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RESUMEN

Desde hace muchos afios es conocida la presencia de los eosindfilos en el endometrio de
roedores asi como la variabilidad de su poblacion, siendo mas abundantes en la fase de estro del
ciclo estral. Se sabe también que la migracion y el aumento de estas células en el utero son
inducidos por la administracién de estrogenos en ratas inmaduras o maduras ovariectomizadas. La
administracion de estrégenos no solo promueve la migracién eosinofilica sino también estimula el
crecimiento, la sintesis de proteinas y la actividad de la peroxidasa uterinos. Sin embargo, se
desconoce el papel fisiologico de la eosinofilia uterina y de la peroxidasa inducida por los
estrgenos y menos ain la dinamica de la poblacion de eosinéfilos durante el periodo de prefiez
temprana en la rata y su probable relacion con la actividad de la peroxidasa. En este trabajo se
estudiaron las variaciones de la poblacion de eosindfilos uterinos durante la prefiez temprana
empleando la tincion de la proteina basica mayor con eritrosina y la deteccion histoquimica de la
peroxidasa, relacionandolas con ios cambios poscoito, la fase de receptividad uterina (dia 5) y el
inicio de la respuesta del utero al blastocisto. Los resultados demuestran que la poblacion de
eosinofilos con ambas tinciones es significativamente mas alta los dias 1 y 2 de prefiez que los
otros dias estudiados, no se encontraron variaciones los dias intermedios pero si un nuevo aumento
el dia 6 evidente sdlo con la técnica de peroxidasa sin que haya diferencias entre la zona y la inter-
zona de implantacion. Asimismo, la mayor cantidad y las principales variaciones de la poblacion de
eosinofilos se localizaron en el estroma profundo y so6lo hubo en el dia 2 células migratorias
positivas a peroxidasa inmersas en el epitelio luminal. Siendo éste reactivo a peroxidasa los dias
1,2,3 y 6 de preficz. Se puede concluir que durante la prefiez temprana, para la cepa Wistar la
elevacion preimplantacional de estrogenos en la tarde del dia 4 de prefiez no induce eosinofilia
uterina y que la gran actividad de peroxidasa el dia de receptividad uterina no es acompaifiada de un
incremento paralelo en la poblacion de eosindfilos uterinos. La eosinofilia que se presenta los
primeros 2 dias de prefiez estd mas asociada a una reaccion de tipo inflamatoria en respuesta a
factores del semen ya reportada por otros autores. La similitud en la cantidad de eosinodfilos entre
las zonas e interzonas de implantacion sugiere que estas células no participan en la respuesta

temprana del atero al blastocisto.
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INTRODUCCION

El proceso de implantacion ha sido ampliamente estudiado en los ultimos afios debido al’
gran desarrollo de los procedimientos de reproduccion asistida. El termino “implantacion” se aplica
a una serie de eventos que conducen a la fijacion del conceptus al endometrio. Después de que el
dvulo es fecundado por el espermatozoide generalmente a nivel del ampula, el cigoto se segmenta
para formar la mérula, en esta forma llega a la cavidad uterina donde se convierte en blastocisto, en
él se ha formado una cavidad llena de liquido y sus células se distribuyen en dos poblaciones, las
células del trofoéctodermo y las del macizo celular interno. Por lo general el blastocisto es el que

interactua con el endometrio adquiriendo una posicion fija en él.

Interaccién del conceptus con et endometrio.

. Se ha descrito un patrén secuencial de eventos durante la prefiez temprana que consta para
el ser humano en 9 estadios y 3 fases (tabla 1). ( Tabibzadeh y Babaknia 1995). El estadio 1 se
inicia con la fertilizacién del huevo, el 2 se asocia con la segmentacion del cigoto. El estadio 3 y
la fase 1, implican la entrada de la mérula a la cavidad uterina, y su transformacién a blastocisto,
el cual madura y pierde la zona pelacida. Después de esta pérdida las células del trofoéctodermo
mural cercanas al macizo celular interno presentan cambios en su superficie para formar el
trofoblasto sincicial. El estadio 4 y la fase 2 se inician cuando el blastocisto entra en contacto con
la superficie del epitelio luminal uterino (aposicién). Las membranas plasmaticas del
trofoéctodermo y del epitelio uterino corren paralelas y separadas por una distancia de 20 nm,
posteriormente ambas se adhieren entre si y una red de filamentos submembranosos especializados
mantienen entonces una unidén célula-célula estable. Después de esta fase de adhesion continda la
de penetracion del endometrio

Dependiendo de la especie es como se da la penetracion del epitelio. Existen tres diferentes
tipos al respecto:
a) Penetracion por desplazamiento, se presenta cuando un nimero de células epiteliales
superficiales que presenta muerte celular programada, se desprenden de su membrana basal,
degeneran y son fagocitadas por las células trofoblasticas. Como consecuencia estas Gltimas quedan
en contacto con la membrana basal. Extensiones de las células deciduales penetran a la membrana

basal. Esto se presenta en la rata y el raton.



b) Penetracion por fusion: este tipo de invasion se caracteriza por la fusidn del sinciciotrofoblasto
con la superficie de las células epiteliales formando un hibrido que penetra a la membrana basal
del epitelio superficial Se presenta en el conejo, los rumiantes.

c) Pene'tracién por intrusion: co;lsiste en la penetracion de procesos celulares de las células del
sinciciotrofoblasto entre las células superficiales. Esto permite la pérdida de las uniones entre las
células epiteliales circunvecinas y la formacién de uniones entre las células epiteliales y
trofoblasticas. Estas wltimas se interponen entre ellas y las epiteliales penetrando a través de la
membrana basal sobrepasando la superficie del epitelio. Se presenta en los carnivoros, el mono
rhesus y ¢l humano (Schlake y col. 1975).

La fase tres implica la formacion de la placenta, en esta fase se localizan los estadios
5,6,7,8 y 9. En el estadio 5 se desarrollan las vellosidades primarias; y se subdivide en 5a,5b y 5c.
En el 5a las células del trofoblasto se expanden hacia el endometrio, en 5b y Sc estas mismas
células invaden las paredes de los vasos sanguineos y forman parte de ellas.

En el estadio 6 se presenta la formacidn de las vellosidades placentarias secundarias y el
saco vitelino secundario. Durante el estadio 7 ocurre la ramificaciéon de las vellosidades y los

estadios 8 y 9 involucran el desarrollo y ramificacion de las vellosidades terciarias.

Tabla. 1. Fases tempranas de la implantacion y placentacién

Estadio 1 Fertilizacién del huevo
Estadio2 Division del cigoto
Fase 1 Estadio 3 Entrada de la morula a la

cavidad endometrial y

transformacion a blastocisto

Fase 2 Estadio 4 Adhesion y penetracion del
blastocisto al epitelio y después

al estroma

Fase 3 Estadio 5-9 Placentacién




Para que el proceso de implantacion se desarrolle se ejercen multiples influencias entre los
tejidos uterinos y el trofoblasto. Las células epiteliales responden directamente a las hormonas
esteroides maternas y las células estromales responden a los cambios que se inducen en las
epiteliales, el blastocisto también emite sefiales hacia el estroma que son trasmitidas a través del
epitelio. Los'cambios en las células estromales repercuten sobre las epiteliales (Denker 1990}).

Las interacciones de adhesividad e invasividad entre el trofoblasto y el endometrio pueden
ser iniciadas unicamente si ambas entidades han alcanzado condiciones fisiologicas especificas: de
adhesividad en el caso del trofoblasto y el estado receptivo o permisivo para el endometrio. El

estado receptivo es mantenido por un tiempo limitado y se define como “ventana de implantacion”.

Receptividad endometrial.

Se conoce como receptividad endometrial a la condicion en que este tejido es capaz de
aceptar el embrion y responder a sus estimulos. El epitelio uterino paréce jugar un papel central en
determinar el estado receptivo y no receptivo del endometrio. Ademas de actuar como una barrera
contra la invasion del trofoblasto en el estado no receptivo, el epitelio uterino sirve como un
transductor de sefiales entre el sistema embrionario y el mateno en la induccién de la
deciduatizacién, por lo menos en roedores (Lejeune 1980).

El proceso de implantacion depende mas del endometrio “permisivo” que del trofoblasto
“invasivo". La receptividad del endometrio es regulada por hormonas esteroides ovaricas
(principalmente por la progesterona y los cambios en la proporcidn entre progesterona y estradiol);
y la invasividad del trofoblasto se adquiere cuando este ha alcanzado cierto grado de diferenciacion
(Denker 1993). En la rata y el ratén una elevacion postovulatoria de estrogeno es requerida para la
adquisicion de un estatus endometrial adecuado. En estas especies la implantacién del blastocisto es
acompafiada por la transformacién de las células estromales a deciduales en respuesta a los
estimulos embrionarios.

Durante la fase de receptividad hay una reorganizacién del citoesqueleto y un aumento en
la actividad de transporte intracelular/transcelular del epitelio. Este ultimo evento se relaciona con
los cambios en la actividad secretoria endometrial que pueden servir para proveer un medio
adecuado para el desarrollo del blastocisto (Sauer 1976, Robertson 1994).

Una caracteristica constante del endometrio receptivo es su alta reactividad a los estimulos

del blastocisto o a un estimulo artificial. Esta reactividad conduce a un aumento local de



permeabilidad capilar y a la reaccion decidual, los que parecen ser dos fendmenos unidos. La
respuesta vascular al parecer resultar de un efecto en cascada que involucra sustancias vasoactivas
como la histamina y las prostaglandinas (Tachiy col. 1976, Psychoyos 1986).

La mitosis de las células estromales ocurre antes de la implantacion en el humano y en los
roedores y puede considerarse también como parte de la preparacion de la receptividad uterina,
junto con algunos otros cambios morfologicos tales como la adquisicion de una posicion basal del
nicleo epitelial y el edema estromal. En la rata se ha observado la presencia de pinopodos en el
epitelio involucrados en los procesos de pinocitosis y endocitosis. Se observa en el utero el
aumento en la actividad de dos enzimas dependientes de la progesterona como la monoaminoxidasa
(MAO) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT) y posteriormente a estas Ia activacion de la
estradiol deshidrogenasa (EDH). En la rata, las actividades de la MAO y COMT aumentan
bruscamente sobre el dia 3 de pseudoprefiez y la EDH aumenta 16 veces el dia 6 (Psychoyos 1986).

