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RESUMEN 

Actualmente los lisosomas son considerados organillos que participan en los diversos 

procesos del metabolismo celular, incluyendo los regulados hormonalmente. La actividad 

lisosomal se ve alterada minutos después de la administración tanto de hormonas esteroides 

como de peptídicas. Efectos como la labilización de las membranas, cambios en la estructura 

química de las hidrolasas (latencia estructural) y migración perinuclear preceden a las 

alteraciones enzimáticas ocurridas. 

El grupo de Clara Szego y col. observaron en la glándula prepucial y en el útero de la rata 

la penetración de enzimas lisosomales al nucleoplasma 15 minutos después de la inyección 

intravenosa de dosis fisiológicas de 17(3-estradiol, además, encontraron que dichos efectos 

fueron suprimidos por los glucocorticoides. Otras hormonas como la ACTH, la ADH, la LH, la 

hGC y la prolactina inducen el aumento de la actividad de hidrolasas lisosomales en sus células 

blanco. La administración de estrógenos por vía sistémica provoca en el endometrio de la rata un 

aumento en la permeabilidad de la membrana celular, así como cambios en el patrón de enzimas 

lisosomales indispensables para la formación de la cámara de implantación. En el presente 

trabajo se demostró la redistribución de las actividades de la fosfatasa ácida y la p•glucuronidasa 

provocada por el momento endócrino de la implantación, así como la importancia que tienen la 

labilización de las membranas lisosomales y la translocación de los lisosomas en este fenómeno. 

También se observaron los efectos sobre las actividades enzimáticas, la implantación y el 

desarrollo embrionario provocados al impedir la labilización (con dexametasona) y la 

translocación 	lisosomal 	(con 	colchicina). 	Metodología: 	Se 	determinaron 

espectrofotoméricamente las actividades de la fosfatasa ácida y la 13-glucuronidasa en el sitio (S) 

y no sitio de implantación (NS) de ratas normales y bajo tratamiento con dexametasona o 

colchicina. Además, se realizó un estudio histoquímico de microscopía electrónica para localizar 

la actividad de la fosfatása ácida (FA) y la ubicación de los lisosomas. Resultados: Se encontró 

mayor actividad de las dos enzimas en los núcleos de las células del S que en los del NS. La 

microscopfa electrónica reveló la presencia de precipitados correspondientes a la actividad de 

fosfatasa ácida en los núcleos de las celulas del S, así como la localización perinuclear de los 

lisosomas. La dexametasona y la colchicina impiden estos resultados. Conclusión: La actividad 

enzimática se encuentra más elevada en la fracción nuclear del S que en la del NS y la 

dexametasona y la colchicina impiden este aumento. La implantación y el desarrollo embrionario 

también se inhibieron por el efecto de estos compuestos. 
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INTRODUCCION 

El antiguo concepto del Iisoson►n ro►no "suicith' bag" ha sido reen►plazatlo por el papel (le éste e►►  
los procesos regulailos hormonalmente. 

Generalidades de los lisosomas 

Los lisosomas son espacios intracelulares rodeados de membrana fosfolipídica, 

que presentan gran diversidad y polimorfismo. Su identidad generalmente se hace al 

microscopio electrónico por medio de la identificación de sus enzimas; de estas 

técnicas, la determinación histoquimica para la fosfatasa ácida se utiliza con frecuecial. 

Bioquimicamente estos orgánulos son vesículas con capacidades enzimáticas, 

de las cuales, destaca la reacción que produce el rompimiento de algunas 

macromoléculas del organismo en presencia de agua (hidrólisis). La batería de 

hidrolasas contenida en los lisosomas incluye más de 60 enzimas que hidrolizan entre 

otros, ácidos nucleicos, proteínas, carbohidratos y lípidos. Entre las enzimas 

lisosomales se pueden mencionar: ribonuclesa ácida, desoxiribonucleasa ácida, 

cátepsinas, colagenasas, glucosidasas, p-N-acetil-glucosaminidasa, 11-glucuronidasa, 

galactosidasa, manosidasa y aril sulfatasas, todas contenidas en un medio ácido 

intralisosomal de phi 4.5-5.5 que se mantiene por una bomba de protones dependiente 

del ATP2  

Ya que las enzimas lisosomales son capaces de hidrolizar membranas, estos 

catalizadores se encuentran en el medio intralisosomal en forma inactiva (latencia 

estructural), la cual debe cambiar cuando las enzimas se liberan al medio 
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extralisosomal. Así mismo, las membranas lisosomales sufren cambios en su 

configuración bioquímica (labilización membrana') como un resultado no genómico 

producido inmediatamente después de la interacción del agonista con los receptores de 

la célula blanco3. 

Participación de los lisosomas en los eventos regulados por hormonas 

La participación de las enzimas lisosomales en el inicio de los eventos 

metabólicos que conducen a los procesos de crecimiento y diferenciación inducidos por 

las hormonas esteroides, ha sido ampliamente estudiado por el grupo de Clara 

Szego4.5.6. En la glándula prepucial y en el útero de la rata, estos investigadores han 

observado la rápida penetración de enzimas lisosomales al nucleoplasma dentro de 2 a 

15 minutos después de la inyección intravenosa de dosis fisiológicas de 17p-estradiol, 

testosterona o AMPc6, por lo que sugirieren que dichas enzimas podrían participar en 

los mecanismos de des-represión génica5. Además, dentro de los primeros minutos 

después de la administración intravenosa del 17p-estradiol (pero no su epímero 17a), 

en la glándula prepucial de la rata se han encontrado modificaciones en el patrón 

electroforético de las proteínas constituyenes de la cromatina, así como el aumento en 

la concentración del AMPc, ambos cambios son simultáneos al aumento de la actividad 

de enzimas lisosomales tales como la fosfatasa ácida y la p-glucuronidasa. 

Otras hormonas corno la ACTH en la corteza suprarenal de la rata7, la ADH en 

la vejiga de anfibios, la LH y hGC en los ovocitos9  y la prolactina en la glándula 

harderiana de la rata, inducen el aumento de la actividad de hidrolasas lisosomales en 

el medio extracelular de las células blanco minutos después de la administración de la 



hormona, por lo que se apoya la hipótesis de que la actividad lisosomal es regulada 

hormonalmente. 

En el endometrio de la rata, los estrógenos producen dentro de los dos minutos 

después de su administración, múltiples signos de perturbación de las membranas 

plasmáticas de las células blanco, como son la acumulación de receptores en sitios 

específicos y aumento del número de microveilosidades en las células del epitelio 

luminal10. En este órgano, la acción de los estrógenos es necesaria para el aumento de 

permeabilidad de la membrana celular, así como los para cambios en el patrón de 

enzimas lisosomales indispensables para la formación de la cámara de implantación en 

la rata y el ratón y para la reacción de unión del blastocisto en el conejo". 

Por ser la implantación en la rata un fenómeno dependiente de estrógenos, nos 

hemos interesado en la participación que tienen los lisosomas durante este proceso. 

La implantación embrionaria 

La implantación embrionaria puede definirse como el proceso mediante el cual el 

embrión adquiere una posición fija en los tejidos maternos, normalmente el endometrio, 

y se establece una íntima relación entre ambos. Para que la implantación se efectue se 

requiere de la interacción coordinada entre el embrión y el útero, el embrión debe de 

haber alcanzado el estado de blastocisto y en el útero deben haber ocurrido cambios 

dependientes de hormonas que conduscan al desarrollo de un endometrio receptivo12. 

La implantación del blastocisto marca, por lo tanto, el inicio de una asociación estrecha 

entre tejidos de distinta constitución genética y es un proceso clave en los organismos 

que se desarrollan dentro de la madre y cuya nutrición depende de ella. 
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Una vez realizada la fecundación del óvulo de mamífero se inician una serie de 

eventos paralelos que conducen por un lado al desarrollo del cigoto hasta el estadio de 

blastocisto13  y por el otro, a las modificaciones morfológicas y funcionales del 

endometrio, el que adquiere las características necesarias que lo hacen receptivo el dia 

de la implantación14. Los factores extrínsecos al cigoto que influyen en su desarrollo y 

diferenciación, se originan fundamentalmente en los tejidos tubario y endometria115, la 

composición iónica del medio y la presencia de elementos necesarios para la 

biosíntesis del ATP, son dos factores esenciales en estos procesos. 

Empleando técnicas de cultivo de embriones preimplantados, se ha medido la 

utilización por éstos, de sustratos radioactivos a partir del medio, demostrándose que 

los embriones de una célula utlilizan preferentemente piruvato y oxaloacetato; los de 

dos células ya emplean lactato y la capacidad para utilizar glucosa se presenta en el 

estadio de ocho células. 

