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INTROPUCCION

GENERALIDADES SOBRE LA IMPLANTACION. Durante £La phefez Lem
prana en mamiferos se pueden reconocer dos etapas: L@ primera -
de ellfas es La de preimplantacibn, La cual abarca el tiempo La
fecundacifn y el momento {immediato anterior a La implantacifn -
(20). Esta etfapa se caracteriza por cambios monfofuncionales del
enodmetnio, Los cuales estdn regulados pon. dactores hormonales
y Locales (20). Estos cambios son necesanios para que e verifi
que La implantacibfn. La segunda etapa es La de implantacibn y -
se puede definir como el proceso mediante el cual ef blastocis-
tolaauma.una posicibn fija en el dteno y empieza a afternar 4i-

sdlolb6gicamente con &L, induciendo La neaccién decidual (31,32).

En Los mamiferos Euterios Ase reconocen tres tipos de implanta--

cifn:

1.- Centraf, EL blastocisto aumenta de volumen antes de implan-
tanse y, como concecuencia, se¢ pone en contacto con un drea ma-
yon de La supenficie endometrial. Este tipo de implantacibn La

presdentan La conefa u La penra.

2,- Excéntrnica, EL blastocisto no aumenia de tamaiio antes de im
plantanse, se ubica en una cdmara La cual se halfa a un Lado de
La Luz utenina en el momento de implantanse. Este tipo de  im-

plantacibn se encuentra en noedores como £a rata y el hamster.

3.- Intensticial, AL igual gue en fLa implantacibn excénirica,el



blastocisto no aumenta de tamaiio antes de implantarse, Se dife
rencia de esta iltima en que el blastocisto atraviesa el epite
Lio y se implanta en el tejido conectivo subyacente (estroma),
En Los dos tipos anteniones de implantacibn, ef embnibn invade
al estroma en una etapa mds tardia def desarnoflo.En La yegua,
La mufen y el chimpancé se encuentra La implantacibn interati-

cial.

_En La nata, el azdlf de tripdn inyectado intravenosamente, pen-
mite diferencian Los sitios de implantacibn, pues es un cofo--
hante de alto peso molecular (980.2) que se adsorbe a albdmina
sénica y -se acumula en el sitio de implantacibn donde existe -

un incremento en La permeabilidad vascular (53).

GENERALIDADES SOBRE LOS GﬁUPOS SH ¥ LA IMPLANTACION. Los
grupos SH estan nuy dastribuidas entre Los seres vivos y reali-
zan una gran variedad de funciones (68). Quimicamente se divi-
den en SH protelcos y en SH no protelcos. EL segundo grupo Lo
encontramos fundamentalmente en aminoacidos tales como tg Cis-
teina, Homocisteina uy en peptidos pequeiios con el GLutatibn.
Los SH proteicos entran como componentes del nesiduo de La Cis
teina de Las cadenas polipéptidicas siendo i{mportantes en mu--
chas funciones proteicas como por éjampzo el establecimiento y
mantenimiento de La estructura tridimencional de Las protefnas,
al oxdidarse y forman puentes disulfurno (49). EL grupo SH es po

Larn, a ph 7 se encuentra poco {onizado (8.1%] siendo altamente



neactlvo ¢ muy oxidable., Reacciona facifmente con Los {ones me

tdlicos Ag++ y Hg++ y mencaptano (49).

En cuanto a Las funciones que cumplen Los ghupos SH dentnro de
Los senes vivos, se pueden dividin para fines prdeticos en dos

garupos:
A, Funecdiones biolbégicas en general.

B,- Func<iones dentro de La Biofogia de La Reproduccibn en par-

ticulan.

Dentro de Las funciones del primer grupos e pueden anotar Las

sigudientes:

.- Mantenimiento de La estructura membranal. Participan acti
vamente en interacciones hidrofbbicas manteniendo La interac--
cibn Lipido-proteina membranal, Lo cual al final de cuentas es
impontante para La integridad estructural de Las membranas bio

L6gicas (11,62,63,66).
2.- Transporte a traves de membranas biolbgicas,

a) De carbohidratos w aminodeidos. Se ha demostrade que -

Los grupos SH expuestos al exterior de La membrana delf eritno-
cito son fundamentales para el transponte de GLucosa (7,76).En
procariotes se ha propueste un modelo de transporte de azdea--
nes y aminodcidos acoplado al transporte de electrones, en el
cual uno de Los transponrtadores se presenta en dos foamas: una

de disulfuro (oxidada) de alta afinidad al substrato y otra de



SH (reducida) de baja afinidad a Este. EL blooueo de Los grupos

SH inhiben el transporte en estos casos (63).

b) De cationes. EL sistema de transporte activo Na* -k ATP asa
(bomba de sodio-potasio) tiene grupos SH, esenciales para su -
guncionamiento. S{ se bLogquean estos SH con N-etifmaleimida La

bomba no funciona (59,63,64,67,74).

3.- Reconocimiento Aniigénico. Se ha demostrado que Los arupos

SH son indispensables en La estructuna del antfgeno Rh {36,63}.-

4.- Adhesividad Celulan, Varios reactivos que bLoquean especifi

camente Los grupos SH de La superficie celular bloquean La adhe
s4i6n celulan en céfulas embrionanias disaregadas y esta adhesi-
vidad es recuperada por nreaciivos que nregeneran estos grupos SH

(30,38).

5.~ Panticipacibén en ka Actividad. Enzimdtica, Muchas enzimas =

presentan gnupos SH esenciales para el mantenimiento de su actd
vidad, afgunos en el aitio activo panticipando en ef enface en-

zima-substnato y otros en sitios de neoulacibn alostérica. (49)

6.- Como agente neductoxr de. divensos procesos cefulanes, En es-

tos procesos actua principalmente como constituyente del Gluta-
ti6n (G-SH] el cual al oxidarse ondigina fLa forma oxidada G-S-5-G
La cual puede sen reducida mediante La enzima Glutatifn neducia

sa. Entrne Los procesos en que interviene se halla:

a) Preservacibn de grupos SH paotcicoé. Mediante La reac- -

cibn de intercambio de disulfuno (27).



S -S-G
G~SH + p}wta.{nd<| ——o-P:r.o«teinaa<8
] SH

b) Protege a eritrocitos y Hepatocitos def dado oxidativo -

por H202 (27,51)

GLutatibn
H,‘,O2 + 2g-SH I Hzo + G-5-8-G
Peroxidasa

¢) Sintesis de Prostagfandinas (49)

d) Protege a Los Lipidos de £a Autooxdidacisn, [5]1)

e) Ruptuna de puentes disulfuno en La Activacibn de hormo--

nas protefcas como La Trnswlina o La O0xitoedina. (27)

§) Posible significado: Ee;g'utato'r;.ié._ EL proceso oxddoreduciti

vo en que {intenvdiene ef GLutalibn con Las protefnas vanla de -
acuerdo con £as vardiaciones del AMPc, siendo La relacdfn protel
na -S-S-G/GSH a altas concentraciones de AMPe y baja con nive--

Les disminuidos (43).

“sas Honmonas, Se ha demostrado que Los neceptores citoplas-
mdticos a glucocorticoides tienen gkuboa SH indiaﬁenaabtea panra
su funcibn (35). También se ha encontrado que Los nreceptones a
hoamonas estenoides pueden ser Lnactivadas con neactivos que -
bfoquean £os grupos SH (44,46) ocunne algo parecdido con £Los rer

ceptores a hoamonas pepifidicas (41,57),

§.- Receptones a neuwrotrasmisones. EL necepton para fa acetileo




Lina tiene grupos SH que al sen bloqueados se reduce La afini-

dad acetil colina-receptor (45},

9.~ Intenrvienen en La thansmisidn defl impufso nervioso. Se ha -

demostrado que La accifn inhibidora de Los compuestos que reac-
cionan con £os grupos SH en ef proceso de La conduccifn del es-
timuLo nervioso es incremento por La estimulacibn eléctrica de
La fibra nerviosa. Se han dado varias explicaciones para este -
"efecto estimulador” incluyendo: alteracdibn de La permeabilidad
de £a membrana, desenmascaramiento de agrupos SH membranales - -

ocultos y rneduccibn electrolitica de S-S (4,56,61,79).

10,-Estdn nelacionados con el Cdncen. Existen algunos inhibido-

nes de grupos SH que son mds téxicos para Las cflulas cancero--
sas que para Las normales y pueden inducin inmunidad contra el
cdncen en Los natones. Asimismo, hay una relacién entre el gra-
do de radiosensibilidad y grupos SH no proteicos Libres, Los -

cuales son mas nesistentes a La radiacibn (47,48,79).