Durante la preparacion de la receptividad uterina la progesterona también induce un
aumento en la cantidad de sitios de unidn al estradiol en las células estromales que permiten su
respuesta a los estrégenos y redirige los efectos de esta hormona del epitelio al estroma. Este
cambio en la accién de los estrégenos esta bien demostrada en la rata y el ratén y es importante
para la regulacién de la mitosis en los tejidos endometriales.” Esta hormona también aumenta hasta
un 500% los sitios de unién de RNA polimerasa disponibles para la iniciacion de la sintesis de
RNA (Psychoyos 1986).

Respuesta uterina a los estimulos embrionarios.

Una caracteristica constante del endometrio receptivo es su alta reactividad a los estimulos
del blastocisto o a un estimulo artificial. Esta reactividad conduce a un aumento local de
permeabilidad capilar y a la reacciéon decidual, los que parecen ser dos fenémenos unidos. La
respuesta vascular al parecer resultar de un efecto en cascada que involucra sustancias vasoactivas
como la histamina y las prostaglandinas (Tachi y col. 1976, Psychoyos 1986).

Como se mencioné anteriormente, una de las respuestas endometriales mas tempranas a la
presencia del blastocisto es el aumento en la permeabilidad vascular limitado a las regiones
uterinas cercanas al mismo, se le considera el primer signo visible que permite localizar las zonas
de interaccién con el embrion. Esta respuesta ocurre en el tiempo de maxima sensibilidad a la

induccion decidual y es un prerrequisito para dicha reaccion y por lo tanto para la implantacion. En
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la mayoria de las especies estudiadas estd presente y se considera una respuesta universal del
endometrio a las sefiales del blastocisto y puede ser facilmente detectada utilizando colorantes
vitales como el azul de Evans o el azul de Pontamina intravenosamente. En la rata esto ocurre
alrededor de 110 h después de la ovulacion/fertilizacion, durante este periodo, la permeabilidad
aumentada se observa no solamente en presencia del blastocisto sino también como respuesta a
sefiales no especificas como estimulos traumaticos. Para el dia 6 de prefiez la capacidad del utero

para la respuesta vascular termina y entonces este Organo se vuelve hostil para el embrion
(Psychoyos, 1973).

Adhesién del blastocisto y diferenciacion del epitelio uterino.

El contacto del blastocisto con el epitelio uterino depende de una serie de modificaciones
tanto de las células trofoblasticas del conceptus como de las epiteliales. Los primeros cambios
involucrados se presentan en la composicion de las membranas plasmaticas del apice del epitelio
uterino y del trofoblasto y comienzan con un adeigazamiento del glicocalix y con cambios en las
cargas de superficie. En el blastocisto disminuyen notablemente las cargas negativas.

Es poco conocida la naturaleza de los compuestos que participan, la superficie apical del
epitelio normalmente no es un sitio de interacciones intercelulares o de afinidad a otras células, sin
embargo durante la prefiez se han detectado moléculas como las integrinas (Aplin 1996), la
cadherina E y la CAM 129/189, lectinas y glicosiltransferasas (Chavez 1990, Denker 1993,
Guzman y col. 1993). También se modifica la capacidad de esta superficie para reconocer algunas
lectinas como la concanavalina A (Salazar-Rubio, 1980).

Los proteoglicanos del tipo de los lactosaminoglicanos, como la lacto-N-fucopentosa I han
sido demostrados en la superficie del epitelio uterino durante el periodo de implantacién y su
sintesis es dependiente del 17-B-estradiol. En el blastocisto un posible receptor para este
glicoconjugado se detecta el dia 5 en su region abembrionaria y ambas pueden participar en la
adhesion entre ellas (Guzman y col 1993).

Durante la fase de receptividad en el raton se ha demostrado que se expresan receptores de
proteoglicanos de heparan-sulfato en la membrana apical del epitelio uterino y se ha sugerido que
estas moléculas estan involucradas en las vias de invasion del trofoblasto (Robertson 1996).

Todos estos cambios observados en las membranas apicales también se han observado en

las zonas laterales y basales del epitelio uterino y tienden a disminuir la polaridad del mismo, por
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lo que se considera que todas estas modificaciones se llevan a cabo debido a que hay un cambio en
la expresion del fenotipo general del epitelio, que le .confiere un potencial mesenquimatoso
(Denker 1990,1993).

Se ha propuesto que durante la implantacién las hormonas esteroides pueden directa o
indirectamente por medio de los mensajes sobre el estroma uterino cambiar el programa genético
expresado en el epitelio uterino. La pérdida de la polaridad es particularmente obvia en la camara
de implantacion en contraste con las zonas en que esta no ocurre. Parece ser, que las sefiales dadas
por el blastocisto disparan eventos ya activados previamente por los esteroides maternos. La
naturaleza de tales sefiales aun son materia de discusion, pero se incluyen moléculas tipo interferon
como la oTP-1 y la bTP-1, citocinas, factores del crecimiento y prostaglandinas entre otras
(Tabibzadeh y Babaknia 1995).

Citocinas ¢ implantacion

Diversas citocinas originalmente identificadas como parte del sistema linfohematopoyético
también coordinan o dirigen la rapida y dramatica reorganizacion del tejido uterino en respuesta a
las hormonas esteroideas durante el ciclo ovarico y la prefiez. Estas incluyen diversas citocinas
sintetizadas en las células epiteliales luminales o glandulares del endometrio, entre otras al factor
estimulante de colonias de macrofagos (GM-CSF), el factor estimulante de colonias-1 (CSF-1),
factor de necrosis tumoral-a¢ (TNF-a), la interleucina-6 (IL-6), el factor inhibidor de leucemia
(LIF), y el factor de crecimiento transformante g (TGES). El GM-CSF y las otras citocinas
epiteliales, actlan reclutando y activando las poblaciones de leucocitos locales, regulan el
desarrollo del embrion antes de su implantaciéon y conducen a la formacion y mantenimiento de la
placenta (Robertson y col. 1996).

El papel de algunas citocinas en la proliferaciéon y diferenciacion de las células
endometriales esta bien establecido; en particular, el factor inhibidor de la leucemia (LIF) y la
interleucina 1 (IL-1). En el raton el LIF se encuentra especificamente en las glandulas
endometriales el dia 4 de prefiez. Su expresion, previa a la implantacion del blastocisto, se ve
aumentada bajo control materno. El humano también secreta el LIF siendo mas abundante en el
epitelio luminal. Es posible que este factor esté involucrado en la adquisicion de la receptividad

endometrial.
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La interleucina 6 (IL6) en la rata, tiene una elevacién corta durante el proceso de "respuesta
aguda inflamatoria” postcoito, junto con la interleucina I y el TNFo. Este tltimo se detecta también
durante los dias tres a nueve y hay un pico en los dias 5 y 6 de prefiez. La presencia de IL6 no es
indispensable para la implantacion lo que no ocurre con la IL1, puesto que la inyeccion de un
antagonista del receptor a esta ultima impide la implantacion, atinque el papel de este factor aun no
se ha determinado. La participacion del TNF o en la implantacion ain es controversial (Robertson
y col. 1996).

EL GM-CSF tiene un papel regulador sobre el movimiento, conducta secretora, y funcion
de los macrofagos, granulocitos como neutrofilos y eosinofilos y de las células dendriticas. Tiene
ademas un papel importante en la regulacion inducida por estrégenos de la infiltracion de
macrofagos al Gtero en el ciclo sexual. Existen evidencias de que su elevacion en el epitelio es
factor clave en la activacion de los granulocitos y macrofagos durante la respuesta inflamatoria

poscoito ( De M y col. 1991).

Células migratorias durante la preifiez temprana.
Se considera que las respuestas uterinas al blastocisto durante la implantacidn tienen

ciertas similitudes con las clasicas reacciones inflamatorias. Estas respuestas proinflamatorias son
el resultado de reacciones inmunologicas maternas hacia el embridn, el que se considera como un
“injerto”. Las respuestas incluyen aumento en la permeabilidad vascular estromal, edema y
aumento en las produccién de prostaglandinas y de leucotrienos (LTB4 y LTCy), formacién de
especies reactivas, remodelacion de tejidos incluyendo la degradacion de la colagena y la
infiltracion de macréfagos, linfocitos, neutréfilos y eosinodfilos en las regiones de la implantacion
del blastocisto (Mathur y Kennedy 1993, Parr y Parr 1985).

La presencia de macréfagos y neutrofilos en roedores en estos sitios esta bien documentada
(McMaster y col. 1993). Si bien es cierto que los macrofagos y los linfocitos son habitantes
comunes del utero en mamiferos, otros tipos celulares derivados de la médula 6sea también se
localizan como los neutrofilos, los eosinéfilos, los linfocitos T del tipo ¥/6 y mastocitos en ciertas
condiciones. Entre las funciones que tienen incluyen resistencia a las infecciones y a las
condiciones inflamatorias asociadas con el apareamiento y la prefiez { Hunt 1994).

Se considera que los neutrofilos tienen la capacidad de modificar las respuestas uterinas al

blastocisto o al estimulo deciduogénico, ademas tienen la capacidad de modificar la sintesis de
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prostaglandinas por la produccion de radicales de oxigeno, controlar la permeabilidad vascular y
degradar los componentes de la matriz celular favorecida también por via de la produccion de
radicales de oxigeno y la secrecion de la mieloperoxidasa (Mathur y Kennedy, 1993). A los
macrofagos uterinos se les asigna el papel de proteger al embrion contra infecciones ya que matan
virus y bacterias, ademas de su capacidad fagocitica, también se postula que pueden controlar la
invasion de células tumorales del trofoblasto por la capacidad que tienen de producir las citocinas
TNF a y la TGF-81 que inhiben la sintesis de DNA de las células del trofoblasto, este papel
también se le da los linfocitos. Otra accién que recientemente se ha descrito en los macrofagos
durante la prefiez es la produccion de proteasas tales como la colagenasa y elastasa que pueden
facilitar la remodelacion del tejido uterino requerido para la penetracion y acomodamiento del
embrion en crecimiento (Hunt 1994),

Se ha postulado que para que ocurra la implantacién del blastocisto en el endometrio se
requiere de la histamina, puesto que cuando se bloquean sus receptores se inhibe la implantacion, lo
mismo sucede cuando se inhibe su sintesis, por lo que se ha consider;do que esta molécula
participa en la decidualizacion del tejido uterino. Los mastocitos son los liberadores de histamina
por lo que se cree que estas células participan activamente en la implantacion (Ionov 1990).

