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RESUMEN

ESTUDIO HISTOMORFOLOGICO Y ANALISIS INMUNOHISTOQUI MICO
DE LOS RECEPTORES A PROGESTERONA Y ESTROGENOS DE LA S TUBAS
UTERINAS DE CERDAS SOMETIDAS A DIFERENTES TRATAMIEN TOS
SUPEROVULATORIOS. Sanchez-Herrera |1, Trujillo OME, Juarez-Mosqueda ML,
Cornejo CMA. EIl propésito de este trabajo, fue el investigar los cambios en la
proporcion de células secretoras y no secretoras y en la expresion de receptores a
progesterona y estrogenos en el endosapinx de la cerda en respuesta a
tratamientos superovulatorios con eCG y hCG. Durante la gestacion temprana, el
oviducto presenta modificaciones estructurales y funcionales como son
ciliogénesis y actividad secretora, las cuales son relevantes para las funciones
reproductivas en las que participa como fecundacioén, transporte de gametos,
capacitacion espermatica y desarrollo embrionario inicial, que son parcialmente
reguladas por los esteroides sexuales a través de sus receptores. Los animales se
dividieron en los siguientes grupos de acuerdo con distintos tratamientos
superovulatorios como sigue: 17 dias después de haberse presentado el celo los
animales se trataron con una inyeccion intramuscular (IM) de SSF (grupo 1), 400
Ul de eCG + 200 Ul de hCG (grupo 2), 1000 Ul de eCG (grupo 3 y 4)
respectivamente; 72 horas después de la primera aplicacion, se aplico IM SSF
(grupo 1 y 2), 500 Ul de hCG (grupo 3) y 1000UlI de hCG (grupo 4)
respectivamente. En este trabajo se estudio la proporcion de células secretoras y
no secretoras del epitelio del endosalpinx por medio de la técnica de PAS (Acido
Peryodico de Shiff) también se determind la expresion del receptor a progesterona

(RP) y estrogenos alfa (REa) por inmunohistoquimica (puntaje histoldgico:



HSCORE) en dos porciones de la tuba uterina: &mpula e istmo,, estas
cuantificaciones de las células PAS+ y PAS- y los resultados del HSCORE se
sometieron a un andlisis de Varianza de una sola via (ANOVA), seguida de una
prueba de comparaciéon mdultiple de Tukey. Los tratamientos superovulatorios
modificaron el numero de células PAS + y PAS- en las dos regiones anatomicas
analizadas: en el &mpula produjeron una disminucion en las células PAS (+) en el
dia 1 y un incremento de la células PAS (-) en el dia 2; en el istmo del dia 1 las
dosis bajas de eCG y hCG provocaron una disminucion de las células PAS (-) y
dosis iguales o elevadas de estas hormonas provocaron un incremento de estas
células. Existieron diferencias en la expresion regional y temporal de los RE y RP
con los diferentes tratamientos superovulatorios; en el ampula y en el istmo se
observd mayor expresion en los receptores a estrogenos en las células epiteliales
tanto en el grupo testigo después de la ovulacion como en los diferentes
tratamientos superovulatorios entre el dia 1y 2 Las dosis exdgenas de eCG y hCG
evaluadas tuvieron un mayor efecto sobre la expresion de los RE en comparacion
con las de los RP dichas variaciones fueron mas notables en el &mpula que en el
istmo. Al suministrar en diferente cantidad eCG y hCG exdgena se modifican las
poblaciones celulares del endosalpinx del &mpula y del istmo, por lo cual pueden
alterarse diversos procesos reproductivos que dependen de ellas. Todas estas
modificaciones morfolégicas y la expresion diferencial de los RE y RP deben ser

dilucidadas en cuanto a sus consecuencias reproductivas y funcionales.

Palabra clave: Inmunohistoquimica, Receptor a estrégeno, Receptor a

progesterona, tuba uterina, hCG, eCG



ABSTRACT

HISTOMORPHOLOGICAL ASSESSMENT AND
IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS OF PROGESTERONE AND
ESTROGEN RECEPTORS OF UTERINE TUBES IN SOWS FOLLOWING
DIFFERENT SUPEROVULATORY TREATMENTS. Sanchez-Herrera |,
Trujillo OME, Juarez-Mosqueda ML, Cornejo CMA. The purpose of this
study was to investigate morphological and immunohistochemical changes
in the uterine tube of sows after different superovulatory treatments. The
oviduct has structural and functional changes during early pregnancy such
as formation of cilia and increase in secretory activity, which are relevant to
reproductive functions such as fertilization, gamete transport, sperm
capacitation and early embryonic development. These modifications are
regulated by sex steroids via their receptors. In this study, the expression of
progesterone (PR) and estrogen alpha (REA) receptors was assessed by
Immunohistochemistry (histological score: HSCORE) in ampulla and isthmus
during the first days after filing estrus, and the proportion of secretory and
non-secretory cells was evaluated by PAS staining. Superovulatory
treatments modified the number of PAS- and Pas + cells in the two
anatomical regions analyzed. In addition, there were changes in regional
and temporal expressions of RE and RP in the epithelium and lamina propia.
In the ampulla and isthmus was a higher expression in the estrogen

receptors on epithelial cells both in the control group and in the different



superovulatory treatments (up-regulation) between 1 and 2. Exogenous
doses of eCG and hCG tested had a greater effect on the expression of ER
than for RP and had a higher incidence in the ampulla than in the isthmus.
All these morphological changes and the differential expression of ER and
PR should be elucidated in terms of their reproductive and functional

consequences.

Keywords: immunohistochemistry, estrogen receptor, progesterone receptor,

uterine tube, hCG, eCG
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l. INTRODUCCION

Las tubas uterinas (trompas de Falopio, trompas uterinas u oviductos) son 6rganos
tubulares pares del tracto reproductor femenino que participan en el transporte de
los gametos, la capacitacion espermatica, la reaccion acrosomal, la fertilizacion, el
inicio del desarrollo embrionario y el transporte del embrién hacia el utero
(Rodriguez-Martinez, 2007 ). Se dividen en las siguientes regiones anatdmicas:
(Yaniz et al., 2006)

1. Istmo: Es la porcién adyacente al Utero, que se conecta a los cuernos
uterinos. mediante la union Utero-tubarica. Esta region se caracteriza por presentar
una mucosa menos plegada que la del &mpula y el infundibulo y por tener una capa
muscular muy gruesa (Figura. 1) (Harper, 1994).

2. Ampula: Esta region forma el tercio medio de las tubas uterinas y se
extiende desde la union con el infundibulo hasta la union istmo-ampular. En este
segmento los évulos se transportan rapidamente y se produce una importante
cantidad de fluido. En la cerda, la fertilizacion ocurre en la unién istmo-ampular
(Figura 1) (Rodriguez — Martinez H, 2001)

3. Infundibulo: Este segmento representa la continuacion tubular de la fimbria
y se extiende hasta la unién con el ampula. (Figura 1). La fimbria es una porcién
adyacente al ovario, tiene forma de embudo y prolongaciones en forma de flecos
gue le ayudan a captar el 6évulo (Figura 1) (Harper, 1994; Rodriguez — Martinez

H, 2001).