También se ha estudiado la incorporación de precursores de nucleótidos, ácidos 

nucleicos y proteínas". Los embriones preimplantados incorporan nucleósidos, bases 

púricas (guanina) y pirimídicas (timina). La captación de guanina por embriones de 

ratón tiene un aumento lineal ente los estadios de 2 a 18 células. Al captarse esta base 

púrica por el embrión es rápidamente convertida en GMP, y éste nucieótido a su vez es 

fosforilado a GDP y GTP, teniendo a partir de éste momento otras dos posibles 

trayectorias metabólicas: incorporarse a los ácidos nucléicos o formar GMPc16, 17. 

Además, el embrión cuenta con los sistemas de transporte para tomar del medio 

aminoácidos como metionina, glicina, asparagina, lisina, tirosina y leucina17. 



Por otro lado, en la diferenciación del tejido endometrial durante la implantación, 

destaca la formación de zonas diferenciadas morfológica y funcionalmente 

denominadas sitios de implantación (rata, ratona, criceto y hurón)18. Los sitios de 

implantación en la rata, son zonas de tejido endometrial que se caracterizan por 

presentar las modificaciones fisiológicas y estructurales adecuadas que permitan la 

nutrición del embrión y eviten el rechazo inmunológico que debe desarrollar él útero19 

ante la presencia del blastocisto. Estas zonas pueden ser detectadas unas horas antes 

de que el blastocisto se adhiera al epitelio luminal, ya que presentan una mayor 

permeabilidad cuando se comparan con las zonas tisulares adyacentes o con el 

endometrio de animales no gestantes. Esta última propiedad ha permitido la 

visualización macroscópica de bandas azules en la rata y la ratonan después de la 

administración endovenosa de azul de tripan al 5° dia de embarazo (considerándose 

como día cero cuando se encuentran espermatozoides en el frotis vaginal)21 22. 

El estímulo y los factores esenciales que se requieren para inducir este 

incremento en la permeabilidad vascular, no se han dilucidado perfectamente, sin 

embargo, se ha propuesto la participación de la histamina, nucleótidos cíclicos, 

estrógenos producidos por el blastocisto y de manera muy importante las 

prostaglandinas22, estas últimas se encuentran elevadas en aquellas zonas del 

endometrio capaces de recibir al blastocisto (S1)23, Recientemente se ha demostrado 

que el tejido decidual del útero de la rata preñada aumenta su capacidad para sintetizar 

prostaglandinas" aproximadamente 5 minutos después de la estimulación local debida 

a la presencia del blastocisto y que los estrógenos estimulan la síntesis de esta 

hormona. En animales pseudopreñados, se demostró que la máxima concentración de 

prostaglandinas ocurre el día cinco, mientras que la de los estrógenos el día 4, por lo 
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que se ha sugerido que las prostaglandinas pudieran ser los mediadores de la acción 

estrogénica en este proceso". 

La regulación endócrina del proceso de implantación ha sido exhaustivamente 

estudiada19, 21  principalmente en la rata, dada la facilidad metodológica para controlar 

el día de embarazo y el momento de la implantación19. En ésta especie es factible 

realizar ovariectomía dos días después de la fertilización, sin que se interrumpa el 

proceso de diferenciación endometrial (siempre y cuando la función ovárica se sustituya 

administrando progesterona por dos días a partir de la intervención quirúrgica y 

posteriormente un pulso de 17(x-estradiol), lo que permite que ocurra la implantación al 

5° día". 27. 

Los estrógenos estimulan el crecimiento, desarrollo y diferenciación uterina por 

medio de respuestas tempranas y tardías. Las tempranas incluyen cambios como 

irrigación sanguinea aumentada, liberación de histamina, producción de AMPc y 

aumento en la concentración de electrolitos activos osmóticamente, estos últimos 

inducen la retención de agua. Por otro lado, los eventos tardíos involucran aquellos 

cambios metabólicos que dependen de la existencia del complejo receptor-estrógeno. 

Los esteroides suprarenales, particularmente aquellos con los grupos 11-oxi y 

17-hidroxi antagonizan muchas respuestas estimuladas por estrógenos en los tejidos 

del aparato reproductor. Por ejemplo, el cortisol reduce significativamente la 

incorporación de 32P y de (14C)alanina en proteínas uterinas 20 horas después de la 

administración de estradiol (cuando el útero tiene un alto Indice mitótico). Los 

glucocorticoides también inhiben actividades enzimáticas asociadas con el metabolismo 

estimulado por estrógenos28. 
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Se sabe que uno de los efectos de la dexametasona es su acción inhibitoria 

sobre la síntesis de las prostaglandinas29. Este glucocorticoide suprime dicha síntesis al 

estimular la producción de una proteína inhibitoria de la fosfolipasa A2: sin embargo, la 

producción de esta proteína específica requiere de la síntesis de RNA, por lo que el 

efecto no es inmediato, no obstante, este glucocorticoide posee efectos tempranos q‘,9 

no dependen del complejo receptor-estrógeno. 

La dexametasona administrada por 4 días es muy efectiva en bloquear la 

implantación que es inducida por 20 ng de estradioI30. No se conoce el mecanismo por 

el cual se efectúa esta inhibición, pero se sabe que otros glucocorticoides producen una 

disminución en la afinidad y en el número de receptores estrogénicos en el útero31. La 

iniciación del proceso de implantación involucra acciones estrogénicas no genómicas32  

que son evitadas por los glucocorticoides, por lo que estos compuestos podrían impedir 

la implantación por contraponerse a la acción de esta hormona sobre la permeabilidad 

lisosoma133. 34. 

La participación de los lisosomas durante la fase de implantación ha sido 

considerada en diversas especies ( la rata35, el conejo36, los bovinos37  etc) incluyendo 

al humano35. 39. Se ha encontrado mayor actividad de las enzimas lisosornales tales 

como la fosfatasa ácida, la 13-glucuronidasa, ribonucleasas y catepsinas en el medio 

intra y extracelular del sitio de implantación que en el intersitio. 

La labilidad de la membrana de los lisosomas de las células endometriales 

obtenidas de ratas ovariectomizadas se aumenta minutos después de la administración 

de 17[3-estradiol y los glucocorticoides ejercen un efecto opuesto al estabilizar la 

membrana de éstos orgánulos33. El efecto hidrolítico lisosomal producido después de la 
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labilización llosollnosoal es muy importante en el proceso de implantación, debido a que 

los lisosomas dol 11 del epitelio endometrial intervienen en la remoción de barreras que 

impiden la moolrAludaciOn del blastocisto39  y los "lisosomas blanco" de las células 

endometrialoldool(deddua y su epitelio) participan corno transportadores de estrógenos 

hacia el núcllOcololo celular. Se ha demostrado33  que estos orgánulos transportan esteroides 

de la periferia l nls al oucl eoplasma de las células blanco y a su vez, sus enzimas se 

introducen aldloolik)10, donde pueden tener un efecto potencial corno des-represores del 

DNA al podsiildnbil hidroliz ar represores de diferente composición molecular incluyendo 

histonas40. 

Los lilailsonas están integrados al citoesqueleto, debido a que es necesario un 

rearreglo de la 	ciloarquitectura para que éstos se desplacen°. Dicho reacomodo es 

dependiente 111001,  hormonas, ya que después de la administración de estrógenos se 

presentan altIlIonlicieues en el sistema de microvellosidades y microtúbulos41  

Por Mrosoisitossopla electrónica se ha encontrado una estrecha relación entre 

lisosomas y microllibollulos, por lo que resultaría interesante demostrar que durante la 

implantación, la al 1 lanslecación de los lisosomas hacia el núcleo depende de la 

polimerizacióllullba tubuli 

La tubloorna participa en el movimiento saltatorio de los lisosomas (movimiento 

característico dolozle los lisosomas sobre filamentos de tubulina que permite que éstos 

orgánulos se ris9119:splacen a distintos compartimentos celulares, incluyendo el núcleo), 

debido a que lalcal drogas que impiden la polimerización de tubulina (como la colchicina) 

paralizan éstemollintoviniento con sus respectivas consecuencias41, 
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La colchicina, vinblastina y otras drogas que despolirnerizan microtúbulos 

inhiben el movimiento de inclusiones celulares tales como las vesículas de los axones 

nerviosos y gránulos de pigmento y de material de secreción. Además, estos fármacos 

alteran el movimiento saltatorio de los endosomas en los macrófagos y las células 

HeLa, y en las células de los tubulos proximales renales bloquean la migración basal de 

las vesículas endocíticas. 