En cuanto a sus funciones dentro de £a Biologdia de La Reproduc-

cdfn se neconocen:

1.- Reconocimiento y enlace entne ‘el espemmatozodide y el bvulo

dunante La fecundacdibn.EL blLogqueo de grupos SH con 4- (ecar-

box4 3-hidroxi-fenil) maleimida (NCFM) en el espermatozoide evi
ta La adhesibn de Este a La zona pellceida y membrana del Svulo

inhibiendo asi La fertilizacibn (58,63),



2.- Participacibn en fa maduracibn epididimaria del espermato-

zoide. La maduracibn epididimania implica una disminucibn
en La cantidad de grupos SH Libres y un aumento en S-S en cabe
za, ndcleo y cola de espermatozoide aumentando su estabilidad,
siendo pon &sto mds nesistente a La nuptura con detergentes, a
La accibn de La Actinomdicina D y menos neactivo a La timediln -

Feulgen (17,18,63,64).

5.- Capacitacibn del espermatozoide, EL bioqueo de grupos SH -
de espeamatozoides eyaculados con NCFM evita su capacitacibn -

tanto in vivo como in vitro (63,664).

4.- Intervienen en La Monfogénesis, Se ha encontrado que 84 se

aghregan compuesios que reaccLonan con £os grupos SH al medio -
en donde se desarnollan embriones de enizo de mar y anfibio se
producen desarnollos abortivos o Larvas anormales (2,6,12,13,

14,80).

Se ha propuesto que ef ratén durante La impLantacifn se for-

man enfaces covalentes entre La superficie de Las células endo
metrniales y La de Las c8fufas del trofobLasto por oxidacidn de
grupos SH de La superficie membranal (70). Hay un estudio in -
vitro sobre este aspecito. Se invesligl el efecto que tienen va
nios agentes blLoqueadores de grupos SH sobre La adhesifn de Los
blastocistos a La pared de plastico a La caja de cultivo. A pe
san de que Los resultados fueron negatives no se pueden sacaxr

conclusiones definitivas ya que La adhesifn del bLastocisto a-



La caja de cultivo es inespecifica y debida p&obabtzmeuie a un
aumento en La viscosdidad del embnibn (77). Ademds no es fdcil

extrapolar Los nesultados conseguidos in vitrno al endometrio,-
debido a que en este GELimo hay cambios en su superficie duran

te La prefiez Los cuafes permiten La implantacibn (20,42).

Pon otro fLade 4se ha deteaminado recientemente La concentra- -
cidn de grupos SH en el dtero de La nrata durante el ciclo es--
thal y en el dfa 5 de prefiez [dia en que Aé implanta el blasto
cisto) encontrndndose que en el dia 5 de predez existe una ma--
yor concentracibn aqui de grupos SH en Los sitios de implante

(ST) que en Zos intensitios de implante (ISI).

LOS REACTIVOS SH. Desde hace mds de 50 afios se empezb a -

neconocer La imponrtancia biazdgéca de Los grupos SH y deasde en
tonces se han estado diseiando métodos pana estudiarfos (8).la
N-etilmaleimida (NEM) es una de varias maleimidas N-substitui-
das, La cual reacciona fdcifmente con Los grupos SH a través -
de su enface C=C. Tiene una reaccibn estequiométrica de 1:1 -
con Los grupos SH (59), nazén por La cual se Le ha utilizado -
en La determinacibn espectrofoiometrica de Los mésmos (1,8,15,
19,21,22,25,26,37,39,50,65,71,72,79). En estado s6Lido es muy

estable, en so0fucibn acuosa hay una suave hidrblisis a ph dci-
do y se incrementa Lineafmente con el pH en s6Luciones &lcali-
nas. A ph 7 £a NEM reacciona en menos de 2 minutos con Los SH

Libres, pero no alcanza a Los SH ocultos en Las cadenas poli--



pepetidicas, siendo necesaric desnaturalizan estas protedinas.

Esquema de fa reaccibn de La NEM con £os grupos SH:

1] N, L")
~ rd
wz/ Cher N \eu; m/ \m,
&-#—-{o? co ! —"ﬂ! !
Nk i '\‘/ ~ ‘/
e 3 oo’ Nu oo Su

EL deido 5, 5 (2-ditiobis nitrobenzoico) 6 DTNB reacciona es-
tequiométiicamente 1:1 con Los grupos SH (40) y se usa para de
terminankos espectrofotometricamente (3,26,40), también se Le

ha usado para bLoquearn Los ghrupos SH de La superficie membra--
naf (41) debido a que no penétra fdcifmente Las membranas célu

Lanes(29).

Esquema de La nreaccifn del DTNB con Los grupos SH:

I — -
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O0OBJETIVOQS:

Obsenrvan el efecto que tiene sobre La implantacibn del --
blastocisto en La nata iong Evans dos nreactivos que bloquean -
Los grupos SH (NEM y DTNB), cuande se administran en La Luz -
uterina durnante La etdpa de preimplantacibn. Ademds se plan- -

tean Los siguientes objetivos sucundarios:

A).- Deteaminan 54 estos reactivos SH puedéu inhibin La implLan
Ctacibn sin afectan a La reaccildn azdl. Se Le LLama reaccibn -
azdf a un proceso de aumento en La permeabilidad vascutar de -
Los vasos sangulineos del endometrio y ef cual puede ser visua
Lizado macroscbpicamente af inyectar a La rata el azdl de Tai-
pan. La inyeccibn def colorante se efectua en fLa mafiana del -
dia 5 de preiiez antes de que el blastocisto se implante. EL co
Lonante se va a acumulan en Los sitios de implante (SI), en la
negibn que queda entrne Los sitios de implante adyacentes no -

hay acumulacibn del coforante. La imagen que se obtiene es una
senie de bandas aziles en Los cueanos uterinos, correspondien-
do cada banda a un sitio de Aimplante (SI), el nesto def dtenro

son Los intensitios de implLante (ISI).

B}.- Observar el efecto de La NEM y el DTNB sobre La monfolo--
gia cefular (a microscopfa de Luz) de Las células endometria--

Les.

C).- Deteaminan el contenido de ADN, ARN, proteinas y % de hi-

dratacibn del S1 y del 1SI, para observar el efecto que tienen



sobre estos pandmetnros La NEM y el DTNB.

HIPOTESIS DE TRABAJO. Para que ef blastocisto pueda im---

plantarnse es necesario que La superficie celular def endome- -
trnio se modifique para foamar Los sitios de impLante (SI), en

Los cuales hay cambios en La polanidad de La supernficie membra-
nal (20) y en La poblacibn de carbohidratos (42). Los grupos -
SH pueden oxidarse fdcifmente para formar puentes disulfuro -
(S-S).. Se ha propuesto que, en el ratén, en el momento de Lim--
plantarse el blastocisto, se forman puentes S-S entre La super
ficie del blastocisto y La def endometrio, siendo necesario es
t0s puentes para La implantacibn (70). Asimismo, se ha encon--
trnado que La concentracibn de ghupos SH es mayor en Los s4itios
de implante (ST) que en Los intensitios (ISI) (3). Entonces,sdi
Los SH de fa supenficie del blastocisto pueden oxidarse a S-8

con Los SH de La supenficie endometrial, af bloquean estos df-

timos, va a ocurrir un bloqueo de £La impLantacidn.
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MATERTAL Yy METO0DOS.

Se trabajo durante La fase de preimplantacibn (del dia 1
al 4 de preiiez) (20) con natas preiadas de La cepa Long Evans,

con un peso de 174.7 =

26 g mantenidas en un bdiotenio con Luz
y temperatura constante, con un periodo de Luz de 14 horas ( 7
AM 9 PM), alimentadas con Purnina Rat Chow y agua ad Libitum.
Las natas fueron apareadas durante La tarde (4PM) por el siste
ma de thio (2 hembras vingenes y 1 macho) (9) muestras de moco
vaginal fueron tomados a Las 8AM del dia siguiente, considerdn

dose como dia cero de preiiez al dia en que se hallaron esperma

tozoides en el Lavado.

EL neactivo SH [NEM 6 DTNB,S.igma Co) se administnb una sola -
vez en Los dfas 1,2,3, 6 4 de predez, teniendo un grupo de  --
aproximadamente 10 hratas para cada dia de aplicacibn-delf neac-

tivo (en totaf 8 grupos).

