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1. Introduccion

A fin de perpetuarse, toda especie debe contar con individuos que se
reproduzcan. El éxito de la viviparidad en los mamiferos depende de una
asociacion muy intima entre tejidos maternos y embrionarios a fin de permitir un
adecuado intercambio de sustancias entre ambos organismos. Durante la prefiez
en los mamiferos pueden distinguirse dos fases: una de progestacion, en la cual
el 6vulo fecundado inicia su desarrollo, permanece libre en el liquido oviductal y
uterino; y otra de gestacion, en la que el embrion se ha unido al endometrio y
continua su desarrollo en estrecha relacion con la madre. Dichas fases suelen ser
llamadas también periodos de preimplantacion y de postimplantacién,
respectivamente (Dickmann, 1969). La implantacion del embrién es considerada
como la fase de transicioén entre los dos periodos de la prefiez y se considera que
es un evento crucial en el proceso reproductivo de los mamiferos (Flamigni y col.,
1991).

La implantacion puede definirse como el proceso mediante el cual el
embrién adquiere una posicion fija y establece relacién con el sistema circulatorio
de la madre (Weitlauf, 1979). Existen diferencias notables en la preparacién para
y durante dicho proceso en diferentes especies (Schlafke y Enders, 1975; Denker,
1990, 1993). Sin embargo, en las especies estudiadas hasta ahora, hay
evidencias suficientes para concluir que para que la implantacion se lleve a cabo,
se requiere de una interaccién coordinada entre el embrién y el Gtero; el embrién
debe haber alcanzado el estado de blastocisto y en el utero deben haber ocurrido
cambios dependientes de hormonas que conduzcan al desarrollo de un
endometrio receptivo al embrién (Psychoyos, 1973a,b, 1986; Parr y Parr, 1989;
Abrahamsohn y Zorn, 1993; Weitlauf, 1994).

1.1 Anatomia del utero

Al igual que la vagina y el oviducto, el Gtero es un érgano tubular. En la
rata el Utero es bifurcado y cada parte recibe el nombre de cuerno uterino. Cada
cuerno uterino consiste de tres capas: el perimetrio (Gr. perys, alrededor +
metron, Utero) o capa de tejido conectivo mas externa; el miometrio (Gr. mys,
musculo + metron Utero) o capa muscular intermedia, la cual consta de células de
musculo liso dispuestas circular y longitudinalmente; y el endometrio (Gr. endos,
interior, dentro de + metron, Gtero) o mucosa (Chatterjee y col., 1996). El
endometrio consta de estroma y epitelios luminal y glandular. El epitelio luminal
es cilindrico o columnar simple y da hacia la luz uterina, estéa separado del
estroma por la lamina basal. A diferencia del epitelio luminal, el epitelio glandular
es cubico y forma glandulas que se extienden hacia el estroma. La tercera parte
del endometrio, el estroma, esta formado principalmente por fibroblastos (células
en forma de huso), son estas células las que experimentan cambios denominados
reaccion decidual, que conducen a la formacién del nido o decidua, donde el
embrion se aloja.



1.2 El embrién en estado de blastocisto

La implantacién embrionaria se lleva a cabo cuando el embrion se
encuentra en estado de blastocisto. En dicha fase de desarrollo el embrion consta
de dos capas celulares, la masa celular interna y el trofoblasto, ademas de la
zona pelucida que envuelve al embrién. El blastocisto presenta una cavidad que
recibe el nombre de blastocele. A fin de implantarse, debe desprenderse de su
zona pellcida, lo cual en la rata ocurre principalmente por la accion del liquido
luminal uterino. Como en muchos otros animales, en la rata el blastocisto
presenta una gran invasividad, caracteristica importante para penetrar el
endometrio y para que pueda implantarse también en condiciones in vitro
(Biggers, 1976; Sherman y Matthaei, 1980).

1.3 Porque estudiar la implantacion embrionaria

Para muchos investigadores el estudio de la implantacion embrionaria es
por demas fascinante, en parte porque aunque el embrién puede implantarse en
multiples érganos, independientemente del ambiente hormonal, la implantacién en
el Utero, el érgano en el que dicho proceso ocurre normalmente, solo es posible
bajo una estricta sincronizacion de la madre y del embrion, para lo cual el
ambiente hormonal es decisivo (Psychoyos, 1873a,b; Murphy y Shaw, 1994).
Actualmente no se sabe como el embrién le informa al Utero de su presencia, lo
cierto es que antes de que ocurra el contacto fisico entre el embrion y el
endometrio, este ultimo experimenta cambios locales en la zona proxima al
primero lo cual conduce a pensar que el embrion libera un mensaje quimico, el
cual es reconocido por el endometrio y este responde con un aumento en la
permeabilidad vascular, y posteriormente experimenta la reaccion decidual,
proceso mediante el cual el estroma endometrial se transforma en el nido o
decidua.

Aunque durante las Ultimas décadas han habido importantes avances en el
entendimiento de dicho proceso, el cuestionamiento inicial aun persiste: ;como se
percata el utero de la presencia del blastocisto? Muchos trabajos han sido
disefiados para probar si una determinada sustancia participa o no en la
implantacion, sin embargo, debido a las diferencias notables en dicho proceso en
diferentes especies, el que una sustancia participe en determinada especie, no
necesariamente implica que en otra especie aun relacionada tendra participacion.

1.4 Consideraciones iniciales sobre la implantacién embrionaria en la rata

Si consideramos como primer dia de gestacion aquel en el que la hembra
presenta espermatozoides en el lavado vaginal matutino, criterio que seguiremos
en este trabajo, la implantacion embrionaria en la rata se inicia en el dia 5 de
gestacion y esta bien establecida en el dia 7 (Psychoyos, 1966, 1973a,b). Otra
opcién, actualmente menos utilizada, es considerar como dia cero de gestacion el
dia en que se encuentran espermatozoides en la inspeccion microscopica del
lavado vaginal matutino (Shelesnyak, 1952, 1960; Moulton y col., 1978), en dicho
caso la implantacion inicia en el dia 4 de gestacion y esta bien establecida en el
dia 6. Cabe mencionar que nos referimos al inicio de la implantacién como el dia



en que ocurren cambios en el embrién y en el Gtero que indican que la interaccién
entre ellos ha iniciado, como es el desprendimiento de la zona pellcida y el
aumento en permeabilidad vascular respectivamente (dia 5 de gestacién) y no al
proceso de adhesion al epitelio, lo cual ocurre en el dia 6 de gestacion. Dicha
aclaracion es pertinente porque el lector de esta tesis puede leer en el trabajo de
revision de Abrahamsohn y Zorn (1993) que la implantacion en la rata se inicia en
el dia 6 de gestacion, y si no estd familiarizado con dicho proceso, podria
conducir a confusion. Por otra parte, si el modelo de estudio es la rata
pseudoprefiada, el primer dia de pseudoprefiez es aquel en el que se presenta el
botén vaginal (no siempre se presenta), si se le aparea con un macho
vasectomizado; mientras que si se estimula directamente el cervix (eléctrica o
fisicamente), el segundo dia de pseudoprefiez es aquel en el que se observa una
cantidad masiva de leucocitos en la inspeccion microscépica del lavado vaginal.

1.5 Fertilizacidn, inicio del desarrollo embrionario y transporte a través del
oviducto

La fertilizacién del ovocito en la rata como en muchos mamiferos se lleva a
cabo en el ampula del oviducto (McLaren, 1975). Una vez que el ovocito es
fecundado, su metabolismo se reactiva, se reinicia la meiosis, se funden los
prondcleos masculino y femenino, originandose el cigoto e iniciandose el
desarrollo embrionario, mientras es transportado por las acciones ciliar y contractil
del oviducto hacia el utero (Shelesnyak, 1960; Psychoyos, 1973a,b; McLaren,
1975)

En la rata, los embriones normalmente llegan a los cuernos uterinos en la
tarde del dia 4 de prefiez (aproximadamente 90 horas después de la ovulacién),
en el estado de 9 a 16 células (Psychoyos, 1967). Presumiblemente entran en
grupo y son rapidamente distribuidos a lo largo de los cuernos uterinos (Croxato y
Ortiz, 1991).

Los blastocistos retienen la zona pelticida hasta la tarde del dia 5. Cuando
se lavan los cuernos uterinos en la tarde de este dia, se les recupera libres de la
zona pelticida y muestran una marcada disminucién en su volumen (Dickmann y
Noyes, 1961). El porcentaje de blastocistos libres de zona pelticida incrementa de
4% alas 2 p.m. a 77% a las 6 p.m. (Noyes, Dickmann, Doyle y Gates, 1963;
Dickmann, 1966).

1.6 Modelos de experimentacién en implantacion en la rata

Para estudiar la implantacion en la rata pueden utilizarse ratas prefiadas,
ratas pseudoprefiadas o ratas ovariectomizadas preparadas hormonalmente. Las
conclusiones.acerca de los eventos uterinos no dependientes y dependientes del
embridon son muy similares en los tres grupos, por lo que los experimentos
llevados a cabo con ratas pseudoprefadas y ratas tratadas hormonalmente
reflejan los eventos que ocurren en la rata gestante. Cuando se transfieren
embriones en estado de blastocisto, recuperados de ratas en el dia 5 de
gestacion a ratas pseudoprefadas en los dias 1 a 4 de gestacion, los embriones
permanecen en diapausa e inician la implantacién hasta que la rata receptora se



encuentra en el dia 5 de pseudopreriez (Psychoyos, 1966). Si se transfieren en el
dia 5 de pseudoprefiez los embriones se implantan sin retraso, mientras que si se
transfieren en el dia 6 de pseudoprefiez los embriones resultan dafados
severamente, degeneran y nunca se implantan (Psychoyos, 1966, 1967),
resultados similares se obtienen si se liga la unién Gtero-tubaria en ratas
gestantes y se transfieren los embriones a los cuernos uterinos. Por otra parte,
cuando se ovariectomizan ratas gestantes en la mafiana del dia 4 de gestacién la
implantacion soélo ocurre si en la tarde de este dia ademas de progesterona se
administra estradiol, mientras que si la ovariectomia se lleva acabo en la tarde del
dia 4, la implantacién ocurre normalmente con la sola administracion de
progesterona. Utilizando ratas ciclantes, ovariectomizadas, Psychoyos (1966)
demostré que la administracion de progesterona durante 48 horas y después
progesterona mas estradiol es el patron hormonal necesario para ocasionar que
el endometrio esté receptivo a los embriones transferidos y estos puedan
implantarse.