La colchicina inyectada en el epitelio uterino de la rata antes de la administración 

intraluminal de ferritina tiene poco efecto sobre la captura del marcador por las células 

epiteliales, pero inhibe significativamente el movimiento de los lisosomas que contienen 

ferritina desde el ápice a la base de las células. Dicho efecto depende de la dosis. La 

migración los lisosomal hacia el núcleo es inhibida por glucocorticoides y activada por 

3'5'dibutiril AMPc pero no por AMP31  

HIPOTESIS 

Planteamiento del problema. 

Los lisosomas participan en los eventos regulados por estrógenos al translocar 

su contenido enzimático al núcleo y de ésta manera posiblemente contribuyen con la 

des-represión del DNA, (se ha encontrado la presencia de hidrolasas lisosomales en el 

núcleo minutos después de la administración de 173-estradiol). Ya que la implantación 

en la rata es un fenómeno dependiente de un pulso de estrógenos, nos planteamos las 

siguientes hipótesis: 

HA.- En los núcleos de las células del sitio de implantación debe haber mayor 

actividad de hidrolasas lisosomales que en los de los intersitios, este efecto se debe al 
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momento endócrino (posiblemente estrógenos) y depende de la translocación de 

lisosomas ala región perinuclear. Como consecuencia de lo anterior, la implantación y 

la viabilidad fetal se ven afectadas. 

Ho.-No hay diferencias entre las actividades nucleares del sitio e intersitio de 

implantación y un antagonista de estrógenos y otro de la translocación lisosomal no 

alteran los cambios ocurridos. La implantación y la viabilidad fetal no se ven afectadas 

por lo anterior. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Demostrar en el endometrio de la rata durante la implantación la redistribución 

subcelular de la actividad enzimática de dos hidrolasas marcadoras de los lisosomas; 

fosfatasa ácida y (3-glucuronidasa (la implantación en la rata es dependiente de un pulso 

de estrógenos). 

Objetivos particulares 

aj Suprimir la redistribución enzimática encontrada, con un compuesto que 

antagoniza la labilización lisosomal producida por estrógenos (dexametasona), y de 

esta manera demostrar que la re-distribución es un fenómeno regulado por el momento 

endócrino. 
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b) Impedir la translocación lisosomal con un compuesto que evite la formación 

de microtúbulos (colchicina), con el fin de demostrar que la re-distribución enzimática es 

una consecuencia del desplazamiento de los lisosomas. 

c) Observar macroscopicamente los efectos anteriores sobre la implantación y la 

viabilidad fetal. 

METODOLOGIA 

Tratamiento de los animales 

Se utilizaron ratas hembras Sprague-Dowley de 2.5 meses de edad con un peso 

aproximado de 250 g las cuales se mantuvieron bajo condiciones controladas de luz y 

temperatura, así como con alimentación y agua ad libitum . Estas se aparearon por el 

método de trío con machos de fertilidad comprobada y 24 horas después se realizó 

citología vaginal; el di a que se observaron espermatozoides en el lavado, se consideró 

como día cero de embarazo. En estas condiciones se utilizaron tres lotes de ratas (1, 2 

3). 

Lote "1": actividad lisosornal en el sitio de implantación. 

Entre las 7,30 y 8,00 horas del 5° día de preñez, cada una de las ratas recibió 1 

ml de colorante azul de tripán (1% p/v) por vía intravenosa y 60 minutos después se 

sacrificaron por dislocación cervical, Enseguida el útero se extrajo y se liberó de la 

grasa, y las regiones teñidas de azul (sitios de implantación) y no teñidas (sitios de no 

implantación) se procesaron por separado. En ambas regiones el epitelio luminal fué 
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separado del estroma utilizando el método de Fagg42; éste consiste en someter cortes 

transversales del útero (de 5 mm) a la agitación mecánica con perlas de vidrio con la 

finalidad de separar el epitelio del estroma. Los dos tejidos obtenidos se 

homogeneizaron al 20% con una solución de sacarosa-Tris-HCI (0.25M.,50mM.,pH 7.5), 

adicionada con Mg2Cl 5mM y KCI. 25mM. El aparato utilizado para estos fines fué un 

homogeneizador "Caframo" Wiarton Ont Stirrer Tipe RZRI-64 con tubo y pistilo de 

vidrio. En seguida los homogenizados se centrifugaron a 3000 r.p.m por 15 min con la 

finalidad de obtener un sedimento enriquecido de núcleos, al que previa suspensión en 

un gradiente de sacarosa 2M se le practicó otra centrifugacion de 19 000 rpm durante 

30 min. Por otro lado, el sobrenadante de las 3000 rpm también se recentrifugó a 19000 

rpm por 30 min para obtener un paquete lisosomal y un sobrenadante citosólico43. En 

todos los casos se utilizó una ultracentrifuga Sorval modelo RC2-B con un rotor 65 Ti y 

durante todo el proceso se trabajó a 4°C. 

Para la microscopio electrónica se seccionó un fragmento de endometrio 

correspondiente al sitio y otro al no sitio e inmediatamente se colocaron en una solución 

de paraformaldehido al 10% hasta el momento de iniciar los cortes. 

Lote "2": efecto de la dexametasona. 

Este lote se dividió en 6 grupos de 10 ratas cada uno (A al F), en donde los 

grupos A,B y C se consideraron como controles y los grupos D,E y F fueron los tratados 

con dexametasona. A cada una de las ratas de los grupos D,E y F, se le administraron 

por vía subcutánea dos dosis de 0.8 mg. de 21-isonicotinato de dexametasona (Chinoin 

de México) contenidos en 50 ;Al de solución salina al 0.9%; la primera el día 3 y la 
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segunda el 4° día de embarazo. A las ratas de los grupos A, B y C se !es trató solo con 

solución salina al 0.9%. 

Al 5° día de embarazo (24 h después de la segunda dosis de dexametasona), 

las ratas de los grupos A,B,D y E recibieron por vía intravenosa 0.9 ml de colorante de 

azul de tripán al 1% p/v. Una hora después, las ratas de los grupos A y D se 

sacrificaron con la finalidad de extraer el útero y procesarse como en el lote "1" para la 

separación de los dos tejidos endometriales, el fraccionamiento subcelular y las 

determinaciones enzimáticas. 

Las ratas pertenecientes a los grupos B y E se sometieron a laparotomía ventral 

(anestesiadas con 3 mg/Kg de droperidol como relajante muscular y 8mg/Kg de ketalar 

como anestésico) con la finalidad de contar las zonas teñidas con el colorante (sitios de 

implantación), después se suturaron para dejarlas evolucionar hasta el día 14 de 

prenez, tiempo en el cual se sacrificaron e hicieron todas las observaciones anatómicas 

relacionadas con el desarrollo embrionario. Las ratas de los grupos C y F no fueron 

sometidas a intervención quirúrgica; solo se dejaron evolucionar hasta el día 14 de 

embarazo, y como en el caso anterior se sacrificaron y se realizaron las observaciones 

morfológicas. 

Lote "3": efecto de la colchicina. 

El lote 3 formado por los grupos "a" y "b" (cada uno de 8 ratas del 4° día de 

preñez) fué utilizado para demostrar el efecto de la colchicina. Las ratas de los dos 

grupos se inyectaron (previa laparotomia ventral) en el lúmen del cuerno uterino 

derecho (cuerno tratado) con una solución de 12.5 nmoles de colchicina contenidos en 
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50111 de solución salina isotóníca y en el izquierdo (cuerno control) 50u1 de 

lumicolchicina a la misma concentración. Al día siguiente (5° día de embarazo), las 

ratas del grupo "a" se sacrificaron por dislocación cervical una hora después de la 

inyección intravenosa de azul de tripón. Los sitios de implantación como los intersitios 

así obtenidos, se procesaron corno en los grupos anteriores para separar epitelio y 

estroma, obtener las fracciones subcelulares y determinar en cada una de ellas las 

actividades de fosfatasa ácida y 0-glucuronidasa. Para las observaciones morfológicas 

del desarrollo embrionario, las ratas del grupo "b" se dejaron evolucionar hasta el dia 14 

de embarazo. 

*Debido a que la colchicina es un compuesto que presenta diversos efectos 

colaterales, el control elegido para medir su efecto os un isómero de este alcaloide, 

denominado lumicolchicina44. 

Transformación de colchicina a lumicolchicina. 