Se preparb una solucibn 0.001 M de NEM en un Tampén de fosfa--
tos de Na, ph 6 (34) Lo que da una concentracibn de 250 mi{fimo
Las en 50 uf. Se preparb una sofucién 0.0001 M de DTNB en solu
cibn salina NaCf 0.9% Lo que da una concentracibn de 50 mifimg
Las en 50ul. La diferencia en Las concentraciones usadas de -
Los neactivos se debe a que La NEM penetra fdcifmente a Las cf

Lulas y el DTNB no Lo hace (29,58).

La concentracibn promedio de grupos SH por cuenno uferino es -



de 250 milimolas y La concentracibn en el epitelio endométrnial
es Ligenamente inmferior a 50 milimolas (Baiza L A, comunica- -
cibn personal]l. Entonces, se puede suponer que €stas concentra
ciones bastan para saturar a todos Los SH presentes en La Luz

uternina y en todo el cuenpo.

Para administnar el redcitivo SH se procedi6 de La siguiente ma
nera: Para anestesiarn al animal se Le inyeetd un.&ezajanta mus
cutan (dehidrobenzopenidol 0.76 me/100g) y 20 minutos después

ef anestésico (CLorhidrato de Ketamina 0.1 m&/100 g). Se hizé

La_paratomia, Localizando el cueflo def dtero, se colocd una -
pinza hemostdtica en fLa base de cada cuerno, cerca del cuelfo

def dtero. En el cuerno experimental se inyectd un voldmen de-
50 ul def reactivo SH (ENM 6 DTNB) y en ef cueano control se -
inyectd un voldmen .igual del vehfcufo. Se dejaron 10 minutos -
antes de proceder al cienrne de La insicibn. EL animal fué nre--
gresado - al bioternio y no se toch sino hasta ef momento de sen

sachificado.

Recientemente se ha demostrado que, en afgunos grupos de mami-
feros que poseen dteno bicoraneo (Lagomornfos,quirbpleros) (78,
82) se implantan mds embriones en un cuerno que en el otro. Se
ha demostrado que ocurre el mismo Séndneno en Las ratas de La

cepa Sprage-Dawley (5,76). Aunque esto no se ha demostrado pa-
ra Las nratas de La cepa Long Evans, para evitanr interpretacio--

nes earrbneas de Los resultados se aplichd ef nreactivo SH en el-
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cuerno derecho de La mitad de fas natas de cada grupo y en el

cuerno {zquieado a La otra mitad.

De cada grupo de ratas, se tom6 La mitad para inyectarfes 1 mi
de azdf de tripdn atf 5% en La vena de La colfa en f£a manana del
dia 5 de predez entrne Las 7 y Las 9 AM (el bLastoclsto se im--
planta en La tarde de este dia), 30 minutos mds tarde fueron -

sacrficadas por disfocacibn cervical.

EL dtero fué disecado colocdndose sobre una caja de petrni ins-
talada sobre hielo donde fué Limpiado def exceso de grasa y de

tejido conectivo.

Se contaron tas bandas azdles (indicadoras de Los sitios de im
plante) de cada cuerno, Se sdepararon Los sitios de implante -
(ST) de 2os intensitios [ISI) tanto del cueano controf como -
def expenimental manejdndose como muesiras separadas (un totaf
de 4 muestras por Gteno), se pesaron hasta ef mifigramo en una
balanza analitica, se homogeneizaron con solucibn salina (NaCl
0.9%) 1:20 P/V en un homogeneizador Pyrnex vidrnio-vidrnio mante-
nido en un baio de hielo (cuando hubo poco tejido se junts el

maternial de dos natas para obtener un voldmen minimo de traba-
jol. Se deteamind el peso seco (10) (cuadro fl tomdndose una -
alicuota dineciamente del homogeneizado, 0tra alfcuota del mdis
mo homogeneizado se procesé de acuerdo a fLa técnica de Schnedi-
der (60) para obtener una serie de extractos en £os cuales se

determinanbn Los siguientes pardmetros bioquiimicos, Los cua--

Les {ueron reportados con respecto al peso seco.
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A) .- Proteinas (54), cuadnro 2
B) .~ Acido rdbonucleico (52), cuadro 3

c).- Acddo desoxinibonucleico (33),cuadro 4

En todas Las deteaminacibnes se hizo una curva patrbén pon thi-
plicado, Los tubos problema se hicieron porn trniplicado siemphe
que hubo un voldmen suficiente. Las Lecturas se hicieron en un

espectrofotdmetro Pye Unicam SPG-500

La otra mitad de cada grupo de ratas fué sachificada en La ma-
fana del dia 8 de prefez, se diaecaaén Los dtenos y se coloca-
ron en una caja de petni dispuesta sobre hielo, se Limpilaron -
def exceso de grasa y se contaron Los implantes y Las heabsor-
ciones. Algunos de Los dlenos se fijarnon en formbf salino (90

me, de Aoiucién sallna NaCL 0.9% mds 10 mE. de formaldehido al
40-43%), e procesanbn de acuerdo a La téenica histolbégica con
inclusibn en parafina, se hicieron cortes histoldgicos (def SI
y del ISI tanto del cuerno conthof como delf experimental) de 7
uM de espesor y se tiieron con Hematoxifina-Eosina (55). Para

el estudio de Los corntes histollégicos se usb el trabajo de Vin

cent de Feo (23),

EVALUACION ESTADISTICA.- Para andfizar ef recuento de ban

das azdles y de embriones implantados se usé La prueba de x* .

aplicando fa siguiente f6rmula (24);

x? = ( observados - espernados - .5‘]2

esperados




Donde:

Observados = ¥ de bandas azdlfes o de embriones implantados en
cuerno experimental 6 en el cuerno contrdl.

Esperados = ¥ total de bandas azdles o de embriones <mplanta-
dos multiplicados por .5

.5 = al factor de corrneceidn de Yates para fa prueba -

de x? cuando se usan muestras pequeras.

= = a La sumatoria de todos Los valénes.

Para el andlisis de Los pardmetrnos bioquimicos se usé La prue-

ba de T combinada aplicando La bu’.gu-{ante §6rmula (24):

Sp +

1 1
- ¥

Donde:
T = a £a prueba estadfstica de T
Xy, Xy = # de casos para Las muestras 1 y 2

Sp = desviacibn estdndar = (N; - ”2 Sy + [Ny - ”2

"I +H2_-2

Sy

Ny =Ny - 2=a Los grados de Libentad.
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FIGURA 2,

ESQUEMA METODOLOGICO (é60)
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FIGURA 2 (continuacibn)
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DETERMINACION DE PESO SECO (9)

1, So&n. A Lg de dicromato de potasio en 50mf de H,80, -
(Menck ¢ Baker} calentar a 70-80°C hasta que se disuelva, agi-
tarn con una vanilla de vidrio a4 es necesanio.

2. Sokn. B, se disuelven 20mg de manosa o manitol con 10-

mf de agua destifada en un matnaz aforado.

CURVA PATRON

Tubo Sofn. B. Agua dest. Sof. A Probf.
B 0.0 me 1.0 me 2.0 mg, 0.2 me.
1 gt ¥ 0.8 ® n o non
2 0.4 " 0.6 " N % 1
3 0.6 " 0.4 ™ L LN
4 0.8 " 0.2 ™ LA b »
5 1.0 " 0.0 " W o N 8

3. Agditan penfectamente en un vortex y poner Los tubos en

agua hirviendo durante 20 minufos,

4. Enfriar Los tubos y Leer en 660 nm,

0OBSERVACIONES

A) Hay que manefar con mucho cuidado £a soluctén A, es muy co-

Arosiva,



B] Se colocan Los tubos en hielo antes de agregar fa solucibn -

A, procurando que fa so0fucdidn resbale por Las paredes del tubo.

C) Se puede efiminarn £a incubacdibn en agua hirviendq agitando
£os tubos durante 1 minutfo en el vortex, poniendo esfe dlitimo a
su méxima potencia. Los tubos se Leen enseguida en el edpectro-
fotémetno. No deben de sen enfriados Los tubos después de agitar
Los. Este método es mds ndpido que el anternion aunque La curva
que se obtiene no es tan Lineal en todos Los puntos como en el
piimen caso. Ademds, Las densidades Gpticas son Ligeramenie mds

altas.
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DETERMINACION DE PROTEINAS (54)

co, -

1. Sokn. A solucibn alealina (4g de NaOH, 20g de Na,C0,

2
0.2g de tartrato de s6dio, aforar a 1 Litro).

2. Sokn. B, solucibn acuosa de CuS0, al 0.5%

4
3. Soln. C, s0fucibn cuproalealina formada al mezclar 50

mf de La so0lucibn A con Imf de La so0fucibn B,

4. Reactivo de Fofin-Cecalteau (Merck] 1:3 con agua destsi

Lada.