1.7 Periodos de la gestacién temprana en la rata

De la seccién anterior se desprende que la gestacion temprana en la rata
consta de tres periodos sucesivos en el endometrio: a) un estado neutral o
prereceptivo, el cual es dependiente de progesterona y que prevalece temprano
en el dia 5 de gestacion. De hecho, dicho estado puede ser alargado
indefinidamente si se practica ovariectomia en cualquier momento desde el dia 2
de gestacién hasta antes del medio dia del dia 4, administrando progesterona
diariamente. El embrién pierde su zona pellcida pero no se implanta. Este
periodo se caracteriza también por una sensibilidad suboptima del endometrio al
embrion. Solo estimulos traumatizantes son capaces de inducir decidualizacion en
este periodo. b) estado de receptividad o de sensibilidad, en el que el endometrio
responde al embrién o a estimulos suaves como lo es [a inyeccién intraluminal de
una pequena gota de aceite. Este estado dura sélo unas horas y a su duracion se
le denomina ventana de implantacion, ya que es el unico estado uterino en que la
implantacion es posible. c) estado refractario, en el que el ambiente uterino es
hostil a los embriones no implantados; los embriones transferidos a ratas en este
periodo nunca se implantan e incluso estimulos traumaticos resultan inefectivos
en ocasionar ia reaccion decidual, por lo que el endometrioc ha perdido la
capacidad de alojar al embrién Casimiri y Psychoyos, 1980; Psychoyos, 1986,
1991).

1.8 Implantacion del blastocisto

En la rata la implantacién se inicia en el dia 5 de prefiez (Psychoyos, 1967,
1973a,b, 1986, 1991; Casimiri y Psychoyos, 1980). Durante este proceso, el
blastocisto permanece pequefio, se orienta siempre por su regién abembridnica a
la region antimesometrial del endometrio, conforme el endometrio experimenta
edematizacién ocurre un grado progresivo de proximidad denominado aposicion,
el cual conduce a la interdigitacion de las microvellocidades de la regién apical de
las células del trofoblasto con las microvellocidades de la regién apical de las



células epiteliales luminales. El cierre del lumen uterino y la interdigitacion de las
microvellocidades se conoce como reaccién de fijacion (attachment). El cierre
depende principalmente de la resorcidon de las secreciones uterinas como
resultado de la intensa endocitosis por las células del epitelio luminal uterino y por
el edema que se presenta en el endometrio circundando a cada blastocisto. Le
sigue la etapa de adhesion, en la cual las microvellocidades han desaparecido, la
intimidad entre los participantes aumenta y sus membranas corren paralelamente
una a la otra en forma ondulante, estan separadas por una distancia de menos de
20 nm y se establese la fijacién firme entre ambos epitelios con la participacion
primero de moléculas de adhesidén celular y posteriormente de uniones
intercelulares tipo desmosomas. Posteriormente, el trofoblasto desplaza células
del epitelio luminal uterino (penetracion por desplazamiento). En este tipo de
penetracion, el trofoblasto emite prolongaciones en forma de cufia entre el epitelio
luminal y la membrana basal y reemplaza al epitelio luminal. El desplazamiento de
las células del epitelio luminal ocurre una vez que estas han muerto por apoptosis
(Parr y Parr, 1987). Mientras esto ocurre, las células estromales adyacentes al
blastocisto experimentan el proceso de decidualizacién. Una vez llevado a cabo el
desplazamiento del epitelio, el blastocisto hace una pausa y entonces,
prolongaciones de la decidua penetran la membrana basal para que
posteriormente el trofoblasto la atraviese (Schlafke, Welsh y Enders, 1985).
Finalmente, el blastocisto se alojara en el estroma decidualizado (Abrahamson,
1993, Denker, 1990, 1993; Weitlauf, 1994) en el endometrio antimesometrial, en
el seforma la primera area decidualizada que se hace aparente durante la
implantaciéon inmediatamente rodeando al embrién y que es llamada decidua
primaria o zona decidual primaria. El desarrollo de la placenta resulta del
crecimiento y diferenciacion de las células del cono ectoplacentario y asociacion
con tejidos de origen alantoideo. El cono ectoplacentario ocupa el polo
embrionario y por lo tanto, la placenta se forma en la region mesometrial del Gtero
(Abrahamson y Zorn, 1993).

La primera manifestacion macroscépica de que el proceso de implantacion
ha comenzado, es el aumento en permeabilidad vascular endometrial en areas
adyacentes al blastocisto (Psychoyos, 1973a,b; Kennedy, 1983) y ocurre antes de
que exista contacto fisico entre el embridon y el endometrio (Psychoyos, 1973a,b;
Abrahamson y Zorn, 1993; Weitlauf, 1994). Colorantes de alto peso molecular
como azul de pontamina, azul de Evans o azul Geigy, asi como albimina marcada
con iodo radioactivo salen de los capilares del estroma so6lo en areas adyacentes
al blastocisto (dichas sustancias sélo abandonan la circulacion donde existe
permeabilidad vascular aumentada). Resultados similares se observan mediante
el uso de particulas de torotrast. Este cambio en permeabilidad permite identificar
las regiones uterinas donde ocurre la implantacion (sitios de implantacion) de las
regiones adyacentes (sitios de interimplantacién) y estudiar los cambios propios
de ellas. Primeramente descrito por Psychoyos en la rata (1960, 1961), el
incremento en permeabilidad uterina ha sido demostrado en numerosas especies.



En el estroma uterino de la rata ocurre proliferacién del epitelio vascular
durante los dias previos a la implantacion (Goodger y Rogers, 1993). No obstante
su alta proliferacion, la densidad de las células endoteliales disminuye y es
indistinguible de los sitios de interimplantacion en el dia 7 de gestacion (Goodger
y Rogers, 1995), debido principalmente al edema endometrial. Abrahamson y col.
(1983) reportaron que en los sitios de implantacion en la rata las células
endoteliales son fenestradas y existen huecos entre ellas. Dichas modificaciones
no se encontraron en los sitios de interimplantacion.

1.9 Cambios en el epitelio uterino previos a la implantacién

Mientras el embrion es transportado por el oviducto, en el endometrio
ocurren cambios morfofisioldgicos que conducen a un estado de receptividad, en
el cual es sensible a estimulos embrionarios. En la rata, varios estudios han
demostrado que la preparacion del endometrio implica entre otros cambios, la
supresion de la mitosis en células epiteliales y su induccién en las células del
estroma de grado y distribucién limitada (Tachi, Tachi y Lindner, 1972; Marcus,
1974; Tachi y Tachi, 1974). Las células del endometrio que experimentan mitosis
en los primeros dos dias de prefez se localizan tanto en el epitelio luminal como
en el epitelio glandular; en el tercer dia ocurre un cambio en dicho patrén y las
células en mitosis predominan en el estroma, mientras que en epitelio alcanzan
un nivel muy bajo. En el quinto dia, si se inicia la implantacién, las células
estromales se contintan dividiendo, de no ser asi, el nimero de células en mitosis
disminuye en las siguientes horas (Tachi y Tachi, 1974). Estos datos pueden
correlacionarse con los niveles hormonales propios de la prefiez. En la tarde del
segundo dia de prefiez, en el ovario se eleva la produccién de progesterona, y al
parecer esta hormona ocasiona aumento en el nimero de receptores a
estrogenos en las células del estroma y disminucion de los mismos en el epitelio
(Martel y Psychoyos, 1978, 1982).

Los epitelios se caracterizan por poseer polaridad (Denker, 1990, 1993). Es
decir , constan de una region apical y de una region laterobasal; la primera carece
de moléculas de adhesion, de manera que las cavidades nunca se cierran
completamente, mientras que la region laterobasal posee abundantes moléculas
de adhesion, haciendo posible la unién entre las células epiteliales y entre el
epitelio con la lamina basal, sin embargo, conforme se acerca el momento de la
implantacién, el epitelio se vuelve adhesivo en su porcion apical, lo que hace
suponer que nuevas proteinas son sintetizadas o redistribuidas. Murphy y col.
(1979, 1982a) estudiaron la regién apical de la membrana plasmatica de células
del epitelio luminal uterino de ratas tratadas hormonalmente para simular los
primeros dias de gestacion y reportaron un aumento en la densidad de las
particulas de intermembrana de 2350/um’ en el dia 1 de gestacion a 4000/um’ en
el dia 6 con una densidad intermedia entre ambos dias.

La superficie de las células epiteliales uterinas se ha estudiado
determinando la capacidad de unién de varias sustancias como lectinas. Enders y
col. (1980) reportaron que durante la adhesion, la superficie del epitelio luminal
uterino contiene glucoproteinas (determinado mediante tincién con acido tanico) y



que aun cuando presenta carga negativa, demostrado por su capacidad de unir
hierro coloidal y ferritina catidnica, no existe remocién localizada o pérdida del
glucocalix o cambios Actualmente sin embargo, se acepta que el glucocalix de la
superficie de las células epiteliales luminales disminuye en grosor y que la
perdida de acido sidlico favorece la exposicion de moléculas de galactosa, las
evidencias son las siguientes: Hewitt y col. en su carga como prerequisito para la
adhesion. Actualmente sin embargo, se acepta que el glucocalix de la superficie
de las células epiteliales luminales disminuye en grosor y que la perdida de acido
sialico favorece la exposicion de moléculas de galactosa, las evidencias son las
siguientes: Hewitt y col. (1979) encontraron que la carga negativa de la superficie
de las células epiteliales uterinas disminuye progresivamente del dia 1 al dia 6 de
gestacion en la rata, Murphy y Raogers (1994) llegaron a la misma conclusién al
trabajar con ratas preparadas hormonalmente compatible con la fijacion y
encontraron una disminucion en la cantidad absoluta del glucocalix. Ademas,
Murphy y Turner (1991) reportaron que los carbohidratos galactosa, fucosa
glucosamina y galactosamina estan presentes en la superficie de las células
epiteliales.