El papel de los eosindfilos durante la implantacion o la prefiez temprana aun es incierto, se
considera que pueden participar como promotores de la remodelacion uterina 6 como protectores
del tracto genital femenino en la respuesta de tipo inflamatoria poscoito y finalmente como la
mayor fuente de peroxidasa uterina (Perez y col 1996, Parr y Parr 1985, McMaster y col. 1992).

Desde hace muchos afios se sabe que los eosinofilos en los roedores son abundantes en el
endometrio durante el estroy se han demostrado receptores de estrogenos en dichas células. En
el hombre, los eosindfilos no parecen tener receptores a estrogenos y (inicamente hay un pequefio
numero en el endometrio. El nimero de eosindfilos en el utero varia con el ciclo menstrual y son
menos durante la fase lutea, cuando la implantacion ocurre. Estan principalmente localizados, junto
con gran numeros de neutrofilos en el endocérvix y el segmento bajo del Gtero. La presencia de
grandes cantidades de eosinofilos en el tracto genital femenino humano es casi siempre anormal. Se
considera la eosinofilia uterina como un desorden y se presenta en el carcinoma de cérvix. (Gleich
y Adalphson 1986).

La presencia de los eosindfilos en el itero de roedores es inducida por los estrogenos, estas

hormonas provocan que ellos se ubiquen y degranulen en la pared del utero, se considera que tales
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células contribuyen a las grandes cantidades de peroxidasa uterina en el estro tardio, o después de
la administracion de estrogenos en ratas prepuberes u ovariectomizadas. También se ha
demostrado la presencia de una eosinofilia uterina poscoito y se confiere a este fenémeno una

accion de tipo alérgico a la presencia del semen (Parr y Parr, 1985).

Eosinéfilos.

Los eosindfilos son células producidas en la médula 6sea y migran por la sangre hacia los
tejidos, donde tienen una amplia variedad de funciones. Es un tipo celular muy bien definido y son
facilmente distinguibles en cortes histolégicos, ademds éstos se tifien fuertemente con eosina, la
cual es utilizada con hematoxilina para definir estructuras citoplasmaticas y los nicleos en las
células. Se han encontrado en todas las especies de vertebrados que se han estudiado y son
usuaimente clasificados como leucocitos polimorfonucleares porque su nucleo en la forma
sanguinea tiene dos o tres lobulos, ademas poseen granulos caracteristicos.

Se desarroilan de células madre primitivas que estan presentes en la médula Osea. Estas
células progenitoras se dividen y diferencian, adquiriendo los granulos distintivos con la forma
especial de los eosinofilos. Después de unas cuantas horas de madurar en la médula dsea, entran al
torrente sanguineo y son distribuidos a través del cuerpo, donde primero se unen al endotelio
vascular y migran a sitios perivasculares, que es su sitio normal de residencia en los tejidos, aunque
en muchas enfermedades migran hacia areas de inflamacion. Hay normalmente muy pocos
eosinofilos en la sangre (menos de 0.6x10°/L) y en los tejidos, pero en ciertas enfermedades se
pueden producir en grandes cantidades. Los eosinofilos son estimulados por una o mas sefiales de
las células adyacentes, incluyendo a las células reticulares, células endoteliales, linfocitos,
macrofagos y otras células, las cuales inducen su diferenciacién y activacion. La estimulacion con
complejos como la IgG, IgE o C3b y otros productos de la inflamacion, causa la secrecion del
contenido almacenado en sus granulos. Estos eventos pueden durar horas y pueden continuar tanto
como ellas se mantengan vivas, el cual puede ser Gnicamente unas pocas horas en algunos casos o
muchos dias o semanas en otros.

La principal funcidn de los eosindfilos es sintetizar y depositar sus moléculas almacenadas y
las recién sintetizadas en areas de inflamacion aguda y cronica. También son capaces de fagocitar

particulas como bacterias, después de que han sido activados, aunque esta funcion es

15



principalmente realizada por los neutrdfilos y otras células fagociticas. Los eosindfilos estan
principalmente asociados con respuestas alérgicas, parasiticas y de inflamacién crénica y toman
parte en reacciones de hipersensibilidad aguda y cronica y se encuentran cerca de las células
intactas (Spry 1988).

Entre los factores que pueden estimular la produccion de eosindfilos en la médula osea se
encuentran los factores estimulantes de colonias (CSFs) como la GM-CSF-a, la interleucina 5 (IL-
5) producida por los linfocitos T, de manera indirecta la interleucina 2 (IL-2) y la interleucina-3
(IL-3) (Mata 1997).

El citoplasma de los eosindfilos contiene una gran cantidad de componentes, de los cuales
Unicamente unos cuantos de estos han sido bien caracterizados Y su biosintesis, estructura y
funciones son todavia desconocidos. Se encuentran cuerpos lipidicos que al parecer son sitios
importantes en el metabolismo de 4cido araquidénico y pueden ser sitios de almacén para los
lipidos de la membrana plasmatica. Los granulos cristaloides que pueden dividirse en “pequeiios” y
“microgranulos” contienen grandes cantidades de peroxidasa, también f-glucuronidasa, fosfatasa
alcalina, fosfatasa acida, arilsufatasa, lisofosfolipasa (o cristales de Charcot-Leyden), histaminasa ,
catalasa, colagenasas, elastasa y proteina basica mayor (PBM) que es caracteristica de estas células
y se ha detectado y caracterizado en un gran numero de animales. Se cree que esta proteina es un
importante mediador del dafio producido por los eosindfilos a los parasitos y a los tejidos huésped.
No tiene una actividad enzimatica, sino mas bien toxica. También es un importante mediador en la
inflamacion del tracto respiratorio, especialmente en el asma, disminuye la actividad de los
axonemas ciliares traquéales lo que produce acumulacién de moco bronquial, y liberacion de
histamina de los basofilos en el humano, las caracteristicas de esta proteina son utilizadas como un
marcador especifico para este tipo celular, principalmente por su afinidad a colorantes acidos como
la eosina 6 eritrosina (Benitez- Bribiesca 1990).

La proteina catiénica eosinofilica (ECP) es otra de las principales proteinas basicas
encontradas en los eosindfilos y funciona principalmente como una ribonucleasa que se ha
considerado una potente molécula citotoxica (McLaren y col. 1981). Otra proteina contenida en los
granulos de los eosindfilos es la neurotoxina derivada de eosindfilos (NDE) que al parecer
interfiere con las funciones de las cé'lulas de Schwann del sistema nervioso (Gleich y col. 1986).

La peroxidasa es una de las enzimas mas abundantes en los eosinofilos y se considera que

estas células son su principal fuente, es una hemoproteina altamente basica de dos cadenas, que
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pierde mucha de su actividad enzimética cuando es purificada. Los trabajos iniciales sobre sus
prépiedades se realizaron en roedores, después en caballos y los subsecuentes estudios en humanos
dieron informaciéon mas clara acerca de su tamafio, estructura, la naturaleza del componente hemo
dentro de la molécula y sus caracteristicas biofisicas. Tiene un gran contenido de arginina, leucina
y 4cido aspartico y un punto isoléctrico mayor de 11. Los carbohidratos asociados estan solo en la
cadena peéada. Su peso molecular en humano se encuentra entre 71 y 77 kDa, su cadena pesada se
encuentra entre los 50-58 kDa y la cadena ligera entre 14-15 kDa. Se encuentra cercanamente
relacionada a la peroxidasa de rabano, lactoperoxidasa y peroxidasa intestinal. Se considera que los
eosinofilos contienen 15 ug de peroxidasa por 10° células (Caulfied y col. 1980).

Los métodos empleados para determinar la actividad de la peroxidasa son con el guayacol
por su actividad para oxidarlo o con ortofenildiamina con H,O2, o con inmunoensayo con
anticuerpos, aunque tiene la desventaja de que debido a su basicidad, la peroxidasa puede unirse
inespecificamente a las superficies.

Esta enzima se localiza en la matriz de los granulos cristaloides de los eosindfilos y en
cantidades menores en los pequefios granulos. Tiene la propiedad de catalizar la formacion de iones
HCIO" y H20;. Se ha estudiado principalmente por su capacidad de actuar en presencia de peroxido
de hidrogeno como un sistema efector de citotoxicidad. Este es un potente mecanismo para matar
algunos parasitos, bacterias, células y tumores in vifro. También puede disminuir los papeles
efectores de las células inflamatorias. El principal papel de la peroxidasa es oxidar sustancias por su
accién catalitica con H,0; que también es generada por los eosinofilos. En presencia de yodo,
bromo y cloro también acta para matar una gran variedad de microorganismos. Bajo ciertas
condiciones, como otras peroxidasas, puede inactivar leucotrienos como la LTB4 y 1a LTD4 (Spry,
1988).

Los eosinofilos en los animales se han estudiado desde Ehrlich en 1879. Se presentan en
todas las especies examinadas incluyendo diversos anfibios y aves. La morfologia de los
eosindfilos en los diferentes vertebrados tiene una considerable variacion y pueden distinguirse de
otras células por gran su capacidad para unirse a la eosina. La investigacion de los eosinofilos
ofrece la oportunidad de determinar sus propiedades y papeles in vivo, asi como para definir sus
relaciones con otros tipos celulares bajo condiciones controladas. Hay especies cuya comparacion
puede causar dificultades si los descubrimientos se comparan con el hombre. Por ejemplo, los

eosinofilos peritoneales en roedores tienen capacidad fagocitica. En algunos animales, incluyendo
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miembros de la familia de los gatos, rinocerontes, hienas y algunas aves, no hay peroxidasa

eosinofilica y los eosindfilos en las hienas no se tifien con eosina (Spry, 1988).
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ANTECEDENTES

Los eventos involucrados en la fase de receptividad uterina y su regulacién hormonal
fueron primeramente descritos en roedores y mas tarde validados para otras especies. En ellos el
endometrio puede ser mantenido en varios estados en cuanto a su capacidad de aceptar al embrién
incluyendo una fase neutra, una fase receptiva y una fase no receptiva o refractaria. En la rata, la
induccion de la receptividad endometrial requiere de un minimo de tres dias de preparacion del
endometrio con progesterona y pequefias cantidades de estrogenos al final de este periodo.