5. Sokn. E, solucifn acuosa patrfn de albdmina bovina (S4g

ma) Co 0.3 mg/m&,

CURVA PATRON

Tubo Soln, E H20 dest. Sotn. C Soln. D Probl,

B 0.0 me 0.5 mg 2 me 0.2 me 0.1 m&
1 0.1 " 0.4 " "o noon noon
2 0.2 " 0.3 " "o "o " "
3 0.3 " 0.2 » " oon noon non
4 0.4 " g.1 * L L . o
5 0.5 " e.0 " - L L L LA

6. Después de agregar La so0fn., C agditar y neposar pon 10 -

min,



7.- Después de agregar La solucibfn D, agitar Los tubos y

reposan 20 minutos.
§., Leer a 550 nm.

M OTA : Hay que preparar Las sofucdiones en ef momento de - -

usarfas y deshechar el sobrante.’
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DETERMINACION DE ACIDO RIEBOMUCLEICO (52)

1. Sofn. A, se hidroliza £mg de ARN (S.igma Co.] en un ma-

trndz aforado con 10 mf de La so0lucibn B.

2. Sokn. B, HCRO, 0.5 M.

4
3. Sofn. C, 0.05 g de acetdto cdprico (Baker) disuelto en
10 me de dcido acltico glacial (Merck), prepanfa en el momento

de usdanse,

4. Sogn. D, 0.1g de Orcinol por cada 10mf de HCL concentira

do (Merck) preparar en ef momento de usdarla,

CURVA PATRON

Tubo Sofn. A Sotn. B Soln. C Soln. D Probi,

B 0.0 me 1.0 me 0.2 mg 1.5 me 0.4 m&
1 a.zn o.sl! n n .lll'I Hon
? 0.4 " 0.6 " non non non
3 0.6 " 0.4 " non non "o
4 0.8 " 0.2 " "nom ) non
5 10" 0.0 " "non "on non

5. Agitan Los tubos e incubarfos en agua hirviendo durante

20 minutos.

6, Enfrian Los tubos y Leerlos 'a 660 nm,
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DETERMINACION DE ACIDO DESOXIRIBONUCLEICO (33).

Prepanacifn de La sofucibn de ADM

A) Solucibn concentrada. Se pasan 10mg de ADN de timo de zerne

ha (Sigma Co) y se disuelven en un matraz aforado de 10 me con
8mf de NaOH 5mm, se agita durante 30 minutos y dedpubs se afo-
na a 10m€ con La misma solucibn{concentracibn final Img/mk), -
guaaa&ada en el congelador esta sclucibn se conserva por varios

meses.

B) Sclucibn de trabajo. En un matraz aforado de 10mf se pone -

Imf de £a solucibn concentrada, se agrega 4mf de NaOH 5nm mds
4 mf de HC£04 2 M. Se gatianta durante 4 minutos a 70°C, se en
fria y se afora a 10mf con HC£04 2M (concentracibn f4nal 100um/
me). Guardada en ef congelfador, esta solucibn se mantiene pon-

una semana, después suben Las Lecturas de La densidad dptica.

Preparacién de La solucifn de Acetaldehido

Hay que usar material engriado a 4°C debido a que el ace-

taldehido es voldiil y explosivo.

A) Sofucibn _concentrada. En un tubo mantenido en hielo se difu

yen 0.2nl de Acetlfadehido (Merch) con 9.8mf de agua destilada.

Se prepara cada semana y se guarda en el conaeladox,

B) Sofucién de trabajo. Diluin 0.5mL de fLa so0fucibén A con 9,5m




de agua destilada prepararta poco antes de usanse y deshechar
el sobrante (hay que mantener en hielo esta s0lucibn mientras-

se usa).
Preparacibn de La so0lucibn de Difenilamina

Se disuelven 0.4g de difenifamina (Merck) en el momento -

de usarn y deshecharn La sobrante.

CURVA PATRON

"Tubo Sofn. ADN HCeo, 2 M Acetal. Difendil. Probl.

B 0.0 me 0.5 me 0.05 me 0.5 me 0.1 me
i 0.1 0.4 ® " . " "o
2 0.2 " 0.3 » " m " "
3. 0.3 L o-z L] " L L non
4 0.4 L] o', n L " "on "on
5 0.5 » 0.0 " woow "o "

1.- Tncubar en agua a 30°C durante 17-24 horas

2, Leer a 600 nm,



RESULTADOS.

N-Ettmaleimida (NEM). Inhibi6 La neaccibn azdf (p<.025)
en todos Los dias en que se aplicé (tabla 1).la inhibicibn -
fué mdxima (100%) en Los dfas 2 y 3 de preiez y mds baja en -
el dia 4 (77.41%).

La implantacifn fué inhibida en todos fLos dias en que se apli
co La NEM (tabfa?)., siendo mds alta en el dfa ? de preiez- -
(93.33%) y mds baja en el dia 4 (65.21%),

ACIDO 5,5' (2DITI0OBIS NITROBENZOICO) (DTNB). No inhibif signi
ficativamente £a reaccifn azdlf (tabla 3), su efecto fué nulo

en Los dias-2 y 3 de preiez.

La implantacibn no fué inhibida significativamente en ninguno
de Los dias (tabla 4), presentdndose en ef dla 3 una Lnhibi--
cifn que es alta aunque no LLega a una significacibn estadis-

tica.

PARAMETROS BTOQUIMICOS. Antes de hacer una descrdipeidn mas de
tatlada de c/u de Los pardmeiros bioquimicos estudiados hay -
que hacer notar que, con excepcibn def ARN, ya han sido estu-
diados previamente {taéta 13) (3,83)., Los nesulftados indican
que:

a).- EL SI esta mds hidratado que el ISI,
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b).- EL cociente prot/peso séco es mds alto en ST que en ISI.

e).~ EL cocdiente peso séco/peso hdmedo es mds alto en el ISI
‘que en ef SIT.

d).- EL cociente AON/peso séco es mds alfto para ef 1SI que pa
ha el SI.

Se encontrf que, en general, en el caso de La NEM,estos
pardmetros siguen esta conducta. En cambio, en el caso del -
DTNB, se observs que Los pardmetrnos a y ¢ se Lnvierten de una
manera consistente., Aparentemente, para Los pardmetros a y c

Los nesultados se deben a un error en el trabajo expenimental

NEM. En todos Los dias (tablas 5-8), ef SICC estd mds hi
dratado que el ISTCC habiendo diferencdias significativas - ---
(p<€ .05) en el dfa 7 y en el 4 (tablas 6 y 8). Ocurre entre
el SICE y el ISICE en el dfa 1 de preiiez (tablfa 5) aunque La
diferencia no es significativa. En el dfa 4 de preiiez el SICE
estd menos hidratado que el ISICE (Zabla 8§, p<L.05). La hidra
tacibn del SICE no es significativamente distinta de La del -
SICC y La def 1SICC, quedando siatuada dentro def rango de am
bas. (tabla 5 y 8). EL % de hidratacidn del ISICE se parece -
mds a La del SICC que a La def ISICC, siendo diferente a fa -
de ésta dftima en el dfa 2 (tabla 6 < p .05).

EL cociente PS/PH fué mds alto parna ef ISICC que para ef SICC
en todos fLos dfas (tablas 5-8) habiendo diferencias significa

tivas en el dfa ? (tabla 6, p < .05). En el dfa 1 el cociente
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PS/PH es mds alto para ef ISICE que para ef SICE [Iabzalsiaug
que fa diferencdia no es significariva. En el dia 4, el cocien
te PS/PH es mds alto para ef SICE que para el ISICE (tabla &,
p <.05). EL cociente PS/PH del SICE (tabfas 5 y §) queda in-
Zenmedio entrne el del SICC y ef def ISICC. EL mismo cociente

def ISICE se parece mds af def SICC que af def ISICC, tenien-

do significancia este parecido en ef dfa 2 (tabla 6,p< .05).