La colchicina en solución acuosa, es sensible a la irradiación con luz ultravioleta 

convirtiendose en una mezcla de isómeros de colchicina 03- y y-lumicolchicinas). La (.3-

y y-lumicolchicinas son estereoisómeros formados por un arreglo del anillo "C" de la 

colchicina44  

La colchicina se disolvió en solución salina 0.85% y se ajustó a una 

concentración tal que produzca una absorbancía de 0.5 a 350 nm. Posteriormente esta 

solución se colocó en una celdilla de cuarzo de 1.4 ml (1cm. de paso de luz) 

exactamente a 6 cm de una fuente de luz ultravioleta de 365 nm. Después de 5 min de 

irradiación la cubeta fué rápidamente transferida al espectrofotómetro para leer la 
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absorbancia a 350 nm y regresada a la fuente de luz ultravioleta para continuar la 

irradiación durante 90 min (con lecturas cada 5min), tiempo en el cual se llevó a cabo la 

completa transformación de la colchicina; ésta se manifestó por la disminución de la 

absorbancia. La irradiación se realizó en un Spectroline model ENF-260C 115 volts 

Spectronícs Corporation Westbury, New York USA. 

Determinaciones 

En las fracciones subcelulares obtenidas se midió la actividad de dos hidrolasas 

marcadoras lisosomales: fosfatasa ácida y p-glucuronidasa, y como parámetros de 

referencia DNA y proteínas, además, se realizó microscopía de luz y electrónica. 

La determinación de la fosfatasa ácida se llevó a cabo por el método de Besey45  

que mide la liberación de paranitrofenol a partir de la acción de la enzima sobre el 

sustrato de paranitrofenil-fosfato-disódico. Una alícuota de 0.1 mg de proteína en 

presencia de un amortiguador de acetato de sodio 0.1M ajustado a p1-1 4.8 se incubó 

durante 30' con 2 ¡mides de paranitrofenol-fosfato-disódico. Transcurrido ese tiempo la 

reacción se detuvo con Na2CO3 0.25M y se leyó la absorbancia a 400nm para medir el 

paranitrofenol que en medio alcalino produce una coloración amarilla. 

La actividad de la j.1-glucuronidasa46  se midió por la acción de ésta sobre el 

conjugado de fenolftaleina-ácido glucurónico en un medio a pH de 5.0; de esta reacción 

se libera fenolftaleina, que en un medio básico produce una coloración rosa. Una 

alícuota que contenga 1 mg. de proteína de la fracción subcelular correspondiente se 

incubó por 1 h con 0.2 ILmoles del conjugado de fenolftaleina-ácido glucurónico en 

presencia de un amortiguador de acetato de sodio 0.1M, pH 5.0. Transcurrido ese 
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tiempo, se midió a 540nm la aparición de un color rosa después de adicionar un 

amortiguador de glicina 0.5 M, pH 10.4. 

Las proteínas se determinaron por el método de Lowry47  con el reactivo de Folín 

Ciocalteau y las de DNA por el método de Giles y Myres48  con difenilamina en ácido 

acético y en presencia de acetaldehído. 

Para el análisis estadístico se utilizó la prueba de "t" de Student, y una p50.05 se 

consideró significativa. 

Microscopia electrónica 

Para determinar histoquímicamente la actividad de la fosfatasa ácida se 

procedió conforme el método de Holt49  que tiene por fundamento agregar al tejido un 

sustrato liberador de fosfatos (paranitrofenilfosfato disódico). Los fosfatos liberados se 

hacen reaccionar con sales de metales pesados para formar compuestos densos al 

microscopio electrónico 

La metodología consiste básicamente de los siguientes pasos: 

1.- Prefijación (a 4°C): Colocar los segmentos de tejido tanto del sitio como no 

sitio durante 24 hr en paraformaldehído al 4%, amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7.2 y 

sacarosa al 7.5%. Terminado este tiempo, colocar la muestra durante 30 min en 

glutaraldehído al 3% y amortiguador de cacodilato de Na 0.1M, pH 7.2. 

2.-Lavado: durante 30 minutos en amortiguador de acetato de sodio 50 mM pH 

4.5 y sacarosa al 7.5%, a 4°C. 
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3.-Incubación con el sustrato durante 30 min en amortiguador de acetato de 

sodio 50 mM pH 4.5 y sacarosa al 7.5%, 1mg/ ml de acetato de plomo y 1mg/m1 de 

paranitrofenil fosfato disódico, a 37°C. 

4.-Lavado por 30 min en amortiguador de acetato de sodio 50mM pH 4.5 y 

sacarosa al 7.5%, a 4°C. 

5.-Post-fijación durante 60 minutos en 0s04 al 1% y cacodilato de Na 0.21M pH 

7.4, 

6.- Deshidratar con alcohol etílico de 96° e incluir en araldita. 

7.-Cortar secciones de 50 nm en un ultramicrotomo mecánico Reichert OMU-2 y 

montar en gradillas. 

8.-Observar las preparaciones en un microscopio electrónico de transmisión 

Philips EM-300 que opera a 60 kV. 

También se montaron controles omitiendo el acetato de plomo y el sustrato de,  

paranitrofenil fosfato disódico El acetato de plomo utilizado para delinear membranas 

produce precipitados densos al microscopio que podrían confundirse con los 

precipitados de fosfato de plomo formados a partir de los fosfatos que se liberan por 

acción de la fosfatasa ácida". 

En los tres lotes se realizaron observaciones macroscópicas al 5° (día de la 

implantación) y 14° día de preñez con la finalidad de contar cuerpos !Citaos (CL), sitios 

de implantación y embriones normales. 
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RESULTADOS. 

Estandarización de técnicas. 

La figura 1 muestra la actividad de fosfatasa ácida contenida en 4 alicuotas 

(5,10, 20 y 40111) de homogeneizado total; los controles sin sustrato, sin enzima y 

tiempo cero presentaron actividad despreciable, en tanto que en los problemas (P) la 

actividad enzimática fué directamente proporcional a la cantidad de proteína; la alícuota 

elegida para el sistema fué la de 10111. Para la p-glucuronidasa se procedió de igual 

manera, lo mismo que para las fracciónes nuclear y lisosomal. 

MI r< r—i iiia—F, 	mr—F ga--1- 
0 	5 	10 

	
20 	40 

I de homogenizado. 

Fig 1.- Experimento para elegir la concentración adecuada de proteína en 
el sistema de reacción. Actividad de fosfatasa ácida en problema y 
controles con diferentes concentraciones de proteína. Ss(sin sustrato), 
Se(sin enzima), To(tiempo 0), P(problema). 10 µ I de homogenizado 
corresponden a 21.511 g de proteina. 
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La figura 2 corresponde a la curva de actividad de la fosfatasa ácida ante 

diferentes concentraciones del sustrato de paranitrofenolfosfato disódico. La 

concentración utilizada en el medio de reación fué la de 1 .2umoles. Esta corresponde a 

la Km. 
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200 

O 
0 0.2 0.4 0.7 0.9 1.2 1.4 1.6 1.9 2.1 2.4 26 

Concentracion del sustrato* 

Fig.2.-Actividad de fosfatasa, ácida con respecto al 
sustrato. La concentración de sustrato utilizada en el 
medio de reacción es la de 1.2 µ moles, ya que 
corresponde a la Km. *11 moles de 
paranitrofenilfosfato disódico. 
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La figura 3 representa la curva de actividad de la 13-glucuronidasa ante 

concentraciones diferentes de sustrato. La concentración de sustrato que se utilizó en el 

sistema de reacción para esta enzima fué de 0.24 Itmoles, que corresponde la Km 

calculada por la reacción de doble reciprocas de Lineweaver-Burk. 

0 0.018 0.16 0.24 0.32 0.4 0.48 
concentracion de sustrato 

Fig.3.- Actividad de p -glucuronidasa con respecto al 
sustrato. La concentración de sustrato elegida para el 
medio de reaccion es la correspondiente a 0.24 la 
moles, por ser la que representa la Km. * µ moles de 
fenolftaleina-ácido glucurónico. 
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La figura 4 indica la transformación de colchicina a lurnicolchicina por medio de 

la irradiación con luz ultravioleta. A partir de los 45 minutos la transformación es total; 

nosotros irradiamos durante 90 minutos y para corroborar la transformación se 

realizaron espectos antes y después. 

0.5 

0.4 
E 

M 0.3 co 

c 
e 0.2 
o 
.£1 

0.1 

10 15 20 25 30 45 60 
Tiempo (min) 

Fig.4.-Transformación de colchicina a lumicolchicina; 
irradiando con luz UV (366nrn.) una solución de colchicina 
25 ¡molar. A los 60min hay una total transformación a 
lumicolchicina 
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Actividad lisosomal en el sitio de implantación (lote 1). 

La figura 5 muestra que la actividad intranuclear de fosfatasa ácida fué mayor 

(pL0.01) tanto en el epitelio (41.39±4.2) como en el estroma (27.4±3.9) del sitio de 

implantación que la del no sitio (20.53+4.63 y 14.8+2.18 para epitelio y estroma, 

respectivamente). Al graficar por proteínas el comportamiento se mantiene. 

