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I. INTRODUCCION.

En los organismos viviparos el hecho central del es
tablecimiento de una conexidn materno-embrionaria implica
una serie de adaptaciones en los mecanismos reproducti -
vos, unas tendientes a asegurar la fecundacidn, otras pa-
ra el mantenimiento del desarrollo embrionario.Incluyendo
los cambios uterinos e implantacidn, proceso biolbgico in
timamente relacionado con las caracteristicas de los ci -

clos sexuales en las distintas especies de mamiferos.

Ciclos sexuales y Ciclo estral.

Durante los ciclos sexuales ocurren variaciones pe-
riddicas: ovéaricas, uterinas, vaginales y conductuales,
integradas por cambios hormonales gque aseguran asi las -
condiciones Optimas para la fertilizacidn, implantacidn y
desarrollo (1).

Estos cambios implican varias etapas (1,2,3):

a) Una de preparacidn activa, en gque ocurre la ma-
duracidn folicular y ovular, asi como la proli-

feracidn del endometrio.

b) Un periodo de m&xima efectividad reproductiva -



acompafiado de la ovulacidn y conducta de apareo

c) Un periodo de preparacidn uterina para la recep

cidn del embridn.

d) Otro de regresidn de las estructuras diferencia-
das cuando la prefiez no ocurre (regresidn del -
cuerpo lteo y resorcidn o desprendimiento endo-
metrial ).

Los ciclos sexuales se pueden dividir en estrales y
menstruales, caracterizindose el primero por un periodo -
corto de calor o conducta sexual intensa, el segundo, por
la formacidn de arterias espirales en la capa funcional -
del endometrio y desprendimiento endometrial acompailado -
de sangrado. La rata presenta un ciclo estral, el cual -

consta de 4 fases: proestro, estro, metaestro y diestro.

En la figura 1 correlacionamos los distintos cam -

bios gue ocurren durante el ciclo estral en rata, puede

notarse que existe una coordinacidn entre los distintos

eventos la cual es debida a un intrincado control hormo

nal en gque intervienen:

a) El1 hipotdlamo: Coordinando la reproduccidn con

los factores ambientales a través de las hormo-
nas hipotal&micas que regulan la actividad hipo-

fisiaria (1,2,3).



b) El 18bulo anterior de la hipdfisis: A través de

las hormonas gonadotr6ficas, actfia sobre el ova
rio estimulando mediante la hormona foliculo es
timulante (HFE) al desarrollo folicular y pro -
duccidn de estrbgenos; a través de la hormona -
luteinizante (HL ) la ovulacidn y desarrollo -
del cuerpo lGteo y por medioc de la prolactina -
(HLT) el mantenimiento del cuerpo lfiteo y pro -
duccidn de progesterona (1,2,3,4).

c) El ovario: Mediante la produccibén de estrbge -

nos y progesterona actfia sobre Gtero y vagina,

induciendo los estrégenos (17 3 estradiol, es

trona, etc), la proliferaci®én del endometrio y
cornificacibén vaginal y la prcgesterona actuan-
do en el mantenimiento del endometrio secretor

y cambios preparativos para la gestacidn ( au -
mento del suplemento sanguineo endometrial,etc)
actuan ambas por otro lado a nivel de hipotila-
mo-hipdfisis en un mecanismo de retroalimenta -
cibn; la progesterona inhibiendo la produccidn

de HL, los estrbgenos estimulando la produccidn
de HL y a alta concentracidn inhibiendo la pro-
duccidn de HFE (1,2,3,4).

Las concentraciones hormonales durante el ciclo esg

tral en la rata las podemos apreciar en la Figura 2 (4).

Es de notar que en el ciclo estral el tiempo de -

la ovulacidn estd sincronizado al estro ( estado de acep
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tacién al macho) para asegurar que el espermatozoide y

el 6vulo tengan més probabilidad de encuentro y se ase-

gure mayor eficacia reproductiva (1) y que el endometrio
uterino sea reparado durante el proestro y el estro bajo
la influencia estrogénica, experimentando proliferacidn

celular activa y crecimiento de gldndulas uterinas. Du-
rante el metaestro bajo la accibén de la progesterona -
principalmente, aumenta su irrigacidn y es preparado pa-
ra responder a los estimulos conducentes a la implanta -
cidn, asimismo, para nutrir al embridn (1,2). Si no -
ocurre embarazo el endometrio experimenta resorcidn y se

inicia un nuevo ciclo.

Ovulacidn, fertilizacibn e implantacidn.

La descarga del dvulo del foliculo de Graff es co-
nocida como ovulacidn (1,2) cuando esto ocurre el resto
del foliculo origina al cuerpo 1lfiteo, el cual produce
progesterona y estrbgenocs (1,2,3 ).

El dvulo expulsado va acompaiado de cé&lulas foli-
culares que lo rodean (corona radiada), es entonces -
transportado a través del oviducto donde ocurre la ferti
lizacidn, el huevo fertilizado sigue su viaje a través
del oviducto experimentando segmentacidn, hasta el esta-
do de mdrula, este transcurso tarda por lo general de 3
a 4 dias post~fertilizacibn, al entrar la mbrula al Gte-~
ro, se convierte en blastocisto por la formacidn de la
cavidad del blastocele y diferenciacién de su masa celu-

lar en macizo celular internoytrofoblasto (2,5). Poste -



riormente los blastocistos se distribuyen a través de la
luz uterina principalmente por mecanismos de contraccidn
muscular uterina (6), inicidndose una serie de interaccio
nes blastocisto-itero que concluyen con la implantacién -
(5,6).

Se define la implantaci®n comoc la adopcidn de una
posicibn fija del blastocisto al endometrio debida a su
mutua interaccidn (6,8 ), durante este proceso podemos -

distinguir varias etapas ( Figura 3) ( 6,11):

1. Orientacidn: E1 blastocisto se sitia préximo
a la porcidn especifica del endometrio en que
la implantacidn toma lugar, asi en la rata el
polo embrionario del blastocisto se dirije ha-
cia la superficie antimesometrial del endome-
trio (5,6 ).

Durante este proceso ocurre la pérdida de la

zona pelficida.

2. Contacto o Aposgicidn: Se refiere a la simple

yuxtaposicibn entre el trofoblasto y el epite-
lio luminal uterino, puede ocurrir por diver-

SOS mecanismos a saber:

a) Por envolvimiento: Por hinchamiento el en-

dometrio uterino rodea al blastocisto ( ra
ta, ratdén ) estableciéndose el contacto del
trofoblasto con células del epitelio uteri=-

no ( reaccidén de ataque epitelial ) ( 5,6 )



b) Por expansidn: El blastocisto incrementa -

en volumen llenando la luz uterina (conejo,

carnivoros, algunos monos) (5,11).

c) Por acercamiento activo: Del blastocisto a

la mucosa uterina ( cuyo, chimpancé&, hombre)

(5).

Durante este proceso ocurre la interdigitacidn de
las microvellosidades del trofoblasto y epitelio luminal
(5,11). En el endometrio aumenta la permeabilidad san -
guinea con la produccidn de edema y extravasacidn de pro
teinas séricas. Cuando se inyectan colorantes de alto -
peso molecular (azul tripan, azul de pontamina, azul -
geigy, etc) (12,13) éstos se extravasan también permi -
tiendo diferenciar las zonas de implantacidn del resto -
del Gtero (Reaccidn Azul (11,12,13) ). Se inicia con es-

to la reaccién decidual.