Otro cambio a nivel de membrana es la aparicidn de protusiones apicales
largas parecidas a un hongo (Ljungkvist, 1971) o a una anémona de mar
(Psychoyos y Mandon, 1971), las cuales reciben el nombre de pinopodos. Dichas
estructuras miden varios micrometros y son dependientes de progesterona
(Murphy y Rogers, 1981; Martel y col., 1991) y estén involucradas en pinocitosis
(Enders y Nelson 1973; Parr y Parr, 1974). Al igual que las microvellocidades, los
pinopodos experimentan regresion antes de que ocurra la adhesién entre el
embrion y el endometrio. Por el nimero de cambios que experimenta la
membrana plasmatica de las células del epitelio luminal uterino, no es de
asombrar que a dicho conjunto de cambios Murphy (1993) lo llamé:
“transformaciéon de la membrana plasmaética”. Considerando que las células
trofoblasticas y uterinas se unen mediante sus regiones apicales, las que
comunmente no son adhesivas, Denker (1990, 1993) se ha referido a esto como
una paradoja de la biologia celular.

1.10 Importancia y funcion del epitelio luminal uterino

Al ser el epitelio luminal uterino el primer punto de contacto con el
trofoblasto, es de esperar que su funcién sea fundamental, lo cual es asi.
Ferrando y Nalvandov (1968) dafaron el epitelio luminal uterino de la rata
pseudoprefiada y Lejeune y col (1981) desprendieron dicho epitelio in vivo y
estimularon el endometrio y en ambos casos la formacion del deciduoma no
ocurrié. Esto me hace recordar como Psychoyos (1991) se refirié al proceso de
implantacién embrionaria: “Actualmente esté bien establecida la nocién de que el
utero y el embrién tienen una accion que se sobrelapa; el proceso complefo puede
considerarse un didlogo. Para sostener este didlogo, ambos participantes deben
haber alcanzado un cierto grado de madurez, sin la cual la conversacion es
imposible.” Es decir, una deficiencia en el sistema de comunicacién o la perdida
de un elemento que participa en dicho sistema impide que el dialogo se lleve a



cabo. Actualmente se considera que el epitelio luminal uterino funciona como un
transductor de la sefial embrionaria (Lejeune y col., 1981; Moulton y Koenig,
1988). En este punto es conveniente recordar que el proceso de implantacion
aunque tiende a ser semejante en especies relacionadas, puede tener elementos
que marcan en ocasiones una gran diferencia, cuando se desprovee el
endometrio del raton del epitelio luminal el embrion se implanta
independientemente del ambiente hormonal (Cowell, 1969), lo cual, como ya
hemos visto, no ocurre en la rata.

1.11 Cambios en el estroma (Reaccién decidual)

Como ya se mencionod, la reacciéon decidual la experimenta el estroma
endometrial, el cual consta de células de tejido conectivo en forma de uso. La
reaccion decidual implica cambios de estas células, las cuales se vuelven
redondas, aumentan en tamafo y disminuye el espacio extracelular en el estroma
decidualizado. A nivel ultraestructural se presenta un aumento en el contenido de
organelos involucrados en la sintesis de macromoléculas, se acumulan lipidos,
glucégeno y filamentos intermedios y se establecen uniones celulares con otras
células (Lundkvist, 1978). Las primeras células deciduales estan ya presentes
cuando el epitelio es desplazado y el trofoblasto alcanza la membrana basal. La
decidualizacion es inicialmente antimesometrial. Después avanza gradualmente
hacia la regiébn mesometrial, de manera que unos dias mas tarde puede ser
observada en dicha region.

En el endometrio antimesometrial, la primera area decidualizada que se
hace aparente durante la implantacion es una capa angosta inmediatamente
rodeando al embrion. Esta es llamada la decidua primaria o zona decidual
primaria (Parr y Parr, 1989) Esta consta de células deciduales completamente
transformadas (células deciduales maduras), las que predominan en la decidua
antimesometrial. Las células localizadas mas lejos del embrion presentan
caracteristicas morfoldgicas que son intermedias entre las células deciduales
maduras y los fibroblastos. Estas son llamadas células predeciduales, las que, a
su vez, estan rodeadas por una capa de fibroblastos indiferenciados que se sitian
adyacentes al miometrio (Welsh y Enders, 1985) Cabe mencionar que los
investigadores se refieren al nido o decidua al que ocurre como producto de la
reaccion decidual normal durante la gestacion y a deciduoma como el producto de
la reaccion decidual en animales pseudoprefiados o tratados hormonalmente, los
cuales han sido estimulados.

1.12 Implantacién retardada

Implantacion retardada es la condicion en la cual el embrion permanece
méas tiempo en el lumen uterino de lo usual, desprovisto de su zona pelucida, sin
implantarse. La implantacion retardada se presenta en el armadillo, el corzo, la
rata y el raton, entre otros. En la rata la implantacion retardada ocurre en
condiciones normales sélo si copula en el estro postparto y es provocada por las
condiciones hormonales propias de la lactancia, por lo que se dice que presenta
implantacién retardada facultativa (Psychoyos, 1973a,b). Durante la implantacion



retardada en la rata el desarrollo del embrion se detiene en el estado de fijacion.
El desarrollo posterior y la fase de adhesién pueden ser estimulados mediante Ia
administracion de una pequefa dosis de estradiol.

1.13 El liquido luminal uterino

El liquido luminal uterino cumple varias funciones: a) permite el ascenso de
los espermatozoides al sitio de fertilizacion, b) proporciona una nutricién
adecuada al embrién durante su desarrollo, desde su llegada al lumen uterino
hasta que se ha llevado a cabo la implantacion y c) mantiene un ambiente
apropiado para conservar la integridad fisica y bioquimica de las estructuras del
blastocisto.

El liquido luminal uterino ha llamado la atencidn en el estudic de la
implantacion en parte debido a que el intercambio de sustancias entre el
endometrio y el blastocisto se lleva a cabo en un medio liquido. Cualquier
sustancia quimica secretada por el embrién que sirva como mensajero debe ser
muy activa a concentraciones pequefias o secretado en grandes cantidades,
puesto que se diluye en el liquido uterino. Dado que el nimero de células del
blastocisto es muy pequeno, esta ultima es la menos probable(Croxato y Ortiz,
1991).

1.14 Sustancias quimicas implicadas en el proceso de implantacién

Actualmente se sabe que el embrién participa activamente en los eventos
tempranos asociados con el establecimiento de la prefiez, pero los mecanismos
involucrados por el embrion y por la madre no han sido del todo dilucidados
(Garrret y col., 1988; Weitlauf, 1994). Los blastocistos de rata cultivados in vitro
experimentan contracciones y dilataciones, por lo que si esto ocurre también in
vivo, podria ser que la sefal que proporciona el embridon sea de naturaleza fisica,
la cual el epitelio transduciria a una sefial quimica, la que a su vez seria liberada
al estroma. Los investigadores prefieren pensar que la senal liberada por el
embrion es de naturaleza quimica y, como lo expreso Kennedy en 1983: “quizé se
aceptara que la sefal liberada por el embrién es de naturaleza fisica sélo hasta
que se descarte toda posibilidad de que sea una sefial quimica”.

Se han publicado numerosos trabajos en los que se plantea la participacion
de sustancias que posiblemente participen como sefial embrionaria, oftras
definitivamente actuan sélo en el organismo materno. Obviamente, la
implantacion es un proceso en el que participan concertadamente mdiltiples
sustancias (Kennedy, 1983: Weitlauf, 1994).

A continuacion se describe la participacion de varias sustancias en el
proceso de implantacion en la rata.

Histamina

Shelesnyak (1957) fue el primero en proponer que la histamina es
probablemente la sefal liberada por el embrién, capaz de provocar
decidualizacion. Brandon y Wallis (1977) reportaron que al tratar ratas con
antagonistas de los receptores H1 y H2 de la histamina, el inicio de la



implantacion, evaluado por el nimero y la intensidad de los sitios de implantacion,
fue afectado adversamente. Ademas, Johnson y Dey (1980) encontraron que en
ratas con implantacion retardada, la administracion concomitante de histamina y
estradiol reduce la cantidad de estradiol requerida para llevar a cabo la
implantacion. Sin embargo, un estudio reciente (Salamonsen, 1996) muestra que
las células cebadas (productoras de histamina) no son importantes en la
implantacion en la rata.

Estrégenos

El ambiente hormonal es decisivo para que la implantacion se lleve a cabo.
En el dtero de la rata, durante los dias 2-4 de prefiez predomina la accion de la
progesterona. Sin embargo, por la tarde del dia 4 se presume que ocurre un
aumento en los niveles de estrogenos y a esto se le atribuye que el endometrio se
vuelva receptivo en el dia 5. La participacion del aumento previo de estrogenos
sobre la implantacion se considera actualmente aceptable en roedores (Weitlauf,
1994). En otras especies, como el conejo por ejemplo, en las cuales no existe el
aumento de estrégenos previo a la implantacion, se cree que el embrion es capaz
de sintetizar los estrogenos requeridos para que ocurra el proceso de
implantacion (para revision véase Dickmann y col., 1976; Kennedy, 1983,
Weitlauf, 1994). La participacién de los estrégenos en la implantacion en la rata
fue dilucidada principalmente por estudios llevados a cabo mediante la
transferencia de embriones(ver revisiones de Psychoyos, 1966, 1967, 1973a,b).
Shelesnyak (1960) propuso que en la rata ocurre una oleada estrogénica en la
tarde del cuarto dia de prefiez, justo cuando el nivel de estrogenos se
incrementaria en dichos animales, en caso de no haber quedado prefiados. Sin
embargo, intentos por determinar dicha oleada o aumento de estrogenos en el dia
4 de gestacion han sido muy controvertidos (ver revision de Kennedy, 1983;
Weitlauf, 1994), habiendo quienes reportan que los niveles permanecen sin
alteracion alguna o incluso disminuyen, pero predominando quienes reportan un
aumento en los niveles de estrogenos en la tarde del dia 4 de gestacion
(Yoshinaga, 1969, 1971), A este respecto, se ha reportado que la administracion
de antiestrégenos en el dia 4 de gestacion ocasionan inhibicion de la
implantacién (Uriel y col, 1992; Dao y col, 1996). Ademas, durante la
implantacién embrionaria en la rata, se capta y se retiene mas estradiol exégeno
marcado por los sitios de implantacion que por los sitios de interimplantacion
(Sartor, 1977), lo mismo se encuentra al inducir implantacion en ratas con
implantacién retardada (Logeat, 1980), lo cual parece indicar la importancia de los
estrégenos en la implantacion en la rata.