Desde el punto de vista histolégico los oviductos estan conformados por una

mucosa con epitelio de revestimiento cilindrico simple, el cual presenta



fundamentalmente dos tipos de células: ciliadas sin actividad secretora (o
aglandulares) y no ciliadas con actividad secretora (0 glandulares). Debajo del
epitelio existe una membrana basal y tejido conjuntivo laxo areolar que constituye la
lamina propia. En conjunto la lamina epitelial y la lamina propia reciben el nombre
de endosalpinx. Adyacente a la lamina propia se encuentran dos capas de musculo
liso, la primera es circular y la segunda es longitudinal, las que en conjunto reciben
el nombre de miosalpinx. Finalmente, el miosalpinx esta recubierto por una serosa
proveniente de un repliegue del peritoneo que forma parte del ligamento ancho del
Utero y que en esta region se denomina mesosalpinx (Fawcett, 1988; Banks,
1991).

La poblacion celular del endosalpinx varia a lo largo del ciclo estral debido a
la influencia de las hormonas esteroides de origen ovarico (estrégenos y
progesterona); las células ciliadas son mayoritarias en las etapas foliculares o
estrogénicas (proceso conocido como ciliogénesis), mientras que las células
secretoras (no ciliadas) predominan en las etapas luteinicas. El estudio del
predominio de estas dos poblaciones celulares permite inferir algunos efectos
hormonales sobre este 6rgano y el proceso de ciliogénesis ha sido investigado en
especies de animales domeésticos como la cerda (Steffl et al., 2004).

Actualmente se ha postulado que la presencia del moco oviductal y, en
particular los carbohidratos de las glucoproteinas que lo constituyen, media la
formacion del reservorio de espermatozoides en mamiferos (Fawcett, 1988;
Banks, 1991). Es asi que, en opinion de algunos investigadores, el istmo actia
como un filtro que selecciona los espermatozoides mas aptos para permitirles el

paso hacia el sitio de la fertilizacion.



Existen evidencias que indican que las células epiteliales de las tubas
uterinas muestran marcadas variaciones estructurales, histoquimicas, bioquimicas
y fisioldgicas en los mamiferos (Abe 1996) tanto en condiciones fisiolégicas como
en condiciones inducidas artificialmente (Anzaldta et al., 2002; 2007).

En la cerda se ha visto que existe un incremento en la sintesis de
progesterona (P4) mas que de estradiol (E2), como consecuencia de la pérdida de
la enzima aromatasa, por lo que el suministro sanguineo de la tuba uterina es rico
en P4 alrededor de la ovulacion, con niveles de 20 a 200 veces mas altos que en
la circulacién sistémica (Barboni, 1995). Un papel importante de la P4 es
interaccionar con la pared de la tuba uterina y facilitar el transporte espermatico,
las prostaglandinas y hormonas peptidicas, asi como la relaxina y la oxitocina
también parecen estar implicadas, ya que se han encontrado receptores para
estas hormonas en el istmo (Hunter, 1995).

Antes de la ovulacion la tuba uterina produce grandes cantidades de una

secrecion viscosa, rica en glicoproteinas (Demot et al., 1992).



Segmento
intersticial

Infundibulo

Figura 1. Esquema donde se muestran las diferentes regiones de la tuba uterina

(De Eastman, M.J, y L. M. Hellman, 1985)



l. HIPOTESIS

Si el istmo y el ampula de la tuba uterina de la cerda responden de manera
distinta a los cambios en las concentraciones de las hormonas esteroides de
origen ovarico (estrogenos y progesterona) secundarios a la administracion
exodgena de hCG y eCG, entonces pueden esperarse modificaciones en el nimero
de células PAS+ y PAS-, asi como en la expresion, distribucién histolégica y
localizacion anatomica de receptores a progesterona (RP) y a estrogenos (RE) en

dichos segmentos.



II. OBJETIVO GENERAL
Evaluar los cambios morfolégicos de las células secretoras y no secretoras,
asi como la expresion de los receptores a estrégenos y progesterona en las tubas

uterinas de cerdas sometidas a distintos tratamientos superovulatorios.

[1l. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el nimero de células PAS (+) y PAS (-) del epitelio de
revestimiento del ampula e istmo de cerdas sometidas a distintos tratamientos con
superovulatorios.

2. Determinar lo localizacién inmunohistoquimica de los receptores a
Estrgenos alfa en las diferentes capas histologicas del Ampula e Istmo de los
oviductos de cerdas sometidas a tres tratamientos superovulatorios.

3. Determinar lo localizaciébn inmunohistoquimica de los receptores a
Progesterona en las diferentes capas histologicas del Ampula e Istmo de los

oviductos de cerdas tratadas a tres tratamientos superovulatorios.






2. ANTECEDENTES

2.1. Secrecion y composicion del fluido oviductal

Las secreciones de la tuba uterina presentan dos componentes principales: el
primero es un trasudado de moléculas extravasadas del plasma sanguineo, siendo
las més relevantes de este grupo la albumina, transferrina e inmunoglobulinas. El
segundo es un componente secretor propiamente dicho, sintetizado y liberado
activamente por las células epiteliales (secretoras) hacia la luz del 6rgano. Este
ultimo componente es en general heterogéneo, sin embargo algunas moléculas
presentes en el fluido parecen ser comunes para diversas especies de mamiferos
domésticos, como son: proteinas dependientes de estrogenos, factores de
crecimiento, mucinas especificas del oviducto y prostaglandinas, entre otras.
Algunas de estas moléculas interaccionan con los gametos o bien con los cigotos o
embriones (Killian GJ ).

La producciéon de las proteinas del fluido oviductal se ve afectada tanto
cuantitativamente como cualitativamente por la concentracion de las hormonas
esteroides gonadales circulantes, las cuales actian de forma directa sobre las
células epiteliales o indirectamente por medio de una accidén vascular (Gandolfi,
1995; Killian, 2004)

Existen diversos factores que pueden modificar las concentraciones séricas
de las diferentes hormonas reproductivas, como el uso de las hormonas para el
manejo reproductivo, sin embargo, el efecto de estas hormonas no es solo a nivel
local, sino también tiene efectos secundarios en otras partes del organismo

(Sukjumlong et al., 2004)



Se ha observado que existe una actividad diferencial en la tuba uterina en
funcion a la etapa del ciclo estral, ya que la actividad gonadal regula y coordina la
maduracion y presentacion de los gametos. Cerca de la ovulacion, bajo la
influencia de hormonas de origen folicular, mediante la transferencia
contracorriente, tanto la tuba uterina como los espermatozoides son
reprogramados justo antes de la liberacion del huevo de forma que los
espermatozoides se hiperactivan para llegar al sitio de fertilizacién (Hunter, 1995).

Las células del cumulus, que se desprenden junto con el ovocito, son
capaces de secretar esteroides que permanecen durante 46-48h en la tuba uterina
y que pueden influir en el proceso de la fertilizacion. Por este motivo las células
foliculares extraovéaricas pueden ser vistas como un importante tejido paracrino en
la tuba uterina (Hunter, 2002).