Fig.5.- Actividad intranuclear de fosfatasa ácida en 
sitios y no sitios de implantación. Promedio de 8 
experimentos.x.±DE. *p<0.01 al comparar con el no sitio 
(NS). 
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La figura 6 muestra la actividad de la fosfatasa ácida en la fracción lisosomal; se 

encontró una mayor concentración (135_0.01) en el epitelio del S (sitio) (380.12±24.21) 

que en el del NS(no sitio) (206.41±9.8) y en el estroma no hubo diferencias entre S y 

NS (39.14±8.3 y 38.4±6.9). El epitelio presentó mayor actividad específica de fosfatasa 

ácida que el estroma (p5.0.01). 

pm
ol

es
  p

-n
itr

of
en

iV
ug

  p
ro

te
in

a/
m

in
.  

500 

400 

300 

200 

100 

LJS 

■NS 

EPITELIO ESTROMA 

Fig. 6.- Actividad intralisosomal de fosfatasa ácida en el 
sitio (S) y no sitio (NS) de implantación del endometrio de 
rata. Promedio 8 experimentos. xtDE. *P<0.01 al comparar 
con el NS. 
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En la figura 7 se muestra que la actividad intranuclear de la 11-glucuronidasa en 

el epitelio del sitio (9.91 ±0.7) fué mayor (p<0.01) que en el del NS (6.61±0.6). El 

estroma presentó un comportamiento similar entre el sitio y el no sitio (9.142E1.11 y 

5.80±0.3 respectivamente) (p1,-„0.01). Al graficar por proteínas el comportamiento se 

mantiene. 

IIIS 
CINS 

EPITELIO 
	

ESTROMA 

Fig.7.- Actividad intranuclear de p-glucuronidasa en sitio 
(S) y no sitio (NS) de implantación del endometrio de rata. 
Promedio de 8 experimentos.Z±DE. *p< 0.01 al comparar 
con el NS. 
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La figura 8 muestra que la actividad intralisosomal de la p-glucuronidasa es 

mayor (p<0.01) en el NS (epitelio: 3.6±0.71; estroma: 2.85±0.28) que en el S (epitelio: 

1.75±0.42 ; estroma: 1.701±0.39), 

EPITELIO 
	

ESTROMA 

Flg.8.- Actividad intralisosomal de p-glucuronidasa en el 
epitelio y el estroma endometrial del sitio(S) y no 
sltio(NS) de implantación de la rata. Promedio de 8 
áxperimentos.54+DE. *p< 0.01, para S vs NS. 
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C 9.4% 

L59.2% 

La figura 9 representa la distribución de la actividad de fosfatasa ácida en los 

tres compartimentos subcelulares, se encontró que en el sitio de los dos tejidos 

endometriales la actividad correspondiente a la fracción nuclear esta aumentada con 

respecto a la encontrada en los no sitios (v0.01). 

CELULAS EPITELIALES 

sitios 	 no sitios 

N 29.1% 

L 58.2% 
CELULAS ESTROMALES 

N 31.4% 

Fig,9.-Porciento de actividad de fosfatasa ácida en relación al peso 
seco. N(nucleos), C(citosol) y L(lisosomas). 
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Lo anterior pudo corroborarse por medio de microscopio electrónica. La 

fotografía 1 corresponde a cuatro núcleos (A, B, C y D) obtenidos a partir de tejido 

estromal del sitio de implantación: las cuatro muestras presentan un material puntiforme 

denso al microscopio electrónico que corresponde a la actividad de la fosfatasa ácida. 

En la foto ''B' se aprecian cuatro lisosomas ubicados en la región perinuclear, de los 

cuales dos parecen estar descargando su contenido dentro del nucleoplasma, ésto 

confirma la aumentada actividad enzimatica encontrada en los núcleos del sitio de 

implantación. Debido a que el material utilizado para contrastar puede dar falsos 

negativos con los precipitados producidos por la acción de la fosfatasa ácida, la foto 

"D", en la cual también se observa la reacción, no se contrastó. La ubicación perinuclear 

no logramos encontrarla en los intersitios. 

Fotografía 1 - 25000 aumentos. 

Las flechas negras indican los pre-

cipitados de fosfato de plomo, 

N(núcleos), L(lisosomas) y m(mi-

tocondrios. 
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Los controles de la foto 1 los representa la fotografia 2 (A y B). La "A" 

corresponde al núcleo de una célula estromal del intersitio (NS) y la "B" al núcleo de 

una célula estromal del sitio de implantación (S) en ausencia del sustrato para la 

fosfatasa ácida. Tanto la fotografía "A" como la "B" no presentan los precipitados típicos 

de la acción de la enzima, 

Fotografía 2.- 25000 aumentos. L(lisosomas) y N (núcleos) 
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La fotografía 3 corresponde a una grándula epitelial del sitio de implantación; en 

ésta podemos observar la migración perinuclear de los lisosomal a la region apical de 

las células. Este fenómeno no lo encontramos en los intersitios. 

Fotografía 3.- 7392 aumentos. N (núcleos) L (lisosomas) y I (luz de la glándula). 
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Por otra parte, la relación de proteínas/DNA se determinó en el sitio y no sitio de 

las cuatro fracciones subcelulares (homogeneizado, citosol, núcleos y lisosomas), y se 

encontró en el homogeneizado total, que esta relación es mayor en el sitio de 

implantación que en el NS (Tabla I). 

TABLA I 

Relación de proteínas/DNA en las fracciones subcelulares 

homogeneizado 
total 

citosol núcleos lisosomas 

S 17.30±3.4* 20.08±8.4 0.96±0.72 39.62±5.4 
NS 12.10±4.9* 18.40±7.9 0.902±0.69 32.62±8.21 

Relación de proteinalDNA en los tres compartimentos subcelulares y el homogenizado total de células estromales 
pertenecientes al sitio de implantación. Promediotdesviación estándar. significativamente diferentes: P(0.01. El epitelio 
presenta comportamiento similar. 

Efecto de la dexametasona sobre la actividad lisosomal (Lote 2). 

Se probaron 3 dosis de dexametasona (0.4, 0.8 y 1.6 mg) de las cuales la de 

0.8mg/250 g de.pc. se consideró la más adecuada porque en nuestro modelo 

corresponde a la dosis efectiva 50 para la actividad de la fosfatasa ácida. Estas mismas 

dosis inhiben de manera similar la actividad de la p-glucuronidasa (Tabla II). 
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TABLA II 

Efecto de la dosis de dexametasona sobre la actividad de fosfatasa ácida 

Dexametasona. (mg.) 	inhibicion de Act. de 	Inhibicion de 	Inhibición del- 
FA intranuclear 	implantación 	desarrollo embrionario 

0 0% 0 0 
0.4 31.6% 47.8% 55% 
0.8 47.36% 64.2% 100% 
1.6 65% 85.5% 100% 

Efecto de tres dosis de dexametasona sobre la actividad intranuclear de la fosfatasa acida, la implantación y el 
desarrollo embrionario en el sitio de implantación de las células estromales. La implantación se midió por la presencia de 
nódulos de reabsorción, y el desarrollo embrionario por la presencia de embriones normales el dia 14 de preñez .in vitro 
en un medio libre de células, la dexametasona no tiene efecto sobre la actividad de ambas enzimas. Valores similares se 
obtuvieron con el epitelio. 

La figura 10 indica que la actividad intranuclear de fosfatasa ácida del epitelio 

(42.19±7.6) y el estroma (28.52±4.5) del sitio de implantación de ratas sin tratamiento 

fué significativamente (p.5.0.01) más alta que en los tejidos de ratas tratadas con 

dexametasona (23.2±1.0 y 13.5±1.3 respectivamente). Los no sitios (NS) de las ratas 

tratadas no muestran diferencias significativas con respecto a sus controles, ni en 

epitelio ni en estroma. 

S 	NS 	 S 	NS 

EPITELIO 	 ESTROMA 

Fig.10.- Efecto de la dexametasona(Dx) sobre 
la actividad intranuclear de la fosfatasa ácida en 
sitio(S) y no sitio(NS) de implantación.x±DE. 
N1=8. "P< 0.01a1 comparar con el control (C). 
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La actividad intralisosomal de la fosfatasa ácida se muestra en la figura 11: en el 

epitelio y el estroma del sitio (S) de se aprecia un efecto opuesto; se encuentra más alta 

la actividad en el grupo tratado con dexametasona que en el control: 558.61±96.58 vs 

339.11±75.07 y 206.81±19.71 vs 75.02±11.8 respectivamente. Como en el caso 

anterior el NS no responde al tratamiento en forma significativa. 
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Fig.11.- Efecto de la dexametasona(Dx) sobre la actividad 
intralisosomal de fosfatasa ácida en el sitio(S) y el no 
sitio(NS) de Implantación tanto del epitelio como del estroma 
endometrialx±DE.Promedio de 8 experimentos. *P menor de 
0.001 al comparar con su control(C), 
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El efecto de la dexametasona sobre la actividad intranuclear de la Í3-

glucuronidasa estromal se observa en la figura 12. Los NS no presentan diferencias 

entre el tratado con dexametasona y el control, en tanto que el S obtenido de animales 

tratados presenta menor actividad cuando se compara con su control (5.28±0,5 vs 

9.5±1.2) (ps-0.001). 