Prostaglandinas

La sintesis de prostaglandinas se lleva a cabo por la enzima ciclo
oxigenasa, también conocida como prostaglandina (PG) H sintasa, la que
convierte el acido araquidénico a prostaglandina endoperoxido H;, la que a su vez
puede convertirse en prostaglandinas E,, F; y D; o tromboxano A; (TXA;) y a
prostaciclina (PGLz).
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La respuesta del utero al blastocisto semeja una reaccion de inflamacién en
la cual los productos de la ciclo oxigenasa juegan un papel crucial (Malathy y col.,
1986). La activacion de la via de la ciclo oxigenasa ha sido demostrada en los
sitios de implantacion (Parr y col., 1988). Ademas, se ha demostrado la activacion
de la via de la lipoxigenasa en el Gtero en el tiempo de la implantacién (Malathy y
col., 1986) y con la administracién de inhibidores de la lipoxigenasa se observa
inhibicién de la implantacion si se administran en el dia 4 de gestacion, mientras
que no se observa tal efecto administrandolos en el dia 6 de gestacion (Acker y
col., 1988).

La administracion de indometacina, un inhibidor de la biosintesis de
prostaglandinas impide el aumento en permeabilidad vascular en la rata
(Kennedy, 1977, Phillips y Poyser, 1981). La concentracion de prostaglandinas se
eleva en areas de permeabilidad vascular endometrial aumentada (Kennedy,
1977) y las prostaglandinas exdgenas pueden revertir , al menos parcialmente,
los efectos de la indometacina (Oetel y col, 1979). En animales no gestantes, con
Uteros preparados hormonalmente para experimentar la reaccion celular decidual,
la reaccion artificialmente inducida se reduce mediante la administracion de
indometacina (Castracane y col, 1974; Kennedy y lukash, 1982). La concentracion
de prostaglandinas en el Utero se eleva mediante estimulos deciduogénicos
artificiales antes de que ocurran cambios detectables en la permeabilidad
(Kennedy, 1979, 1980; Kennedy y col., 1980). Kennedy y Armstrong (1981) no
pudieron demostrar la sintesis de prostaglandinas por el blastocisto de la rata. Es
probable que el blastocisto, asi como los estimulos artificiales en ratas pseudo
prefiadas u hormonalmente preparadas tengan la capacidad de inducir la sintesis
de prostaglandinas por el endometrio. Se ha reportado (Boshier, 1976) que hay
una disminucién en los lipidos neutros del epitelio que radea al blastocisto. Se
sabe que las prostaglandinas pueden ser producidas por el epitelio uterino y ser
liberadas al estroma endometrial para llevar a cabo sus efectos (Psychoyos y col,
1995).

Las células estromales cultivadas in vitro presentan decidualizacion cuando
provienen de un Utero el que fue estimulado previamente (Kennedy y Ross, 1997).
En dichas células aumenta la fosfatasa alcalina y dicho aumento depende de la
elevacion de la prostaglandina E; (PE;), puesto que al administrar indometacina,
ocurrié una disminucién tanto de la PE; como de la fosfatasa alcalina (Kennedy y
Ross, 1997).

El activador del plasminogeno convierte el plasminogeno a plasmina, una
serina proteasa. La plasmina disuelve la laminina y la fibronectina de la matriz
extracelular y activa |a colagenasa para disolver la colagena de la membrana
basal (Mignatti y col., 1991). De lo anterior se deriva que la disolucién de la matriz
extracelular esta regulada por la actividad del activador del plasmindgeno. Existen
dos tipos de activador del plasminégeno, es decir, tipo tisular y tipo urocinasa. Las
células deciduales de rata cultivadas in vitro secretan el activador del
plasminégeno de tipo urocinasa (PAu) al medio de cultivo. Dicha secrecion se
impide si se adiciona indometacina al medio. El efecto inhibitorio de la
indometacina es revertido por la adicion de las prostaglandinas E; y Fa (PEz2 y
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PF2.) siendo la primera la mas efectiva en restablecer la secrecion del PAu. Los
niveles de RNAm del PAu se reducen con la adicion de indometacina y tal
reduccion es revertida por PGE;. Ni la indometacina ni la PGE; afectan los niveles
del RNAm del activador del plasmindgeno tipo tisular (PAt). Dichos resultados
indican que la PGE; regula el PAu ya sea incrementando la velocidad de
transcripcion del gene que codifica para el uPA y/o estabilizando sus transcritos.
Durante la decidualizacion ocurre |a degradacion de algunos componentes de la
matriz extracelular del endometrio. En el raton por ejemplo, el nivel de &cido
hialurénico disminuye durante la decidualizacion. Dicha reduccion es
independiente del embrion pues ocurre en el deciduoma que es inducido por un
estimulo deciduogénico artificial. Asi pues, es posible que la PGE2 participe en el
control del recambio de la matriz extracelular regulando la secrecién del uPA
durante la decidualizacion (Zhang y col., 1996).

1.15 Factores de crecimiento

L a accién de los estrogenos en el utero esta mediada en parte por factores
de crecimiento, por ejemplo el factor de crecimiento semejante a la insulina tipo |
(IGF-1), el cual es un potente mitdgeno en muchas células normales y
neoplasicas. El IGF-l circulante es principalmente de origen hepdtico y la
hormona del crecimiento regula positivamente la expresion del gene que codifica
para el IGF-1 en el higado (Brown y col, 1986). Sin embargo, la bioactividad del
IGF-1 en varios tejidos que son bianco de la accion del IGF-1 no es simplemente
una funcién de los niveles séricos; hay evidencia de la expresion local del IGF-1 y
de varias proteinas gue unen IGF-I (Murphy y col., 1987). En el utero la expresion
local del gene que codifica para el IGF-l es estimulado por estrogenos y los
efectos troficos positivos del estradiol son al menos en parte, mediados por el
IGF-| {(Murphy y Ghahary, 1990).

1.16 Otras sustancias involucradas en la implantacion

Las células del epitelio luminal uterino de rata cultivadas in vitro secretan
proteoglicanos que contienen queratan sulfato y heparan sulfato (Carson y col.,
1988). Puesto que la superficie del trofoblasto como del epitelic luminal uterino
contiene receptores a dichas sustancias, es probable su participacion en la
implantacion (Carson y col., 1988, 1990).

Aun cuando las moléculas de adhesion molecular (CAMs) no han sido
analizadas completamente, la CAM 105 se expresa tanto en la superficie del
trofoblasto como del epitelio luminal uterino (Svalander y cal., 1987, 1989).

La kalicreina de rata (rKi) es una enzima que genera quininas cuya funcién
principal es la regulacion del flujo sanguineo local y la cual puede participar
también en angiogénesis y mitogénesis. Estas enzimas se localizan en los
epitelios luminal y glandular e incrementan durante la gestacion temprana,
especialmente en el sitio de implantacion (Valdés y col., 1996). Se encuentran
preferentemente en la regién antimesometrial, se comienzan a notar en el dia 5
de gestacion y aumentan en el dia 6. Es probable su secrecion. Algunas células
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presentaron citoplasma completamente tefido y otras en la region basal y apical,
en el dia 7 en el polo apical los sitios de interimplantacion mostraron una tincion
muy débil. La tincién en glandulas mostré un aumento ocupando el citoplasma
completo.

1.17 El oxido nitrico.

A mediados de la década pasada se sabia que el éxido nitrico es un
contaminante peligroso, por lo que era considerado una sustancia indeseable.
Producido como un subproducto de la combustion a altas temperaturas, el dxido
nitrico es uno de varios oxidos de nitrdgeno que forman parte de los
contaminantes atmosféricos. Sin embargo, en 1987 se descubrid que el factor
relajante derivado del endotelio (EDRF), una sustancia humoral producida por el
endotelio vascular en respuesta a bradicinina, acetilcolina, sustancia P, etc., es
en realidad el 6xido nitrico (Palmer, Ferrige y Moncada, 1987), por lo que pronto
se demostro que el NO es sintetizado enzimaticamente. A estos descubrimientos
les siguieron otros que relacionaron al 6xido nitrico (NO) con los procesos de
neurotransmision y respuesta inmune. Actualmente se sabe que el NO participa
en multiples procesos fisiologicos (Moncada y col, 1991; Snyder y Bredt, 1992,
1994).

1.18 Porque el nombre éxido nitrico

Hay quienes confunden el oxido nitrico (NO) con el 6xido nitroso, una
sustancia utilizada como anestésico y quimicamente estable, por lo que es
necesario que al referirnos al oxido nitrico tengamos en mente la misma
sustancia. Existen varias combinaciones de oxigeno y nitrogeno. La nomenclatura
de la IUPAC para compuestos inorganicos formados por elementos no metélicos
indica que sus nombres son: 6xido de dinitrégeno (N;0O), 6xido de nitrégeno (NO),
bidxido de nitrégeno (NO,), triéxido de dinitrégeno (N,Os), tetréxido de dinitrogeno
(N20,) y pentdxido de dinitrégeno (N,Os), entre otras. Sin embargo, por muchos
afos las terminaciones -0so e -ico se han utilizado para distinguir entre el menor y
el mayor de un par de nimeros de oxidacién. Recordemos que el numero de
oxidacién o estado de oxidacion de un elemento es igual a la carga que estaria
presente en un atomo si el compuesto estuviera formado o constituido por iones y
que una de las reglas para asignar nimeros de oxidacion es considerar que el
oxigeno, salvo ciertas excepciones (02, Os, H,0;) tiene un nimero de oxidacion
de -2. Asi, el éxido de dinitrégeno (N,O) se llama también 6xido nitroso, porque el
nimero de oxidacién del nitrégeno en este compuesto es +1; el oxido de
nitrégeno (NO) recibe el nombre de 6xido nitrico, porque el nimero de oxidacion
del nitrégenc en este compuesto es +2.