3. Adhesidén: Se establece una unién trofoblasto-
epitelio endometrial resistente a la ruptura -
fisica (6) con el establecimiento de desmoso -
mas, e interaccibn estrecha entre las superfi -
cies membranales, son importantes en este pro -
cesoslos cambios de carga en la membrana, asi
como grupos activos ( SH, COOH, NHZ’ etc ) vy
compuestos ( &cidos sidlicos, etc ) de superfi-~
cie (9,11,15,16).

4. Penetracidn: El blastocisto penetra a través -

del epitelio uterino por diversos mecanismos :



fagocitosis, desplazamiento mec&nico o activi -
dad enzimftica (9,11,18), en el conejo ocurre -
fusién de las membranas del trofeoblasto y célu-
las epiteliales (11); el grado de penetracidn -
del endometrio varia segtin el tipo de implanta-
cidn (15,18).

La implantacién implica una serie de fendmenos
los cuales requieren una estricta sincronia en-
tre los eventos embrionarios y uterinos (5), -
cuando ocurre la fecundacibn el ciclo sexual -
se interrumpe, existiendo un predominio de la
accién de la progesterona, la cual prepara al -
itero para la reaccién decidual, en rata y ra-
tén se requieren estrdgenos para el inicio de -
la ovoimplantacidén (5,19), ocurriendo una ele -
vacién de los niveles estrogénicos en la tarde
del dfa 3 de preflez (19,20) ( Fig. 4 ).

Reaccibn decidual.

El blastocisto inicia la serie de interacciones -
con el endometrio al lanzar el estimulo decidualizante;
ya sea por la secrecidén de sustancias inductoras, estrd
genos, CO, producto de la respiracidn o estimulacidn me
cdnica del endometrio durante los ciclos sucesivos de
expansidn-contraccién que experimente durante el 4° dfa
de prefiez (5,14), la reaccién decidual comprende la di-
ferenciacibén de las células del estroma endometrial en
una masa de células cuboidales que participan en la nu-

tricibn embrionaria y proteccidn del Gtero a lainvasién



del blastocisto (6,14).Intervienen en modo importante: la
accidén de la progesterona que desvia el efecto mitogénico
de los estrbgenos de las células epiteliales a las cé&lu -
las estromales (5,14), el epitelio luminal como interme -
diario indispensable entre el blastocisto y las células -
estromales, la respuesta en permeabilidad vascular endome
trial pues si es blogueada no hay reaccidén decidual, algu
nas sustancias como la histamina y AMPc, etc (5,14,20) -
( Fig. 5 ).

Cambios en las zonas de implantacidn.

Los cambios uterinos experimentados durante la im -
plantacidn son més marcados en las zonas diferenciadas pa
ra ello (determinada previamente en la rata, como se ma-
nifiesta en la respuesta en permeabilidad ya mencionada)
que en el resto del Gtero (5,8,11,20), estos cambios estén
relacionados ya sea con la respuesta decidual experimenta
dos por las c&lulas del estroma (5,8,14,20 ) o con cam -
bios que permiten el contacto y adhesidn blastocisto-epi-
telio luminal sufridos por el epitelio uterino (8,15).En
los cuadros I y II, se comparan algunos cambios biogquimi-
cos entre el sitio de implantacibdn y el resto del Gtero -

relacionados principalmente con la reaccidn decidual.

Para la interaccidén blastocisto-epitelio endome -
trial son importantes: cambios en polaridad y carga mem¥
branal - (16,17), £lujo idnico (17), contenido de ééido sia
lico (21,22) ,actividad de neuraminidasa (21) y glicopro-

teinas de superficie (11,36). Ya sea porque participen en



Figura 3.~ El procesc de la implantacidn.
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Figura 4.- Niveles plasmdtices de 17 estradiol (-#-) y progesterona (.#-—)
durante los primeros dias de embarazo en la rata (20).
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CUADRO I

METABOLITOS Y MACROMOLECULAS QUE SE INCREMENTAN EN
EL SITIO DE IMPLANTACION (11,47)

ESPECIE CAUSA PROBABLE
I.MACROMOLECULAS

DNA (20) Rata Aumento en el ritmo
mitotico

RNA (20) Rata Aumento en la sinte-
sis proteica

PROTEINAS (blastoci- .

nina ) (46) Rata Induccidn de sintesis

IT METABOLITOS
Acido lactico (20)

Triacilgliceroles(47)

AMPc (20)
ATP (20)

Rata-~ratén
Ratén

Rata
Rata

proteica por hormonas

Aumento en la gluco-
lisis

Aumento en la sintesis
de triacil gliceroles
Como mediador hormonal

Aumento en la demanda
energética.




CUADRO

ITI

CARACTERISTICAS DEL SITIO DE IMPLANTACION
ACTIVIDADES ENZIMATICAS (11)

SITIO DE RESTO DEL
ENZIMAS ESTUDIADAS IMPLANTACION ENDOMETRIO ESPECIE REFERENCIA
I. GlicSlisis
Fosfofructocinasa t lasa e Rata 20
Piruvato cinasa T ¢ dia 6 Rata 20
Deshidrogenasa l4ctica
total T Rata 49
Deshidrogenasa l&ctica
Hy y Hs T Rata 49
II. Ciclo del Krebs R
Isocitrico deshidrogenasa ) l T ne (i]a;I?l.Zbdl';_g Rata 49,51
Deshidrogenhasa milica Variable = Rata 48
Deshidrogenasa succinica T Ratén 49
III.Ciclo de las pentosas 1 bia d.7-9 .
G-Fosfogluconato deshi- no camoia a. Rata 20,51
drogenasa
IV. Enzimas proteoliticas
Catepsina D b (50%) . _ Rata 51
Catepsina dcida i ro cambia d.6-7 Rata 51
V. Diversos .
/3 ~glucoronidasa No carbia noTcg?;l? Rata 51
Fosfatasa &cida T carbia d. 7 Rata 51
Fosfatasa alcalina 1 o - Rata 51
Glicerofosfato deshi-
drogenasa. T T Rata-ratédn 49
Ornitina descarboxilasa T dia 6 J Rata~ratén 51
Lipasa-esterasa T Rata-ratén 47




el reconocimiento o enlace blastocisto-endometrio, en -
los mecanismos de adhesidn celular o en los cambios de -
polaridad y carga membranal que permiten el acercamiento
del blastocisto.

Los grupos SH podrian jugar un papel importante en
los mecanismos de reconocimiento y adhesidn celular como
ha sido previamente demostrado para diversos procesos -
biolbgicos (23,24,27,33). A continuacidn analizaremos -
algunas caracterfisticas de los grupos SH asi como algu -
nos procesos bioldgicos en los que la participacidn de -
los grupos SH ha sido considerada como fundamental.

Los grupos SH vy su participacibn fisiol8gica.

Los grupos SH se encuentran asociados a proteinas
o0 no ( Cuadro IIT ). En forma no proteica los encontra-
mos principalmente en la cisteina, glutation ( y.gluta -
mil cisteinilglicina) y homocisteina, y en forma protei-
ca entra como componente de la cisteina siendo importan-
te en el establecimiento y mantenimiento de la conforma-
cibn de las proteinas (33) en las cuales es importante -
su propiedad de oxidarse y formar puentes disulfuro.