NS 

Fig.12.- Efecto de la dexametasona sobre la actividad 
intranuclear de p -glucuronidasa en sitio(S) y no sitio(NS) de 
implantación del estroma3CZE. N=8, *p< 0.001al comparar 
con su control. 
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En la figura 13 se aprecia que la actividad de la p-glucuronidasa correspondiente a la 

fracción lisosomal de las células estromales del S es mas alta en el tejido tratado que 

en el control (4.8±0.4 vs 1.9±0.4) (p<0.001) 

S 
	

NS 

Fig.13.- Efecto de la dexametasona sobre la actividad 
intralisosomal de (3 -glucuronidasa en sitio(S) y no 
sitio(NS) de implantación del estroma5±DE. N=8. *p< 
0.001a1 compar con su control, 
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núcleos 
32.7% 	 núcleos 

8.3% 

citosol 
10.6% 
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81.1% 

La figura 14 muestra la distribución intracelular de la actividad de fosfatasa ácida 

en el estroma del sitio de implantación tanto en muestras tratadas como no tratadas, 

encontrando que las que reciben el tratamiento presentan menor actividad en el núcleo. 

lisosomas 
57.7% 

Fig.14.- Efecto de la dexametasona sobre la distribución 
intracelular de la actividad de fosfatasa ácida en el tejido decidual. 
Parametro de referencia peso seco. El epitelio presenta 
comportamiento muy similar. 
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Los efectos de la dexametasona sobre la implantación y el desarrollo 

embrionario se muestran en la tabla III. Tanto en el grupo control como en el tratado el 

número de S corresponde con el de cuerpos lúteos. Cuando se dejo evolucionar la 

gestación hasta el día 14, en las ratas tratadas no hubo desarrollo embrionario, en tanto 

que en las controles el promedio de embriones fué e 7.311.3. La inhibición de la 

implantación en las ratas tratadas fué del 64.28%, considerando que el de nódulos de 

reabsorción (tejido fetal reabsorbido) fué del 35.7% (Tabla III). 

TABLA III 

Efecto de la de dexametasona sobre la implantación y preñez en la rata. 

SI CL embrio 
(peso:g). 

placent. 
(peso:g) 

NR % de 
R. 

% de 
I de I 

E 
(tratado) 

11.2+2.9 9.8±2.5 0 0 4.0+1.1 35.71 64.28 

6 11.4+2.1 10.1+2.4 7.3±1.3 7.3±1.2 1.8±0.5 0 12 
(control) (1.3±0,4) (0.5±0.3) 
SI(sitio de implantación); CL(cuerpos lúteos); embrio(emb iones); placen (placentas); NR(nódulos de reabsorc ón); 
R(reabsorcion); I de ((inhibición de implantación). Grupo B: tratado con 0.8mg de dexametasona/250g de peso. G upo 
E: tratado con solución salina. Promedio !desviación estandar.EI número de ratas en los dos casos fué de 32. 

Los controles sin intervención quirúrgica los representan los grupos "C" y "F". El 

grupo C (16 ratas), que consiste de animales tratados con solución salina en la misma 

forma que aquellos con dexarnetasona pero sin laparotomia, presenta resultados 

similares al grupo B (control con laparotomía) en cuanto al número de embriones al día 

14. El grupo F (16 ratas) correspondiente a animales tratados con dexametasona 

presenta desarrollo embrionario similar al E. 
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Efecto de la coichicina (lote3). 

La tabla IV muestra el efecto de la dosis de coichicina sobre la actividad 

intranuclear de la fosfatasa ácida en las células estromales del sitio de implantación, así 

como su efecto sobre la implantación y el desarrollo embrionario. Aunque todas las 

dosis utilizadas afectan el desarrollo embrionario en igual magnitud, la actividad de la 

fosfatasa ácida y la implantación se afectan de manera dependiente de la dosis. La 

dosis elegida es la de 12.5 nmoles. 

TABLA IV 

Efecto de la dosis de colchicina 

Colchicina 
(nmoles/50p1/250g.pc) 

% inhibición FA % inhibición 
implantación 

%inhibición desarrollo 
embrionario 

0 0 0 0 
6.25 12% 92% 100% 
12.5 19% 94% 100% 
25.0 45% 100% 100% 

Efecto de diferentes dosis de colchicina sobre la actividad intranuclear de la fosfatasa ácida(FA) de células estromales 
del S, la implantación y el desarrollo embrionario. La lumicolchicina en las tres dosis usadas no tiene efecto.EI efecto de 
inhibición sobre la actividad para ll-glucuronidasa es similar. En el medio libre de células la coichicina no tiene efecto 
sobre la actividad de ambas enzimas. 

Fig. 15.- muestra el efecto de la colchicina sobre la actividad intranuclear de la 

fosfatasa ácida en el epitelio y el estroma endometrial tanto del sitio como del no sitio 

de implantación. La actividad de esta enzima en el epitelio que recubre el sitio 
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implantación del cuerno uterino control tratado con lumicolchicina (Lu S) fué 

significativamente más alta con una pd101(189.9±34.3 nmoles de p-nitrofenol/mg de 

DNA/min.) que la que se encontró en el cuerno tratado con colchicina (CoS: 

148.81±16.80). El epitelio del no sitio (NS) no mostró cambios significativos entre el 

cuerno control (Lu NS: 158.4±25.7) y el tratado (Co Ns: 148.8±16.8). El tejido estromal 

en general presentó menos actividad que el epitelial y no respondió al efecto de la 

colchicina: 98.01:5.8 (LuS), 84.1±10.3 (Lu Ns), 104.4±17.3(Co S) y 104.5±10.4 (Co NS). 

S 	NS 	 • S 	•  N5 
EPITELIO 
	

ESTROMA 

Fig. 15.-Efecto de la colchicina sobre la actividad 
intranuclear de la fosfatasa ácida. S(sitio de implantación), 
NS(no sitio de implantacion), Lu(cuerno control) y 
Co(cuerno tratado con colchicina).Promedio de 8 
experimentos.1±DE. *P< 0.01a1 comparar con el control. 
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La figura 16 muestra el efecto de la colchicina sobre la actividad intralisosomal 

de la fosfatasa ácida en el epitelio y el estroma del sitio (S) y no sitio (NS) de 

implantación. La actividad de esta enzima en el epitelio del sitio de implantación del 

cuerno tratado con colchicina (Co S) fue menor con una v0.05 (306.31:51.0 nmoles p-

nitrofenol/mg proteína/min.) que aquella del control tratado con lumicolchicina (S Lu: 

358.5±43.8). El epitelio que recubre el NS tanto del cuerno tratado como el del control 

no presentó diferencias significativas entre sí: 246.4±51.3 y 237.0±57.4. Con respecto al 

tejido estromal existen diferencias (p<0.05) entre el sitio tratado (97.8±8.9) y el no 

tratado (142.0±15.4). Los no sitios no presentaron diferencias entre el tratado y el 

contról (NS tratado:141.5±14.0 y NS control: 145.2±19.7). 

S 	NS 
	

NS 

EPITELIO 
	

ESTROMA 

Fig. 16.- Efecto de la colchicina sobre la actividad de 
fosfatasa ácida intralisosomal. S (sitio), NS(no sitio), 
Lu(cuerno control) y Co(cuerno tratado con 
colchicina).Promedio de 8 experimentos,Z+DE. *P < 0.05 al 
comparar con el control. 
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En la figura 17 se muestra el efecto de la colchicina sobre la actividad 

intranuclear de p-glucuronidasa en las células estromales del sitio y no sitio de 

implantación: el sitio de implantación del cuerno tratado con colchicina presentó 

actividad enzimática considerablemente menor (5.1±0.7 nmoles de fenolftalelna/4 

DNA/min.) con una F:'_0.001 que la del control tratado con lumicolchicina 

(9.8±1.2control). El no sitio no muestró diferencias entre el cuerno control (5.9±0.5) y el 

tratado (6.2±0.3). 