Durante el inicio de la prefiez temprana, la preparacién con progesterona se alcanza en la
tarde del dia cuatro de prefiez o pseudoprefiez. Durante este tiempo, el endometrio se encuentra en
la fase "neutra". Este estado también puede provocarse por la administracion diaria de progesterona
( 2 mg/dia) en ratas ovariectomizadas en la fase temprana de la prefiez. Los embriones de los
estadios preblastocisto pueden desarroliarse en el utero a blastocistos y sobrevivir por largos
periodos de tiempo en un estado de latencia como si el proceso de implantacion fuera congelado
en la fase de aposicion. La disponibilidad de los estrogenos al final de la preparacion con
progesterona en las ratas prefiadas o pseudoprefiadas provoca el estado "receptivo” del dia 5. La
entrada de la moérula al cuerno uterino ocurre en la tarde del dia 4, cuando el endometrio esta en
fase neutral. Sin embargo, de esta fase se llega rapidamente a la fase receptiva del dia 5. Este
periodo es seguido por el estado "no-receptivo" del dia 6. Estos cambios también pueden inducirse
artificialmente. Si la progesterona se administra para inducir el estado neutral y entonces se aplica
el estrégeno, la fase receptiva es inducida primero y se alcanza dentro de 36 h. La administracion
continua de progesterona puede prolongar el periodo no-receptivo indefinidamente. La
reprogramacion de la receptividad endometrial requiere de un minimo de dos dias de la supresion
de la administracion de progesterona (Psychoyos 1973, 1976,1986).

Las respuestas uterinas a los estrogenos son comunmente divididas en dos: llamadas
"tempranas" y "tardias" dependiendo del tiempo de respuesta relativa después de la administracion
de 1a hormona. Las respuestas tempranas como la oxidacion de glucosa, la sintesis de glucogeno, la
imbibicién de agua y la eosinofilia son detectadas desde los pocos minutos hasta horas después de
la exposicion a estrogenos (Jensen y De Sombre 1972). Las respuestas tardias, como el incremento
en la sintesis total de proteinas, sintesis de acido ribonucleico y mitosis requieren de una retencion

a mayor plazo de los estrogenos en su receptor (King y col. 1981).
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Para la implantacion, la estimulacion del utero en la rata por los estrogenos provoca una
cascada de eventos bioquimicos que culminan en la sintesis de macromoléculas y el crecimiento
uterino (King y col. 1981). Las caracteristicas bioquimicas que actualmente se reconocen como
marcadoras del efecto del estradiol, para las especies que requieren de esta hormona, incluyen la
eosinofilia uterina, aumento del volumen uterino, del ﬁﬁmero de células mitbtiéas y de la actividad
de la peroxidasa (Gupta y col. 1998, Pérez y col. 1997).

El tratamiento de ratas inmaduras u ovariectomizadas con estradiol produce la estimulacién
de diversos parametros uterinos, como el peso total, la sintesis de proteinas, la actividad de la
peroxidasa y los sitios de unidn nuclear tipo II (Lucas F. y col. 1955, Anderson y Fosberg 1988,
Lytle y col. 1989, Farley y col. 1992)

Desde 1955, Lucas y colaboradores reportan por vez primera la presencia de peroxidasa
en el utero de ratas ovariectomizadas tratadas con estrogenos. En la actualidad se sabe que la
actividad de la peroxidasa en la rata y el humanc varia ciclicamente bajo control hormonal
endogeno y también esta presente en el liquido uterino (Jellink y col. 1974, Hosoya y Saito 1981,
Lee 1982, Kimura y col 1983).

Con estudios histoquimicos de microscopia Optica y electronica se han caracterizado los
sitios donde se localiza la peroxidasa, siendo principalmente en el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi de las células estromales, asi como en células del epitelio glandular y luminal
( Brokelman y Fawcett 1969, King y col. 1981, Anderson y col. 1986, Gabriel y col. 1986).

Existen evidencias que muestran que la peroxidasa puede provenir de dos fuentes: de
células del tejido uterino y la derivada de los eosindfilos. Fue en 1954 cuando se reporto el
aumento de eosindfilos uterinos en ratas inmaduras u ovariectomizadas después de un tratamiento
de estrogenos. Veinte afios mas tarde se demostro que la inyeccion intravenosa de estradiol en ratas
inmaduras induce un aumento dramatico de la eosinofilia uterina a los 5 minutos. En trabajos
posteriores se reporta un pico méximo de eosindfilos después de la administracién de estrogenos a
las 12 horas y una disminucién progresiva a las 24 horas {Lucas y col. 1955, Tchemitchin 1974).

Se ha propuesto que la regulacién por estrogenos de la eosinofilia uterina es mediada por
un factor quimiotatico uterino (ECF-U), cuya sintesis es regulada por el estradiol. Se ha observado
que hay un aumento significativo en la actividad del ECF-U, tres horas después de la inyeccion de
1 ug de estradiol. Paralelo a esto se ha reportado la presencia de una peroxidasa eosinofilica en el

titero tres horas después de la administracion de estrogenos, lo que sugiere que la elevacidn en la
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actividad de peroxidasa uterina a los pocos minutos después de la exposicidn estrogénica es debida
por tanto, a la peroxidasa endégena (Hosiya y Saito 1981). El aumento de los eosinéfilos en
respuesta al estradiol se presenta hasta los 11 dias de edad en el raton, sin embargo se ha detectado
la presencia de peroxidasa de origen epitelial a los 5 dias (Newbold 1992). También se ha
demostrado que los estrogenos inducen una mayor respuesta de la peroxidasa a menor edad,
primero en la regidn cervical y después en los cuernos uterinos y que el cérvix tiene una mayor
cantidad de peroxidasa y una mayor eosinofilia {Anderson y Fosberg 1988). En cortes de utero de
ratas normales maduras o con tumores se presenta una actividad dos veces mas alta en el cérvix
que en los cuernos uterinos después de la administracion de estrogenos (Affeck y col. 1981)

El significado biolégico de la peroxidasa dependiente de estrogenos no ha sido aclarada ,
sin embargo, se ha postulado que puede intervenir en el metabolismo de los estrogenos. En
mamiferos los estrogenos sufren dos hidroxilaciones més que el resto de los vertebrados, en las
posiciones 2 y 4 del anillo aromético A para formar los catecolestrogenos (2 y 4 hidroxiestrogenos).
Ademas de la peroxidasa involucrada en estas hidroxilaciones se incluyen a las tirosinasas y
monooxigenasas inespecificas. Se ha propuesto que los catecolestrogenos inhiben ¢l metabolismo
de las catecolaminas y que dicha accidon prolonga y potencia las acciones fisiologicas de las
catecolaminas especialmente sobre la presion sanguinea y liberacién de gonadotropinas (Ball y
Knuppen 1990}, También se asocia la accidon de los estrogenos durante la implantacion
embrionaria con la formacion de catecolestrogenos vy las prostaglandinas (Bibhash y col. 1990).

La actividad de la peroxidasa uterina esta probablemente correlacionada con la respuesta
vascular temprana (hiperemia) causada por el estradiol, ya que el incremento de esta enzima
precede el aumento de volumen sanguineo uterino. Se ha sugerido que un cambio en fa actividad
de la peroxidasa puede estar involucrado con la iniciacion de la vasodilatacion uterina. La
importancia bioldgica del aumento temprano en la actividad de la peroxidasa inducido por
estrogenos y previa a la respuesta vascular puede ser critica en el desarrollo de la hiperemia uterina.
No solo los catecolestrogenos dilatan la arteria uterina in vivo, sino que también otros compuestos
estrogénicos son efectivos (Farley y col. 1992).

Durante la implantacion en la rata y el raton donde se requiere de un pico estrogénico para
la preparacion uterina se podria dar la siguiente secuencia de eventos: aumento de la actividad de

peroxidasa (inducida por los estrogenos), hidroxilacion de estrogenos (producida por la
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peroxidasa), vasodilatacion (respuesta tipica de un Gtero preparado para la implantacion} y
subsecuente inactivacion de la peroxidasa.

En la rata, durante el embarazo temprano, el aumento en los niveles de estrogenos al dia 4
induce al dia siguiente una marcada elevacion en la actividad de peroxidasa uterina, junto con la
receptividad del endometrio (Singh y col. 1996, Baiza-Gutman y col. en prensa). Un dia después
cuando la respuesta vascular se ha establecido, la actividad de esta enzima decae, tanto en la zona

como en la interzona de implantacion (Baiza-Gutman y col. en prensa).

JUSTIFICACION

Los estudios donde se correlacionan los estrégenos, la peroxidasa, y la eosinofilia uterina
se han hecho Gnicamente en ratas prepuberes u ovariectomizadas a las que se administra estradiol
exogeno y en ratas normales durante el ciclo estral. Faltan estudios sisteméaticos de las
fluctuaciones de la poblacion de los eosindfilos en el utero durante la adquisicién de la receptividad
endometrial y el inicio de la respuesta uterina a las sefiales del blastocisto; ya que es posible que
estas células sean afectadas por la accion de los estrogenos preimplantacionales. Ademas no se

conoce si son la fuente principal de la peroxidasa en la fase de receptividad uterina.

HIPOTESIS

La accion de los estrogenos induce un aumento paralelo en fa cantidad de eosindfilos y la
actividad de peroxidasa uterina, es posible que el aumento en la actividad de la peroxidasa durante
la fase de receptividad endometrial inducida por estrogenos esté acompafiada del incremento en la

poblacion de eosinéfilos y que éstos sean la fuente principal de la enzima en este periodo.
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OBJETIVOS

1. - Determinar las variaciones en la poblacion de eosindfilos durante los dias 1 a 6 de la  prefiez
temprana en la rata mediante las técnicas de eritrosina e histoquimica para peroxidasa.

2. - Comparar los resultados obtenidos con las dos técnicas de tincién empleadas.

3. - Analizar si los cambios en la poblacién de eosinéfilos tienen relacidn con la fase de
receptividad uterina o con la accion del blastocisto en la zona de implantacién.