'El grupo SH es polar, no cargado, ligeramente &ci-
do y a pH 7 se encuentra poco ionizado (8%) siendo alta-
mente reactivo y fécilmente oxidable, reacciona fécilmen

te con iones metdlicos Ag"'+ Hg++

{33). Participa de mo-
do importante en diversos procesos bioclbgicos, con el -
fin de hacer més explicita esta participacibn dividiré -

las funciones en 2 grupos, siendo el primero de ellos en
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el que se les ha relacionado con procesos afines a la big

logia de
procesos

En
guientes:

la reproduccidn ( Cuadro IV ) y el segundo con -
biolégicos en general ( Cuadro V ).

cuanto al primer grupo podemos mencionar los si-

. Reconocimiento v enlace entre el espermatozoide

y el bdvulo durante la fecundacibn: E1 blogueo

de grupos SH con 4-(4-carboxi 3-hidroxi~fenil )
maleimida (NCFM) en el espermatozoide evita el
enlace de éste a la zona pelficida y membrana -~

del 8vulo y con esto la fertilizacibn (23,24).

Participacidn en la maduracidn epididimaria del

espermatozoide (24,29,30,31). La maduracidn -

epididimaria implica un decremento en la canti-
dad de grupos SH libres y un aumento en S - S en
cabeza,nficleo y cola del espermatozoide aumentan
do su estabilidad (24,29,30)+ siendo por esto -
més resistentes a la ruptura con detergentes, a
la accidn de actinomicina D y menos reactivo a -
la tinsibn. feulgen (30).

Capacitacidén del espermatozoide: E1 blogquec de

grupos SH con NCFM de espermatozoides eyaculados

evita su capacitacidn tanto in vivo como in vitro
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(24,29).

En cuanto al segundo grupo podemos mencionar:

1. Mantenimiento de la estructura membranal: A tra

vés de su participacidn en interacciones hidro-
f6bicas manteniendo la interaccidn lipiao—prg -
teina membranal (24,28).

2. Transporte a través de la membrana:

a) Carbohidratos y aminolcidos: Vanstevenick -

et al (26) demuestran que grupos SH expues -
tos al exterior de la membrana del eritroci-
to son esenciales para el transporte de glu-
cosa (24,26), en cuanto a cé&lulas procarion-
tes, Kabeck (33) propone un modelo de trans-
porte de azficares (lactosa, glucosa, galacto
sa, etc) y aminofcidos acoplado al transpor-
te de electrones, en &l, uno ae los acarrea-
dores ocurre en 2 formas, una de disulfuro -
(oxidada) de alta afinidad al sustrato y otra
de disulfidrilo (reducida) de baja afinidad
a este (Fig.6), el bloqueo de grupos SH inhi

be el transporte en estos casos.

b) De Cationes: El sistema de transporte acti-
vo Na®x'aTp
asa

de inhibirse por bloqueo de grupos SH con -

(bomba de sodio-potasio) pue

etilmaleimida, pues la ATPasa membranal con-

tiene grupos SH en su centro de enlace a -



EL ESTIMULO DECIDUAL
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Figura 5.~ La reaccidn decidual: ( 14 ):

Las células estromales responden al es-
timulo decidualizante (mandado por el -
blastocisto y mediado por el epitelio -
luminal) aumentando su ritmo mitético vy
diferenciandose en células deciduales.-
La progesterona sencibiliza al endome--
trio uterino desviando el efecto mito--
génico de los estrogenos de las células.
epiteliales a las células estromales( 5,
6, 14 ).
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ATP y otros fuera de &l necesarios para su agc
tividad (24,25,29,34).

3. Reconocimiento antigénico: Green (27) demostrd

que los grupos SH son indispensables para la ac
tividad del antigeno Rh (24,27).

Adhesividad celular: Una de las teorias para

explicar la adhesividad celular propone que los
grupos SH juegan un papel definitivo dentro de

las caracteristicas de superficie celular (35),
esta teoria se basa en el hecho de que diversos
reactivos blogueantes a SH (disulfuro carboxi-

piridina, disulfuro de nitropiridina, etc) blo

quean la adhesion celular en cé&lulas embriona-

rias disgregadas y la adhesividad es recupera-

da por reactivos que regeneran estos grupos -
(cisteina , glutation, etc).

Participacibfn en la actividad enzimftica:  Mu-

chas enzimas presentan grupos SH esenciales pa
ra el mantenimiento de su actividad catalitica.
unos en el sitio activo participando en el en-
lace covalente enzima-sustrato (papaina, glice
raldehido 3-P deshidrogenasa, etc },otros en
sitios de regulacidén alosté&rica (33).

Participa en el enlace de glucocorticoides por

receptores citoplasmicos (38).
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7. Como agente reductor en diversos procesos celu-

lares: En estos procesos actua principalmente
como constituyente del glutation (G-SH) el cual
puede donar hidrogeniones y originar la forma -
de glutatidn oxidado G-S-S-G la cual puede ser -
reducida mediante la enzima glutation reductasa

Glutation reductasg , ., gy

G-5-5-G
NADPH NADP (32,39).

Interviene en:

a) Preservacidn de grupos SH proteicos: Median

te la reaccibn de intercambio de disulfuro
(39).

e

/ S"S—G
G-SH + proteina\\\\ -3 proteina

5 “NsH

b) Protege a eritrocitos v hepatocitos del da-

flo oxidativo por H.,O, ( 32,39).

Glutation
H202 + 2G-SH peroxidasa H20 + G-S5-5-G

¢) Sintesis de prostaglandinas (33).

d) Protege a log lipidos de autooxidacidn (32)

e) Ruptura de puentes disulfuro en la degrada-

cibn proteica ( insulina, oxitocina ) (39)
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f) Posible significado reqgulatorio: Pues el pro

ceso oxidoreductivo en que interviene el glu-
tation con las proteinas varia acorde a las -
variaciones del AMPc, siendo alta la relacibn
proteina-S-5-G/GSH a alto nivel de AMPc y ba-
ja a bajos niveles de AMPc en el higado (40},
asi mismo la actividad de algunas enzimas del
metabolismo de carbohidratos (fructosa-1, 6-

bifosfatasa, fosfofructocinasa, glucbgeno sin

tetasa, etc ) varian por este proceso.

Los grupos SH pueden enlazar iones metdlicos prin-
cipalmente zn’ " formando complejos SH-Zn++ los cuales -
participan en la estabilizacidn de estructuras eventual-
mente a la formacidn de puentes bisulfuros,interviniendo
tambi&n en regulacibn enzim&tica ( 23,24,30,31);el Zn!{h+
disminuye la reactividad de los grupos SH, protegiéndo -

los adem&s de la oxidacidn.

El estudio de los grupos SH en el ciclo sexual e -
implantacién ha sido muy limitado, se han cuantificado
en moco cervical humano bajo la accidn de dispositivo -
intrauterino de cobre (41) y en el cérvix uterino humano.
Sherman (37) los tratd de asociar a la implantacidn en -
raténrbloqueando grupos SH en trofoblasto con disulfuro
de carboxipiridina produciendo tan soloc un ligero retar-
do en la adhesidén del blastocisto a superficies de plés-—
tico (37). Este estudio gin embargo, no es conclusivo,
va que el enlace del blastocisto es no especifico y qui-
24§ debido a un aumento en viscosidad del embridn (52) ,

ademds no se considera el papel del epitelio uterino, ni
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sus caracteristicas de superficie implicadas en la implan

tacibn.