NS 

Fig.17.-Efecto de la colchicina sobre la actividad 
intranuclear de p -glucuronidasa en estroma 
endometrial. S(sitio de implantación) NS(no sitio de 
implantación), Lu(cuerno tratado con lumicolchicina), 
Co (cuerno tratado con colchicina).X±DE.*p< 0.001 al 
comparar con el control 
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En la figura 18 se aprecia el efecto de la colchicina sobre la actividad 

intralisosomal de la p-glucuronidasa; se encontró que la actividad del sitio de 

implantación del cuerno tratado con colchicina fué mayor (4.91.0.4 nrnoles de 

fenolftaleínailtg proteína/min.) que la del control (1.7±0.4). El NS no mostró cambios 

entre el cuerno control (3.1±0.4) y el tratado (3.0±0.6). 

Fig.18.- Efecto de la colchicina sobre la actividad 
intralisosomal de p -glucuronidasa en estroma. S(sitio de 
implantación), NS(sitio de no implantación), Lu(cuerno 
uterino tratado con lumicolchicina), Co.(cuerno tratado con 
colchicina)TuDE. *p< 0.001a1 comparar con el control. 
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La figura 19 muestra la distribución intracelular de la actividad de fosfatasa ácida 

en el sitio de implantación de los cuernos tratado y no tratado con colchicina. 

lisosomas 
58.3% 

Fig.19.- Efecto de la colchicina sobre la distribución intracelular de la 
actividad de fosfatasa ácida en el tejido decidual control y tratado. 
Parámetro de referencia, el peso seco, El epitelio presenta distribución 
similar. 
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La tabla V muestra que la implantación embrionaria, se inhibió al 100% por el 

efecto de la colchicina. Así mismo, la inhibición de la respuesta vascular fue de 90.7%, 

tomando en cuenta que existieron 0.61 número de sitios de implantación, los que se 

comparan con los 6.5 del control. 

TABLA V. 

Efecto de la colchicina sobre la implantación embrionaria de la rata 

Cuerno No de ratas Sitios de 
implantación 

Cuerpos 
lúteos 

Inhibición de 
resp.vascular 

Inhibición de 
implantación. 

Control 10 6.5±2.25 7.72±1.25 0% 0% 
(*2±1.0mm) 

Tratado 10 0.61-1-0.75 7.5612.85 90.7% 100% 
(*2±1 mm) 

Promedio±desviación estandar. Control:cuerno uterino izq 'lerdo tratado con lumicolchicina. Tratado: cuerno uterino 
derecho tratado con colchicina. Un lote de ratas sin tratamiento da un número se sitios de 6.7±3.4 en el cuerno 
izquierdo. *Medida de los sitios de implantación. La inhibición de la respuesta vascular se midió en base al número de 
regiones pintadas con el colorante de azul de tripán. La inhibición de la implantación se consideró por el número de 
nódulos de reabsorción. 

El efecto de la colchicina sobre el desarrollo embrionario se aprecia en la tabla 

VI: se encontró que la inhibición del desarrollo embrionario al día 14 es del 100%, 

TABLA VI 

Efecto de la colchicina sobre el desarrollo embrionario (día 14) de la rata. 

Cuerno 
uterino 

No.de ratas No. de 
embriones 

(peso) 

No. de 
placentas 

(peso) 

No.de 
nódulos de 
reabsorción 

No.de 
cuerpos 
lúteos 

Inhibición: 
desarrollo 
embrionar. 

Control 10 4.16±1.32 
(1.25+0.05) 

4.16±1.32 
(0.36+0,19) 

2.011.5 6.71±1.25 29.24% 

Tratado 10 0 0 0 6.57±0.78 100% 

Promedio !desviación estandar. Control:cuerno uterino izquierdo t atado con lumicolchicina. Tratado:cuerno uterino 
derecho tratado con colchicina. En una rata norma sin tratamiento, el número de nódulos de reabsorción es semejante 
al obtenido por nuestro control. A éstos se les considera corno inhibición del desarrollo embrionario pero no de la 
implantación. 

46 



DISCUSION. 

El desarrollo del tejido decidual maduro involucra tanto proliferación y/o 

diferenciación de las células estromales, por lo que no sorprende encontrar en este 

tejido cambios significativos tanto en el contenido como en la velocidad de la síntesis 

del DNA, RNA y proteínas. Se ha demostrado por la incorporación de timidina marcada, 

que la síntesis de DNA en las células estromales endometriales se incrementa 

significativamente en el sitio de implantación5°  durante el 4° y 5° día de preñez o 

pseudopreñez (día uno presencia de espermatozoides) en la rata. Parece ser que las 

células deciduales que ya se han definido no sintetizan más DNA, pero aquellas de la 

periferia del nido continuan incorporando timidina51. En el ratón se ha observado que 11 

a 15 horas después del estímulo decidualizante existen dos poblaciones de células que 

inician la síntesis de DNA: unas que se diferencian a células deciduales maduras sin 

división y otras que se dividen antes de la diferenciación52. Las células deciduales 

típicas son binucleadas y poliploides"' ": en la rata los núcleos a veces son 32n y en el 

ratón 64n, este efecto se debe a replicación más que a fusión 55' 56. 

La síntesis de proteínas medida por la incorporación de aminoácidos presenta 

un patrón bifásico en el período de perimplantación en la rata. De esta manera la 

incorporación de precursores marcados aumenta al 3° día de preñez, al 4° disminuye y 

nuevamente aumenta al 5° y 6° día (día uno: presencia de espermatozoides) en los 

sitios de implantación pero no en los intersitios57' 58  En general, se ha detectado un 

aumento en la síntesis de gran número de proteínas celulares en el sitio de 

implantación poco antes de que el blastocisto se una al epitelio materno. 

Nosotros encontramos que la relación de proteínas/DNA en el sitio de 

implantación se encuentra incrementada con respecto al intersitio, ésto posiblemente se 
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debe a la síntesis de gran cantidad de proteínas necesarias para la unión del blastosisto 

al endometrio materno". 

Es importante para los objetivos trazados en nuestro trabajo haber encontrado 

que la relación proteínas/DNA de los tejidos tratados con dexametasona o colchicina no 

varía significativamente cuando se compara con los no tratados, ya que lo contrario 

significaría que hay efectos colaterales importantes, principalmente en el caso de la 

colchicina que se sabe que a ciertas dosis provoca arresto en metafase a células en 

proliferación y a otras dosis estimula la síntesis del DNA. 

En el presente trabajo, encontramos que la actividad lisosomal exhibe 

básicamente dos comportamientos diferentes: Primero, la distribución apical de los 

lisosomas de las células epiteliales del sitio de implantación (fotografía 3) y la actividad 

enzimática intralisosomal mayor en el sitio que en el no sitio del mismo tejido, Segundo, 

la localización perinuclear de los lisosomas y su aumentada actividad enzimática dentro 

de los núcleos de las células estromales del S. 

La aumentada actividad intralisosomal en el epitelio del S se relaciona con una 

función digestiva, ya que la implantación en la rata requiere de lisis celular y apoptosis 

(muerte celular programada). Cabe mencionar, que una importante población de 

lisosomas localizada cerca del borde apical de las células epiteliales del sitio de 

implantación (Fotografía 3) podría participar en la formación de la cámara de 

implantación en la rata y el ratón y en la reacción de unión del embrión en el conejo59. 

Por otro lado, la distribución perinuclear (foto 1B) y la presencia de actividad 

intranuclear de enzimas lisosomales en el sitio de implantación (Fig. 5 y 7) conducen a 

pensar en su participación a nivel de des-represión del DNA. 
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Es importante mencionar que en el endometrio de cerdos tratados con 

progesterona, se producen más de dos gramos de una fosfatasa ácida resistente al 

tartrato llamada uteroferrina, cuya función principal es el transporte de fierro al útero6°. 

Aunque en la rata no se ha reportado alguna enzima con dicha función, parte de la 

actividad de la fosfatasa ácida encontrada en los lisosomas pudiera tener también esta 

función, ya que nuestra enzima también es resistente al tartrato. No obstante, habría 

que demostrarlo. 

Smith y Wilson61  reportaron que en la rata y el ratón, la fosfatasa ácida es una 

enzima lisosomal asociada con la bis y fagocitósis de las células epiteliales luminales 

del sitio de implantación, lo cual apoya nuestros resultados. Sin embargo, Singh62  

encontró concentraciones elevadas de fosfatasa ácida en el fluido uterino de mujeres 

infértiles durante todo el ciclo menstrual. La actividad de esta enzima se correlaciona 

negativamente con la actividad de la amilasa63, ayudando esta última a la capacitación 

espermática. De lo anterior y de nuestros resultados, se deduce que la actividad de la 

fosfatasa ácida a niveles óptimos ayuda a la implantación, mientras que una elevación 

impide la preñez. 