Para producir estradiol es necesario que las células que forman la teca
interna de los foliculos en desarrollo secreten andrégenos, los cuales pasan a las
células de la granulosa, donde se transforman en estrégenos. Los estrdgenos son
los principales responsables de que la hembra acepte al macho durante el estro.
Ademas, participan con otras hormonas en el crecimiento de los conductos de la
glandula mamaria y favorecen el aumento del nimero de células ciliadas del

oviducto (Soede, 1994)

El fluido intraluminal de la tuba uterina es en su mayoria producto de la
trasudacion y coincide considerablemente con la composicion del plasma, sin

embargo difiere en composicion ionica, pH, osmolaridad y contenido de



macromoléculas, los cuales varian de acuerdo al ambiente hormonal (Hunter,
2002).

Las glicoproteinas y glucosaminoglicanos tienen la funcion de formar y dar
viscosidad al fluido luminal. Posterior a la ovulacion, la viscosidad disminuye
debido a un aumento de la trasudacion dentro del lumen y por lo tanto del volumen
(Rodriguez-Martinez et al., 2001; Hunter, 2002 ).

El fluido de la tuba uterina esta constituido por proteinas séricas que pasan
a través de transporte pasivo y proteinas sintetizadas en el epitelio de la tuba
uterina (Hunter, 1998). Las proteinas séricas incluyen albumina, transferrinas e
inmunoglobulinas, asi como enzimas y otra gran cantidad de moléculas
proteinicas, incluyendo citocinas, factores de crecimiento y proteinas de
transporte. Por otra parte, las proteinas sintetizadas por las células epiteliales
incluyen la oviductina, proteinas de secrecion del oviducto (OSP), glicoproteinas
especificas del oviducto asociadas a estrégenos (OSGP) y glicoproteinas

estrogeno-dependientes especificas del oviducto (OGP). (Buhi et al., 2003).

2.2. CICLO ESTRAL DE LA CERDA

La cerda es una especie poliestrica continua con un ciclo estral de una
duracién promedio de 21 dias (variacion de 18 a 24 dias) en el que se pueden
identificar cuatro etapas: Proestro, Estro, Metaestro y Diestro (Brinkley 198  1;

Trujillo 1994).



2.2.1 Proestro

El proestro comienza cuando se inicia la regresién del cuerpo lateo, y
termina al iniciarse el estro. Dura de 2 a 3 dias, sin embrago, su duracién puede
reducirse hasta 1 dia en cerdas primerizas. En esta etapa inicia el crecimiento
folicular y se comienzan a producir cantidades crecientes de estrogenos. Desde el
punto de vista histolégico, el numero de estratos celulares que conforman el
epitelio vaginal es de 10 o menos, y no se observa descamacion o cornificacion de
las células. En el estroma subepitelial es posible observar algunos
polimorfonucleares. Adicionalmente, esta etapa se caracteriza por un
enrojecimiento y tumefaccidon de los labios vulvares, asi como por una alteracion
en el comportamiento de la cerda, que se vuelve inquieta y ansiosa de montar a

otras cerdas. (Hafez 2003; Fuentes-Cintra et al 2006).

La elevacion en la concentracién de los estrégenos que ocurre dentro del
proestro desencadena el inicio del estro. Por otro lado, los estrégenos estimulan al
hipotalamo para que produzca un pico de secrecion de GnRH (hormona liberadora
de gonadotropinas), que a su vez, provoca una descarga hipofisiaria de LH

(Hormona Luteinizante) (Mc Donald 1991)

2.2.2 Estro

Es la etapa durante la cual la cerda es sexualmente receptiva al macho.
Ocurre la maduracion final de los foliculos, que alcanzan su maximo nivel

esteroidogénico, produciendo un pico preovulatorio de estrogenos. La duracion de



esta etapa es de 2 a 3 dias, sin embargo, el periodo de aceptacion al macho
puede prolongarse, si hay contacto con sementales. (Hughes 1984, Fuentes-

Cintra M et al 2006)

Como resultado de los efectos luteinizantes del pico preovulatorio de LH, se
produce una caida en los niveles de estrogenos poco antes de la ovulacion,
mientras que los niveles plasmaticos de LH se mantienen elevados de 12 a 20 hrs.
Adicionalmente, el aumento en las concentraciones de LH provoca un aumento en
la produccidn folicular de las prostaglandinas E y F2alfa dentro de las 10 a 12 hrs.
previas a la ovulacion. Esta produccion de prostaglandinas alcanza su maximo
nivel entre 2 y 3 hrs antes de la ruptura folicular, lo cual es importante ya que las
prostaglandinas tienen un papel significativo en el proceso de la ovulacion. El
incremento en la concentracion de prostaglandinas se produce solamente en los

foliculos que van a ovular (Laing 1991, Hafez 2003)

La ovulacion en la cerda ocurre de forma espontanea, y se produce entre
38 y 40 hrs después del comienzo del estro. Las cerdas pueden ovular de 10 a 30
ovulos durante el mismo estro, transcurriendo unas 4 hrs. entre la primera y la

ultima ovulacién. (Hunter 1996).

La vagina de la cerda responde a los niveles elevados de estrogenos
presentes en esta etapa del ciclo con un engrosamiento del epitelio, el cual
alcanza un espesor de 12 o 13, e incluso hasta 20 capas celulares. En esta etapa
la porcion interna de la vulva esta congestionada y humeda por las secreciones de

la vagina y de otros segmentos del aparato reproductivo (Hafez 2003).



2.2.3 Metaestro

Esta etapa dura de 7 a 8 dias y en ella tiene lugar el desarrollo del cuerpo
lateo. En un frotis vaginal se puede observar en un inicio la cornificacion de las
capas superficiales del epitelio, seguida por la descamacion del epitelio
cornificado. Adicionalmente, se observan células leucocitarias intraepiteliales,
organizadas de tal manera que forman estructuras denominadas cistos. EI nimero
de capas de células epiteliales declina hasta llegar a solo 3 a 6 durante esta etapa.

(Trujillo, 1998 ).

2.2.4 Diestro

Esta etapa se caracteriza por la funcion plena del cuerpo Iateo (CL), con un
aumento en las concentraciones de P4 a partir del segundo dia después de la

ovulacion y alcanzando un nivel maximo entre el décimo y catorceavo dia.

Tiene una duracion de 6 a 10 dias cuando no ha ocurrido la concepcion, en
cuyo caso los CL son destruidos al final del diestro por la liberacion de PGF2alfa
de origen uterino. Por el contrario, cuando ocurre la fecundacion, los CL
permanecen funcionales hasta el final de la gestacion (Trujillo 1998; Fuentes-

Cintra et al., 2006).

En relacion a la histologia, el epitelio vaginal se encuentra constituido por 3
a 6 capas celulares, y no se observa infiltracion lifoncitaria subepitelial ni

intraepitelial. Los cuernos uterinos también presentan variaciones ciclicas; el



endometrio es mas grueso durante la fase lutea, particularmente en el diestro

(Trujillo 1994; 1998).

Adicionalmente, la altura de las células epiteliales de las glandulas uterinas

es significativamente mayor en el metaestro y diestro (Hafez 2003)
2.3 Desarrollo Folicular

Durante la proliferacion folicular, existe un proceso continuo de crecimiento
y atresia dentro de un grupo de foliculos, sin embargo, es mas grande el nimero
de foliculos que involucionan que el de los foliculos que estan destinados a la

ovulacion (Coffey 1998)

Las hormonas que actlan sobre el desarrollo folicular son la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la hormona Luteinizante (LH), mismas que se conocen
como gonadotropinas hipofisiarias, ya que son producidas y liberadas por la

hipofisis (Hafez, 2003).