El NO ‘es un gas en condiciones atmosféricas. La estructura de Lewis para
el NO denota que es un radical libre. Recordemos que un radical libre es un
atomo o molécula con un electrén desapareado, es decir, en un orbital hay un
electron en lugar de dos, y que a los radicales libres los caracteriza, comunmente,
una fuerte reactividad. Por lo tanto se puede esperar que el NO sea reactivo con
moléculas organicas y por lo tanto téxico para los organismos vivos, lo que es asi,
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ya que si bien es cierto que mediante una sintesis controlada el NO participa en
un gran nimero de procesos vitales, la exposicién constante al NO se asocia con
dafio severo a los tejidos (Kronche y col. 1995).

1.19 Biosintesis del 6xido nitrico

Las bacterias pueden generar NO mediante la reduccion de nitritos o por
oxidacion del amoniaco. En los mamiferos, sin embargo, la sintesis del oxido
nitrico es muy diferente y es catalizada por las enzimas dxido nitrico sintasas
(NOSs) (EC 1.14.13.39). Existen tres NOSs (isoenzimas), las que aunque difieren
en su secuencia y numero de aminoacidos, catalizan la reaccion mediante la cual,
con la participacion de cofactores (sustancias organicas o inorganicas requeridas
para la actividad enzimatica) se sintetiza el NO a partir del aminoacido L-arginina
y oxigeno (Schmith y Walter, 1994). Las NOSs no tienen precedente en la
utilizacion de cinco cofactores reducidos: nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADPH), flavina adenina dinucledtido (FADH), flavina mononucleétido
(FMN), tetrahidrobiopterina (HsB) y calmodulina. La actividad de las NOSs
requiere de la participacién del ion calcio (Ca®) acoplado a la proteina
calmodulina. La calmodulina es un cofactor proteico que tiene cuatro regiones que
unen calcio y a nivel intracelular regula proteinas cinasas, fosfatasas, bombas
que expulsan calcio y las dxido nitrico sintasas.

NOSs
L-arginina + 02 + cofactores ————— NO + citrulina
reducidos
+ calmodulina

La citrulina puede ser reciclada a L-arginina por acciéon de las enzimas
argininosuccinato sintetasa y argininosuccinato liasa. Practicamente todos los
tejidos pueden convertir la citrulina a arginina. La arginina es un aminoacido
catidnico, dibasico y semiesencial que media numerosas funciones biologicas, es
un intermediario en el ciclo de la urea y es un precursor necesario para la
biosintesis de proteinas, creatina y poliaminas.

1.20 Oxido nitrico sintasas

Las NOSs se han aislado de varios dérganos y tejidos, sin embargo,
inicialmente fueron aisladas del tejido nervioso, endotelio vascular y macrofagos
por lo que se les ha denominado 6xido nitrico sintasa neuronal (NOSn, también
conocida como tipo 1), éxido nitrico sintasa endotelial (NOSe, también conocida
como tipo Il) y éxido nitrico sintasa de macréfagos (NOSmac, también llamada
tipo Il) respectivamente y a estas se les considera representativas de las NOSs
extraidas de los demads tejidos (Nathan y Xie, 1994). Al analizar la secuencia del
DNA de los genes que codifican para las NOSs mediante técnicas de biologia
molecular se encontré un 60% de similitud en la secuencia entre las NOSn y
NOSe, mientras que la NOSmac es 50% semejante a la NOSn y 50% con la
NOSe. La sintesis del NO en los sistemas circulatorio y nervioso se lleva a cabo

14



en cuestion de segundos, ya que las NOSe y NOSn (llamadas NOSs
constitutivas) ya se encuentran presentes en la célula, por lo que solamente
requieren interaccionar con los cofactores apropiados (incluyendo NADPH y H,B)
para expresar su actividad. Cabe mencionar que la NOSmac, a diferencia de las
NOSn y NOSe no depende de un aumento en la concentracién de calcio libre
citosdlico para producir NO, ya que el complejo calcio calmodulina esté unido a la
NOSmac, y que al ser inducible su produccién puede impedirse mediante el uso
de inhibidores de la sintesis de proteinas como los antibiéticos cicloheximida y
actinomicina D (Knowles y Moncada, 1994; Nathan y Xie, 1994).

1.21 Inhibidores de las éxido nitrico sintasas

Debido a sus multiples funciones cataliticas y propiedades bioquimicas
complejas, las NOSs son inhibidas por una amplia variedad desustancias , por ej.
andlogos de L-arginina, derivados del imidasol e indasol que se unen al grupo
hemo, antagonistas de la calmodulina, colorantes redox activos e inhibidores de
flavoproteinas (Fukuto y col.,, 1995). Los anélogos de la L-arginina son el N°-
monometil-L-arginina (L-NMMA), el N®-nitro-L-arginina (L-NNA), su éster, el N°-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), N°-iminoetil-L-ornitina (L-NIO), N°N°-
dimetil-L-arginina (L-ADMA), Estos inhibidores compiten con la arginina por las
NOSs, por lo que si se adiciona arginina simultaneamente con el inhibidor la
inhibicion es menor en cuanto mas arginina se adicione. Otra sustancia mas
recientemente descrita como inhibidor de las NOSs es la 2-iminopiperidina, la
cual se describe como inhibidor de la NOSmac.

1.22 ¢ Es el 6xido nitrico una hormona?

Las hormonas son mensajeros quimicos de naturaleza diversa que son
secretados o difunden al torrente circulatorio por células o glandulas endocrinas,
viajan por la sangre hasta sus 6rganos o tejidos blanco distantes y se unen ya sea
a receptores especificos de la membrana celular, ejerciendo su accion sin entrar a
la célula blanco a través de segundos mensajeros intracelulares como 3'.5'-
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), 3',5-monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc), inositol trifosfato, diacilglicerol y Ca2+, o bien después de unirse a un
receptor intracelular (nuclear) interacgionando con una secuencia especifica del
DNA.

Una vez sintetizado, el oxido nitrico no puede ser almacenado, sino que
difunde pasivamente dentro y fuera de la célula en que es producido. Si al salir de
la célula entra al sistema circulatorio venoso reacciona facilmente con la
desoxihemoglobina (hemoglobina no unida al oxigeno), si entra al sistema
circulatorio arterial reacciona faciimente con la oxihemoglobina (hemoglobina
unida al oxigeno), perdiendo en ambos casos su actividad. Ademas, la vida media
del NO en sistemas biolégicos es de sélo 2-5 segundos ya que también reacciona
rapidamente con el anion radical superdxido (02-) y con el oxigeno (02), por lo
que no podria llegar a otros érganos utilizando el torrente circulatorio.

La accion del éxido nitrico es mas bien local, actuando sobre el mismo tipo
celular (efecto autocrino) o sobre diferente tipo celular (efecto paracrino) del
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érgano donde se produce. Al actuar, el NO interacciona con el grupo hemo de la
guanilato ciclasa soluble (citosélica), la enzima que convierte el GTP (trifosfato de
guanosina) a GMPc (monofosfato de guanosina ciclico). EIl GMPc actia sobre
proteinas cinasas (enzimas que adicionan grupos fosfato a otras proteinas
capaces de expresar actividad enzimatica, volviéndolas con esto activas o
inactivas), fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos (enzimas que degradan a los
nucleétidos monofosfatados ciclicos) y canales iénicos (proteinas integrales de
membrana que permiten el paso de iones del interior al exterior o del exterior al
interior de la célula), mediando asi las funciones fisiolégicas del NO.

Por lo anterior podriamos decir que el NO no es una hormona. Sin
embargo, cabe mencionar que algunos autores emplean el término hormona local
para designar la accién local de una sustancia, y que aun falta mucho por
conocerse acerca del NO. Por lo tanto, decidir si el NO es o no una hormona es
menos importante que intentar entender su papel bioquimico dentro de muchos
procesos fisiologicos.

El NO producido es rapidamente oxidado in vivo a nitrito(NO;) y nitrato
(NO5y), sustancias mas estables que el NO, las que se presentan y se pueden
medir en los liquidos corporales y se excretan principalmente en la orina.

1.23 Oxido nitrico y endotelio

Las paredes de los vasos sanguineos estan formadas por dos tipos
celulares, el endotelio, la capa mas interna constituida por células epiteliales
planas y el musculo liso, el cual entre sus funciones esta la de dar soporte a las
células endoteliales. Una caracteristica de los vasos sanguineos es la de poder
contraerse y dilatarse, lo que se logra mediante la contraccion y relajacion del
musculo liso, regulando asi la circulacion de la sangre, o la interrupcién en caso
de heridas. El musculo liso se contrae en respuesta a varias sustancias, entre
ellas noradrenalina, para la cual presenta receptores en la superficie celular. La
relajacion se lleva a cabo en respuesta a acetilcolina, bradicinina, sustancia P,
trombina , nucledtidos de adenina y el ionéforo de calcio A 23187, entre otros. En
experimentos llevados a cabo con vasos sanguineos a los cuales se les
desprendié el endotelio, la relajacion no ocurrié al administrar acetilcolina. El
musculo liso vascular no presenta receptores a acetilcolina, por lo que se sugirid
que el endotelio sirve como transductor, es decir, responde a las sustancias
conocidas como vasodilatadoras con la produccion de al menos otra sustancia, la
que actia sobre el musculo liso ocasionando asi la dilatacion vascular. Esta
sustancia fue conocida como factor relajante derivado del endotelio, el que resultd
ser el NO (Palmer y col., 1987).