COMPUESTOS QUE CONTIENEN GRUPOS SH

CUADRO III

s
NO PROTEICOS

PROTEICOS

H

I
HOOC—C—CH2-SH
NH,

CISTEINA

H
i
HOOC—C—CHz—CH

|

NH, SH
HOMOCISTEINA
SH
Tﬁz CH,

HJI}{FCHZKEI—Gﬂ&PC—GQFCH-{rDH

J

H

zroc L]

HOH

2

PROTEINAS

GLUTATION (¥ GLUTAMIL-CISTEINIL-GLICINA)

SH



CUADRO IV

PAPEL FISIOLOGICO DE LOS GRUPOS SH EN LOS
PROCESOS REPRODUCTIVOS

PROCESO REFERENCIA

Reconocimiento y enlace
entre células durante -

la fecundacién 23,24
Maduracién epididi- 24,29
maria 30,31

Capacitacién del esper-
matozoide 24




CUADRO V

PAPEL FISIOLOGICO DE LOS GRUPOS SH EN
LOGICOS EN GENERAL.

PROCESOS BIO-

PROCESO REFERENCIAS
MANTENIMIENTO DE LA ESTRUCTURA
MEMBRANAL 24,28
TRANSPORTE A TRAVES DE LA MEMBRANA
a) GLUCOSA EN EUCARIONTES 26
b) CARBOHIDRATOS Y AMINOACIDOS
EN PROCARIONTES 33
c) CATIONES 24,29 ,34
RECONOCIMIENTO ANTIGENICO 27
ADHESIVIDAD CELULAR 35
ACTIVIDAD ENZIMATICA 33
ENLACE DE GLUCOCORTICOIDES POR
RECEPTORES CITOPLASMICOS 38
AGENTE REDUCTOR EN DIVERSOS PROCESOS
CELULARES :
a) REGENERACION DE GRUPOS SH 32,34
b) PROTECCION CONTRA DARNO OXIDA-
TIVO CON H30 3 32,39
c) SINTESIS DE PROSTAGLANDINAS 33
d) PROTEGE A LTIPIDOS DE AUTOOXI-
DACION 32
e) RUPTURA DE PUENTES DISULFURO
EN DEGRADACION PROTEICA 39
f) POSIBLE SIGNIFICADO REGULATO-
RIO 40
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¢

II. OBJETIVO.

El objetivo del presente trabajo es estudiar las
variaciones de grupos SH en el fitero de la rata a tra-
_vés del ciclo estral y al quinto dia de prefiez, relacio
nédndolo con la preparacibn y receptividad uterina a la
implantacidn, asi como con los distintos niveles hormo-
nales reportados por la literatura (4,20), para discu -
tir la posible importancia de estos grupos en el proce-
so de implantacidn.
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III. MATERIAL Y METODOS

Ratas Long-~Evans adultas virgenes de 2 a 3 meses
de edad, con un peso de 200 + 30 g y un ciclo estral de
5 dias, fueron mantenidas en un cuarto con temperatura
y luz controlados, con un periodo de luz de 14 h ( 7-21

h) alimentadas con purina rat chow vy agua ad libitum.

Se efectuaron frotis vaginales diariamente antes
de las 10 A.M. al menos por 5 dias para asegurar la ci-
clicidad, las etapas del ciclo fueron identificadas con
forme a la figura 7 (1,42).

< Para las determinaciones de grupos SH durante el
.ciclo estral, grupos de 10 ratas para cada etapa fueron
sacrificados por dislocacibn cervical; el Gtero fue di-
*secado, limpiado de grasa y tejido conectivo sobre una
caja de petri con hielo, los cuernos uterinos fueron pe
sados, cortados en pequeiios fragmentos y posteriormente
homogeneizados en EDTA 0.02 M pH 4.7 empleando 1.5 ml/
190 mg de tejido en un homogenizador Potter-Elvehjem -
tefldn-vidrio manteniéndolo en un bafio de hielo. Se -
tiene un homogenado final al 6.25% p/v con 62.5 mg de -
peso hfimedo por ml de homogeneizado, de este se tomaron
alicuotas para la determinacidn de: SH totales, SH no ~

proteicos y proteinas.

Para las determinaciones al 5° dia de embarazo se

emplearon 16 ratas las cuales fueron apareadas mediante



Figura 7.- Caracteristiras vaginales v conductuales durante el
‘riclo esrral de la rata ‘1),

CARACTERISTICAS CITOLOGICAS Y CONDUCTUALES DURANTE EL CiCLO—
ESTRAL DE LA RATA.

Fase dei ciclo pared Vaginal 9;’_”;“"" Duracion Conducta Sexual

ACEPTACION DEL

12 Hr. lyacHo, LORDOSIS.

ESTRO

NO ACEPTACION

METAESTRO 21 Hr. | pe MacHo.

NO ACEPTACION

57 Hr. IpEL macHo.

DIESTRO

SENALES DE ACEP-
12 Hr TACION DEL MACHO
Al FINAL DE ESTA
FASE .

PROESTRO

£l epitelio vaginal experimenta cambios marcados durante el ciclo estral.
wn el estro rredominan células cornificadas, en el metaestro ocurre la invas--
sion leucocitaria - desprendimiento de la capa de células cornificadas por -~
lo que el frotis presents anbos tipos celulares. En el diestro el frotis vagi-
nal ce caracterizas por la abundancia de leucocitosvy la aparicidn de células -
eri~eliales no cornificadas., Fn el proestro se encuentran soln células epite-
liales no rornificadac,



.18

el sistema de Trio (2 hembras y 1 macho) (57), conside -
ridndose. como dia cero de prefiez el dia en que se encontra
ron espermatozoides en el frotis vaginal. E1 dia 5 de -
prefiez entre 8:00 a 9:00 A.M., Se les aplicé una inyec -
cibén intravenosa de 1 ml de azul tripan al 1.5 % en solu-
cidn salina fisioldgica ( NaCl 0.9 % ), después de 30 mi-
nutos fueron sacrificadas por dislocacidn cervical, se di
secH el Gtero y se procedid a separar log sitios de im =~
plantacién (31) del resto del fitero (RU) manejéndose como
dos muestras separadas, las gue se someten al mismo trata
miento que los fiteros de las ratas no prenadas. ( Fig. 8,
9).

La inyeccifn de azul tripan ncs permite diferen -
ciar los sitios de implantacibn, pues es un colorante de
alto peso molecular (960,000 ) gue se une a la albfimina
sérica y se acumula en la zona de implantacidn de permea
bilidad aumentada ( Fig. 10 ) ( 43).

Determinacién de grupos SH:

Los grupos SH totales, proteicos y no proteicos -
fueron determinados mediante el reactivo de Ellman -
( DTNB; 5',5'Ditio-Bis ( 2-Nitro-&cido benzoico ) (Sigma
Chemical Co.)) de acuerdo con el procedimiento de -
Sedlack y Lindsay (44) conforme a los Cuadros VI y VII.
Lag lecturas de absorbancia fueron hechas en un especto-
fotdmetro Pye~Unicam SPG-500 a 412 nm .



.19

Las curvas de recuperacién con cisteina ( Fig.l1l1)
nos sirven de referencia para los valores del problema

los cuales se efectuaron por triplicado y con su blanco
correspondiente.

Para la determinacidén de los grupos SH no protei-
cos, las proteinas son precipitadas con dcido tricloro-
acético (TCA) al 50% ( Cuadro VII ).

Los grupos SH proteicos se obtienen de la diferen

cia entre los grupos SH totales y SH no proteicos.

SH proteicos = SH totales - SH no proteicos.