En el dfa 1 hay mds proteinas en el SICC que en ef ISICC
(tabla 5, p <€.05), en el dfa 2 La concentracidn es igual en
ambas negiones (tabla 6), en el dia 3 hay mds proteinas en el
IS1CC (tabla 7, p < .05) y en el dfa 4 no hay diferencia eninre
ambas negiones. En el dia 1 hay mds proteinas en el ISICE que
~en el SICE (tabla 5] aunque £a diferencia no es signifdicativa,
en el dia 4 hay mds proteinas en ef SICE que en el ISICE (za--
bla 8, p< .05). En el dia 1, el nivel de proteinas def SICE -
es intenrmedio y difenentes af del SICC y af def ISICC (tabla$,
p<L.05) yen el dfa 4 es mds alto (tabla &, p-< .05). En ef -
dfa 1, el nivel de proteinas del ISICE es {inteamedio entre el
def SICC y ef def ISICC, pero no diferente (tabfa 5), en ef -
dfa ? es ma§ bajo(tabla 6), en ef dia 3 es intenmedio pero no
diferente (tabla 7). En ef dfa 4 el contenido de proteinas es-

semejante entre las 3 negdiones (tabla §).

EL SICC tiene mds ARN que ef ISICC en el dia 1 (tabla 5)-

aunque La diferencia no es significativa, en el dfa 2 tiene me
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nos ARN que el ISICC (tabla 6), La diferencia no es significa-
tiva, en el dfa 3 es semefjante al nivel de ARN entre ambas (fa
bta 7) y en el dfa 4 tiene menos ARN (tabla §, p< .05). EL --
SICE y el ISICE tienen una cantidad parecida de ARN en ef dia
'y La cual es mds alta que La del SICC y el ISICC (tabla 5),
aunque £a difenencia no es significativa. En ef dfa 4 el SICE-
tiene mds ARN que fLas demds negiones (tabla 8§, p &£ .05). en Los
dlas 2,3, y 4 el ISICE Ziene un contenido de ARN semejante a -
La def SICC y a La def 1SICC (tablas 46-8].

EL nivel de ADN e¢s semejante entre ef SICC y el ISICC en
el dfa 1 (tabfa 5], en el dfa ? hay mds ADN en el ISICC (tabla
6), La diferencdia no es signifdicativa, en Los dias 3 y 4 es se
mejante el nivel de ADN entre Las dos negiones (tablas 7 y §).
En el dfa 1 es semefante ef contenido de ADN entre ef SICE y -
el ISICE {;abza 5), La diferencia no es significativa. En el -
dia 4 es semejante ef nivel de ADN entre fLas 4 negiones (tabla
§). En Los dias 1, 2 y 3 hay mds ADN en ef ISICE que en el - -

SICE, aungue £a diferencia no es significativa (Zablas 5-7).

DTNB., En fodos Los dfas el SICC esfuvo mds hidratado que-
el SICC (tablas 9-12, p <€.05), EEL ISICE estuvo mds hidratado
que ef SICE en todos Los dfas, habilndo diferencias significa--
tivas en Los dias 1, 3 y 4 (tablas 9,11 y 12, p <€.05). No hay
hesultados consistentes al comparanr el SICE 6 ef ISICE con el

SICC y el TSICC debido a que en algunos dfas ef % de hidrata--
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cibn del SICE se panece af def SICC y en otrnos dias al def - -

IS1CC, ocurniendo Lo mismo con el ISICE.

EL cociente PS/PH fué mds allo para ef SICC que para el -
ISICC en todos Los dfas )tablfas 9-12) aunque 86Lo hubo diferen
cias significativas en ef dia 3 (tabla 11, p < .05). Este co--
ciente fué mds alto para ef SICE que panra ef ISICE en todos -
Los dfas (tablas 9-12). habiendo diferencias significativas en
Los dias 3 y 4 (tablas 11 y 12, p £ .05). En todos Los dias el
cociente PS/PH fué mds alto para ef SICE que parna ef TSICE en
todos Los dias (tablas 9-12), habiéndo difenencias significati
vas en Los dias 3 y 4 (tablas 11 y 12, p £ .05). En todos Los
dlas el cociente PS/PH fué mds alto para el SICE que para Los
otrhos [tablas 9-12Z, p £.05).

EL ISICC tiene mds proteinas que el SICC en Los dfas 1 y
4 (tablas 9 y 12) en Los dfas 2 y 3 tiene menos proteina que -
el SICC (tablas 10 y 11) aunque en ningdn caso Las diferencias
son sdgnificativas. Excepto en ef dfa 1 (tabla 9) ef ISICE mds
proteinas que el SICE (tabfas 10, 11 y 12} aunque fa diferen--
cia es significativa en ef dia 4 (tabla 12, p &£ .05)., En Los -~
dfas 1,2, y 3 el SICE tiene menos proteinas que ef SICC y el -
ISICC, en el dfa 4, el nivel es semejante (tabfas 9-12).No hay
diferencias significativas en ningln caso. En el dia 1, el _ _
ISICE tiene menos proteinas que ef SICC y ef ISICC (tabla 9),-

siendo significativa La diferencia (p &L .05). En el dia 2 que-
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da intermedio pero no diferente (tabla 10), en el dfa 3 es mds
bajo {(tabla 11), aunque no hay diferencia significatvia y en -
el dfa 4 es mds alto aunque s6fL0 es diferente del 0ICC (tabla-
12, p&£ .05).

EL SI1CC tiene mds ARN que el ISICC en Lo0s dfas 1 y 3 (Za-
blas 10 y 12), fiene menos ARN, en ningdn caso hay diferencias
sogndificativas. En todos Los dias el 1SICE tiene mds ARN que -
el SICE pero no hay difenencdlas significativas (tablas 9-12).
En el dia 1 el SICE tiene menos ARN que el SICC y el ISICC (ta
bta 9), en el dfa 2?2 ef contenido es intermedio (fabla 10), en
el dfa 3 es intermedio, siendo diferente y menor que el ISICC
(tabla 11, p &£ .05), y en el dia 4 es semefanite a ambos (tabla
12). EL 1SICE tiene un nivel de ARN que es intermedio entre -
Los def SICC y ef ISICC en Los dLas 1-3 (tablas 9-11), en el
dfa 4 es igual al def ISICC y mayor que ef SICC. No hay dife--

nencias significativas en ninguno de Los dias.

En Los dias 1,3 y 4 ef ISICC tiene menos ADN que ef SICC
(tablas 9,11 y 12), pero no hay diferencias sdignificativas. En
el dia 2 ef contentendido es semefante (tabla 10). En Los dias
1 y 2 hay un nivel semefante de ADN entre el SICE y ef ISICE -
Jtablas 9 y 10}, en el dfa 3 hay mfs ADN en el ISICE (tabla 11)
aunque La diferencia no es significativa y en el dfa 4 (tabla-
12, pg-05), hay mds ADN en el ISICE, En Los dias 1, 2 y 3 el
SICE tiene menos ADN que ef SICC y el ISICC (tablas 9-111), y
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en el dia 4 es semejante af del SICC pero mds bajo que el 1SICC
(tabla 12), no hay diferencias significativas. En Los dfas 1,2
4y 3 el ISICE tiene menos ADN qye ek SUCC y el ISICC (tabfas 9-
y 10), no hay diferencias significativas, en el dia 3 es inter
medio pero no diferente (tabla 11), y en ef dia 4 es mds alto

aunque 46L0 hay diferencias significativas con el SICC (tabla

12, p £Z.05).

CORTES HISTOLOGICOS. EL estudio con microscopia de Luz no reve

La cambios monfoléficos apreciables entre el SICC (foto * 1) y
el SICE (foto * 2), Lo mismo ocurre entre el ISICC (foto ¥ 3)

el ISICE (gfoto ¥ 4). La foto * 5 es un acercamiento de un - -
ISICE de una rata tratada con NEM, se puede apreciar que el -
epitelio se mantiene Aintacto. Estos resultados fuerbn semejan-
tes tanto en Las natas tratadas con NEM cono en fas que neci--

bienon DTNB.

Ademds se observd que Los cuernos uterinos trhatados con NEM -
eran mds defgados y pdlidos que Los cuernos contralatenafes.Es

to no fué observado en Los cuernos tratados con DTNB.



TABLA 1

NUMERO DE SITIOS DE IMPLANTE (BANDAS AZULES) EN RATAS CON
ADMINISTRACION INTRALUMINAL DE 250 mN DE N-ETILHMALEIMIDA ¥y SA
CRIFICADAS EN EL DIA 5 DE PRENES.

DIA DE CUERMC CUERNO NS DE  * % DE IMWIBICION  X°
PRENEZ, CONTROL EXPER. CAS0S.
1 25 2 6 92,80 .001
e -, 15 0 6 100 $ .001
3 5 0 2 1003 .001
4 31 7 7 77.41% 025
TOTAL 74 9 21 87.83 5 .025

TABLA ?