Una vez que la acetilcolina u otras sustancias vasodilatadoras como la
bradicinina actiian sobre las células endoteliales ocasionan una entrada de calcio
(la concentracién intracelular de calcio es cominmente 0.1 (uM y las NOSs
presentan mas del 95% de su actividad a concentraciones de caicio intracelular
de 0.2 a 0.5 uM, este se une a la calmodulina y el complejo calcio-calmodulina
interacciona con la NOSe volviéndola activa. La NOSe sintetiza NO, el que
difunde pasivamente fuera de la célula. EI NO que entra a la luz vascular es
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inactivado rapidamente, el que difunde en direccion opuesta ocasiona relajacion
del musculo liso vascular.

Debido a que el NO reacciona con el radical anién superéxido (02-), puede
esperarse que el aumento de este ultimo en la circulacion sanguinea impida que
el NO ejerza su accion relajante del musculo liso vascular, es decir, que el 02-
actie como un vasoconstrictor. En efecto, la administracion de pirogalol, una
sustancia donadora de O2- ocasiona vasoconstriccion, lo cual se explica por la
reaccion del 02- y el NO antes de que éste Ultimo estimule la contraccién del
musculo liso vascular.

1.24 Oxido nitrico y sistema inmune

Los macrofagos, también llamados células de Kupffer en el higado, células
de Langerhans en la piel e histiocitos en el tejido conectivo son células fagociticas
grandes del sistema reticuloendotelial que pueden encontrarse en tejidos o
libremente moéviles en la sangre, se derivan de los monocitos (un tipo de
leucocito) y funcionan en la proteccion de los organismos contra infecciones y
sustancias nocivas fagocitando (engolfando) y digiriendo microbios invasores,
desechos celulares y células tumorales.

Como ya se menciond, los macréfagos son capaces de producir NO. La
actividad de la NOSmac no se puede medir en ausencia de infecciones ya que se
requiere de un estimulo para iniciar su sintesis, puesto que es inducible (Liu y
Hotchkiss, 1995). Los estimulos son, comiunmente, el interferdn (sintetizado por
linfocitos), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF), interleucina-1( (IL-1
(producidos por macréfagos y linfocitos) y lipopolisacéridos (LPS) liberados de las
paredes celulares de bacterias gram negativas. El interferdn y y el TNF( estimulan
la producciéon de tetrahidrobiopterina, el cual es un cofactor esencial para la
sintesis de NO. Aunque los macréfagos responden a los LPS con la produccién
de NO, la respuesta se maximiza mediante el efecto del interferon y (Pfeifer y col.,
1996). Como podemos apreciar, las sefales que disparan la produccion del NO
son muy variadas en distintos tipos celulares.

El NO puede influir en la produccién de mas o6xido nitrico mediante un
efecto autocrino. En este caso el NO actia sobre el mismo tipo celular
estimulando la formacion de IL-1(esta actia de alguna manera induciendo la
expresion del gen que codifica para la NOSmac (formacién del RNAm de la
NOSmac). Esto se conoce como retroalimentacion positiva y parece ser un
mecanismo general en células que presentan la NOSi.

Durante infecciones cronicas los macréfagos sintetizan constantemente
NO. Como el O2- tambien es producido por los macrofagos, su produccion
constante ocasiona una mayor formacion de peroxinitrito (ONOQO"). El peroxinitrito
se forma de varias maneras, por ejemplo, mediante la reaccion del 6xido nitrico
con el O2- o a partir del peréxido de hidrégeno y nitrito, todos ellos presentes en
los mamiferos. El peroxinitrito es un fuerte oxidante, el que al reaccionar con el
material genético puede causar mutaciones que lleven al desarrollo de cancer en
células cercanas a los macrofagos. Otros organelos celulares pueden también
resultar alterados, por ejemplo las mitocondrias, importantes productores del 02-,
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en presencia de NO son las principales productoras del peroxinitrito, el cual al
reaccionar con anillos aromaticos, entre ellos el del aminoacido tirosina, puede
conducir a eflujo (salida) de calcio y a despolarizacion de la membrana
mitocondrial interna (las mitocondrias son organelos celulares de doble
membrana, en la cual la méas interna esta polarizada , es decir, existe una
diferencia electroquimica entre la region interna que da a la matriz mitocondrial y
la regién externa de la membrana que da al espacio intermembranal) dafiando asi
el funcionamiento mitocondrial necesario para la adecuada produccion de energia
para sostener el metabolismo celular normal. Cabe mencionar que ni el NO ni el
02- ocasionan por separado estos efectos. Lo anterior ha originado que se
desarrollen sustancias que protejan contra los efectos toxicos del peroxinitrito. En
dicha busqueda se ha encontrado que los acidos lipoico e hidrolipoico protegen
eficientemente contra el dafio ocasionado por el peroxinitrito. Ademas, la
administracion de los inhibidores de las NOSs, al inhibir la sintesis de NO impiden
la formacién de dicha sustancia y la dexametasona (un glucocorticoide con
potente efecto antiinflamatorio. inhibe la formacién de la NOSi regulada por IL-1 (y
por TNF), contribuyendo al mismo efecto (Pfeifer y col., 1996; Kronche y col,,
1995).

Como ya se indicé anteriormente, los nitratos son los productos finales del
metabolismo del NO, por lo que se puede esperar que la concentracion de
nitratos en la sangre se encuentre elevada en procesos infecciosos. De hecho, en
infecciones virales o bacterianas los niveles de nitrato sérico pueden ser de hasta
95 uM, esta es una elevacion muy marcada si consideramos que en sujetos sanos
los niveles de nitrato varian en un rango estrecho de 30 a 36 pM.

1.25 Oxido nitrico y sistema nervioso

La primera demostracion que el sistema nervioso produce NO provino de
estudios llevados a cabo con cerebelo. La existencia del NO en el cerebelo fue
sugerida por la demostracién que en cultivos de neuronas y cortes de cerebelo se
libera un factor con propiedades similares al NO, el cual fue identificado
posteriormente como NO. Actualmente, los antisueros para la NOSc (sueros que
contienen anticuerpos contra la NOSc) han permitido su localizacién en neuronas
de multiples regiones cerebrales, asi como en algunas de las terminaciones
nerviosas en tejidos periféricos.

La funcion del NO en el sistema nervioso parece ser la de neurotransmisor,
aunque un tipo de neurotransmisor no convencional, ya que no puede ser
almacenado, liberado e inactivado en la forma en que cominmente ocurre con los
demas neurotransmisores (Collard, 1995). La accion de neurotransmisor del NO
esta intimamente ligada al glutamato (el aminoéacido &cido glutamico en forma
ibnica). El glutamato, principal neurotransmisor excitatorio (favorece la
transmision de un impulso nervioso) en el cerebro, actia a través de varios
subtipos de receptores situados en el exterior de la membrana plasmatica de
otras células, algunos de los cuales abren directamente canales ionicos, otros
estimulan la formacion de inositol trifosfato y diacilglicerol y otros estimulan la
produccién de GMPc mediante la activacion de la adenilato ciclasa soluble. Este
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ultimo efecto del glutamato y de otros aminoacidos excitatorios se efectia
mediante la produccion del NO, ya que en la accion del glutamato se produce
citrulina y los inhibidores de las NOSs como el .L-NMMA o el inhibidor especifico
de la NOSc, el 7-nitro indazol resultaron efectivos en bloquear la formacién de
GMPc estimulada por glutamato.

La produccion excesiva de NO puede contribuir en los sintomas de la
epilepsia, enfermedad Alzheimer, demencia relacionada con la enfermedad de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y otras enfermedades neurodegenerativas,
posiblemente mediante la formacién de peroxinitrito a partir del NO y del anién
radical superéoxido.

A nivel periférico el NO proveniente de terminaciones nerviosas participa
en varios procesos fisioldgicos, por ejemplo en la ereccién peneana y en la
regulacion de los movimientos indispensables para una correcta digestion de los
alimentos ingeridos. En este dltimo caso, las neuronas cuyas terminaciones se
encuentran en el tracto gastrointestinal median la relajacion fisiologica del
intestino, que participa en la actividad peristaltica normal durante la digestién. Por
muchos afnos se habia buscado la sustancia que ocasiona la relajacion y se sabia
que era una relajacion evocada neuronalmente no mediada por adrenalina ni por
acetilcolina. Los agentes que generan NO (nitroprusuro de sodio, por ejemplo)
imitan la relajacion NANC del tracto gastrointestinal y se ha comprobado que las
terminaciones nerviosas gastrointestinales producen NO. Ademas, los inhibidores
de las NOSs inhiben completamente la relajacion del intestino.

1.26 Mecanismo de accién de los estrégenos

Los mecanismos de accién de las hormonas esteroides se han dividido en
accion gendmica y accion no genémica. Para que el primero se lleve a cabo se
requiere que la hormona entre a la célula blanco e interaccione con su receptor
intracelular especifico. El receptor de estrégenos es un factor de transcripcion
nuclear dependiente de ligando que puede ser modulado y el cual es capaz de
activar genes mediante la union directa con secuencias especificas de
nucledtidos del DNA que presentan los elementos de respuesta a estrogenos.
Esta union altera la eficiencia transcripcional de los genes inducidos por
estrogenos, regulando la sintesis de RNAm y por consecuencia de proteinas a fin
de efectuar una cascada de interacciones proteina-DNA que finaimente
aumentard o disminuird la expresion de ciertos genes (Toran-Allerand, 1996).
Como otras hormonas esteroides los estrogenos también se unen a receptores
presentes en la membrana plasmatica (Wehiling, 1994). La forma de diferenciar
entre la accion genémica y no genémica es el tiempo en que se llevan a cabo,
mientras que la accién genémica requiere de 2-8 o mas horas, la acciéon no
genémica ocurre en pocos segundos o minutos. Sin embargo, el aspecto mas
caracteristico de ambos mecanismos de accion es que mientras que el
mecanismo de accién gendémica se impide mediante la administracion de
inhibidores de la sintesis de proteinas como actinomicina D o cicloheximida, el
mecanismo de accién no genémica es insensible a dichos inhibidores, llevandose
a cabo normalmente.
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Se sabe que la administracion de estrogenos ocasiona la sintesis de DNA
después de 15 horas en la rata inmadura o en ratas ovariectomizadas (Stack y
Gorski, 1985). Debido a que la oleada previa a la implantacion en la rata ocurre
24 horas antes de los primeros signos de que el procesos de implantaciéon ha
comenzado, asi como de la sintesis y secrecion de proteinas especificas al lumen
uterino, se acepta que el mecanismo de accién de los estrégenos en la
implantacion en la rata es genémico.