Se realizd una curva patrén con cisteina emplean-
do ésta en lugar de homogeneizado, al comparar con las
curvas de recuperacién se encontr6 100% de recuperabili
dad y otra con azul tripan 1 mg/ml en EDTA pH 4.7 encon
trando gue en estas condiciones el colorante no inter -

fiere en la determinacién de grupos SH.

Este método se basa en la reaccibn estequiométri-

ca entre el DTNB y tioles alifdticos de acuerdo a la si
guiente reaccién:
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P-3-3 N‘ol
NO,
00
C00™  _ pgH —p
NO, 1 S NO,
€00~ Co0~

2-NITRO-5-T\OBENZOATO

El nitromercapto benzoato formado presenta méxima
actividad Optica a 412 nm con una absortividad molar de

13 600 M™% cm "1 (44) ( Fig. 11 ).

Todos los valores obtenidos de grupos SH son referi
dos con propbsitos comparativos a mg de peso hGmedo y a

mg de proteinas.

Determinacidn de proteinas:

Se midieron como paré@metro de referencia emplean-
do el método de Microbiuret ( Cuadro VIII ). Se utiliza-
ron 50 ul del homogeneizado, se probd la linealidad y pa
so por el origen de las gréficas de absorbancia vs. con-
centracidén de proteinas en el rango de trabajo ( Fig. 12)
Este método se basa en el complejo colorido entre el
ion Cu++ y C = 0 y N-H del enlace peptidico que absorbe
a 310 nm (58).

Evaluacién Estadistica:
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Fue aplicada la prueba t de student para evaluar
diferencias significativas en un ensayo de 2 colas para
P 0.05 v P« 0.01 para evaluar diferencias significa-
tivas entre las distintas etapas y el 5° dia de prefiez
aplicando la f6rmula (45):

-X

Z 0: NlSlz + N'l S::. ‘\
/[\}1 DONDE N\+ N?__Z

//

CON \/:: Ny + N2 -7

= estadistico t

t
6= desviacibn estandard poblacional

N1N2= nfimero de casos para las muestras 1 y 2
X, X i
1;” 2= medias muestrales
Sq7 82 = desviacidn standard para las muestras 1 y 2

V = Grados de libertad.



SH PROTEICOS /SH NO PROTEICOS

Grafica 8.- SH PROTEICOS / SH NO PROTEICOS.,*
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Figura 9.- Ezeuema metodolégico.

CITOLOGIA VAGINAL

uT

ERO
. EIZAR

?'- 0 ' / \ ~ METANOL

c1—c—c:’ —»[NO PROTEICOS] [ TOTALES [«TRIS-NaOH 8.2
i .

*“~pTne™

? ‘0. %» F!{:OR;R
A

TRIS-NaOH
8.9
\ |

[ 412nm |

pTnB®

#* — ACIDO 5,5 DITIOBIS—2— NITROBENZOICO

l PROTEINAl



Figqura 10,- Método para determinar zonas de implantacién:
Colorantes de alto peso molecular (Azul tripdn, &zul de
Evans, etc.) forman compleios con la albimina sérica., --
log cuales atravie=man v se acumulan en zonas de alta ---
permeabilidad, esto nos permite distinguir las zonas de
implantacién del resto del dtero.

gALBUMg‘&ORANT

OT PERMEABIL.IDAD

TINCION D!
ZONAS



CUADRO VI

DETERMINACION SH TOTALES

TUBO 1 2 3 4 5 6 7 8 9
HOMOGENADO 0 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ut 50 ul 250 ul
EDTAO0,02M pH 4.7 50 ul 0 0 0 0 0 0 250 ul 0
cis 0.37 mg/ml * 0 0 30 ul 60 wul 90 ul 120 ul 150 ul 0 0
Tris 0.2M pH 8.2 2500 ul 2500 ul 2470 ul 2440 ul 2410 ul 2380 ul 2350 ul 2300 ul 2300 ul
DTNB 0.3 mM * 50 wul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 wul 50 wul 50 ul
METANOL 25 m 25 m 25 m 25 ml 25 m 2.5 m 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml

BLANCO
DE CURVA DE RECUPERACION BLANCO PROBLE-
REACTIVO MA.

REPOSAR 30 minutos - filtrar y leer a 412 nm.

* Cis = Cisteina, preparada en buffer Tris0.2M pH 8.2
+ E1l DINB se prepara en Metanol
e FEl pH es ajustado con HCl diluido.



CUADRO VII

DETERMINACION SH NO PROTEICOS

T UBO 1 2 3 4 5 6 7 8 9
HOMOGENADO 0 500 ﬁl 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 0 700 ul
EDTAQ.02ZM pH4.7 500 ul 0 0 0 0 o 0 700 ul 0
Cis 0.37 mg/ml * 0 0 30 ul 60 ul 90 ul 120 ul 150 ul 0 0
Tris 0.2M pH 8.2 500 ul 500 ul 470 ul 440 ul 410 ul 380 ul 350 1l 300 ul 300 ul
AGUA 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
TCA 50 % 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul

"AAGITAR 30 MINUTOS "
CENTRIFUGAR A 5000 rpm 10 MINUTOS Y SEPARAR SOBRENADANTE e
SOBRENADANTE 1 ml 1 ml 1 ml 1iml 1 ml 1 ml k 1 nml 1 ml 1 ml
Tris 04M pH 8.9 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
DINB 0.3 mm * 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
BLANCO BLANCO PRO-
DE CURVA DE RECUPERACION PRO~ BLEMAS
REACTIVO BLEMA

Leer a 412 nm

* Cis = Cisteina, preparada en buffer Tris0.2M pH 8.2
+ El DTNB se prepara en Metanol
® Fl pH es ajustado con HCl diluido.



Figura 1l.- Curvas de recuperacidén promedic para grupos SH totales y no
protefcos v espectro de absorcién del nitromercaptobenzoato
formado de la reaccidn del DTNB y compuestos con grupos SH.

D.O.
—~-— SH TOTALES

0.7 - SH NO PROTEICOS P
I=pE 7

0.645—3- //
/ 412 nm /?

054
0.4-
0.3+

0.2+
0.1+

‘ “ 7 T
90.9 181.8 272.7 363.6 454.5
NANOMOLES DE SH



CUADRO VIII

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO MICROBIURET (58)

Estandard de . Reactivo de
TUBO alblimina ug Hy0 NaoH 30% " piuret  Homoge-
(1_mg/ml) ul* proteina ml ml ml_** neizaco
BLANCO 0 0 2.0 1 0 -
1 200 200 1.8 1 0 -
2 400 400 1.6 1 0 --
3 600 600 1.4 1 0 -
4 800 800 1.2 1 0 -
5 ia00 1000 1.0 1 0 -
BLANCO 0 0 2.0 0 1 -
1 200 200 1.8 0 1 --
2 400 400 1.6 0 1 -
3 600 600 1.4 0 1 -
4 800 800 1.2 0 1 -=
5 1000 1000 1.0 Q 1 -
0.0 ? 1.95 1 0] 50 ul
PROBLEMA
g.0 2 1.95 . a 1 50 ul

LEER A 310 nm.

* Preparada en agua.
* Reactivo Biuret: a 79 ml NaOH 38% se le agrega lentamente 21 ml de CuSC, 18
( dando una concentracidén final de NaOH al 30%).
+ A las lecturas con el reactivo de Biuret se le restan las lecturas obteni-
das con sosa al 30 % que le sirven de blanco.
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IV RESULTADOS.