4. - Observar las variaciones en la distribucion de la peroxidasa uterina en los diferentes tejidos

durante la prefiez temprana.
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METODOLOGIA

Se utilizaron ratas hembras virgenes de la cepa Wistar de 200-250 g de peso mantenidas
con agua y comida ad fibitum y ciclo de luz oscuridad de 14-10 h. Fueron apareadas por el sistema
de trio (dos hembras y un macho) y a la mafiana siguiente se les practicé citologia vaginal; se
consider6d como dia 1 de prefiez aquel en que se observaron espermatozoides. De las hembras
prefiadas se formaron 6 grupos de 4 ratas por dia. Los animales se sacrificaron por dislocacion
cervical los dias 1,2,3,4,5 y 6 de prefiez. El dia 6 se inyecto azul de Evans al 1% en solucidn salina
fisiolégica por la vena de la cola 10 minutos antes del sacrificio para detectar los sitios de
implantacion. Los organismos fueron perfundidos con 500 ml de solucién salina isotonica. Se
extrajeron los Gteros por laparotomia, los tercios medios de cada cuerno uterino se cortaron en
fragmentos de 1 mm de grosor y se fijaron en formol al 4% amortiguado con fosfatos 6 con
paraformaldehido al 4% en solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS) pH 7.6 fresco por 1 h,
en el primer caso se procesaron para su inclusion en paraplast y la tincién con eritrosina, en el
segundo se almacenaron por 24 h en. tris 0.05 M pH 7.6 a 4°C para inclusion en Paraplast y realizar

la técnica para la deteccidn de peroxidasa.

Deteccion histoguimica de Ia actividad de peroxidasa.

La deteccion de la peroxidasa se efectué utilizando la reaccion histoquimica con H,0, y
diaminobencidina (3,3’,4,4’tetraa|ﬁinoﬁiphenyl, Sigma Chem) en fragmentos de 1 mm de atero
previamente fijado en paraformaldehido, incubando a 37 °C por 2 h en agitacion (Newbold y col.
1992) (apéndice 1). '

Después de la incubacion se siguid la-técnica histologica de rutina, utilizando aceite de
cedro como liquido intermedio e inciusién en paraplast (Fisher Co.).

( Apéndice 2),

Deteccion de eosinéfilos con la técnica de eritrosina.
Para determinar la poblacion de eosindfilos los Gteros se procesaron con la técnica

histolégica de rutina utilizando aceite de cedro como liquido intermedio e inclusion en paraplast y
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se utiliz6 la técnica de tincidn con eritrosina (1.C. 41348 Sigma Chem.) especifica para proteina
basica mayor de eosinofilos modificada de Benitez-Bribriesca y col. { Apéndice 3).

Para ambas técnicas se hicieron cortes al microtomo de 4 um y sé contratifieron con
hematoxilina de Harris por 5' (Kiernan 1990). (' Apéndice 4).

Cuantificacién de células en compartimientos uterinos.

El conteo de células se hizo dividiendo el dtero en cuatro regiones: antimesometrial,
mesometrial y dos laterales, asimismo se dividio por capa de tejido: epitelio, estroma superficial,
que se considerd como la capa de tejido adyacente al epitelio y antes de las glandulas estromales;
estroma profundo considerado como la capa de tejido que incluye a las glandulas estromales hasta
el limite de capa muscular o miometrio; miometrio circular que sélo abarcé la zona de tejido de
musculo liso circular y miometrio longitudinal que constituye la ltima capa de tejido del dtero que
ademas de misculo tiene una gran cantidad de vasos sanguineos. Por cada rata se contaron 5 cortes,
dejando sin contar 4 cortes consecutivos entre ellos. En el dia 6 se contaron sitio y no sitio de
implantacion para ambas tinciones. Para el caso de peroxidasa se contaron las células de tipo
migratorio en los tejidos, esto es, no se contaron eritrocitos aunque si células epiteliales positivas a
la enzima.

El conteo y la toma de fotografias se realizd en un fotomicroscopio Zeiss, Fomit I11.

Analisis Estadistico.
Los datos se normalizaron sacando logaritmos y se utilizd la prueba de analisis de varianza
(ANOVA) multifactorial y prueba de Tukey para sacar los grupos que dan las diferencias en el

programa Statica 3.1 para Windows 95.
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RESULTADOS

DESCRIPCION HISTOLOGICA DEL UTERO DE RATA A TRAVES DE LOS
PRIMEROS SEIS DIAS DE PRENEZ.

Estructura general del uatero.

El Gtero de la rata es un érgano bicorne hueco, cada cuerno consiste de una luz y la pared
uterina. Esta ultima esta formada por tres capas: el endometrio, el miometrio y el perimetrio.

El endometrio esta constituido por un epitelio y estroma. El epitelio recubre la luz y también
forma glandulas tubulares simples inmersas en el estroma.

El estroma esta formado por tejido conjuntivo con células tipicas de dicho tejido.

El miometrio presenta dos capas de musculo liso, una capa interna de fibras circulares y
una externa con fibras en disposicion longitudinal muy vascularizada.

El perimetro es una delgada capa adventicia o serosa que conecta al itero con otros drganos

y lo delimita.

Descripcion histolégica en los primeros dias de preiiez
Dia 1.

La luz del Gtero se encuentra en forma irregular muy contorneada, el epitelio luminal en los
apices de las contorsiones es cilindrico y en las zonas laterales y bajas es clbico. El citoplasma del
epitelio es positivb a peroxidasa, exceptuando la zona del antimesometrio.

En el estroma superficial se observa gran cantidad de fibroblastos, células positivas a
peroxidasa y a eritrosina, gran cantidad de venulas y arteriolas.

En la zona del endometrio profundo la vascularizacion es mayor y las glandulas de epitelio
cibico se encuentran muy desarrolladas, la celularidad es grande, es en esta zona donde se
observan mayor cantidad de células positivas a peroxidasa y a eritrosina (Figura 1).

La capa muscular circular abarca alrededor de 25 filas de células musculares lisas, en ellas
se observan pocos vasos sanguineos inmersos en ella.

La capa muscular longitudinal se encuentra muy vascularizada con una notable presencia
de células positivas a peroxidasa y a eritrosina, estos tipos celulares se encuentran inmersos entre

los paquetes musculares y alrededor de los vasos sanguineos, en algunas zonas se puede observar
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una ligera reaccion positiva a peroxidasa en el contenido de algunos vasos y en la matriz del tejido

muscular. En este dia se observa edema generalizado de todas las capas del 6rgano.

Dia 2.
La luz uterina se vuelve mas regular, presenta menos contorsiones, el epitelio se hace clibico en las
zonas donde no lo era y desde la zona lateral media hacia el mesometrio la reaccién a peroxidasa
en el epitelio es muy intensa, se logran observar células no epiteliales positivas a peroxidasa
inmersas entre el epitelio (figura 2). Esto no sucede con la tincién con eritrosina donde no se
encontraron c¢lulas tefiidas con ella inmersas en el epitelio.
El estroma uterino sé engrosa, se observa edema, las glandulas involucionan o mismo que los
vasos sanguineos.

La capa muscular circular denota gran cantidad de nicleos contraidos y se aprecia un

menor volumen con respecto al dia 1.

Dia 3.
El epitelio luminal cibico es muy ligeramente positivo a peroxidasa y la luz uterina esta alargada
sin pliegues, el estroma uterino es mas grueso del lado antimesometrial, se observa mayor densidad
celular en el estroma cerca de la luz uterina, la zona mas profunda del endometrio presenta muchas
células con nlicleos de "cara abierta".

Las glandulas del tejido endometrial aparecen sin cambios, los vasos sanguineos son
abundantes y tortuosos.

En el miometrio circular se observan pocas células positivas a peroxidasa o a eritrosina vy
ésta capa es mas delgada que los dias anteriores. Los paquetes musculares de la capa longitudinal
muscular no son muy evidentes, tampoco estan muy irrigados y se ve mas delgada que los otros

dias.

Dia 4,

Se observa proliferacion epitelial, el citoplasma de las células fuminales tiene apariencia de
tener secrecion mucoide incolora a H-E. En el estroma superficial se alcanzan a observar mitosis
activas cercanas a la luz de la zona antimesometrial y lateral principalmente.

Las glandulas endometriales presentan proliferacion asi como secrecion acidofila en la luz.
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En el estroma se observa mayor densidad celular, el edema que se observaba durante los primeros
dias ha desaparecido completamente.
Los tejidos musculares circular y longitudinal no presentan cambios con respecto al dia

anterior.

Dia 5. '

El epitelio luminal es cilindrico, el estroma superficial se observa con mayor celularidad
que en el estroma profundo, los vasos sanguineos se ven mas grandes y tortuosos y en mayor
cantidad, lo mismo en el tejido muscular.

Se observa edema en el tejido estromal.

Dia 6.
Sitio de implantacién
La luz es amplia y recta, el epitelio es cilindrico ligeramente positivo a peroxidasa en
su citoplasma, se observan figuras mitoticas abundantes en el estroma superficial. Asimismo, hay
edema en todo el estroma endometrial, el que es mayor del lado antimesometrial. Las glandulas son
mayores con secreciones muy ligeramente positivas a peroxidasa (figura 3).

Las capas de misculo circular y longitudinal, también estan edematizados, en este ltimo se
observan los vasos sanguineos de mayor calibre, con respecto a los demas dias.

Las fibras de tejido conectivo y el citoplasma del Utero en este dia de prefiez se vuelven
mas reactivas a eritrosina, aunque esta tincidn sigue siendo preferencial para los granulos de la
proteina basica mayor (PBM) de los eosin6filos, que al parecer no son tan abundantes en esta zona.
Se pueden observar macrofagos ligeramente positivos a peroxidasa en el estroma superficial y en
el estroma profundo (figura 4).

Intersitio de implantacién,

La luz es mas estrecha y contorsionada, es mas amplia y proporcional hacia los lados meso
metrial y antimesometrial. La reactividad del epitelio a peroxidasa es leve y se observan pocas
células positivas a peroxidasa en el estroma.

En el citoplasma de las células estromales la reactividad a eritrosina es menor que en el sitio y se
alcanzan a distinguir muy bien los eosindfilos.