1.27 El éxido nitrico como mediador de los efectos de los estrogenos

Varios estudios muestran que las NOSs constitutivas pueden ser inducidas
hormonalmente. La administracion de benzoato de estradiol a ratas
ovariectomizadas aumenta el acido ribonucleico mensajero (RNAm, messenger
ribonucleic acid) en el nicleo ventromedial del hipotalamo de la rata. El mayor
aumento ocurre en la porcién caudal, donde la concentracion del receptor a
estrogenos es mayor (Ceccatelli y col., 1996). Interesantemente no se observd
cambios en la parte anterior de la amigdala medial, sitio donde la expresion de la
NOS es elevada pero que no presenta receptores a estrégenos. Contrariamente,
en el nicleo arcuato, el cual presenta abundantes receptores a estrégenos no se
encontrd actividad basal de la NOS y no se detectd induccion por estrégenos
(Ceccatelli y col.,, 1996). En otro trabajo, Weiner y col. (1994) estudiaron la
actividad de la NOSs como respuesta a estradiol en varios tejidos, encontrando
que con el estradiol aumenta la actividad de la NO sintasa y disminuye con la
administracion del antiestrégeno tamoxifeno.

La hipertensién y aterosclerosis estan relacionadas con una produccion
deficiente de NO por parte del endotelio capilar y niveles aumentados de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) circulantes. Las LDL inhiben las NOSs. En
comparacion con el hombre, la mujer padece menos de alteraciones cardiacas, tal
diferencia disminuye al llegar la mujer a la menopausia y la administracion de
estradiol a mujeres menopdusicas aumenta los niveles circulantes de nitritos y
nitratos (lo cual refleja un aumento en la produccién del NO), reduce los niveles
de LDL y aumenta la HDL.

1.28 Oxido nitrico en el atero

En el utero, los estrogenos tienen multiples funciones. Recientemente se
ha dilucidado que en algunos de estos procesos el NO participa como mediador
del efecto de los estrogenos. Rao y col. (1995) estudiaron el efecto del inhibidor
de la NO sintasa L-NAME en la accién uterotrépica del estradiol en ratas
inmaduras y encontraron que al administrar {i.p.) el inhibidor de la NOS, L-NAME
30 min antes de la administracion del estradiol, los efectos de este, medido por
bicensayo como la acumulacién de liquido y aumento de peso resultaron
afectados en forma dosis respuesta, con 5, 10 y 20 mg de L-NAME/kg de peso.
Los autores concluyen que el NO es un mediador indispensable en la accion
uterotrépica del estradiol en la rata
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Las tres NOSs se encuentran en el Gtero de la rata. En la hembra gestante
la actividad de la NOS incrementa conforme avanza la gestacion y disminuye a
termino. El hecho de que La actividad de la NOS en el Utero disminuya al final de
la prefez, sugiere que el NO ayuda a mantener el miometrio en un estado de
quiescencia contractil durante la prefiez y que su disminucion permite responder a
los estimulos que ocasionan las contracciones uterinas durante el parto (Natuzzi y
col., 1993). De hecho la NOSi se encuentra en el miometrio y relaja el musculo
liso uterino (Dong y col., 1996). En los dias 17-18 de gestacién la NOSe se
encuentra en el endotelio vascular y la NOSi se encuentra en las células del
miometrio y en células del musculo liso vascular. La expresion de las NOSe y
NOSi disminuye 2 y 5 veces a término, respectivamente (Yallampally y col., 1993).
La accién del NO inhibe las contracciones uterinas durante el embarazo ( Riemer
y col., 1996). En la mujer se encontré un patrén similar en el miometrio (Bansal y
col.,1995), donde en el embarazo a termino se observo una caida en la expresion
de la NOSi en un 75%. EI NO contribuye a la vasodilatacién sistémica maternay a
la reactividad vascular reducida durante la prefiez normal. En la mujer los
estrégenos no inducen la NOS dependiente de calcio en células endoteliales
uterinas y en células del musculo liso miometrial. El miometrio presenta el
receptor de estrogenos pero poco RNAm de la NOSe, el endotelio es rico en
NOSe pero no presenta el receptor de estrogenos y la administracion de estradiol
no aumenta la actividad en ninguno de los dos tejidos, por lo que el flujo
sanguineo en el utero humano parece no estar mediado por la expresion
endotelial de la NOSe.

En la rata la NOSe se encuentra en el epitelio luminal y glandular, es baja
durante el metaestro, comienza a aumentar en el diestro y es altamente
expresada durante el proestro y estro (Chatterjee y col., 1996). Como el periodo
de peri-implantacion en ratas gestantes corresponde al periodo periovulatorio y en
este el NO esta elevado, los autores consideran que es posible su participacion
en la implantacién. Sin embargo, el posible papel fisiologico que juega el NO en la
implantacién no ha sido estudiado. Esto es importante si consideramos que la
implantacién depende de estrégenos y que al parecer el estradiol depende del
NO como mediador de sus efectos. Ademds, como hemos visto, las
prostaglandinas son indispensables en la implantacion y la administracion de un
potente inhibidor de la NOS, el NMMA disminuye la sintesis de las
prostaglandinas E2 y F2a en tejidos uterinos y ovaricos in vitro de ratas
pseudoprefiadas. En base a estas evidencias planteamos la siguiente hipétesis.
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Il Hipétesis:
La inhibicion de la oxido nitrico sintasa previene la implantacion
embrionaria en la rata.

Ill Objetivo:
Determinar si la administracion del inhibidor L-NAME impide Ila
implantacion embrionaria.

22



IV Material y Métodos

Se utilizaron ratas Wistar, hembras, virgenes de 200 a 230 gramos de peso
las que se mantuvieron a un fotoperiodo de 14h luz (la luz se prendi6 a las 5:00
am.) por 10h de oscuridad y comida y agua ad libitum. Esta condicién de
fotoperiodicidad se eligié porque se sabe que bajo estas condiciones la rata ovula
entre la 1 y 3 de la mafana de la noche proestro-estro (Psychoyos, 1973a). Se
aparearon por el método de trio (dos hembras /machofjaula). Se les tomaron
lavados vaginales matutinos con aproximadamente 0.1 ml de solucién salina
0.154 M. La muestra se coloco en un porta objetos y se observo al microscopio
optico a 10 X. Las hembras que resultaron gestantes (considerando dia 1 de
gestacion aquel en el que se encontraron espermatozoides en el lavado vaginal
matutino) fueron separadas de los machos y colocadas con otras hembras. Con
las ratas prefiadas se formaron los siguientes grupos:

a) Con la finalidad de determinar si la implantacion en la rata es simétrica, se
sacrificaron 9 ratas en el dia 9 de gestacion y se conté el nimero de implantes en
cada cuerno uterino.

b) A ratas gestantes en el dia 4 de gestacion se les administré
intraperitonealmente L-NAME en las siguientes dosis: 50 mg/Kg de peso, a las 10
horas, o 10, 20 o 50 mg/Kg a las 18 horas, o bien fres dosis de 5 o 10 mg/Kg de
peso, dos en el dia 4 de gestacion (10 y 18 horas) y una en el dia 5 (10 horas).
Todas la s administraciones se hicieron en 0.1 ml de solucién salina 0.154 M.

c) En el dia 4 de gestacion entre las 13 y 14 horas , o entre las 17-18 horas o bien
entre las 21 y 23 horas se les practico cirugia para administrar intrauterinamente
200, 500 o 1000ug del inhibidor L-NAME en 10 ul de solucion salina 0.154 M en
un cuerno uterino (cuerno experimental), o 10 pl de solucién salina 0.154 M en el
cuerno uterino contralateral (cuerno control). Se decidié administrar este volumen
porque al inyectar el mismo volumen de una solucion de azul tripano 0.1% en
solucion salina se vid que es suficiente para distribuirse en todo el cuerno uterino.

La cirugia se practicod de la siguiente manera:

1.- Las ratas se anestesiaron mediante la inyeccion intraperitoneal de 0.0252 g de
pentobarbital sédico por Kg de peso corporal.

2.- Se rasuro la region lateral del abdomen, se limpid con un algeddn humedecido
con antibencil al 2%, se hizo una incision longitudinal.

3.- Se sacd el ovario, oviducto y Utero y se localizd la union Utero tubaria y se
administrd intraluminalmente el L-NAME disuelto en solucion salina (cuernc
experimental) o Unicamente solucion salina (cuerno control) en un tiempo de 30
seq, cuidando introducir la aguja solamente lo necesario a fin de hacer posible la
inyeccion intraluminal.
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4.- Una vez administrado el L-NAME se retird cuidadosamente la aguja, se
regresaron los organos a la cavidad abdominal, y se procedié a cerrar utilizando
catgut del numero 2 para musculo y del nimero 4 para la pared abdominal, se
limpi6 la superficie operada y los animales se colocaron en jaulas individuales, a
fin de evitar que se molestaran entre si.

Todas las ratas en este estudio fueron sacrificadas el dia 9 de gestacion y
se contaron los sitios de implantacién. Los animales en los que hubo sangrado
excesivo al hacer la incisién o sangrado uterino incluso moderado al momento de
inyectar intraluminalmente o perdida del L-NAME o de la solucion salina
administrados al retirar la aguja del Utero y aquellos en los que al ser sacrificados
presentaron edema abdominal fueron descartados del experimento.

los resultados se analizaron mediante el andlisis de varianza para un
disefio experimental con dos factores (ANOVA) y mediante la T de student para
muestras no pareadas.
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V Resultados.