NUMERO DE EMBRICONES IMPLANTADOS EN RATAS COM ADMINISTRACION
INTRALUMINAL DE 250 mM DE N-ETILMALEIMIDA YV SACRIFICADAS EN EL -
DIA 8 DE PRENEIZ

DIA DE CUERNO CUERNO N2, DE § D INHIBICION X’
PRENEZ. CONTROL EXPER. CASOS.
1 7. 2 5 §8.23% .001
2 15 1 5 93,.33% .001
3 12 4 4 68.66% .025
4 23 8 6 65.21% 025
TOTAL a7 5 20 77.61% .025

*S INM. = C. CONT, - C EXP = X, X - x 100= % INHIBICION.



TABLA 3

NUMERO DE STTIOS DE IMPLANTE (BANDAS AZULES] EN RATAS

CON

ADMINISTRACION INTRALUMINAL DE 50 mM DE DTMB SACRIFICADAS EN -

EL DIA 5 DE PRENEZ.

DIA DE CUERNO CUERNO NE, DE % DE INHIBICION® X
PRENEZ. CONTROL. EXPER. CASOS.
1 26 14 5 46,15 % N.S.
2 25 28 5 0.00 % M.S.
3 16 16 5 0.00 %, N.S,
4 23 13 7 43,47 % N.S.
TOTAL. 90 71 22 21.11 § N.S.
TABLA 4
DIA DE CUERNO CUERNO NS, DE % DE INHIBICION* x?
PRENEZ. CONTROL. EXPER. CASOS.
1 20 15 5 25.00 % N. S.
4 24 15 5 37.50 % N. S.
3 32 18 6 43.75 % N. S.
4 37 30 7 18,91 & N, S.
TOTAL. 118 78 23 30,97 § N. 8.
* &4 INH = C CONT. - C EXP.= X, X x 100= % INHIBICIOM



TABLA &

MEM DIAT
% l{dratacidn ; mg  PU mg__Prot/mg PS U JA [ ug DiA/mg PS
s1cec 88.79 £ 5.29 (4) 120 % L05204) | 1480 4 (4) |1.810% 4 (a) | 1.402% 5 (4
IsI1CC 76.87 L 12.39 (2) 2312 T 123(2) | 0263 ¥ 002 (2) | 1.386 ¢ .03 (2) 1.487 2 .1 (2)
SICE §9.36 (1) L1063 (1) L0469 (1) 2.240 (1) 2.295 (1)
ISICE 86.33 L 068 (2 13651 068 (2) L0720 % 052 (2)|3.385% 2.6 (2) {2530t 1.4 (7)
TABLA &
NEM DIA 2
% Hidnatacidn mg PS/mg_PH mg__Prof/mq PS _‘ug RNA/mg PS uq DNA/ma PS
+
s1CC 91.55 % 3.40 (2) 0844 % 034 (2)|.0550 t .28 (2) |1.533 % -20 (2) 11.497 - .04 (2)
1si1c¢ce 84.00 % 0.72 (2) - 1599 = 007 (2) |.0547 % (014 (2) |1.892 % 30 (2) |1.894 * .24 (2)
SICE
ISICE 91.08 £ .141 (2) L0891 % L0071 (2) |.0455 % 008 (2) |1.559 % .42 (2) k.799 ¥ 1.4 (2)
{ )] .- Ndmero de determinaciones hechas.



TABLA 7

NEM DIA 3

% Hidnatacifn mq_PS/ma PH mg  Prot/mg PS _ ug RNA/mg PS uq DNA/mg PS
s1ecce §7.25 1 3,15 (3) 274 T 031 (3)) .0849 ¥ 048 (3)]3.704 2,10 (3)|2.487 21,10 (3)
1s1cc  [83.33 12,33 (3) 5122 122 (3)|.1316 % 073 (3) | 3.555 % .30 (3) [3.148 % 1.29 (3)
S§ToE
ISTICE |88.09% 8,32 (3) 1799 2 140 (3) ] .1328 T 093 (3)|3.970 L 1.00 (3)|4.012% 1.70 (3)

TABLA 8
NEM DIA 4

§ Hidratacibn mg_PS/ng_ PH___ mg Protlmg PS_ug RNA/mq PS  ug DNA/mg PS
sicc 84.83 T .00 (3) 1516 % 000 (3)].0337 % 007 (3)|.887 % .33 (3) |2.664 % 2.59 (3)
1s1cc. |e68.52% 6,90 (3) .3148 % 069 (3) |.0380 % 005 (3) |1.648 % .23 (3) |1.895%1.11 (3)
STCE - 75.36 (1) .2463 (1) .3444 (1) 9.400 (1) 1.135 (1)
ISICE 77.60 X 1,62 (3) L2235 2 016 (3) |.0325 % .005 (3)|.757 % 47 (3) |1.399 % .30 (3)

( ).- Ndmero de detenminaciones Eechaa.



TABLA 9

DTNE DIA 1

$ Hidnatacibn mag PS/mg PH ug RNA/mg _PS ug DNA/ma PS
STCe 92.64 £ 0.79 (4) 0735 ¥ 007 (4) |.2127 % 094 (4) |5.867 £ 1,34 (4) |3.532% .07 (4)
1s1c¢¢C 94.31 £ 1.53 (4) L0567 % 015 (4) |.3259 % .280 (4) |4.382 L 1.01 (4) |4.216% 1.00
SICE g84.40 % 6.05 (3) 1558 T 074 (3) [.1524 t 086 (3) [3.780 I .60 (3) [2.230 % .43 (3)
ISICE 91.97 ¥ 0.87 (3) 0801 X 008 (3) |.0790 % 016 (3) [4.546 T 1.55 (3) |2.122 % 48

TABLA 10
DTNB DIA 2

% Hidratacibn mg PS/mg PH mg Prot/mg PS  ‘ug RNA/mg PS ug DNA/mg PS
s1cce ;’ 72,08 ¥ 12.34 (4) 2798 L 123 (4) |.6315 % 691 (4) |1.855 % (691 (3) |2.939 1 1.93 (4)
Is1¢¢ 84.11 L 5,81 (4) 1587 1 (058 (4) |.3386 % 158 (4) |3.204 L 1.51 (4) {2.475 % 1.05 (4)
SICE 68.84 L 12.78 (2) 3484 * 155 (2) |.2637 % .258 (2) |2.154 t 3.64 (2) |1.081 % .02 (2)
1S1CE | 78.20°% 2,65 (4) 2178 T 026 (4) |.4550 ¥ 225 (4) [2.780 % .10 (4) [1.886 % .84 (4)

{ ).- Ndmero de detewninaciones hechas.



TASLA 11
DTNG TDIA 3

$ Hidratacin mq_ PS/mq_ PH ma_ Prot/mq PS ug RMA/mg PS uq_DNAfmg PS
s1CC 89.39 1,17 (3) 1059 % Lo11 (3) |.1501 % L0971 (3) |5.413 % 2,90 (3) |2.938 % .47 (3)
ISICC 92.92 * 1.14 (4) 0707 Y 011 (4) |.1o11 L Lo3e (3) |4.323 %1 1.76 (4) |4.152 % 2,63 (4)
SICE 27.71 L 9.79 (3} 9693 X 350 (3) |.0891 % 059 (3) |z.272 % .81 (3) |1.589 1 1.14 (3)
ISICE 94.18 £ 2,28 (3) 0580 ¥ 022 (3) |.0935 1 081 (3) |4.326 L 1.24 (3) |3.355 1 1.15 (3)

TABLA 12
DTNB DIA 4

% Hidnatacibn mg_PS/mg PH mg Prot/mg PS 'ug RNA/mg PS ug DNA/mg PS
s1cCC 82.03 - 3.52 (3) 795 % 035 (3) |.1039 % 040 (3) |2.870 L 3.16 (3)|1.838 % .82 (3)
1s1cCccC 89.12 X 4.15 (4) 087 % 041 (4) |.1762 t 101 (3) |3.621 L 1.56 (4).[3.730 T 1,95 (4)
STer 69.75 X 6.89 (2) 3023 % 068 (2) |.1395% .014 (2) |3.196 L 1.17 (2) 1,815 % 1.06 (2)
ISICE 94.18 ¥ 2.28 (3) L0580 L 022 (3) |.3366 1 .082 (3) |4.688 % .80 (3) |5.104 % 1.67 (3)

O

Naneno de determinaciones hechas.
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VALORES PROMEDIO DE

LOS PARAMETROS. DETERMINADOS (83).

PARAMETR(S DETERMINADOS.

SITI0O DE IMPLANTE.