Las variaciones de grupos SH totales y proteicos
durante el ciclo estral siguen un patrén similar presen
tando una concentracion en un 15 a 30% més alta durante
proestro. y estro con respecto al metaestro y diestro -
tanto si la comparacidn es con referencia a peso himedo

como a proteinas ( Cuadro IX v X, Gr&ficas 1,2,4,5 ).

Los grupos SH no proteicos presentan por su parte
una concentracidén minima durante el proestro (0.938 +0.03
nmolas/mg de peso hlmedo 6 7.2 + .8 nmolas/mg de protei

"na elevédndose en un 40.a 46% durante estro y metaestro
cayendo ligeramente en el diestro ( Cuadros IX y X, Gré
ficas 3,6 ).

La relacibn SH proteicos/SH no proteicos es méxi-
ma en proestro (8.9 + 1.9 ) y minima durante el metaes-
tro (3.5 + 1.3 en los datos de peso hfimedo y 4.5 + 1.4
refiriendo a proteinas ) ( Cuadros IX y X. Gré&ficas 7
y 8 ).

El comportamiento de los grupos SH no proteicos -
tiende a ser inverso al comportamiento de los grupos SH
proteicos ( Grafica 1,2,3,10,11 ) siendo méds marcado -
con referencia a peso himedo con un fndice de correla -
cién r =0.77 ( Gréfica 12 ) no encontrando correlacién

lineal con respecto a proteinas.
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Si nos referimos a las determinaciones efectuadas
al 5°dia de embarazo notamos un aumento considerable de
grupos SH totales y proteicbs con respecto a sus concen
traciones durante el ciclo estral.  Siendo significati-
vamente diferentes a una P<Z 0.0l con pocas excepciones
( Cuadro IX y X, Gréficas 1,2,4,5). Al comparar . .los -
sitios de implantacién con el resto del ftero, cuando
nos referimos a peso h@medo es mds alta la concentracidn
de SH proteicos y totales en el resto del fitero sin ser
significativas, esto se invierte cuando referimos a pro-
teinas siendo entonces més alto en un 24% en el sitio de
implantacién en ambos casos ( Cuadros IX y X. Gréficas 1
2,4,5). Esta inversibn la explicamos en base a una ma -
yor hidratacidn en permeabilidad en esta zona, esto es,
patente en los Cuadros XI y XII. En base a esta hidrata
cibn consideramos m&s vAlidas las comparaciones en base
a los valores referidos a proteinas.

Por su parte la concentracidn de grupos SH no pro -
teicos en el 5°dia de prefiez presentan similitud a los -
valores encontrados en estro y diestro, siendo significa
tivamente m&s altos P<(0.01 al proestro (Cuadro IX y X -
Gré&ficas 3 y 4). Es mayor en el resto del fitero si nos -
referimos a peso htimedo, invirtiéndose si nos referimos
a proteinas.

Cuando comparamos con los distintos niveles hormo-~
nales reportados en la literatura ( Gr&fica 10 y 11) es
notoria la correspondencia entre el comportamiento de la
relacidn SH proteicos/SH no proteicos, con los niveles -

medios para cada fase de 17 /3 estradiol presentando una
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proporcionalidad directa con un alto indice de correla -
cibén ( r =0.979 y r =0.985 ) ( Gréaficas 13 y 14 ). Los

grupos SH totales y proteicos presentan sus picos maxi -
mos correspondiendo con los picos méximos de 1748 estra -
diol aunque presentan una correlacidn més baja ( r =0.77
r =0.89 respectivamente cuando referimos a peso hfmedo y
r =0.59 y r =0.7 cuando referimos a proteinas ) { Grafi-
ca 15, 16 ). Los grupos SH no proteicos presentan una

propercionalidad inversa a los niveles de 17 B estradiol

con una correlacién méas baja. (Gréfica 15,16).

Los niveles de SH totales, proteicos y la rela -
cibn SH proteicos/SH no proteicos son siempre més altos
tanto en sitios como en no sitios gue los valores espera
dos de la correlacidn con 17 B estradiol ( Cuadro VIII,
Gréaficas 12-16 ) encontrindose los valores de SH no pro-
teicos, cercanos a los valores predichos por la curva de
regresidn.Asi, cuando referimos a peso hfimedo la corres-
pondencia es con el resto del fitero presentando un valor
mis bajo el sitio de implantacibén y lo inverso cuando re
ferimos a proteinas ( Cuadro XIII).



CUADRO IX

CUANTIFICACION DE GRUPOS SH EN EL UTERD DE RATA

No. moles SH mg peso himedo - SH PROTEICOS 17,3 Estradiol
de po/ml plasma
Experimento** TOTALES PROTEICOS NO PROTEICOS SH NO_PROTEICOS PROMEDIO %
PROESTRO (P) 5 +2 8.8 + 2 0.98 + .03 8.4 + 1.4 61
CICLO " - N
TR ESTRO (E) 5 241 7.62+ 1.1 1.61 + .44 5.2+ 1.8 28
METAESTRO (M) 5 0+ 1.9 6.19+ 2 1.81 + .15 3.5 + 1.3 22
DIESTRO (D) 5 7.9 + .89 6.7+ 1.1 1.28 + .3 5.6 + 1.8 31
5°DIA SITIO (S) 5 11.9 + 1.5 10.5 + 1.6 1.4 +19 7.78 + 2
DE PRENEZ NO SITIO (NS) 5 13.9 + 12.4 + 2 1.57 + .28 8.08 + 2 2
P<Z .05 NS - P S - E.M. P-E P-E
PRUEEA DE S- E NS - P M-D M-S
e * p=Z.01 NS - E.M.D. S-D P - M.S, NS P-M
S - M.D. NS - E.M.D. M - P.S. M- NS
*X + D.E.
+A-B.C

A = Fase que se compara, significativamente diferente a las fases B y C.
Valores obtenidos de la figura 2y 4 (4,20)
*Para cada experimento durante el ciclo estral fueron empleadas 2 ratas y 4 ratas para los mismos al 5°dfa de prefez.
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CUADRO X

CUANTIFICACION DE GRUPOS SH EN UTERO DE RATA

No. moles SH mg Proteina'-:L * SH PROTEICOS 17 estradiol
de —_—e pg/ml plasma
Experimento** TOTALES PROTEICOS NO PROTEICCOS SH NO PROTEICOS PROMEDIO %
PROESTRO (P) 5 72.4 + 17 65 + 17 7.2 + 0.8 8.95 + 1.9 61
P ESTRO (E) 5 75.5 + 18 63 + 18 12.8 + 2.9 5.16 + 1.9 28
ESTRAL METAESTRO (M) 5 50 +11 48 + 11.8 11.4 + 2.7 4.48 + 1.4 22
DIFSTRO (D) 5 62 +12 52 + 11.28 10 +3 5.66 + 1.8 31
SITIO (S) 5 124 + 15 111 + 15 12 5 10.09 + 3.4 2
5 ° DIA N - - -
E PRENEZ NO SITIO (NS) 5 94 +17  84.3+ 18 9.7 + 1.5 9.04 +
P05 s - NS P.M.- NS D - E
PRUEBA DE NS - D.E. NS - D
t + P01 § - P.E.M.D. S- P.E.M.D. P - E.S. P - M
NS - M NS - M M~ S. NS
* X + D.E.
+ A-B, C
A = fase que se conpara ,significativamente diferente a las fases B y C.

