12 horas que se determin6 en los eKperi-­

mentos efectuados. 
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una vez establecido el tiem¡;io de máKirna actividad de 

las dos isoenzimas, se decidio realizar los siguientes eKper.:!:, 

mentes con 10 horas de incubaci6n de los espermatozoides en -

el út~ro, tiempo que concuerda con el reportado por algunos -

autores, como el tiempo necesario para que se lleve a cabo la 

capacitaci6n del gameto masculino de conejo. 

Efecto del espermatozoide tratado con sialidasa y tripsina so 

bre la actividad de la anhidrasa carb6nica endometrial. 

r.a tabla 11 muestra que la presencia en el útero de­

la coneja, de partículas inertes como el Sephadex, no modifi­

ca la actividad basal de las dos isoenzimas de la anhidrasa-­

carb6nica. 

En cambio, los esp2rmatozoides pre-incubados con ne:!! 

raminidasa (Grupo D ), producen un marcado aumento en la acti 

vidad de ambas isoenzimas, teniéndo un efecto mayor sobre la­

isoenzima B, cuando se compara con la presencia del esperma-­

tozoide sin tratamiento (Grupo e). 

La preincubaci6n de los gametos con tripsina (Grupo­

E) modifica de tal manera al espermatozoide que éste, no es -

capaz de producir ningún efecto sobre la actividad de la anhi 

drasa carb6nica, siendo sus valores tan bajos como los contrE_ 

les (Grupos A y B). 
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Electroforesis. 

En la Fig. 2 se presentan los trazos obtenidos en el 

espectofot6metro, de los patrones electrofor~ticos de las 

proteínas ·endometriales de los cuatro grupos experimentales. 

En estos experimentos se corrieron como control, - -

muestras de plasma sanguíneo de una coneja (Perfil A), y del­

plasma seminal de uno de los machos empleados (Perfil B). 

Al comparar el patr6n de las proteínas del endome- -

trio en el que se incubaron espermatozoides en soluci6n sali­

na (Perfil D), con el patr6n del endometrio control (Perfil -

e), se observ6 que en el primero existe un aumento en la in-­

tensidad de una banda que se localiza en la zona descrita pa­

ra las glicoproteínas, el cual se hace ~s pronunciado en el­

trazo de las proteínas del endometrio en el que se incubaron­

los espermatozoides previamente tratados con sialidasa (Per-­

fil E). 

En cambio, para el endometrio que estuvo en contacto 

con los espermatozoides tratados con tripsina, el patr6n ele~ 

trofor~tico, (Perfil F), es diferente a los anteriores, e in­

cluso diferente al endometrio control. 

Al comparar la movilidad relativa de las bandas en-­

centradas en el endometrio incubado en ausencia o presencia -

de espermatozoides, se encontr6 una banda con un Rf de 0.47,-
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que se observa solamente en el endomstrio que ha estado en -

contacto con los espermatozoides y que no está presente en -

el endorretrio control. (b'ig. 3). 

Determinaci6n de ácido siálico y proteínas en el sobrenadan­

te de las incubaciones de los espermatozoides con tripsina y 

sialidaaa. 

En el sobrenadante do los espermatozoides preincub,e. 

dos con sialidasa, se obtuvieron valorea de ácido siálico li 

berado que varían entre 2.5 - 2.3 ug/ml lo que equivale a 

l. 25 - l. 75 u;¡/ 5 X 107 células. 

En el sobrenadante de aquellos espermatozoides pre­

::.ncubados con tripsina, los valores de proteínas liberadas -

de las células fué de 1.5 - 4.5 mg / ml, lo que equivale a -

0.75 - 2.25 mg/ 5 X 107 células. 

Estos valores tienen un rango mucho mayor debido a­

la acci6n tan inespec!fica de hidr6lisis de la tripsina so-­

bre las proteínas superficiales del espermatozoide. 

Se midi6 la concentraci6n tanto de ácido siálico c2 

mo de proteínas a los sobrenadantes de los espermatozoides -

preincubados solamente en soluci6n salina isot6nica, y estos 

no dieron ninguna reacci6n con el reactivo de IJ:Mry, ni para 

á'.cido siá'.lico • 



'rABLA I 

ACTIVIDAD DE ANHIDRASA CARBONICA ENDOMETRIAL EN PRESENCIA DEL ESPERMATOZOIDE 

No. DE TIEMPO nmolas nitrofenol/min/mg 

EXPERIMENTOS EN HRS. ISOENZIMA B ISOENZIMA C 
x ± EE X ± EE 

21 o 0.06 ± 0.01 0.36 ± o.os 

6 2 0.12 ± 0.01 o.93 ± o.19 

6 4 0.18 ± 0.01 1.86 ± o.31 

s 6 0.45 ± 0.09 2.71 ± o.38 

6 8 O.S6 ± o.os 3.13 ± o.4o 

9 10 o. 70 ± 0.12 2.72±0.39 

6 12 O. 71 ± O.ll 2.80 ± o.37 

~ P ~o.os cuando se compara con.el tiempo cero 

P < 0.001 cuando se compara con el tiempo cero 

DNA 

ENZIMA TOTAL 
x ± EE 

0.42 ± o.os 

l.os ± 0.22* 

2.04 ± o.3o 

3.lS ± 0.43 

3.66 ± 0.51 

3.42 ± o.42 

3.so ± o.41 

"' "' 