Los vasos sanguineos presentan una luz prominente.
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Figura 1. Corte transversal de itero de rata del dia 1 de preiiez. Notese la gran cantidad de eosindfilos(eo) .
principalmente en el estroma profundo (ep), escasos en el miometrio circular (mc) y ninguno en la pequeifia porcidn de
epitelio (ep)que se alcanza ver. Tincidn con eritrosina especifica para proteina bisica mayor de eosindfilos.
contratincion con hematoxilina 4pm, 200X,

| q . 7 %
A N s

Figura 2. Corte transvesso de utero de rata de dia 2 de prefiez donde se observa la presencia de células positivas a
peroxidasa en el epitelio (ep), pequefios vasos sanguineos (vs) con células positivas a peroxidasa dentro de su luz,
también se puede observar la reactividad de las células del epitelio uterino y la presencia de células positivas a
peroxidasa en el estroma superficial (sp). Técnica de deteccion de peroxidasa con DAB contratincién con hematoxilina,
4pm, 400X
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Figura 3. Tejido estromal profundo del sitio de implantacién del dia 6. Donde se puede observar la presencia de células
positivas a peroxidasa (cpp), algunas con ligera degranulacion (dg) y una ligera reaccion en el citoplasma de las células
estromales. Reaccion con DAB para peroxidasa, contratincién de hematoxilina, 4 pm,400X

&L

Figura 4. Sitio de implantacién del dia 6. En la zona del estroma profundo sc puede observar reactividad ligera a
peroxidasa en los macrofagos (flechas). Reaccién con DAB,contratincion hematoxilina 4pum 400X
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Variaciones en la poblacidn de eosindfilos en la preiiez temprana

La poblacién de eosinofilos detectada con la reaccién de peroxidasa y con eritrosina
presentd algunas variaciones durante la prefiez temprana. La mayor cantidad de células evaluadas
con ambas tinciones se encontrd durante los dos primeros dias, siendo mayor el dia 1 disminuyendo
para los demaés dias, aunque para ambas tinciones se mantiene constante los dias 3, 4 y 5. También
se presenta un aumento estadisticamente significativo (p<0.05) en la poblacion de células positivas
para peroxidasa el dia 6 y no para las positivas a eritrosina, no hubo diferencias entre la zona y la

inter-zona de implantacion con ninguno de los métodos empleados. (Tabla 2, figura 5).

Tabla 2.Poblacién de eosindfilos durante la prefiez temprana en la rata.

Tincion/ | Dia | Dia?2 Dia3 Dia 4 Dia s Dia 68 Dia 6NS

Dia

Peroxidasa | 901.3¢ 629.65% 271.6+ 373.55¢ 151.25+ 612.15+ |455.2%
187.7a {270 b 58.02 ¢ 1330 ¢ 40 ¢ 271.1b 719 b

Eritrosina | 1446.5¢ | 460.25+ 356.1+ 179.5+ 167.1+ 149.67+ 279.32+
595 a* |[2497 b 180.9 b |[106.55¢c {8999 ¢ 3733 ¢ 8§l.2¢

Poblacidn de células por corte. Media (), £ error estindar (ee) de 4 experinentos.
*presentd diferencias estadisticamente significativas con respecto a la poblacidn de células positivas a peroxidasa

(p<0.05). a diferente de los demds; b iguales entre si, diferentes de a y ¢ ; ¢ iguales entre si, diferentesdeayb
S=sitio de implantacién, NS=no sitio de implantacién

L.a poblacion de eosinéfilos evaluada por ambas técnicas por lo general es similar excepto
los dias 1 y 6, donde para el primero la poblacidn de células positivas a eritrosina es de 1446,
siendo para peroxidasa 901.
Para el dia 6, la mayor poblacion se presentd para las células positivas a peroxidasa, en el sitio de
implantacion (612.1 £271 vs 149.67 £37.33) y en el no sitio (455.2 £71.92 vs 279.32 +81.2).
{ Figura 6).

El comportamiento de la poblacién de células transitorias positivas a peroxidasa durante los
primeros seis dias de la prefiez temprana en rata es muy similar al de células positivas a eritrosina.
Difiere en el nimero de células del dia 1 aunque es alto en ambas técnicas, y disminuye
progresivamente para los demas dias. El dia 6 con peroxidasa vuelve a presentarse un aumento
parecido al del dia 2, lo que no ocurre para la tincién con eritrosina donde la poblacién de

eosinéfilos no vuelve a incrementarse durante este periodo de tiempo.
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Figura 5. Poblacion de las células positivas a peroxidasa y a eritrosina (cosinéfilos) en el Gitero durante la prefiez
temprana en rata. El dia 1 la poblacién evaluada con eritrosina (*) es significativamente diferente con la poblacion de
células positivas a peroxidasa el mismo dia y de los demds p(<0.05). Entre los dias previos al dia 6 no existen
diferencias significativas entre ellos para ambas técnicas. El dia 6 si presenta diferencias significativas entre ambas
linciones (p<0.05) no asi entre sitio y no sitio de implantacién. ( 8 + EE, n=4)
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Distribucién de eosindfilos en las regiones uterinas

La proporcion de eosindfilos detectados por eritrosina  fue similar en las regiones uterinas

antimesometrial, laterales y mesometrial (p>0.05) Excepto el dia 4 en que estas células son

abundantes en la regién lateral (tabla 3, figura 6).

Tabla 3. Distribucién de células positivas a eritrosina por regiones uterinas durante la preiiez temprana en la rata.

Zona utering | Dia 1 Dia2 Dia3 Dia4d Dias Dia6 § Dia 6 NS

Antimeso 4473544 |140.35£63.4 [ 102.6+48.66 | 45.4%21.65 |66+ 30.05 49,55+49 75.851 49
{30.9) {32.58) (26.05) (16) (31.64) 33.6) (259

Lateral 661+ 87.7 21035+ 52.6 | 139.87+£ 51.4 | 181.3£47.47 | 77.7430.08 |59.4% 0.5 108.37+ 71.1
(45.7) (46.43.8) (37.6) (69.7) @1 (39.34) (37.7)

Meso 338.1x472 §99.55+34.95(113.65£24.2 |36.7+9.67 49.15£ 149 |40.67+6.87 |95.1+62.64
{23.38) (20.98) {36.2) {14.2) (27.2) (26.9) {36.3)

Nuimero de células por corte (8 £ EE), n= 4 ratas
Antimeso=antimesometrial, meso=mesometrial S=sitio, NS= No sitio
Las cifras en paréntesis significan los porcentajes por regiones.

La distribucién de las células positivas a peroxidasa en las tres regiones uterinas designadas

s6lo varid significativamente (p <0.05) los dias 1 y en el intersitio del dia 6, donde para estos dias

se puede observar una mayor proporcion de las mismas en la regién lateral. Para los demas dias la

distribucién es similar entre las tres zonas. Sin embargo, hay que considerar que la region lateral le

corresponde un area doble respecto a las otras zonas, lo que significa que estas regiones presentan

menor densidad de células positivas a peroxidasa que las otras dos regiones. ( Tabla 4, figura 7).

Tabla 4. Distribucién de células positivas a peroxidasa en las regiones uterinas durante la prefiez temprana en la rata.

Region|Dija 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia 5 Dia6 S Dia 6 NS
Antimeso|262.57+ 48.42 [117.95434.21 [91.95+£9.7 (99.4+30.68 [56.05+ 15.87|179.75429.66 |141.35+12.5
(28.8) (19.4) (34.1) (27.3) (351 (33.1) (31)
Lateral (4004 86.65* (268.65% 86.5 [96.4+ 14,34 {143.1+11.27|50.3+ 6.9 275.41£84.77 [203.8426.23
(44.2)* (42.63) (35) @2.7) (33.8) (43) (44.)
Meso 238,752 47.64 |1243.44% 75.39 |83.25+ 9.8 [104.61 19.14 [45.0546.6 15714891 110.0524.17
(26.8) (37.95) (30.7) (29.9) (30.4) (23.7) (24.46)

Células por corte. {( 8 + EE, n=4 ratas
Los niimeros en paréntesis son los porcentajes equivalentes
Antimeso= antimesometrial, meso=mesometrial, S= sitio de implantacién, NS= no sitio de implantacién
* diferente a las otras dreas
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Figura 6. Distribucién de células positivas a eritrosina (eosinéfilos) en las regiones uterinas durante
la prefiez temprana en rata. El nico dia que presenta diferencia significativa (p< 0.05) es el
dia 4, donde el mayor porcentaje de células se presenta en las zonas laterales del Gtero para los
demas dias la distribucion es casi uniforme. (8 + EE, n=4)
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temprana en rata. ( 8 £ EE, n=4 ratas)
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Distribucién de eosinéfilos en las distintas capas uterinas.

La variacién en la distribucion de las poblaciones celulares detectadas con ambas técnicas
es mas alta entre las capas de tejidos, la mayor cantidad de células se detectd en el estroma
profundo y el miometrio longitudinal, siendo mayor en la primera capa (p< 0.05) (Tablas 5 y 6).

En el epitelio es donde se encuentra el menor nimero de células, para peroxidasa se
presentan pocas células durante los primeros cuatro dias siendo mayor el dia 2, (5 para el dia 1, 26
para el dia 2, 2 para el dia 3, 0.2 para el dia 4), sin que se vuelvan a presentar en este tejido (figura
2). Con eritrosina el epitelio solo present6 eosindfilos los dias 1,2 y 5 aunque en muy baja
proporcion. Las demés capas mantuvieron su poblacion casi constante ademas de baja y aunque el
miometrio circular presenta variaciones entre los dias no son importantes, y el estroma superficial
presenta un comportamiento similar a través de todos los dias no habiendo variacion notable en esta
capa uterina,

Con la tincion de eritrosina se puede observar que los primeros cinco dias la mayor
cantidad de eosindfilos se detecté en el estroma profundo, mientras que en el dia 6 el mayor
nimero de eosinofilos se encuentra en el miometrio longitudinal. También se pueden observar
variaciones en la distribucion entre la zona y la interzona de implantacién del dia 6, donde la
proporcion de eosinéfilos o células positivas a eritrosina es mayor en el miometrio longitudinai
para la zona de implantacion, manteniéndose casi igual para la interzona (figura 8).

Con la técnica de peroxidasa también se presentan diferencias entre los tejidos, la mayor
cantidad de células positivas a peroxidasa se encuentra en el estroma profundo y el miometrio
longitudinal, por lo general la proporcion de estas células en ambas capas es similar a excepcion del
dia 5,en que es mayor en el miometrio longitudinal (figura 9). Con la reaccién de peroxidasa en
términos generales se detectéd una mayor proporcion de eosinéfilos en el miometrio longitudinal
que ia detectada con eritrosina.

Con eritrosina es curioso observar que en el sitio de implantacién del dia 6 la proporcién
de células es ligeramente mayor en el miometrio longitudinal que en el estroma profundo, en el no
sitio la proporcion se mantiene casi igual entre ambas capas. Con peroxidasa no se observan estas
variaciones. Lo mas relevante es que no hay diferencia entre el sitio y no sitio de implantacion del

dia 6 en cuanto a cantidad y distribucion por regiones ni por capas.
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Tabla 5. Distribucién de células positivas a eritrosina en las capas uterinas durante la prefiez temprana en rata.