INTERSITIO DPE IMPLANTE.

mg

mg

mg

ug

ug

mg

prot/mg de peso séco.
ADN/mg de péao séco.
prot/mg ADN.

ADil/mg de peso hdmedo.

prot/mg de peso hdmedo.

p. h@medo/mg p. séco.

0.38 + 0.16
(11)
0.023 + 0,005
(12)

12.04 + 6.79
(z0)
15 = 49
(24)
144 + 60
(20)
7.35 4+ 0.71

(11)

0.39 + 0.07
(14)
0.028 + 0.007
(17)
10.63 + 6.62
(27)
21 + 12
(29)
189 + 168
(27)
6.11 + 0,86
(15])

V)

= nmeno de experimentos.



FOTO N2 1 (10X]).

RATA TRATADA CON NEM.

SITIO DE IMPLANTE,

CUERNO CONTROL (SICC).

a) Decidua basaldis,
b) Decdidua capsulahris,

¢) Embnrn.ién.

RATA TRATADA CON NEM.

SITI0 DE IMPLANTE.

CUERNO EXPERIMENTAL.

a) Decidua basalis.
b) Decdidua capsulardis,

c) Trofoblastos.



FOTO N2. 3 (10X).

INTERSITIO DE IMPLANTE.

CUERNO CONTROL.

RATA TRATADA CON NEM.

a) Lado antimesometnrial,
b) Miotenio,

c) Estroma endometrial.
d) Epitelio endometnial.
e) Lado mesometrial.

§) Luz uterndina.

FOTO N2, 4 (10]).

INTERSITIO DE IMPLANTE,

CUERNO EXPERTIMENTAL (ISICE).

RATA TRATADA CON NEM.

a) Lado antimesometrnial.
b) Miotenio.

c) Estroma endometrial,
d) Epitelio endometnial,

e) Lado mesometnial.

§) Luz uterina.



FOTO N2. 5 (100X) Intersitio de Implante, Cuerno Experimental
(ISICE), Rata tratada con NEM, a) Luz uterina, b] Epitelio en

dometnial, c) Estroma endometndialf,



DISCUSTION.

EL estudio del proceso de La implantacifn embrionaria es
impontante no s6Lo por su intenls intrinseco dentro de La Bico
Logia de La Reproduccibn, asino que ademds en Las condiciones
actuales de explosidn demoghdfica, plantea una ruta alterna -
en La bdsqueda de métodos anticonceptivos seguros def conthol
de La natalidad, ademds de Los ya existentes. EL mecandismo §4
namente balanceado que controla La implantacibn vuelve esta -
etapa def desarnollo sumamenie airactiva para el ataque anti

conceptive

En La unidad de Invesfigaci6n Biomédica del Centro Nacional --
(IMSS), se estudian varnios aspectos de La BioLogia de La Re--
producedidn, entre ellos estd La implantacilén embrionardia, foir
mando parte de un programa mds amplio que tienme por objetivoe
el desarnollo de nuevos métodos del controf de La natalidad.
Este trabajo es una continuacibn de nepontes anteriones (3,42)
y se deseaba encontran otre radical o nesiduo de Los grupos -
SH de una molécula de La supernficie del epitelio endomefnial,
el cual alf sen bloqueado afecta a todo 2£ proceso de La im- -

plantacibn.

Hay evidencias muy firmes de que el diero sufre una diferen--
clacidn progestacional previa a £a metauiﬁcﬁdn y La cual es

indispensables para que el embridn se {mplante en sitios espe
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clficos def dtero (SI). En cualquien otno tiempo que no sea -
justo en el momento de fLa implantacibn, el dteno no es un Lu-
gar adecuado para el desarroflo embrionario (81). Una de Las

caractenisticas de Los sitios de implLante (SI1) son Los cambios
de polaridad y de composicién molécular de La superficie mem-
branal extearna de Las células del epitelio endometaial (20,42)
Un reflejo de La diferenciacibn progestacional son Los cam- -
bios en La poblacibn de nresdiduos de deido sidlico y de canrbo-

hidratos como el manopinanosif y el glucopiranosil (42).

Si se elimina enzimaticamente el dcido sidfico 6 se bLoquean
Los nesdiduos de carnbohidratos usando Concanavalina A, La im--

plantacibn es bloqueada (42).

La observacibn de £as tablas de nesultados, y en especial Las
4 prnimenas muesiran que Los nresultados entre NEM y DTNB ;an -
generalmente opuestos, ya que La NEM inhibe La {implantacifn -
en todos Los dias en que fué aplicada mientras que, en cambdio,
el DTNB no tuvo un efecto Lnhibidor, estadisticamente signifi
cativo sobre La implantacifn en cualquiera de Los dfas en que
fué aplicado. Esfo puede ser explicado tomando en cuenta £a -
gacitidad con que ambos neactivos atraviesan £a membrana celu
Lar y a Las condiciones de heaccdidn entre estos dLtimos y Los

grupos SH.

Aparentemente La NEM comerncial es Lo suficientemente pura pa-
ra muchos propbsitos y Los contaminantes que pueda tener no -

reaccionan con Los grupos SH. La NEM en estado a6Lido es muy-
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estdble, pero en solucién acuosa el anillo se hidrofiza ﬁonmaﬂ
do dcido N-etilmaledmico. Esta neaceifn ocurne a una tasa ne--
gligible a pH &cido, pero en soluciln alecalina hay un incremen
to de primen onden en La hidrndlisis, La cual se incrementa al
elevarse el pH de La sofucidn. EL % de hidrn6Lisis en 6 honras -
es aproximadamente como sigue: pH 7-10%, pH §-60%, pH 9-90%.
Las soluciones alecalinas de NEM ason Lo 6u££c£en£zﬁente estables
para hacer expenimentos de corta dunacidén. A pH 7 La tasa de -
 reaccdibn de La.MEM son Los grupos SH es muy rdpida requiniendo
un promedio de 2 minutos para £Levarse a cabo. La tasa de reac
cibn desciende con el pH (1,39,65,79). Se ha demostrado que ba
fo ciertas condiciones extremas como son el exceso de reactdi--
vos y un pH alealino £La NEM nreacciona con otros radicales que
no .son Los grupos SH (15,50,71,72,73,79). EL imidazol y algu--
nos aminofeidos aon N-acifados por La NEM, ésta reacciona con
Los grupos alfa-amino de Los péptidos glicil-alnina (pH 7.7, -
25°C 3.2 h.), Val-Leu-Sen-Pro-Ala-Asp-Lis |pH 7.4, 25°C, 3.2h.]
del grupo imidazol de La Histidina y de Los aminodecidos Leuci-
na y Cisteina (71,72,73)., No se sabe s.i tales acilaciones son
de importancia en ra neaccibn de La NEM con proteinas y enzdi--
mas, pero es siempre posible que alguncs nesiduos amino o de --
Histidina pueden hatfarse en un estado particularmente neacti-

vo (79).

Para favorecer la especificidad de £a Mtﬂ-hacia Los grupos SH

La mezela de reaccibn debe mantenerse a pH deido y evitar el -
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exceso de reactivos. Bajo estas condiciones La NEM muestra un

alto grado de especificidad hacia Los ghrupos SH (72,79).

Los estudios de titulacibn de enzimas que tienes grupos SH con
NEM, han demostrado que esia dliima s6Lo se combina con Los SH
expuestos y no reaccliona con Los que se hallan sepultados en -
La cedena pepitidica. A veces, este bLoqueo de Los grupos SH ex
tenrnos no basta para Lnactivar total o parcialmente a La enzi-
ma {1,79).

S6Lo hay informacibn superficial acerca de La mayorfa de Las -
nutas metabblicas que pueden ser atacadas por La NEM y en nin-
gln caso se han Localizado sitios especificos de accifn o una

enzima en particular. Sobre esie hecho se puede mencionar gue,
en estudios hechos con el Disposditivo Intrauterino Liberadon -
de Cobre, indican que, ef Cu interfiere con La utilizacibn nor
mat de ta glucosa, especialmente a través de La via de Embden-

Meyenhoff.

Debido a que Le Cu reacciona con £os grupos SH Libres, esto su
giere que actua sobre enzimas dependientes de grupos SH como -
son La gliceraldehido-3 fosgato deshidrogenasa, La deshidogena
sa Lactica y La piruvica (84), Esta Linformacifn suglere que es
tas enzimas también son btanco de La accibn de La NEM. Ademds
de £a glucosisis. otnos sitios posibles de aceibn de La NEM -

son La biositésis de LIpidos y de nucteosidos (79). Se ha de--
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mostrado que La mefeimida, fa cual carece del radical eti&o -
CH3-CHZ pero conserva ef dobre reactivo C=C, es un inhibidon,

in vitrno, de Las enzimas del metabolismo de La L-asparagina- -
121)., También es una fuerte citotoxina in vitho para Las c&fu-
Las L128d, produciendo un alto parcial en La fase GZ del ciclo
cetulan, neduciendo también La velocidad de progresidn a tra--

vés de Las fases det ciclo celulan (21).