T A B L A II 

ACTIVIDAD DE ANHIDRASA CARBONICA EN ENDOMETRIO DE CONEJA 

No, DE 
EXPERIMENTOS 

21 

6 

9 

s 

s 

GRUPO 

A 

B 

e 

D 

E 

TRATAMIENTO* 

NaCl 0,lSM 

Sephadex 
G-75 Superfino 

Espermatozoides 

Espermatozoides 
preincubados con 
sialidasa 

Espermatozoides 
preincubados con 
tripsina 

ISOENZIMA B 
X ± EE 

O.OS9 + 0.01 

0.075 : o. 02 

o. 700 ! 0.12& 

4,300 + o.73& 

O.OS4 ! 0.01 

* Se coloca en utero .!n vivo durante 10 hrs. 

& p ~ 0.001 cuando se compara con los grupos A y B. 

nmolas/min/mg DNA 
ISOENZIMI\. C 

X ± EE 

0.363 :!: o.os 

0.480 ~ 0,03 

2.721 :!: 0,39& 

3,300 :!: 0.51& 

o.sao ! o.o9 

ENZIMA TOTAL 
X ± EE 

0.422 :!: o.os 

O.S55 : 0.03 

+ & 3.420 - 0.42 

7.600 ! 0.7S& 

0.920 ! 0.20 

"' "' 
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A B e o E F 

(A) PLASMA SANGUINEO, (8) PLASMA -
SEMINAL, (C) ENDOMETRIO, (D) ENDOME-

TRIO CON ESPERMATOZOIDES SIN TRATA­

MIENTO, (E) ENDOMETRIO CON ESPERMA­

TOZOIDES TRATADOS CON SIALIDASA, (F) 

ENDOMETRIO CON ESPERMATOZOIDES T~ 

TADOS CON TRIPSINA. 

FIG. 2 



SUERO 

0.51-

0.~3-

Homoo¡lot>r4 
Ubre 0.62-

0.66-

26 

ENDOMETRIO -------­MOVILIDAD 
RELATIVA 

(Mrl 

8 o 
0.03-
0.05-

0.31-

ALBUMINA 

CONTROL 
EC 

CON ESPZ. 
ES 

FIG. 3 
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DISCUSION 

La presencia de la anhidrasa carb6nica en el tracto-

genital femenino (19) y su ~ctividad para regular la concen--

traci6n de co
2

(59), puede ser la respuesta de varios fen6me-­

nos importantes en los procesos reproductivos. Por ejemplo, -

la presencia del i6n HCO- tanto en útero como en trompas (24) 
3 

y su efecto capacitante sobre el gameto masculino (26), faci-

lita la fertilizaci6n del 6vulo en las trompas de Falopio ---

(25). 

Al mismo tiempo esta enzima está relacionada con la-

regulaci6n del pH uterino (60). 

Además, se sabe que la anhidrasa carb6nica es una de 
\ 

las enzimas más importantes en los procesos de implantaci6n -

(61), demostrándose recientemente una actividad menor en loa-

sitios de implante o sea los sitios de uni6n del blastocisto-

al endometrio, que en el resto del útero, lo que aparentemente 

permite una mejor interacci6n entre el blastocisto y el epit~ 

lio endometrial (62). 

La actividad de la anhidrasa carb6nica es regulada -

por las hormonas esteroides, actuando en ciertas especies co-

mo activadores (19), mientras que .. en otras lo hacen como inhi 

bidores (62). 

Recientemente Falk y Hodgen (31) encontraron en el -
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útero de la mujer y de la coneja una isoenzima uteroespecÍfi­

ca, a la que denominaron isoenzima u. la cual aparece solameg 

te en la fase lútea, lo que demuestra una regulaci6n de esta­

enzima por la progesterona (19). 

Por todo lo anterior se plane6 estudiar el efecto -­

que podría tener el espermatozoide sobre el endometrio, desde 

el momento de su .. penetraci6:i al útero. Ese efecto se traduci­

riá en una modificaci6n de la actividad de una enzima tan im­

portante durante los procesos reproductivos·como es la anhi-­

drasa carb6nica y además como parte del efecto se produciría­

una modificaci6n del patr6n electroforético de las proteínas. 

En este trabajo se demuestra que el espermatozoide-­

es capaz de inducir un aumento en la actividad de las dos is2 

enzimas de la anhidrasa carb6nica, B y e, presentes en el út~ 

ro (Tabla 1y11), así como un cambio en el patr6n electrofo­

rético de las proteínas endometriales (Fig. 2), y que esta -­

respuesta es directamente proporcional al tiempo de permanen­

cia del espermatozoide en el útero. 