1 Valores obtenidos de los grupos 2 y 4 (4,20)
** Para cada experimento durante el ciclo estral fueron empleadas 2 ratas y 4 ratas para los mismos al 5 °dfa de prefiez.
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CUANTIFICACION

CUADRO X%I

DE PROTEINAS EN

UTERO

mg Prot/*
ml Homog

DE PATA

ng FProt/
mg PLHum

o

.18+ .9
5%+ 2

: 5.78+1.6 6.120+.927
ITIC £.47+.45  G.5967.003
WG SITIO 3.9 +.3 £.14%+.01
* wn homogenzdo al €.25% en EDTAL.OZM
X + D.E.
X rpromedic de I deferminzcicnes.



CUADRO XII

COMPARACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD ENTRE LOS

SITIOS DE IMPLANTACION Y EL RESTO DEL

UTERO.

y ) L Resto del
Parémetro determinado Sitio Gtero
mg peso hfimedo/mg peso

seco 7.35 +0.71%* 6.11 +0.86
(11) (15)
% humedad 86.4 % 83.6 %

*x p < 0.05

( ) ntmero de experimentos.
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CUADRO Xi It

VALORES DE GRUPOS SH AL 5°DIA DE PRENEZ Y SU COMPARA-
CION CON LOS VALORES PREDICHOS CONFORME AL ANALI
SIS DE REGRESION PARA LOS NIVELES MEDIOS DE 174

ESTRADIOL REPORTADOS PARA ESTE DIA (29pg/ml PLASMA)

(z0)
GRUPCS SH nmoles/mg peso himedo SH nmoles/mg  proteina
sH STTIO DE RESTO DL SITTO DE RESTO DEL
IMPLANTACION __ UTERO IMPLANTACTION __ UTERO
E* 6.9 6.9 54.8 54.8
PRO- :
TET
= 0 10+1.6 12.4+ 2 111.4+ 17 84 + 18
NO
oRD E  1.54 1.54 11.4 11.4
TET
o5 O 1.4+ .19 1.57+.28 12+ 1.5 9.7+ 1.5
O E 8.45 8.45 65.7 65.7
™
LES 11.941.5 13.9+ 2 124+ 15 94 + 17
PRIEL B 4.97 4.97 . 5.32 5.32
NOPRO O 7.78+ 2 8.08+ 2 10.09+ 3 9.04+ 3
NO + + + +
* E = Esperado
O = Observado



IV DISCUSION

El estudio de la bioquimica del endometrio presen
ta gran interé&s por su funcidn especial dentro de la re
produccidn, estando sujeto a variaciones ciclicas depen-
dientes de la accidn de hormonas ovéricas, asi mismo, -
sus cambios presentan una estrecha dependencia con el -
embarazo e implantacifn, el an8lisis de estos cambios no
siempre son féciles por los miiltiples factores implica -
dos, por otro lado, también el tipo de respuesta a hormo
nas puede variar acorde a un estado fisioldgico uterino
especifico, tenemos por ejemplo que durante el embarazo
temprano, son las c&lulas del estroma las qgue se dividen
por la accitn de los estrdgenos y no las cédlulas epite -~
liales y glandulares como ocurre durante la fase prolife
rativa del endometrio (5,14).

En el presente trabajo estudiamos los cambios en
contenido de grupos SH durante el ciclo estral e implan
tacidn. Como podemos notar,durante el ciclo estral es -
tos experimentan fluctuaciones ciclicas equiparables -
con las variaciones de 17 # estradiol durante el ciclo
( gréfica 10,11 ), presentando ademfs en la mayoria de
los casos una alta correlacidn con las concentraciones
plasmiticas reportadas para esta hormona ( Gr&ficas 13,
14,15,16 )

Por tanto, creemos que sea el 1783 estradiol u -
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otros estrb6genos los responsables de estas variaciones
al menos durante el ciclo estral, el aumento observado
de grupos SH proteicos y totales concomitante al aumen
to de 17 4 estradiol podria relacionarse ya sea con el
aumento de proteinas conteniendo grupos SH o con la -
ruptura de puentes disulfuro en las proteinas ya exis-
tentes y .formacién de nuevos grupos SH libres a costa
de los grupos SH no proteicos ( principalmente gluta -
tion) que como puede notarse disminuyen y tienden a un
comportamiento inverso tanto a 17 B estradiol como a -
SH proteicos ( Gré&ficas 10,11,12,15,16).

Consideramos que ocurren ambos procesos el 1° -
apoyado en el aumento en grupos SH totales durante el
proestro y estro {( Cuadros IX, X, Gré&ficas 1,4,10,11),
vy el segundo en la relacibn inversa de los grupos SH no
proteicos con respecto a los SH proteicos ( Gré&ficas 10
11,12). Ademds la relacidn SH proteicos/SH no protei -
cos presenta mayor coeficiente de correlacidn con las -
variaciones de 17 g estradiol gue los grupos SH totales
proteicos y no proteicos. En la Figura 13 esquematiza-
mos nuestra hipbtesis de c@mo ocurren los cambios duran
te el ciclo estral de los grupos SH, considerando que -
son regulados por el 17 3 estradiol,ya sea directa o in
directamente, posiblemente la forma oxidada y reducida

del glutation intervenga en este proceso (9).

Como mencionamos anteriormente, se ha relacionado
eﬁel higado el aumento de AMPc con aumento de proteinas
8-S Glutation y disminucidn de Glutation-SH ( G-SH ) vy
proteinas-SH (39,40), en vista de que el 17 43 estradiol
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produce aumento de AMPc ( 11,20,53). Esto no concuerda

del todo con nuestros hallazgos, sin embargo, puede de-

berse a diferencias intrinsecas a ambos drganos, considé
rese ademds que en el higado el efecto del AMPc no es di
recto sino que opera a través del aumento de agua oxige-
nada y disminucidn de la actividad de catalasa,como es -
guematizamos en la figura 14, y que ésto puede vafiar se
gln el tipo de catabolismo del Gitero. Nosotros conside-
ramos que el ciclo de las pentosas (oxidativo directo)al
ser incrementado por el 17 a3 estradiol (49), proporciona
cantidades suficientes de NADP H + H coenzima indispensa
ble para la reduccidn de glutation por la enzima gluta -
tion reductasa (39), y al interaccionar el glutation re-
ducido con puentes disulfuro proteicos los rompe forman
do grupos SH proteicos libres, debi&ndose demostrar la -
participacién del AMPc en la regulacidn del ciclo de las

pentosas endometriales.

En la Figura 14 comparamos las fluctuaciones en -
grupos SH que ocurren en el higado por el aumento del -
AMPc (40) y en fitero por el aumento de 17 /3 estradiol se
gln nuestro modelo.

Otro factor gue podria intervenir en las fluctua-
ciones de SH no proteicos y proteicos durante el ciclo -
estral es la acumulacidn de cisteina y su incorporacibn
a proteinas, incorporacidn que corresponderia con aumen-—
tos en SH proteicos y disminucién de SH no proteicos. Se
menciona sin embargo, para el higado gque el mayor compo-

nente en grupos SH no proteicos es el glutation, por lo
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que le dimos mayor peso a la hipStesis planteada de in-
terconversidn de grupos SH proteicos y grupos SH no pro-
teicos. Sin embargo, es necesario una discriminacidn del
papel de ambos elementos ( cisteina, glutation ) para -
poder establecer conclusiones mé&s precisas.