Tejido Dia 1 Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia6 S Dia 6 N§
Epitelio 0.840.7 0.1320.13 {0 0] 0.0640.06 |0 0

(0.8) {0.02) (0.12)
Estroma 231.66+62,9 |20.4.843.5 {16.2246.73 10,7348 4.2+1.6 [5.5342.6 12,06+4,39
Superficial (11.29) (4.3) (3.2) (2.6) 2)](2.8) (3.5)
Estroma 113544225 |342480.89 ]253.46163.4 | 191.4£110.7} 139.13+222 | 71.66+15.84 | 149.73438.2
Profindo (57.77) (56.56) (52.12) (50.4) (56.23) (36.5) | (43)
Miometrio  ]233.4449.3 [64.13£14.1 |17.06+1.84 10.5310.7 14.443.4 | 8.03£1.9 29.0318.5
Circular (11.27) (9.86) (2.96) (3.4) 6.1) | (3.6 (3.9)
Miometrio  |327.4454.9 [169.2437.5 |188.1+30.05 138.5466 99.26+15 | 114.3+5 181.648.9
longitudinal (19.57) (29.21) (41.5) (43.22) (35.4) | (56.9) (48.9)

Células por corte 8 + EE, n=4 ratas S=sitio de implantacién, NS=no sitio de implantacién

Las cifras en paréntesis son los porcentajes equivalentes

Tabla 6. Distribucion de células positivas a

eroxidasa en las capas uterinas durante la prefiez temprana en la rata.

Tejido Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia4 Dias Dia6 S Dia6 NS
Epitelio 586+ 16 26.86+ 20,7 2.4+ 183 0.2£0.03 0 0 0
(0.5) (2.77) (0.6) {0.01)
Estroma 101.96+45.2 {29.6611.9 [23+4.02 i546145 (2.8+12 3893+ 17.06 (31.46+11.13
Superficial [(8.02) (4.07) (6.55) (3.34) (0.97) {3.97) (5.12)
Estroma  [477.06+ 145.2 [308.8£ 84.26 (182.46% 17.9 [214.06+ 59.3 |60.53+8.6  [346.13+ 130.2 [226.3+72.3
Profundo  [(40.72) {38.55) (47.25) (44.67) (30.25) (38.47) (36.8)
Miometrio (187.6+77.5 174.8+28.98 [13.6+3.84 |176+34 6.93+2.05 102411069 [54.73t5.6
Circular  [(15.66) (14.46) 3.7 (3.66) @n (12.19) (8.9)
Miometrio |429.26+ 108.6 |299.4+80.8 [140.12+7.5 |215.6+12.12 [131.33£13.9 [328.91 167 [292.4+32.5
Long. (35.0T) (36.05) (41.6) (47.37) (65.04) (45.35) (49.09)

Células por corte 8 + EE. n=4 S=sitio de implantacion, NS= no sitio de implantacién
Las cifras en paréntesis corresponden a los porcentajes equivalentes
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Figura 8. Distribucién de células positivas a eritrosina (eosinéfilos) en las capas uterinas. La mayor proporcién de
eosindfilos s encuentra en el estroma profundo y ¢l miometrio longitudinal (p<0.05). En los dias 1 y 2 se presentan
la mayor proporcion de cosinofilos en el estroma profundo siguiendo el miometrio transverso, al paso del tiempo la
relacion se va invirtiendo, encontrindose los eosinéfilos en igual proporcién en el miometrio longitudinal con respecto
al estroma profundo a partir del dia 3, sélo en el sitio de implantacion del dia 6 1a mayor proporcién de eosindfilos se
encuentra en el miometrio longitudinal. (8 £ ee, n=4 ratas)
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Figura 9. Distribucion de células positivas a peroxidasa en las capas uterinas de rata durante la prefiez temprana. La
mayor prevalencia celular (p < 0.05) se encontré en el estroma profundo (esp) y en el miometrio longitudinal (ml),
nétese que para esta técnica se detectan pequeitas cantidades de células positivas a peroxidasa durante los tres primeros

dias en el epitelio (ep). Las poblaciones en estroma superficial (ess) y en el miometrio circular (mc) son muy pobres
aunque varian a través det tiecmpo.
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DISCUSION

En este trabajo se determiné la poblacién de eosinéfilos en el tejido uterino y la distribucién
de la peroxidasa que se supone proviene principalmente de esta poblacién de células durante la
prefiez temprana en la rata, la presencia de eosinofilos durante este periodo ha sido parcialmente
detectada en otros trabajos. En este reporte se encontrd que existe variacion a través de los dias que
al parecer no es dependiente de los estrogenos y que la peroxidasa uterina en este estado no solo
proviene de la eosinofilia uterina.

Aunque la mayor proporcion de la poblacién de eosindfilos se encuentra en la circulacion
periférica y migran a los tejidos en donde realizan diversas funciones, también se les puede
localizar abundantemente en condiciones fisiologicas especiales como en el Utero durante la fase
de estro, asi como en patoldgicas (infestacion helmintica, enfermedad de Hodking, sindrome de
Sezary y reacciones de hipersensibilidad (Weller, 1984).

La respuesta inflamatoria que ocurre en los sitios con infiltracion eosindfilica es favorecida
por la liberacion extracelular de los constituyentes de los granulos preformados de los eosinéfilos.
Siendo uno de los componentes principales de ellos es la peroxidasa. Por lo que se ha sugerido que
la mayor parte de la peroxidasa de los tejidos con eosindfilos es debida a estas células. Organos
como el intestino, el estdmago, el bazo y ¢l pulmon también presentan una alta actividad a esta
enzima, lo que sugiere que esta mayor actividad puede ser reflejo de tejidos con alta renovacion
celular.

En el Gtero, el nimero de eosinofilos varia con el ciclo estral. El mayor nimero se presenta
en la fase de estro y el menor en el diestro, observandose un aumento después de la administracion
de estrogenos. Se ha calculado la cantidad de eosindfilos en el utero completo, la cifra
determinada en la fase de diestro fue de 150,000 y de 8,000,000 en el estro, también se ha reportado
que en el utero de la prefiez tardia y en el de ratas inmaduras los eosindfilos estan ausentes.
(Ryotoma y Teir 1961, Ross 1966, Henderson 1991).

No obstante estar bien determinada la cinética de la eosinofiia y la actividad de la
peroxidasa dependientes de estrogenos, ain existen controversias acerca del origen del mayor
aporte de la enzima como una respuesta del Gtero a ellos. Se concluye que la cantidad principal de
peroxidasa es proveniente de los eosintfilos y también se sugiere que durante la prefiez la

existencia de eosinofilos es casi nula. (Lyttle 1991). Otros autores proponen la existencia de dos
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fuentes de la peroxidasa dependiente de estrdgenos: la de los eosindfilos y la producida por el
epitelio uterino ( Lee 1982, Anderson y col. 1986, Gabriel y col. 1986).

En estudios relacionados con células inmunes como linfocitos, monocitos, macréfagos y
granulocitos durante el periodo preimplantacional se le da mayor importancia a la presencia de
neutrofilos basicamente por su conocida capacidad de secretar interleucinas sin considerarle
mayor importancia a los eosindfilos ( Mamata De y col. 1991, Mc Master y col. 1992, 1993:
Brandon 1993, Hunt 1994, Mathur y Kennedy 1994, Robertson y col. 1996). De acuerdo a estos
trabajos los monocitos y neutrofilos estan asociados al sitio de implantacién y los neutrofiios
asociados al epitelio luminal (McMaster y col. 1993). También se ha demostrado la variacion de
las células plasméticas en el embarazo desde el dia | hasta el dia 5, siendo casi el doble éste Gltimo
dia (Parr y Parr 1985).

Nuestros resultados demuestran la presencia de eosinéfilos durante la prefiez temprana, y su
predominio durante los primeros dos dias, lo cual coincide con algunos autores, aunque ellos lo
asocian a la respuesta inflamatoria que se presenta como una reaccion al semen y/o al esperma o a
la presencia de bacterias en el utero después del coito (McMaster y col. 1992, Upadhyay 1995,
Parr y Parr 1985).

Asimismo, se ha demostrado que existe variacion en la distribucién de células de tipo
inflamatorio, principalmente macrofagos, que durante la prefiez temprana cambia de la region
subepitelial del estroma hacia la periferia en la unién endometrio-miometrio, que en este trabajo se
denomind estroma profundo. Sin embargo sélo se detectaron los primeros cuatro dias de embarazo
y con respecto a los eosindfilos solo se menciona una distribucion “similar a las células productoras
de citocinas” o que los eosinéfilos se localizan en la periferia de los nddulos deciduales. (Tachi
y Tachi 1992, Mc Master y col. 1992, Kachkache y col. 1991, Brandon 1993).

En este trabajo se observa el mayor nimero de eosinéfilos en el estroma o unién estroma-
miometrio durante los primeros 6 dias de la prefiez en la rata, etapa en que los “nédulos
deciduales” aliin no se han establecido.

Se ha reportado un aumento en la actividad de la peroxidasa los dias 4 y 5 de prefiez en la
rata, lo cual puede estar correlacionado con el incremento en la concentracion de estrogenos
necesario para preparar el Utero preimplantacional. (Sinhg y col, 1996; Baiza y col, en prensa).
Como se mencioné anteriormente, se atribuye que el mayor aporte de la peroxidasa uterina es por

los eosindfilos, en este trabajo se estudiaron los cambios en su poblacion en la prefiez temprana y
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se encontro que no cambia en forma paralela a la actividad de peroxidasa. Al contrario, ¢l dia 5
cuando hay maxima actividad de la enzima la poblacién de eosindfilos es menor; lo que indica la
existencia de una peroxidasa enddgena que podria provenir principalmente de las células epiteliales
glandulares y luminales. Se logrd observar la presencia de eosindfilos degranulandose durante el
dia 5, esto podria ayudar a explicar la disminuciéon de células positivas a peroxidasa para este dia,
pues quizd muchas de éstas ya no contaban con la enzima y no pudieron ser detectadas con
diaminobencidina, sin embargo esto pudiera ser factible si se observara un gran nimero de células
positivas a eritrosina que es practicamente especifica para eosinofilos, pues se pega a la proteina
basica mayor que es producida solo en los eosindfilos. Esto no fue asi, pues no hubo diferencias
estadisticas de los dias 4 y 5 con respecto a los demas a excepcion del dia uno. Esto es, no ocurre
eosinofilia uterina durante estos dias y por lo tanto el aumento de esta enzima proviene de otras
fuentes. Asimismo se logro observar que con el uso de las dos tinciones simultaneamente se
detectaron células positivas a ambas tinciones y también células positivas a eritrosina pero no a
peroxidasa lo que nos asegura que la célula es un eosinéfilo sin peroxidasa que probablemente ya
degranulo o que carece de peroxidasa activada por los estrogenos. (Datos no publicados, Verdin y
Baiza, 1996).