Este efecto es máximo desde las 10 horas, tiempo que 

corresponde al lapso requerido para que se realice la capaci­

taci6n del espermatozoide de conejo (49). 

se sabe que son los fluídos uterinos y sus componen­

tes los que ayudan a la capacitaci6n del espermatozoide (63). 



29 mR TfSlS NO DEM 
SAl\I DE LA BIBLIOTECA 

pero no se ha demostrado hasta la fecha, el efecto que pudi~ 

ra tener el espermatozoide sobre el endometrio como factor -

desencadenante de la producci6n de estas substancias por el-

endometrio. Así, el espermatozoide sería la sefial que daría-

como respuesta la producci6n de sustancias que ayudarán a la 

capacitaci6n del gameto masc~lino, el cual al capacitarse d~ 

ría una sefial amplificada, que provocaría una mayor respues-

ta del endometrio. Esto nos lleva a pensar en una cadena de-

interacciones entre el espermatozoide y el endometrio, con-

respuestas alternadas y cada vez de mayor magnitud, alcanza.!! 

do una máxima reacci6n endometrial al encontrarse el esperm~ 

tozoide completamente capacitado. 

Rosado y col. demostraron en 1973 (64), que al des-

pajar· la membrana del espermatozoide de ácido siálico, me- -

diante el tratamiento con neuraminidasa, se disminuy6 la ca!. 

ga de superficie, lo que facilita una mayor interacci6n de -

este gameto con el 6vulo y que se lleve a cabo más facilmen-

te la fecundaci6n. 

Consideramos entonces que, la acci6n de la neurami-

dasa podría ser una forma de hiper-capacitaci6n y así se ob-

tendría una fecudanci6n más rápida. En nuestros experimentos, 

pensamos que al pre-incubar el espermatozoide con sialidasa-

(Tabala 11), se logr6 disminuir las cargas de superficie, de 
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manera similar a la capacitaci6n, pero en una forma más in-­

tensa, logrando una disminuci6n de la repulsi6n que la célu­

la del epitelio endometrial tiene debido a su carga también­

negativa (65). Esto provocaría que el espermatozoide despro­

visto del ácido siálico membrana!, pueda interaccionar más -

fácilmente con la célula endometrial, induciendo en esta úl­

tima una respuesta mayor. 

Por otro lado 3a sido reportada la ¡;a:-esencia de pr2 

teasas en útero (40), las cuales además de actuar sobre la -

corona radiada del 6vulo, podrían actuar sobre la superficie 

del espermatozoide participando en la selecci6n de la pobla­

ci6n de gametos y dejando aquellos más capaces para la ferti 

lizaci6n. En este trabajo suponemos que el espermatozoide -­

pre-incubado con tripsina sufre una distorsi6n de sus carac-

terísticas membranales, de tal forma que no se parmite --

una interacci6n adecuada con la célula endometrial, y como -

consecuencia, no se induce respuesta uterina alguna, o si se 

induce, es una respuesta diferente (Tabla 11). 

El cambio del patr6n electroforético de las proteí­

nas endometriales indica que existe realmente una respuesta­

del endometrio a la seffal del espermatozoide, y que al intr2 

ducir espermatozoides "hipercapacitados" (tratados con siali 

dasa), obtenemos una mayor producci6n de proteínas, sobre t~ 



31 

do en una banda con Rfm de 0.47. Un aumento similar se ha re­

portadd también durante el embarazo y en la preimplantaci6n -

y en la implantaci6n (GGj. El patr6n tan diferente obtenido-­

en el endometrio puesto en contacto con los espermatozoides -

pre-incubados con tripsina, nos muestra que este tipo de tra­

tamiento modifica fuertemente la superficie del gameto. 

Dada la movilidad electroforética de esta proteína -

que aparece o aumenta su concentraci6n por la presencia del -

espermatozoide, podemos descartar que se trate de la·uterogl2 

bina (67), o de la iaoenzima u de la anhidrasa carb6nica (31). 

Sin embargo, se requiere de análisis posteriores dirigidos a­

su identif icaci6n. 

As!, podemos concluir, que en los inicios de la eta­

pa de pre-implantaci6n que corresponde a la introducci6n del­

gameto masculino hasta la fecundaci6n del 6vulo, se presenta­

ron cambios tanto en el patrón de electroforésis de las pro-­

te!nas endometriales, como un aumento en la actividad de las­

dos isoenzimas de la anhidrasa carb6nica, todo ello debido a­

la• presencia del espermatozoide en el 6tero. Y que, las modi­

ficaciones químicas que se produjeron en el gameto, por el -­

tratamiento con las enzimas, ocasionan respuestas endometria­

les diferentes a las obtenidas con los espermatozoides "norm~ 

les". 
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Todo esto sugiere fuertemente, que la presencia del­

espermatozoide y las mo~ificaciones que va sufriendo durante­

su paso por el tracto reproductivo femenino, so~ seftales evi­

dentes para el tipo de respuesta endometrial, lo que al final 

resulta en la facilitaci6n de los procesos de fertilizaci6n­

e implantaci6n. 
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