Mecanismos locales y hormonales están relacionados con la diferenciación 

endometrial que toma lugar desde los pasos iniciales de la sensibilización uterina, hasta • 

el momento en el cual se lleva al cabo la interacción del epitelio materno con el 

blastocisto. En la rata, los estrógenos maternos son esenciales para la implantación en 

un útero sensibilizado previamente con progesterona9' 14 . Durante la implantación 

ocurren muchas alteraciones morfológicas y bioquímica incluyendo el aumento de 

receptores a estradiol y progesterona. En el presente trabajo, demostramos el papel 

adicional de los lisosomas en este proceso. La actividad de la fosfatasa ácida en la 

ESTA' . .1ESIS UY: r91.r . . 
.V411R .  Ir, 
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fracción nuclear obtenida de células deciduales (S) (Figura 5) fue casi del doble de la 

obtenida en el tejido adyacente (NS). Estos resultados están de acuerdo con la 

participación de los lisosomas en los procesos hormona-dependientes4.7  

La dexametasona administrada por vía subcutanea en dos dosis de 0.8mg (48 y 

24 h antes del momento de la implantación en la rata) suprimió el aumento de la 

actividad de la fosfatasa ácida y p-glucuronidasa producido en los núcleos de las 

células endometriales (epitelio y estroma) durante la implantación. Dicha supresión no 

se presentó en los no sitios, por lo que se sugiere que los estrógenos labilizan las 

membranas lisosomales permitiendo así la fuga selectiva de hidrolasas. Se sabe que 

para que se lleve al cabo la implantación es necesario un pulso de estradiol21  y que la 

dexametasona antagoniza la labilización producida por este estrógeno22' 31. En modelos 

experimentales con implantación retardada se ha encontrado que cuando se administra 

1mg de dexametasona 3 horas antes de un pulso adecuado de estradiol, el porcentaje 

de sitios de implantación baja a 50% y cuando la administración es 6 horas antes del 

estrógeno, baja a 28. Otros autores" han observado que el número de blastocistos 

recuperados no se afecta por la dexametasona administrada por vía sucutanea. 

El aumento de permeabilidad vascular que se observa previo al contacto del 

blastocisto con el epitelio endometrial materno no se ve afectado por la dexametasona, 

por lo que se piensa que el mecanismo de acción este glucocorticoide no es vía la 

síntesis de prostaglandinas, ya que éstas son necesarias para que se lleve a cabo la 

reacción vascular durante la implantación. 	Fenómenos subsecuentes como la 

implantación y el desarrollo embrionario se inhiben en un 64.2 y 100% respectivamente. 

Debido a que los efectos sobre la implantación y la actividad de la fosfatasa ácida y p-

glucuronidasa son inversamente proporcionales a la dosis de dexametasona, se 
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demuestra que la presencia de estas dos enzimas en el núcleo, es indispensable para 

que se lleve a cabo la implantación, probablemente por su participación en la des-

represión del DNA o la potencialización de los receptores nucleares a estrógenos. 

Nooshine y co163  han identificado tres formas interconvertibles de receptores a 

estrógenos en el oviducto de pollos estimulados con estrógenos: los de nula, de baja y 

de alta afinidad. La forma que carece de afinidad para unirse al estradiol puede 

convertirse a la de baja afinidad por un proceso que requiere la forma y-fosforilada del 

ATP . La actividad enzimática esencial para esta "potenciación del receptor" parece 

deberse a fosfatasas, ya que la conversión de los receptores es bloqueada por los 

inhibidores de fosfatasa: vanadato y pirofosfato63. 

Campbell y col han demostrado que la administración subcutanea de 1 mg de 

dexametasona 25 min antes de una inyección de 111g de estradiol, reduce la formación 

del complejo estradiol-receptor nuclear en células endometriales, sin embargo, la 

captura del (3H)estradiol no se ve afectada significativamente; estos autores suponen 

que los efectos tardios del glucocorticoide en cuestión sobre la acción de los estrógenos 

ocurren a nivel del genoma a través de la reducción del complejo estradiol-receptor 

nuclear como un resultado de la restricción del transporte del estradiol dentro de las 

células uterinas". 

Más adelante Naoki65  y col. demostraron que 1 mg de dexametasona 

administrada por via s.c antes (pero no después) de 10 Itg de 17-p-estradiol inhibe 

completamente el incremento del peso de la hipófisis de la rata y la concentración de 

receptores para progesterona en este mismo órgano. No obstante, un 

antiglucocorticoide bloquea el efecto de la dexametasona. Por su parte estos autores, 

encontraron que la dexametasona no afecta la dinámica estradiol-receptor inducida por 
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el estradiol en la hipófisis, por lo que el efecto inhibitorio de la dexametasona no es 

mediado por el sistema de receptores para el estradiol. 

Nosotros suponernos que el tratamiento con dexametasona al 3° y 4° día de 

preñez, antagoniza los efectos producidos por el pico de estradiol del 5° día (día cero 

presencia de espermatozoides. Este antagonismo se ejerce sobre efectos tempranos 

como son la translocación lisosornal y la presencia de la actividad de enzimas 

lisosómicas en el núcleo. 

Es sin lugar a dudas que los lisosomas y su contenido juegan un papel 

hormono-dependiente que es muy importante de para los procesos no genómicos de la 

implantación y del desarrollo embrionario. 

La colchicina evita el aumento de actividad de fosfatasa ácida y 13-glucuronidasa 

producido en el núcleo de las células endometriales durante la implantación en la rata. 

Dicho efecto es paralelo a la implantación y demuestra ser dependiente de la dosis. 

Otros autores41  demostraron por microscopia electrónica que la administración 

intraperitoneal de colchicina inhibe la migración basal de lisosornas en células 

epiteliales uterinas, demostrando además, que dicho alcaloide también disminuye el 

contenido de microtúbulos de manera dependiente de la dosis. 

Shinohara y co166, encontraron que el tratamiento con 0.01-10µM de colchicina 

en cultivos quiescentes de fibroblastos de embriones, induce la síntesis de DNA y la 

división celular en ausencia de factores de crecimiento, sugiriendo que el rompimiento 

de los microtúbulos puede producir señales intracelulares de proliferación celular. Otro 

grupo67  determinó la existencia de un subgrupo de microtúbulos presentes en el 

citoplasma capaces de reprimir ciertos signos de transducción mitogénica; los 
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microtúbulos pueden estar involucrados en la modulación del estado de los receptores 

para factores de crecimiento en la membrana celular67. Evidencias al respecto, sugieren 

que los microtúbulos participan en la agregación e internalización de los receptores 

para estos factores66. 

Szego y coll°  demostraron que la inyección intravenosa de 0.5 li.g/100g.pc. 

de170-estradiol en ratas ovariectomizadas, produce una disminución significativa en el 

número y longitud de los microtúbulos dentro de los primeros 35 min después de la 

administración del esteroide. Dicha alteración se presenta simultáneamente con otros 

signos de transducción y/o propagación de señales hormonales, incluyendo la elevación 

del cAMP, la alteración de la actividad eléctrica y la actividad de ciertas hidrolasas 

lisosomales en la superficie celular, el citoplasma y el núcleo10. 

Por lo anterior, concluimos que la supresión de las actividades de la fosfatasa 

ácida y 3-glucuronidasa en las células endometriales, se debe al impedimento que 

tienen los lisosomas para trasportar su contenido al núcleo, ya que la colchicina no 

presenta efecto directo sobre las actividades enzimáticas. Además, a la dosis y tiempo 

utilizado por nosotros, los efectos colaterales de la colchicina son poco probables, 

debido a que su isómero la lumicolchicina carece de efectos. 
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CONCLUSIONES. 

1.-La actividad intralisosomal de la fosfatasa ácida y la 0-glucuronidasa se 

encuentra elevada en el sitio de implantación, y puede deberse a que éstas son 

necesaria para la lisis celular que se presenta en el epitelio endometrial previo a la 

implantación. 

2.-La actividad intranuclear de las dos enzimas se encuentra elevada en el sitio 

de implantación, ésto podría deberse a su participación a nivel de la des-represión del 

DNA. 

3.-Los fenómenos de redistribución lisosomal y liberación enzimática son 

hormono-dependientes, ya que la dexametasona (compuesto que antagoniza la 

labilización lisosomal producida por estrógenos) suprime estos efectos. 

4.-La translocación lisosomal producida durante la implantación se lleva al cabo 

con la colaboración del sistema microtubular, debido a que la colchicina impide los 

efectos de distribución de enzimas. 
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