El intenso aumento de grupos SH totales y protei -
cos al 5 °dia de prefiez, no correspondientes con los ni-
veles de 17 /3 estradiol ( Cuadro XIII ) nos hace pensar
en la participacidén de un juego hormonal m&s complicado
propio de la prefiez (secuencia, progesterona-estradiol)
y a respuestas uterinas propias de esta etapa ( Sinte -
sis de nuevas proteinas caracteristicas de esta etapa, -
aumento en la permeabilidad y extravasacibtn de albfimina

sérica (proteina con alto contenido de SH) ).

Los niveles de SH no proteicos permanecen dentro
del nivel de lo predicho por las curvas de regresitn -
( Cuadro XIII ) 1lo que apoya esta idea, pues el aumento
de SH proteicos estd poco relacionado con el mecanismo

propuesto en la Figura 13.

La elevacibn de las concentraciones de SH'protei-
cos libres al 5° dia de prefiez mds marcada referiendo a
proteinas en el sitio de implantacidn ( 24% mds que en
el resto del dtero) (Cuadro 10,Gré&fica 5) nos hace pen-
sar que est&n relacionados con cambios propios del fte-
ro durante la implantacidn y que pueden tener una parti
cipacidn importante durante este proceso. Discutiremos

ahora el papel que estos grupos podrian desempefiar.
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Pueden participar en los mecanismos de enlace y
adhesidn celular trofoblasto-epitelio endome -
trial en base a lo fundamentado durante la in -
troduccibn, pudiendo participar en sitios de re
conocimiento entre las células o en la adhesidn
celular, por otra parte, se ha encontrado un ma
yor contenido de zn"" en el sitio de implanta -
cidén (54), este i6n forma complejos con los gru
pos SH (30,31) y se ha postulado también que es
tos complejos pueden participar en la estabili-
zacidn de estructuras previa a la formacidn de

puentes disulfuro (31), se sugiere aqui que =
grupos SH expuestos en la superficie del epite-
lio endometrial forman complejos Tiol—Zn++ los
cuales facilitan el acercamiento trofoblasto -
Gtero por proporcionar grupos cargados positiva
mente a la membrana, establéecié&ndose complejos
ani.tiolrentre el trofoblasto y epitelic endo-
metrial con posterior formacidn de puentes di -
sulfuro entre ambas estructuras ( Fig. 15, 16),
lo cual estd sujeto a posterior comprobacibn ex
perimental.

El aumento de grupos SH puede ser un reflejo de
disminucién en la estabilidad de las estructu -
ras del endometrio, asi como una unién mis la-
xa de las c&lulas deciduales entre si o con -
las fibras de tejido conectivo, lo cual facili-
tarfa la posterior invasidn del blastocisto al

endometrio que ocurre en la tarde del 5° dia de
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prefiez (5). Nos apoyamos en el hecho de que en
el espermatozoide la estabilidad y resistencia
a diversos agentes (detergentes, actinomicina
D, etc) ha sido relacionado con la disminucidn
de grupos SH libres y aumento de puentes disul
furo (30,31) y por otro lado, las explicacio-
nes referentes a la invasidn del endometrio -
por el blastocisto postulan desplazamiento me-
cénico y cambios citoliticos y degradativos en
el endometrio (9,11,18,52). La ruptura de -
puentes bisulfuro y aumento de grupos SH libres
podria por tanto facilitar este proceso.

3. Por filtimo, consideramos que los grupos SH pue
den guardar una estrecha relacién con el meta-
bolismo de glucosa y su regulacidn durante la
implantacidn, pues se conoce que la actividad
de fosfofructocinasa (39,40xypiruvato cinasa =
(40,55) es mayor cuando estas eéenzimas presentan
sus grupos SH en la forma reducida. Como vemos
en la Tabla Il,la actividad de estas enzimas se
encuentra aumentada en el sitio de implantacidn
(11,20,56) , estas enzimas se encuentran rela -
cionadas con la glucolisis la cual se encuentra

aumentada en ellos (57).

Como podembs notar, la participacidn funcional de
los grupos SH en diversos procesos bioldgicos es mGlti-
ple y su estudio no ha sido en ningin modo agotado. Du
rante la implantacidn presenta diversas posibilidades de

accidn pricticamente no estudiadas, cuyo entendimiento
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aumentaria la comprensibn de este proceso, abriendo la -
posibilidad de nuevos métodos anticonceptivos, asi como
una mayor comprensidn de posibles causas de infertilidad

etc.
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V CONCLUSIONES

Los grupos SH presentan un patrdn de variacibn ci-
clica durante el ciclo estral, caracterizado en caso de
grupos SH proteicos y totales por una méxima concentra -
cibn durante el proestro y un minimo en el metaestro,ten

diendo a ocurrir lo inverso en grupos SH no proteicos. .

Todas estas variaciones estén correlacionadas .con
los niveles de 174 estradiol en el plasma, hormona que -
posiblemente los regule.

Suponemos que la variacibn de los grupos SH puede
ocurrir conforme a lo propuesto en la Figura 13, ocurrien
do una mutua interconversidn SH proteicos, SH no protei-

cos durante el ciclo estral.

Durante el quinto dia de embarazo existe un nota-
ble aumento en los grupos SH proteicos y totales con res
pecto al ciclo estral, siendo mis pronunciado en el si -
tio cuando referimos a proteinas. Esto se considera carac
teristico del embarazo y posiblemente relacionado con la
secuencia progesterona-estrdgenos requerida para la ovo-
implantacibn o con respuestas caracteristicas de este -~

proceso.
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» Este aumento podria estar relacionado con la impor
tancia funcional de los grupos SH durante la implanta -
cidn postuléndose su posible intervencidn en los mecanis
mos de contacto y adhesibdn trofoblasto-epitelio uterino,
disminucidén de la estabilidad del enlace entre las cé&lu-
las deciduales para facilitar la penetracidn del blasto-
cisto al endometrio y su participacidn en el metabolismo

de glucosa.
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VI RESUMEN

Las variaciones de grupos SH totales, proteicos y
no proteicog durante el ciclo estral fueron determina -
das en ratas Long Evans virgenes de dos a tres meses de
edad, asi como la concentracién de estos grupos al quin
to dfa de embarazo en sitios de implantacidn, y en el -
resto del ftero, las determinaciones de grupos SH fue -
ron determinadas accrde al método de Sedlack y Lindsay
(44), determindndose proteinas por el método de micro -
biuret como parédmetro de referencia.

~Se encontraron variaciones ciclicas de los grupos
SH durante el ciclo estral, los grupos SH totales, pro-
teicos y la relacién grupos SH proteicos/grupos SH no -
proteicos presentan un miximo en proestro 'y un mfnimo -
en metaestro, tendiendo los grupos SH no proteicos a lo
inverso. Se encontrd buena correlacidn de las variacio-
nes mencionadas y los niveles de 17,3 estradiol, propo-
niéndose un modelo del efecto del 173 estradiol sobre -
las variaciones en grupos SH ( Fig. 13 ).

Durante el guinto dfa de prefiez se encontr6 eleva
cién de grupos SH proteicos y totales de un 20 a 40 % =
més que la concentracifn mis alta durante el ciclo es -
tral, por lo gue relacionf con cambios propios de la pre
fiez, Se discuten como posibles funciones de los grupos

SH durante la implantacién: el contacto y adhesién trofo
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blasto-epitelio uterino, facilitaci6n de la pénetracidn
del blastocisto al endometrio y su posible participa -

cidn en el aumento de la glucolisis.
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