Cada dia, un numero de foliculos primordiales comienzan a desarrollarse
hasta convertirse en foliculos primarios. Este desarrollo inicial es independiente de
las gonadotropinas Yy los foliculos contindan creciendo hasta llegar a un estado en
el cual requieren de FSH para continuar su desarrollo (Richard 1998; Haffez

2003)

La FSH actua sobre los foliculos secundarios, promoviendo su desarrollo,
crecimiento y formacion del antro. La FSH induce la formacién de receptores
celulares para LH en las células de la granulosa, que, para cuando se elevan los

niveles hormonales de LH antes de la ovulacion, responden favoreciendo la



maduracion final del foliculo que es indispensable para que se realice la ovulacion.

(Hughes, 1984; Hafez 2003 ).

En respuesta a los cambios de concentracion de FSH y LH durante el ciclo
estral, los ovarios producen estrégenos y progesterona. Los estrégenos incluyen al
estradiol, al estriol y a la estrona; siendo el primero el mas abundante e importante

en los procesos reproductivos.

En la cerda, en el dia 16 después del ciclo estral existen una gran cantidad
de foliculos de entre 1 y 6 mm de diametro en los ovarios. Posteriormente, entre
los dias 16 a 21, disminuye el nimero de foliculos, pero los que permanecen
aumentan de tamafio para llegar a medir entre 8 a 10.5 mm de diametro poco

antes de la ovulacién (Hafez 1987; MC Donald 1991 )

2.5 RECEPTORES NUCLEARES

La estructura de los receptores nucleares es modular, presentando de

cuatro a cinco diferentes regiones o estructuras con funcion especifica. (Figura 2).



Organizaciéon estructural de los receptores nucleares
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Figura 2: Organizacion  estructural de los receptores nucleares.
Arriba:  Esquema de las regiones o dominios de un receptor nuclear.
Abajo : Estructura 3D de las regiones DBD (de unién a ADN) y LBD (de unién a
ligando) de un receptor nuclear. Las estructuras del dominio N-terminal (A/B), de la
region bisagra (D) y del dominio C-terminal (F) adin no han sido determinadas, por
lo que han sido representadas con lineas punteadas de color rojo, morado y

naranja, respectivamente. (Nagy Laszlo, 2002 )

La region amino terminal permite la interaccion del ligando con los factores
de transcripcion que se encuentran en la region A/B. (Biserka et al., 2004).
Existen dos dominios de activacion de la transcripcion, en los receptores a
estrogenos. El primero se encuentra en la regién A/B y el segundo se presenta en

la region E. (Bunone et al., 1996; Pérez-Rivero, et al., 2005)

Otras funciones atribuidas a las regiones A/B son el sinergismo de

receptores y la selectividad de genes.



En la regién C, se encuentra el dominio de union del ADN (DBD) que esta
conservado estructuralmente en los receptores nucleares. EI DBD esta formado
por dos sitios de unidon de zinc que establecen enlaces covalentes coordinados
con los pares de cisteina, separados por 10 a 15 pares de aminoacidos. La
porcidn cercana al amino terminal interactia con el surco mayor helicoidal para
unirse a las secuencias especificas del DNA, mientras que la region cercana al
carboxilo se continda con la porcion globular de la proteina. (Freedman, 1992;

Nagy and Schwabe, 2004 ).

La region D constituye un componente del extremo carboxilo terminal, cuya
funcion principal es actuar como bisagra, ya que se encuentra entre el dominio de
union al DNA o DBD y el dominio de union ligando (LBD). En la region D se
encuentra un segmento de aminoacido con caracteristicas &cidas que es
reconocido por proteinas transportadoras (NIF) que le permiten interactuar con los
componentes del complejo del poro nuclear para permitir el transporte del

complejo hormona-receptor hacia el interior del nucleo (Black, 2001 ).

En la regién E se encuentra la secuencia de aminoacidos que permite la
union de la hormona o ligando al receptor en una forma estéreo-especifica.
(Bapat, 2003). Dicha secuencia se conoce como dominio LBD, que ocupa la

mayor parte del receptor.

Se han identificado dos isoformas de receptores estrogénicos: la alfa y la
beta. Estas isoformas difieren en cuanto a la eficiencia con la que inducen la

transcripcion. (Maniatis, 2002 ).



2.4 UTILIZACION DE PRODUCTOS HORMONALES EXOGENOS

Es indiscutible la importancia de las hormonas esteroides durante el periodo
reproductivo de la hembra, ya que intervienen en los cambios ciclicos que se
producen en el tracto genital durante el ciclo estral (Spencer & Bazer, 1995;
Kimmins & Mac Laren, 2001 y Robinson et al., 2001). Los estrégenos y la
progesterona se unen a sSus receptores especificos para desencadenar una
respuesta bioldgica (Cunha, 2004).

La accion de una hormona depende de la interaccion con una proteina de
union especifica. Esta puede estar situada en la membrana o en el interior de las
células que componen los tejidos donde ejercen su efecto fisiologico. (Pérez
Rivero et al., 2005). Las hormonas liposolubles tienen acceso directo al interior de
la célula, atravesando la membrana plasmatica hasta alcanzar el nacleo celular.
Los receptores estrogénicos son miembros de la superfamilia de receptores

nucleares (Figura 3) (Alberts, 2004) .
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Figura 3. Se ejemplifica como un una hormona atraviesa la membrana celular,

hasta llegar al ndcleo.

2.5.1 Gonadotropinas.

El uso de gonadotropinas exdgenas para inducir o sincronizar el estro en
cerdas de distintas estados fisiol0gicos es una practica que se inicia hace unos 30
afos en los paises europeos, con el objeto de aumentar la productividad de las
explotaciones porcinas y proveer metodos sencillos y de bajo costo sin provocar
patologias reproductivas, fundamentalmente a nivel ovarico (Schilling, 1972,
Karalus, et al., 1990. Videla Dorna y Wiust, 1998,) . Los primeros productos

incluian solo Gonadotrofina Coriénica Equina (PMSG o eCG), pero posteriormente



surgieron productos que contenian una combinacion de la mencionada hormona
mas Gonadotrofina Corionica Humana (hCG), lo que permitié reducir la dosis de

eCG utilizada, evitAndose la sobre-estimulacion ovérica.(Guthrie, 1997)

La Gonadotrofina corionica equina (eCG), es una hormona glicoproteica
secretada en las copas endometriales de las yeguas gestantes, entre los dias 40 y
120 de gestacion aproximadamente. Desde el punto de vista endocrinoldgico es
importante resaltar dos valiosas caracteristicas de la eCG que la distinguen de
otras hormonas glicoproteicas: la primera es el hecho de poseer actividad FSH
(foliculo estimulante) y LH (luteinizante) cuando es administrada en especies
distintas al equino, y la segunda es su alto contenido en carbohidratos, lo que le
confiere una vida media prolongada que favorece su uso en una sola dosis a
diferencia de la FSH cuya vida media es extremadamente corta y requiere de
aplicaciones multiples. La utilizacién de la eCG en veterinaria se justifica en
aguellas situaciones donde se requiera la terapia con gonadotrofinas exdgenas,
particularmente cuando se requiere un efecto FSH, es decir el estimulo de la

foliculogénesis en ovarios con actividad reducida o nula.