En el presente trabajo se estudi® el efecto de la administracion
intraperitoneal e intrauterina del inhibidor de la NOS L-NAME a ratas gestantes en
el periodo de peri-implantacion embrionaria. Como se aprecia en la tabla 1, la
administracion intraperitoneal en cualquiera de las dosis (5, 10, 20 o 50 mg de L-
NAME/Kg de peso corporal) y tiempos probados (dia 4, 10 horas; dia 4, 18 horas;
o dia 4, 10y 18 horas y dia 5 10 horas ) no alteré la implantacién. En todos los
experimentos de este trabajo se utilizaron los cuernos uterinos indistintamente,
puesto que no se encontro diferencia estadisticamente significativa entre ellos en
cuanto al nimero de implantes

La administracion intrauterina de 200, 500 y 1000 pg de L-NAME a las 13-
14 0 17-18 horas o bien de 200 o 500 pg de L-NAME a las 22-23 horas del dia 4
de gestacion no alter6 la implantacion embrionaria en la rata, evaluado por el
numero de implantes en el dia 9 de gestacién. Sin embargo, cuando la dosis
administrada se aumentd a 1000 pug de L-NAME, se observé una disminucién en
el nimero de implantes (tabla 2) al administrarlo el dia 4 entre las 22 y 23 horas
(p:£ 0.05) y en el dia 5 entre las 12 y 13 horas (p£ 0.01).
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Dosis (mg/Kg peso) Nuamero de implantes

dia 4, 18h, intraperitonealmente

n=6

control 12+1.41

5 11.29+1.10
20 12.50 + 1.87
50 11.33£2.16

dia 4, 10h, intraperitonealmente
=6

50 11+1.10

dia 4, 10; 18hy
dia 5, 10h, intraperitonealmente

n=6

control 11.8+162

5 11.33+£0.816
10 10.167 £ 1.169

Tabla |. Efecto de la administracién intraperitoneal del L-NAME sobre el namero
de implantes en la rata gestante,
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Dosis L-NAME (mg) Numero de
administrado intrauterinamente Implantes
Cuemo

derecho izquierdo
0 S5T+14 64112
Dia 4, 22 a 23 horas Cuerno

con L-NAME _sin L-NAME
1.0 36+21* 62+14
Dia 5,12 a 13 horas

1.8+09* 40+11

Tabla Il. Efecto de la administracion intrauterina de L-NAME, en los dias 4 0 5 de
gestacion en la rata.
* = gsladisticamente significativo (p< 0.05)
& = estadisticamente significativo (p< 0-01)
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V Discusién

La implantacion en la rata y el raton depende de un aumento u oleada
estrogénica previa (Dey y Johnson, 1986). En la rata, el aumento de los
estrogenos circulantes ocurre en el dia 4 de gestacion (Psychoyos, 1973a,b,
Weitlauf, 1994). Se ha reportado que el 6xido nitrico es un mediador de la accion
de los estrdgenos de la accion de los estrégenos pero actualmente no se sabe el
mecanismo por el cual actia (Kauser y Rubanyi, 1997). El aumento en la
permeabilidad vascular endometrial y la reacciéon decidual dependen de la accion
de la PGE; y en menor grado de la PGF,,, por lo que la inhibicién de su sintesis
impide ambos procesos (Kennedy, 1996). Por otra parte, Suburo y col. (1995)
demostraron que la administracion de L-NAME a ratas ocasiona una disminucion
en la sintesis de prostaglandinas en el utero, este entre otros estudios demuestra
que el NO participa en la regulacion de la cicloxigenasa, favoreciendo asi la
sintesis de prostaglandinas, por lo que es probable que en el presente trabajo la
disminucion en el nimero de implantes se deba a una disminucioén en la sintesis
de prostaglandinas. Sin embargo, cabe mencionar que la dosis utilizada fue muy
superior a las empleadas en otros estudios y que se ha reportado que a altas
concentraciones el L-NAME puede actuar sobre receptores muscarinicos, por lo
que no debe descartarse esta posible accién del L-NAME en el Gtero.

El factor de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor), el
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc¢, cyclic adenosine monophosphate) y el
factor de crecimiento semejante a la insulina tipo uno(IGF-1, insulin-like growth
factor) son agentes que imitan algunas acciones del estradiol sobre el utero, a fin
de iniciar la implantacién. En este aspecto, el EGF administrado intrauterinamente
mas intraperitoneaimente es efectivo en iniciar la implantacion en ratas gestantes
ovariectomizadas tratadas con progesterona (Johnson,1996). Por otra parte, el
epitelio -luminal experimenta muerte celular programada o apoptosis y solo
entonces ocurre la penetracién del endometrio por el trofoblasto (Parr, Tung y
Parr, 1987). Varios estudios han relacionado la exposicion de células al NO con
muerte por apoptosis (Williams y col., 1994), por lo que el presente estudio abre
la posibilidad de estudiar si la condicion que priva en el epitelio luminal uterino en
ratas gestantes tratadas con L-NAME es suficiente para impedir la muerte por
apoptosis, de manera que se impida la penetracion del endometrio y la
implantacién no se lleve a cabo.

Asimismo, recientemente se encontro el receptor a estrogenos en 1odos i0s
tipos celulares del embrién de ratén cuando los niveles de estrégenos en la madre
estan elevados (Behrman, 1994), si esto ocurre también en la rata, es probable
que los estrégenos maternos actien en el embrion, ya que los intentos por
demostrar que el embrién de rata produce estrogenos han fracasado. Si el
embrion de la rata depende de estrogenos para implantarse y a su vez estos
requieren del NO como mediador de sus efectos, esto explicaria porque no se
observ6 inhibicién mediante la administracion intraperitoneal, quiza en este caso
el L-NAME no alcanzoé a llegar al lumen uterino y a ejercer su efecto sobre el
embrién o la concentraciéon que llegé fue tan pequena que resultd insuficiente
para inhibir la implantacién, mientras que la administracion intrauterina a dosis
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altas seria suficiente para actuar sobre el embrién e impedir su nidacion. Si esto
es asi, es notable que la concentracion de L-NAME a la que debe estar expuesto
el embridn a fin de resultar dafiada su nidacion es muy alta.

Es poca la posibilidad de que el NO producido por los macréfagos participe
en la implantacién en la rata, puesto que tanto macréfagos como leucocitos no se
encuentran en la decidua (Tachi y Tachi, 1989) sino que se localizan
profundamente en el endometrio (De y col., 1991).

La participacion de los estrégenos en la regulacion de la produccion de NO
esta bien documentada. El endotelio de animales hembras y de la mujer producen
mas NO que el endotelio de animales machos y del hombre. Ademas, el
tratamiento con estrégenos eleva la sintesis de NO en animales ovariectomizados
y en la mujer postmenopausica (Kauser y Rubani, 1997). Se ha demostrado que
los estrogenos actuan mediante el mecanismo genémico, aumentando la sintesis
de transcripcién de los genes que codifican para las NOSs constitutivas, sin
embargo, los siguientes mecanismos alternativos pueden estar implicados
también: a) inhibicién de la disminuciéon de la expresion del gene de la NOS
ocasionada por citocinas; b)modificacion postranscripcional de la proteina NOS;
c)aumento en la disponibilidad de L-arginina o de cofactores; d)activacién no
gendmica de segundos mensajeros por ejemplo, Ca2+, AMPc y tirosina cinasa y
e) Modulacién de los sistemas de degradacion del NO por ejemplo, generacion de
especies de oxigeno reactivas y antioxidantes (Kauser y Rubanyi, 1997). El hecho
de que la administracion intrauterina en el dia 5 de gestacion haya sido mas
eficiente en impedir la implantacion, posiblemente implica una inhibicion
preferentemente postraduccional.

Se sabe que el NO reacciona con el fierro mas faciimente que con el
oxigeno, razon por la cual reacciona con el grupo hemo. ademas, algunas de las
acciones del NO podrian estar mediadas por la activacion de la ADP
ribosiltransferasa independiente del GMPc con la consecuente ribosilacion de
proteinas celulares (Zhang y Snyder, 1992) y puede tener una accién directa
modulando la sensibilidad de receptores (Hoyt y col., 1992).

Se cree que para que la implantacion se lleve a cabo debe haber una
interaccion de sustancias quimicas entre el embrion y el endometrio. Varias
proteinas son sintetizadas por el epitelio uterino y secretadas al lumen en
respuesta a estrogenocs, presumiblemente para establecer comunicacion con el
embrién (Yang y col., 1994), por lo que si el NO es mediador de los estrégenos en
estimular su sintesis o secrecion, la administracion de L-NAME en el presente
trabajo podria haber impedido que el endometrio secretara alguna proteina de
interés para el "proceso de implantacion. De lo anterior se desprende que seria
importante dilucidar si la secrecion de proteinas especificas al lumen uterino en
respuesta a estrogenos esta mediado por NO.

La actividad de las NOSs constitutivas requieren de calcio y estas se
encuentran en el endometrio (Chatterjee y col., 1996). La hormona calcitonina
esta involucrada en el control hemostatico del calcio y es sintetizada por epitelio
glandular uterino en el tiempo en que ocurre la implantacion ( Ding y col., 1994).
Se ha encontrado gue el antagonista de la progesterona , el RU 486, agente que
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bloquea la implantacion en la rata, impide el aumento en la sintesis de calcitonina
provocada por la administracion de progesterona a ratas ovariectomizadas. El
estradiol no modifica la sintesis de calcitonina en ratas ovariectomizadas, pero
actGa sinérgicamente con la progesterona estimulando su sintesis. Debido a su
regulacion por progesterona y estrogenos y a que se le encuentra en el utero en
el tiempo en que ocurre la implantacion, los autores creen que es posible su
participacion en la implantacién. De ser asi, es probable que se secrete al lumen
uterino y actie sobre las células del epitelio luminal uterino o bien en el
blastocisto, lo que ocasionaria un aumento en la concentracion de calcio libre
citosélico y esto incrementaria la actividad de las NOSs constitutivas, con un
subsecuente aumento en la produccién de NO.
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