.La NEM a una cﬁncznt&acién de 0;0004 mM reduce en un 18% Las -
mitosis en cultivo de f§ibroblastos de poflo y el efecto se in-
crementa cuande f£a concentracibn se va elevando hasta un méxi-
mo de 0.002 mM cuando el efecto se estabiliza aunque suba La -
concentracidn de NEM. No se observan anormatfidades citollgicas
apreciables. Cuando se permite que La NEM reaccione. con un ex
ceso de glutatidn, se pierde La mayorn parte de La actividad an

timitotica pensistiendo algo de actividad nesidual (79).

Tomando como base Lo anterios se puede asumin que £a NEM nreac-
ciond bdsicamente con Los grupos SH uterinos debido a que el -
pH de £a Luz es dcido, aproximadamente de 6.5 (medido con pa--
pel indicador) y no hubo exceso de reactivos (La concentracibn

de La NEM fué casi La misma que La concetracifn de grupos SH)

También se puede suponer que reaccions con grupos SH de otras
negiones del cuerpo ademds del dtero debido a que su permeabi-

Lidad Le peamitirfa alcanzar el tornente circulatonio. Esto po
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drnia explicar el hecho de que a Las ratas tratadas con NEM se
Les desprendia £a piel de La cola con mucha facilidad en el mo

mento de sen desnucadas (La coldgena es abundante en grupos SH)

Considerando La actividad antimitotica de £a NEM se puede ex--
plicar el porque obtuvo un mdximo de inhibicibn en Los dias 2

y 3 (tabfa 1) sobre La aparicibn de Los sitios de implante. En
el dfa 3 hay un pico esirogénico que sensibiliza al diero domi
nado por £a progesterona de mane&é que este pueda responder -
mds tarde al estimulo decidualizante. La neacediln decidual com
prende La profiferacibn y diferenciacifn de Las células del es
trhoma endometrnial en una masa de céfulas cuboidales que parti-
cipan en La nutrnicién embrionania y dan proteccidn al dieno -
contra La invasién del blastoeisto. Es indispensable esta ele-
vacibn de Los niveles de estrfgenos en fLa sangre para que Las

células estromales alcancen una tasa mdxima de divisiones celu
Lanes en Las 24 horas que siguen al pico estrogénico. Aparente
mente estas mitosis son indispensables para que ocurra La reac
eibn decidual (81)., Lla progesterona induce La diferenciacibn -
de Las céfulas esiromales del endometrio de una manera asincrd
nica hasta un estado en el cual son sensibles al estimulo deci
duafizante. Los estrfgenos aumentan La tasa a La que ocurre fa
diferenciacibn estromal incrementande el ndmero de céfulas por
unidad de drea def endometrio que son capaces de respopdern al

estimulo decidualizante del blastocisio, aumentando por Lo tan

to, fa probabilidad de una implantacibn. En La ausencia de es-
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trogenos no hay implantacibn debido a una falta de densidad -
netlativa en La poblacidén de céfulas sensibles [E1). Por un La-
do La NEM bloquea a Lo0s neceptores citoplasmdticos a estenoides
(44,46) y por otno detiene a fas células que han entrado en mi
tosdis (79). EL hecho de que haya habide implantes exitosos (zta
bla 2) sugiene que este bloqueo fue tempornal, presentandose un

netando en La Lmplantacidn.

La misma actividad antimitotica de La NEM af detener el progre
50 de La mitosis sin destruir a Ras células sugierne que tuvo -
un efecto citoatdtico sobne fLas células endometniales, expli--

cando La ausencia de citlLisis.

EL hecho de que £a NEM pueda atacan Los grupos SH citopldsmi--

cos, alterando posiblemente varias nrulas metabllicas explica -

r

La aparente incohenencia observada entre fLas determinaciones -

hechas (tabfa 5-8) y Los nesuliados previos (3,83).

De todo fo ya expuesto se puede concluir que Los resuliados ob
tenidos con La NEM no son nelevantes para el objetive de este
trabafo, fundamentafmente pongue 86Lo interesan Los g&upo$ SH
de La superficie endometrial y no Los de fodo el diero y olras
negiones del onganismo. Los resuftados obtenidos con el DTNB -

son més definitivos.

EL PTND ea un disuffuro aromdtico y fiene por Lo tante un po--
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tencial promedio de oxido-reduccidn mds alto que sus andfogos

alifdticos, neacciona con £os grupos SH por una nreaceidn de -

intercambio para formar un disulfuro mixto con La proteinda y -
un molde 2 nitho-5-tiobenzoato por mof de grupo SH proteico.Es
te anibn de nitromercaptobenzoato tiene un intenso color amari
Lo con un mdximo de absorcibn a 412 nm, La reaccidn debe £Le-
varse a cabo en un medio afcaline para desarroflar un mdximo -

de color (pH 8) (26,40).

Sin embargo, no es Lindispensable que el medio-sea alcalino pa-
ra que se LLleve a cabo La reaccidn, el desarrollo de color es
importante unicamente cuando se hacen determinaciones espectro
fotémetnicas. Hay evidencias expenimentales muy finmes de que
el DTNB no atraviesa fdcifmente La membrana plasmdiica de Las
células beta del pdnc&éaa ni ta membrana mitocondriaf def higa
do de nata (9,42). Es importante hacer notar que el DTNB 4620
ataca a Los grupos SH que-se hallan en La perifernia de £as mo-

Léculas y que no afecta a Los que se hallan ocultos (40).

Se puede asumirn que es muy alta La probabifidad de que el DTNB
reacedond con Los ghupos SH de fa supernficie del epitefio endg
metrial. Sin embanrgo, é&to no tuvo efecto sobre La aparicibn -
de £as bandas azdles ni sobre La implantacidn (tablas 3 y 4).

Esto permite suponer que Los SH que en el sitio de implante no

son {indispensables en el proceso de adhesibn def blLastocisto.
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EL nresultado de que el SICC este menos hidratado que ef 1SICC

en todos Los dlas (tablas 9-12), Lo cual esta en contradiceibn
con Los nesultados previos (3,83), Lo cual hace suponer que hu
bo un error experdimental que se nepitil constantemente. S4i es-
ta {nvensibn en ef % de humedad fuera un efecto def DTNB La im
plantacibn hubiera sido afectada sensiblemente, Lo cual no ocu
mib. En el dia 5, el sitio de implante se vuefve mds turgente
que el nresto del dteno debido a que se presenta un aumento en

La permeabilidad de Los vasos adnguzueoa delf estroma endome---
trial (53). Con Los datos existentes hasta La fecha no es posi
ble suponer que se pueda cambiar el fendmeno de hiperpeameabi-
Lidad vascular af ISICC y que de todas maneras el embnifn se -

implante.

Sin embargo, ef hecho de que £os restantes pardmetnros biloqudmd
cos no tengan punio de comparacidn entre Los diferentes dias y
con La formacibn preexistente (3,83), hace suponer que ef DTNB
54 LEego a penetrar a Ras célufas endometrniales y que produjo
algunos desajustes, Los cuales pudienbn ser cornregidos pon el

onganismo (tablas 9-12).

Es evidente de La observacibn de Los contes histolbgicos, que -
el DTNB no fué citolltico para Las células endometriales, debi-

do probablemente a su escasa permeabilidad.
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CONCLUSTONE S .

A).- EL bloqueo de Los grupos SH de La superficie membranal ute
nina no tiene efecto sobre La Lmplantacién def blasfocisto,sien
do esto una evidencia de que no tienen una participacifn muy ac

tiva en La implantacibn del embribn.

Bl.~ Hay una relacibn directa entre fLa nreaccibn azdl y La im- -

plantacibn, al desaparecen La reaccifn azdf no hay Limplantacidn

C)l.- Lla NEM y el DTNB afectan el metabolismo de Las células ute
ninas, neflejdndose este hecho en La ausencia de un esquema - -
constante de Los 4 pardmetros bioquimicos estudiados, al compa-

ranfos enine AL miamos como con La Lnformacibn prevdia,

D].- A Las concentraciones usadas La NEM y el DTNB no son Lo su

fLleientemente t6xicos para Lisar a Ras células endometrndiales.
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