La gonadotrofina coridnica humana (hCG) posee la accion biologica de la
gonadotrofina hipofisaria luteinizante (LH) en los animales. La diferenciacion de las
células de la granulosa durante el crecimiento folicular incluye la adquisicion
(dependiente de FSH y estradiol), de receptores de LH/hCG, lo que prepara a las
células de la granulosa para responder al pico preovulatorio de LH. Los receptores
de LH/hCG se expresan en el ovario en las células de la teca, las intersticiales, las

de la granulosa madura de foliculos antrales y preovulatorios, y las luteinicas. En



el testiculo, los receptores de LH/hCG se encuentran Unicamente en las células de
Leydig. El efecto general de la LH/hCG en el ovario es inducir la ovulacion y
estimular la sintesis de progesterona. Sobre las células de la Teca la LH/hCG
estimula la sintesis de novo de androgenos, los cuales pasan a la granulosa por
difusion, donde son aromatizados convirtiendose en estrogenos, que se liberan a
circulacion. Durante la foliculogénesis, normalmente so6lo un foliculo (el foliculo
dominante) se selecciona del grupo de foliculos en crecimiento, para que siga
creciendo hacia el foliculo preovulatorio, o de Graff. La aplicacion de LH/hCG en
éste momento provoca la ruptura del foliculo preovulatorio, y la liberacion del
ovulo. Durante la fase luteinica del ciclo estral, la LH/hCG estimula la produccién
de progesterona por el cuerpo Iuteo o cuerpo amarillo. La Progesterona producida
es fundamental en la preparacion del Gtero para la implantacion del 6vulo

fecundado (Fields, 2004; Ziecik et al,. 2007) .

En el caso de productos con gonadotropinas se tienen distintos protocolos.

(Trujillo 1994; Prieto-Gémez, 2002 ):

a) Una inyeccion unica de eCG (725 Ul) es suficiente para inducir la pubertad en

cerdas (Trujillo 1998 ).

b) Una Dosis Unica de eCG (1200 Ul) administrada en cerdas después del destete

es efectiva para conseguir la presentacion del estro (karalus et al,. 1990)

¢) Una combinacién de 400 Ul de eCG y 200 Ul de hCG después del destete es

efectiva para la presentacion del estro. (Breen et al,. 2006).



d) Una dosis de 500 a 1500 Ul de hCG el dia 12 del ciclo estral, prolonga la

duracioén del cuerpo luteo (Cuello 2004 )

e) Para lograr una superovulacion, se utilizan 400 Ul de eCG y 200 Ul de hCG en
el dia 17 de después de haber presentado el celo. (Coffey et al., 1997,

Rozeboom et al., 2000)

2.5.2 Rol de la Hormona liberadora de Gonadotropin as (GNRH) en el

control del ciclo estral

El GnRH es una hormona peptidica (decapéptido) sintetizada por el hipotalamo y
gue ejerce su accién bioldgica a nivel hipofisario, estimulando la secrecion de LH y
FSH. Estas hormonas tienen dos tipos de secrecion, una ténica y una ciclica. La
primera de ellas es basal, no muestra variacion estacional dependiendo de la
especie y tiene control endocrino ejercido por las hormonas esteroides secretadas
por el ovario (estradiol y progesterona). La secrecion ciclica de LH es propia de la
hembra, y muestra una importante variacion durante el periodo preovulatorio. Esta
oleada o pico preovulatorio es el responsable de la ovulacién, y dura entre 6 y 12
horas en la mayoria de las especies domésticas. El pico preovulatorio de LH se
inicia con un importante incremento en la concentracion circulante de estrogenos,
el cual tiene un efecto positivo sobre el eje hipotalamo-hipofisario induciendo la
descarga de GnRH y como consecuencia la descarga de LH. El estrégeno actia a
dos niveles, a nivel hipotalamico, estimulando las areas preopticas Yy
supraquiasmaticas, aumentando la descarga de GnRH, y a nivel de hipdfisis,

aumentando la sensibilidad de las células gonadotrofas a la GnRH, lo que provoca



finalmente un aumento importante en la descarga de LH. Este pico de LH provoca
la elevacion rapida de esteroides gonadales (estradiol y progesterona), y de
prostaglandina en el liquido folicular, desempefiando esta ultima un rol primordial

en los mecanismos intimos de la ovulaciéon. (Esbenshade et al., 1990 ).

3. JUSTIFICACION

El oviducto cumple funciones reproductivas importantes como fertilizacion,
desarrollo, transporte y mantenimiento del embriébn en etapas tempranas de la
gestacion en la cerda. Se pretende estudiar los cambios en la poblacion de células
secretoras y no secretoras en el ampula e istmo, ocasionados por cambios en las
concentraciones de progesterona y estrégenos, secundarios a la aplicacion
exdégena de gonadotropinas coridnicas. Asi mismo los receptores de estrogenos y
progesterona que pudieran alterar el funcionamiento normal y el microambiente
de la tuba uterina.

Este trabajo permitirdA comprender mejor los mecanismos de accion de
compuestos hormonales utilizados en medicina veterinaria con fines reproductivos,
como pueden ser diversos hormonales exdégenos hCG y eCG, sobre la tuba

uterina.



I. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realiz6 en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la universidad Nacional Autbnoma de México, en el Departamento de
Morfologia y en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion
Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM,

ubicado en Jilotepec, Estado de México.

Se utilizaron 12 cerdas prepuberes F1 (Landrace X Yorkshire), de
aproximadamente 90 kg de peso que fueron alojadas en grupos de tres hembras por

corral. Se utilizé6 también un cerdo celador.

Il. DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar el efecto de diferentes dosis para superovulacion (eCG-hCG)
en los receptores de P4 y estrégenos en la tuba uterina, se utilizaron 12 hembras

prepuberes divididas aleatoriamente en 4 grupos:

Grupo testigo 1. Al dia 17 post-deteccion del estro, las hembras recibieron un
placebo por inyeccion intramuscular (IM), seguido de una segunda dosis 72 hrs
después. El placebo se les administré con la finalidad de igualar la situacién del
estrés por la inyeccion en todos los grupos y fueron sacrificadas bajo el mismo
protocolo que las hembras de los otros tres grupos.

Grupo 2. En el dia 17 post-deteccion del estro natural, las hembras de este grupo
recibieron 400 Ul de eCG y 200 Ul de hCG por via IM, que corresponde a la dosis

comercial de PG600®, seguido por 5 ml de SSF 72 hrs después.



Grupo 3. En el dia 17 post-deteccion del estro las cerdas se les administré 1000
Ul de eCG (Foligon®) y 72 hrs después se les administr6 500 Ul de hCG
Chorulon®).

Grupo 4. En el dia 17 post-deteccion del estro, las cerdas fueron tratadas con
1000 Ul de eCG (Foligon®) y 72 hrs despueés, se administraron 1000 Ul de hCG

(Chorulon®).