Ya se ha reportado la activacion de la peroxidasa en el epitelio vaginal en un utero
inmaduro sensibilizado con estrogenos exogenos y la presencia de peroxidasa en el epitelio
luminal durante el estro. (Brokelmann y Fawcett 1969, King y col. 1981, Andersson y Fosberg
1988), pero no se habia reportado la reactividad del epitelio glandular a la peroxidasa durante la
prefiez temprana e inclusive se menciona que las células epiteliales son negativas a esta enzima
durante el embarazo (Lyttle 1991). Sin embargo, en este trabajo se encuentra al epitelio positivo a
peroxidasa los dias 1,2,3 y 4, lo que nos sugiere un aporte de la enzima por este tejido y que esta
enzima tiene diversas fuentes durante la prefiez temprana, no siendo la eosinofilica la de mayor
prevalencia.

Ademas, deberia esperarse como se ha reportado, un aumento de la eosinofilia uterina
después del pico preimplantacional de estrogenos durante la prefiez. Sin embargo, en este trabajo
no se detecta un aumento en la poblacién de eosindfilos en el dia 5, sino uno muy discreto en el
dia 6 cuando ocurre la implantacion, no existe hasta el presente ninglin trabajo donde se evalie la
relacion entre la cantidad de eosindfilos durante la prefiez temprana y el aumento de estrogenos

necesarios para la implantacion en la rata. De acuerdo a nuestros resultados la accién de los

42



estrégenos durante la prefiez temprana induce un aumento en la peroxidasa que no es acompailada
por un cambio paralelo o simultaneo con el nimero de eosindfilos, a diferencia de lo que ocurre
cuando esta hormona actia sobre el Utero no prefiado.

La diferencia de la poblacion de células migratorias positivas a peroxidasa con respecto a
las positivas a eritrosina, durante el dia 6 de prefiez, nos indica que existen células positivas a
peroxidasa que pueden ser diferentes a los eosindfilos. La deteccion de macréfagos con una ligera
reaccién positiva a la peroxidasa durante este dia podria ser indicativa que estas células ademas de
los eosinofilos también participan en el aporte de la enzima. Si bien es cierto que se ha reportado
cierta reactividad a la peroxidasa por parte de los eritrocitos y que en este trabajo también se
registro, las células dentro de los vasos sanguineos no fueron contadas, ademas de que los animales
fueron perfundidos, la mayor diferencia entre el nimero de células fue dada por el estroma
profundo. Lo mismo sucede con las células positivas a peroxidasa registradas en el epitelio durante
el dia 2 si bien su porcentaje es bajo con esta técnica, la cantidad de eosinofilos detectados con
eritrosina fue nula en este capa tisular, presentando una evidencia mas de que existen otras células
migratorias diferentes de los eosindfilos que durante el embarazo producen esta enzima. Se ha
reportado un aumento de macrofagos durante el embarazo que se presenta a partir del dia 3 y se
mantiene alto hasta el 8, esto nos podria ayudar a explicar el aumento de células positivas a
peroxidasa diferentes de los eosindfilos ( Mamata y col. , 1997).

Ahora bien, el papel biolégico de la peroxidasa dependiente de estrogenos aun esta en
estudio, existen diversas hipotesis: Tchertnitchin (1973) especula que los estrogenos se unen a la
peroxidasa de los eosindfilos para participar como un intermediario en el acarreamiento de
electrones e hidrogeno en los procesos oxidativos esenciales uterinos. Lyttle (1991) propone que la
peroxidasa puede participar como agente antimicrobiano, o como un metabolizador de los
estrogenos, Maria Pérez y col. (1996) sugieren que los granulos de los eosinotfilos pueden proveer
las enzimas necesarias para una remodelacién del estroma,  Farley y col. (1992) proponen que
puede mediar la conversion del estradiol a catecol-estradiol y facilitar la hiperemia uterina
dependiente de estrogenos.

El verdadero papel ain estd por determinarse, sin embargo, si se observa que las células
positivas a peroxidasa se ven aumentadas durante ¢l dia de la implantacion podria pensarse que su
accion es mas local y que podria estar intimamente relacionada a la remodelacion de los tejidos y

aun mas probablemente a un simple papel protector de la peroxidasa como agente bacteriostatico
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del Gtero, pues no se encontraron diferencias entre sitios y no sitios de implantacion, ni en el
numero de eosinofilos ni en el nimero de células positivas a peroxidasa. Esto indica que los
cambios uterinos propios de la receptividad endometrial o de la respuesta del Gtero a la presencia
del blastocisto como el aumento de la vascularidad no es tan dependiente de la peroxidasa de los
eosinofilos. -

Es importante entonces considerar el papel que puede tener la peroxidasa, no tanto la
eosinofilia, durante el periodo previo a la implantacion embrionaria, ya que esta enzima si aumenta

durante la fase de receptividad uterina a pesar de que probablemente no provenga de los

eosindfilos.
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CONCLUSIONES
No se observéd aumento de la poblacion de células positivas a peroxidasa o a eritrosina
durante el periodo de prefiez temprana asociada al aumento preimpiantacional de estrogenos en la
rata.
Se sugiere que durante la prefiez no existe una induccion por estrogenos a la eosinofilia

uterina al menos para la cepa utilizada.

La poblacion de eosinéfilos detectada por eritrosina o por la reaccion a la peroxidasa es

mayor los dias I y 2 de preiiez, posiblemente como una respuesta de tipo inflamatorio poscoito.

El aumento reportado en la actividad de peroxidasa en el ttero el dia de receptividad
endometrial (5 de prefiez) no es acompafiado por un cambio simultaneo en la poblacion de

eosindfilos por lo que deben estar implicadas otras células en él.

La poblacion de eosindfilos es mayor en el estroma profundo y en el miometrio

longitudinal del Gtero durante los primeros dias de prefiez estudiadas.

Existe una diferencia entre las poblaciones de células positivas a eritrosina y células
positivas a peroxidasa el dia 6 de prefiez, siendo mayor esta (ltima, indicando otra probable fuente

de a peroxidasa diferente de los eosinéfilos.

En los cambios metabélicos y morfologicos uterinos en el sitio de implantacién pueden no
intervenir los eosinéfilos ya que no se encontraron diferencias en las poblaciones de eosinofilos o

de células positivas a peroxidasa en los sitios de implantacién con respecto a los intersitios.

.

~
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Apéndice 1

Técnica Histoquimica para la deteccion de peroxidasa con diamonobencidina (DAB)

1. - Cortar transversalmente los cuernos uterinos en anillos de 1-2 mm de grosor.
2. - Fijar con paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos o PBS por 2 h
3. - Lavar en amortiguador de fosfatos o PBS por24 ha4°C.

4. - Incubar con DAB+ Hy0,+NiCo 2 h en bafio de agitacion a 37°C

5. - Lavar con amortiguador de fosfatos

6. - Procesamiento histoldgico de rutina para inclusion en Paraplast

7. - Corte al microtomo a 5 pm

8. - Contratincion con hematoxilina de Harris 5'

Reactivos para histoquimica con diaminobencidina para peroxidasa

Solucidn reveladora

Orto-diaminobencidina (Sigma Chem. ) 25 mg
Amortiguador dé fosfatos (PBS) 50 ml
Mezclar y agitar 40' en frasco oscuro

Filtrar

Solucidn _de NiCo

Cloruro de niquel 20 mg

Cloruro de cobalto 20 mg

Agua destilada 2 ml

Mezclar antes de usar

Solucién H,O5

Peroxido de hidrogeno 33 pl

Agua destilada 967 pl

Preparar solucion fresca

Solucion de sustrato (DAB+H,;0,+NiCo)

20 ml DAB + 0.6 ml sol de NiCo + 100 pl H,O;

Agua ¢ = agua corriente o de la llave OH= alcohol p.r. = paso rapido
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Apéndice 2

Técnica de Inclusion en Parafina
Agua corriente lhr

Alcohol 70%  1hr

Alcohol 80%  1hr

Alcohol 90%  1hr

Alcohol 100%  1hr

Aceite de cedro 24hr

Parafinal  2hr

ParafinaIl  2hr

Inclusién en paraplast
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Apéndice 3

Técnica de tincidn con eritrosina para proteina basica mayor de los eosinéfilos

Desparafinar
Xilol 1 5
XilolII 5§
Hidratar

OH 100 1’
OH %0 1
OH 80 I'
OH 70 '
Aguac 5
Tincién

Hematoxilina de Harris 1

Aguac p.r.

Carbonato de litio 0.5% paso rapido (p.r.) (a virar a azul)
Agua dest. 3 baifios en p.r.

Eritrosina  30'

Deshidratacion

OH 70 15'
OH% 2
OH 100 2
OH 100 2
Xilol I %
Xilol T 5

Solucién de eritrosina
Eritrosina 1.C. 45438 0.30 mg
Amortiguador Tris 100 m! (0.5 M pH 10.5)

Guardar en frasco obscuro, dura aproximadamente 1 mes
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Apéndice 4

Técnica de contratincidn con hematoxilina de Harris

Desparafinar

XilolI 5

Xilol IT 3§

Hidratar

OH 100 YV

OH 90 I’

OH 8¢’ 1

OH 70 1

Agua corriente 5!

Contratincion

Hematoxilina de Harris 5'

Agua corriente pr
OH acido p.r

Agua corriente p.r
Agua amoniacal p.r
Agua corriente pr

Deshidratar

OH 80 I'
OH 96 I'
OH 100 3
OH 100 5'
Xilol I 5'
Xilol 11 5'

Montaje con resina sintética

Agua ¢ = agua corriente o de la llave  OH= alcohol p.r. = paso rapido
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