VARIABLES DE ESTUDIO
1. Numero de células PAS (+) y PAS (-) del epitelio de revestimiento del
Ampula e Istmo.
2. Localizaciéon inmunohistoquimica de los receptores a Estrogenos
alfa en las diferentes capas histoldgicas del Ampula e Istmo.
3. Determinar la localizacién inmunohistoquimica de los receptores a

Progesterona

lll. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un Analisis de Varianza de una sola via (ANOVA), seguida de
una prueba de comparacién mdultiple de Tukey para determinar diferencias en el
numero de células inmunopositivas al receptor a estrogenos a (ERa) y al receptor

a progesterona B (ERB). Se utilizé el Programa Prism 2.01 (Graph Pad, CA, USA).



IV. METODOLOGIA
IV.1 Manejo de las hembras

Las cerdas incluidas en este estudio se alimentaron 2 veces al dia (2.0
Kg/dia) con concentrado comercial de engorda. Las hembras fueron divididas
aleatoriamente en tres grupos, cada uno de ellos formado por 4 animales.

Las hembras fueron monitoreadas diariamente con la finalidad de detectar el
primer estro natural en presencia de un macho celador, una vez que las hembras
presentaron el primer estro se contaron 17 dias a partir de ese momento, tomando
en cuenta que el dia 1 sera el dia en el cual se detecta el estro, se aplicd
intramuscularmente (IM) la hormona eCG y 72 hrs después se aplicé la hormona
hCG (dia 20), esperando que de esta forma se presente la ovulacion a las 36 horas
post aplicacion, en este momento, por medio de la prueba de cabalgue en presencia
del macho celador, se comprob6 que las hembras efectivamente se encuentren en

estro.

IV.2 Obtencion de las Muestras

Las tubas uterinas se colectaron después del sacrificio en el dia 1 y dos
después de haber detectado el celo.

Las cerdas fueron tranquilizadas y anestesiadas con la aplicacion de 20
mg/kg de ketamina + 2 mg/kg de xilacina (tranquilizante IM) y 7 mg/kg de
tiletamina-zolacepam (anestésico IM). Cuando la cerda se encuentra en plano
quirargico el cual se confirmd por la ausencia del reflejo nasal, palpebral y

podal, se realizara una incision sobre la linea alba debajo de la cicatriz umbilical



y se obtuvo el aparato reproductor completo (ovarios, oviductos y Gtero). Las
cerdas fueron sacrificadas por sobredosis de anestésico, utilizando una dosis de

20 mg/kg de tiletamina-zolacepam.

IV.3 PROCESAMIENTO DE TEJIDOS
Una vez obtenido el aparato reproductor de las hembras, estas fueron fijadas en
Paraformaldehido al 4%, durante 24 hrs, y se traslado al Laboratorio del

Departamento de Morfologia de la FMVZ-UNAM. (Figura 4)

METODOLOGIA
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. SACRIFICIO '

RECOLECCION DE MUESTRAS === F|JACION
TINCION ¢=ssssssssm PROCESAMIENTO HISTOLOGICO
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CUANTIFICACION CELULAR ? RP Y RE

EVALUACION MICROSCOPICA (HSCORE)

FIGURA 4. Cronograma donde se menciona el tratamiento, obtencion de muestras

y la metodologia de trabajo en el laboratorio.



IV.4 TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica hoy en dia se usa de manera extensa y ha
contribuido en forma significativa a importantes descubrimientos, tanto en biologia
celular y molecular, como en procedimientos de diagnostico. Permite demostrar,
caracterizar y cuantificar in situ las moléculas presentes en los tejidos mediante
reacciones antigeno-anticuerpo que identifica a una molécula de interés al formar
productos insolubles coloreados que pueden ser visualizados al microscopio
fotonico (Gonzalez-Moran, 2008 ).

Las muestras se procesaron por el método de inclusion en parafina y se
obtuvieron cortes seriados de cada oOrgano con un grosor de 4-5 pum,
posteriormente se montaron en laminillas cubiertas previamente con poly-L-lisina
(Sigma). Se desparafinaron y rehidrataron a través de concentraciones
decrecientes de alcohol a agua destilada, se transfirieron a una solucion
amortiguada de citrato de sodio (pH 6.0) y se calentaron en un recipiente tapado 5
min. En una olla de presion, dejando enfriarlas por 5 min a temperatura ambiente.
Después de este procedimiento, las laminillas se lavaron con agua destilada 5 min
y posteriormente con PBS (pH 7.4) y se incubaron sucesivamente en peroxido de
hidrégeno al 3% en PBS por 10 min a temperatura ambiente. Para inactivar los
sitios inespecificos se les colocaron gotas de solucion blogueadora (BSA) en PB
por 10 min.; después para su permeabilizacion se hicieron tres lavados con una
solucién PBS-Triton X-100 al 0.05% en PB, una vez realizado ésto se aplico una
solucion bloqueadora del kit Zymed®, esto por 10 min, finalmente se hicieron

nuevamente 3 lavados con solucion de PBS-Tritén X-100. Para la deteccion del



receptor se aplico el anticuerpo primario monoclonal desarrollado en ratén contra
el REa Ab-11 (Clona 1D5) LabVision IgG1l y RP Ab-8 (Clona hPRa2+hPRa),
diluido 1:50 preparado en PBS conteniendo 0.3% de Triton X-100, para ello las
muestras fueron colocadas en una camara humeda por 24 horas a 4°C. Después
los cortes se atemperaron a temperatura ambiente realizando posteriormente tres
lavados con PBS, se hace un bloqueo con peroxido de hidrogeno (H202) por 10
min, se realizé nuevamente los 3 lavados con PBS, se aplica una reaccion
antigénica del kit Zymed®, se realiza nuevamente los 3 lavados con PBS e
inmediatamente se incuba con el apropiado anticuerpo secundario biotinilado por
10 minutos a temperatura ambiente, se realiza nuevamente tres lavados con PBS
y se aplico el reactivo “C” (enzima conjugada)(HPR-estreptoavidina) del kit
Zymed® durante 10 min. Las secciones se lavaron dos veces con PBS. La
actividad de la peroxidasa se evidencié mediante una solucion cromégena de 3,3'-
diaminobencidina en presencia de peréxido de hidrogeno por 3-5 minutos.
Después del lavado las secciones se contratifieron con Hematoxilina de Mayer, se
deshidrataron y montaron con medio de montaje (Permount). Se utilizaron cortes
como testigo en los cuales el primer anticuerpo se sustituyd por suero normal de

bovino (BSA) (Garcia, 1993; Carel, 1994; Goulding et al,. 1995)

La inmunotincién se visualizé en un microscopio Carl Zeiss adaptado con
una camara digital (Leica DMLS). El nimero de nucleos inmunopositivos en el
epitelio y en el estroma se determind utilizando una reticula micrométrica (Carl
Zeiss) con el objetivo de 40X, teniendo un aumento total de 400X. La intensidad

de la inmunodeteccion se cuantifico y clasifico por grados de intensidad; la



totalidad de las células presentes en el epitelio y estroma se realizé en un total de
12 campos microscépicos, lo que representd un area total de 1mm?. Se analizaron
todos los nucleos de cada seccion. Se determind la intensidad de la marca de los
ndcleos se asignaron los siguientes valores: 0, ausente; 1, ligera; 2, moderada y 3,
intensa. Se calculd el puntaje histolégico (HSCORE) de la siguiente manera:
HSCORE =2 P; (i + 1), donde i =1, 2 0 3, P; corresponde al porcentaje de cada

intensidad, determinado en el rango de 0 a 100%( Lessey, 1988 ).

IV.5 TECNICA DE ACIDO PERYODICO DE Schiff (PAS)

Las muestras se procesaron por el método de inclusién en parafina y se
obtuvieron cortes seriados de cada o6rgano con un grosor de 4-5 pum,
posteriormente se montaron en laminillas. Se desparafinaron y rehidrataron a
través de concentraciones decrecientes de alcohol hasta agua destilada.
Posteriormente se colocaron en un vaso de Coplin con acido Peryodico, durante
15 minutos, se realizaron lavados con agua destilada, posteriormente con el
reactivo de Schiff se tifleron las secciones durante 30 min. Se realizo
posteriormente, un lavado con agua caliente esto con el fin de que el reactivo vire
de color, después del lavado las secciones se contratifieron con Hematoxilina de
Mayer, se deshidrataron y se les coloco el cubreobjetos utilizando como medio de

montaje (Permount ®).



|. RESULTADOS
|.1 RESULTADOS DE CELULAS PAS POSITIVAS Y NEGATIVAS

La observacién microscopica de los cortes histolégicos tefiidos con PAS y
HE, mostro el epitelio de revestimiento y la lamina propia del endosalpinx con una
morfologia normal, es decir, no se observaron células anormales, ni alteraciones
patoldgicas en las dos regiones estudiadas, las células PAS (+) correspondieron a
células secretoras que conservaban sus granulos citoplasmaticos, sin embargo,
es probable que existieran células cuyo contenido haya sido vertido hacia el
exterior, en este caso estas células fueron cuantificadas como PAS (-); las células
ciliadas correspondieron en su mayoria a células PAS(-) que se caracterizaron por
no presentar granulos citoplasmaticos . Se ha descrito en la cerda la existencia de
células mixtas con caracteristicas ultraestructurales intermedias entre secretoras y
ciliadas, sin embargo estas células no pudieron ser identificadas mediante las
tinciones empleadas ya que se requiere ser observadas con el microscopio
electrénico de transicion (Steffl, 2004)

En el ampula del dia 1 se observd una disminucion significativa de las
células PAS (+) con los diferentes tratamientos en relacion al grupo testigo, esta
disminucién fue mas acentuada en los animales tratados con Gpo3 (1000/500 Ul
de eCG y hCG respectivamente) y Grupo 4 (1000/1000 Ul) (Figura 5 A). En
contraste, en este mismo dia, en los animales del grupo 4 (1000/1000 UI)
mostraron un incremento significativo de las células PAS (-) en relacién con el
grupo control y grupo 2 (P<0.05) (Figura 5 A). Los demas tratamientos no
mostraron diferencias con el testigo.

Cuando se cuantificaron las células PAS (+) del ampula en el dia 1, no se

observaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (P>0.05).



En cuanto al nimero de células PAS (-) del ampula, se observo un
incremento significativo en el nimero de células en relacion a los diferentes
tratamientos en relacion con el grupo control, este incremento fue mas notable en
el grupo de animales del GPU 3 (1000/500 Ul), seguidos por el Grupo 4
(1000/1000U1) y el Gpo 2 (PG600: 400 y 200 Ul de eCG y hCG respectivamente)
(Figura 5 B).

Cuando se compar6 el numero de células PAS (+) del ampula en el dia 2y
1, se observo que disminuyen de manera significativa en los animales testigo
Grupo 1 (SSF) y Grupo 2 (PG600) (Figura 5 Ay B).

En el istmo, en el dia 1, se observdé una disminucion significativa de las
células PAS (+) en el grupo de animales del grupo 3 (1000/500 Ul) en los otros
dos tratamientos mostraron una menor cantidad de células que el grupo testigo
pero no mostraron diferencias significativas con este ultimo (P>0.05) (Figura 5 C).

El nimero de células PAS (-) en el istmo del dia 1, fue similar en los
animales testigo y el grupo 3 (1000/500 Ul), mientras que los animales del grupo 2
(PG 600) mostraron un nuamero significativamente menor, y en los animales
tratados del grupo 4 (1000/1000UI) fue significativamente mayor en relacion con
los dos primeros tratamientos. (Figura 5 C)

En el istmo del dia 2, no se observaron diferencias significativas (P>0.05)
en el namero de células PAS (+) entre los diferentes tratamientos y el grupo
testigo, sin embargo el grupo de animales del grupo 4 (1000/1000Ul) mostré un
mayor numero de células que los del grupo 2 (PG600) y grupo 3 (1000/500UlI).
En cuanto a las células PAS (-) en este mismo dia, se observdO una menor

cantidad en el grupo de animales del Grupo 3 (1000/500) en relacién con el gpo 2



(PG600), con respecto a los demas tratamientos no se presentd ninguna
diferencia (Figura 5 D).

En la region del ampula al comparar el dia 2 con el dia 1 se observé que
los diferentes tratamientos provocan un incremento en la poblacion de células
PAS (-), en relacién con el testigo. Cuando se compararon las células PAS (+)
entre el dia 2 y 1, se observd que en los animales del grupo 3 (1000/500Ul) se
incrementa ligeramente y con el resto de los tratamientos el numero de células
PAS (+) se mantuvo constante, por lo que no se observaron diferencias
significativas entre ellas (P>0.05) (figura 5 Ay B).

En la region del istmo el nimero de células PAS (-) se incrementé de
manera significativa (P< 0.05) en los animales testigo y del grupo 2 (PG600) entre
el dia 2 y 1, mientras que el numero de estas células de los grupos restantes

permanecio constante (Figura 5 C y D).
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FIGURA 5 C. Numero de células PAS+ y PAS- observadas en el itsmo en el dia 1
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FIGURA 5 B. Numero de células PAS+ y - observadas en el ampula en el dia 2
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FIGURA 5 D. Numero de células PAS+ y PAS- observadas en el itsmo en el dia 2
Figura 5. Distribucion de las células PAS (+) y (-) en el epitelio (barras de color) y
lamina propia (barras con lineas diagonales) del ampula (A,B) e istmo (C,D) de
las Tubas Uterinas de la cerda. S: animales del grupo testigo (gpo 1) a los que se
les aplicé solucion salina, P: animales (PG600), MQ: animales del grupo 3 (1000
Ul de eCG y 500 Ul de hCG), MM: animales del grupo 4 (1000 Ul de eCG y 1000
Ul de hCG). Las literales distintas indican las diferencias estadisticas entre los

tratamientos.



Figura 6. Micrografias de un corte histolégico de ampula (a, b y c) e istmo (d, e y

f), donde se muestra la localizacion de las células PAS (+) secretoras (flechas en

color rojo) y PAS (-) células ciliadas (flecha en color negro).



.2 RESULTADOS DE LA INMUNOHISTOQUIMICA

Se observaron células inmunopositivas para el RE a y RP tanto en el
epitelio como en la lamina propia de las dos regiones estudiadas (ampula e
istmo), la marca se observé de manera exclusiva en el nucleo. No se observo
marca inmunopositiva en los controles negativos en los que los anticuerpos

monoclonales fueron sustituidos por PBS (Figura 8).

RECEPTOR A ESTROGENOS a (REa)

Se observaron variaciones en la expresion de los RE a tanto en las células
epiteliales como en las células de la lamina propia en las dos regiones analizadas
y con los diferentes tratamientos utilizados.

Se observé marca inmuno positiva para el receptor a estrogeno exclusivamente
en el ndcleo de las células como se ha informado previamente (Steffl et al,.
2004).

Se observaron que las células epiteliales inmuno positivas correspondieron
de manera preferencial a las células secretoras, de tal manera que el RE a no se
expreso en las células ciliadas de la cerda.

En el epitelio de la TU del ampula del dia 1 postratamiento, se observo un
incremento en la expresién de los REa (HSCORE) en todos lo tratamientos en
comparacion con el grupo control. La mayor expresion se observo en el grupo 3
(1000/500 UI), seguido por el grupo 2 (PG600®) y el 4 (1000/1000UI) que tuvieron

expresiones similares.



En la lamina propia se observé un incremento en el HSCORE del RE a del
grupo de animales del grupo 3 (1000/500) en relacién con el testigo; los demas
grupos no mostraron diferencias en la expresion de este receptor (Figura 7 A).

Al comparar la expresion del REa en las células epiteliales y la lamina
propia del ampula del dia 1 se observo que fue similar en cada uno de los
tratamientos (Figura 7 A).

En el tejido epitelial del ampula de los animales del dia 2 pos tratamiento se
observd una disminucion del HSCORE del receptor a estrégeno (p<0.05) en el
grupo 4 (1000/1000 Ul) en comparacion con los demas grupos. En la lamina
propia se observo una disminucion del HSCORE en el grupo 3 (1000/500 Ul) en
este mismo dia en relacién con el testigo, no se observaron diferencias entre los
grupos restantes (figura 7 C).

En el ampula de los animales del dia 2, se observé en todos los casos que
la expresion del REa fue mayor en el tejido epitelial en relacion con la lamina
propia (Figura7 Ay C)

En el epitelio del istmo de los animales del dia 1 pos tratamiento, se
observo una disminucion significativa del HSCORE para el RE a (P<0.05) en el
grupo 4 (1000/1000 UI) en relacion con los demas grupos. En la ldmina propia no
se observaron diferencias en la expresion del REa entre los diversos grupos y el
testigo; del mismo modo no se observaron diferencias cuando se comparé el
HSCORE para el RE a entre el tejido epitelial y la lamina propia de cada uno de

los distintos grupos. (Figura 7 B)



En el epitelio del istmo del dia 2 (24-48 hrs pos-tratamiento) se observé una
disminucion significativa del HSCORE para el REa de los animales del grupo 4
(1000/1000 Ul) en relacién con el testigo y el grupo 3 (1000/500 Ul) (Figura 7 D).
En las células de la ldmina propia del Istmo del dia 2 se observo una disminucion
en la expresion del REa en los animales del grupo 4 (1000/1000 Ul) en relacion
Uunicamente con el de grupo 2 (PG600) (Figura 7 D)

En relacién con la expresion con el REa entre las células epiteliales y las células
de la lamina propia del istmo del dia 2, se observd mayor expresion en las células
epiteliales en todos los grupos excepto en el grupo 2 (PG600), en el que fue

similar (Figura 7 D).

RECEPTOR A PROGESTERONA (RP):

Los RP se observaron exclusivamente en el nucleo de las células del
ampula como del istmo. A diferencia de lo que ocurrié con los REaq, los RP se
observaron tanto en las células epiteliales ciliadas como en las secretoras.

Se observé mayor expresion de los RP en epitelio en relacion con las células de
la lamina propia en el ampula del dia 1, excepto con el grupo 3 (1000/500 Ul) en
donde la expresion fue similar (figura 9 A). No se observaron diferencias en la
expresion de los RP de las células epiteliales del ampula del grupo testigo y los
demas grupos en el dia 1 (Figura 9 A). En las células de la lamina propia, la
expresion del los RP del grupo testigo fue similar al de los animales del grupo 3
(2000/500 Ul) y grupo 4 (1000/2000 Ul), mientras que en el grupo 2 (PG 600) se

observé la menor expresion del RP (Figura 9 A).



En el istmo del dia 1 no se observaron diferencias en la expresion de los
RP ni entre las células epiteliales ni entre las células de la lamina propia (Figura 9
B).

En el ampula e istmo del dia 2 no se observaron diferencias en la expresion
de los RP de las células epiteliales del grupo testigo y los demas grupos, ni
tampoco se observaron diferencias entre las células de la lamina propia cuando
se compararon entre si (Figura 9 C y D). Al comparar el HSCORE para el RP de
las células epiteliales en relacion con las del tejido conjuntivo (lamina propia), se
observé que en dmpula existi6 mayor expresion en las células epiteliales del
grupo 2 (PG600) y grupo 4 (1000/1000 Ul) en relacion con las células del
conjuntivo (Figura 9. C), mientras que en el istmo las células epiteliales del grupo

testigo fue mayor que las de la lamina propia (Figura 9 D).
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|. DISCUSION

El presente estudio demuestra que la variacion en los tratamientos con

eCG y hCG exdgenos provoca modificaciones en la poblacion de células PAS
(+) y PAS (-) del ampula e istmo del oviducto de la cerda en los dias 1 y 2 PT.
Estas modificaciones pueden ser originadas ya sea de manera indirecta a
través de las concentraciones plasmaticas de E2 y P4, o bien de manera
directa a través de receptores a hCG /LH y FSH que han sido descritos
previamente en la cerda (Gawronska et al 1999).
Las células ciliadas del epitelio de oviducto corresponden en su mayoria a las
células PAS (-), estas células cumplen importantes funciones en mecanismos
de transporte de ovocitos, embriones y posiblemente en la regulacion de la
progresion de espermatozoides (Odor, Blandau, 1973, Hunter, et al., 1991)

En los primates y en los carnivoros los procesos de ciliogénesis son
dependientes de estrégenos. Hay estudios que demuestran que existen
modificaciones de las células secretoras y cambios morfométricos y ultra-
estructurales en las células ciliadas de las diferentes regiones anatomicas de la
tuba uterina de la cerda de la raza chinese Meishan (Abe y Hoshi, 2007,
2008). Estas modificaciones estan asociadas con fluctuaciones en las
concentraciones plasmaticas de las hormonas esteroides de origen ovéarico E2
y P4 (Odor et al., 1980; Rumeri et al., 1998).

Los diferentes tratamientos utilizados, provocan una disminucion en la
cantidad de células PAS (+) del ampula durante el dia 1 (0-24 hrs) PT en
relacion con los animales testigo (Figura 5 A). En este mismo dia, también se

observo una disminucién significativa de células PAS (+) en el istmo de los



animales del grupo (1000/500 Ul) en relacion con el testigo (Figura 5 C); en
estos grupos disminuy6 la cantidad de células PAS (+) tanto en el ampula
como en el istmo, en el dia 1 Post tratamiento. Las células PAS (+)
corresponden a ceélulas secretoras por lo que puede suponerse que Su
disminucién influya en la actividad secretora (Abe 1996) de la TU en este dia,
la posible disminucion de la actividad secretora se desconoce; sin embargo se
sabe que en las fases foliculares del ciclo estral aumenta la densidad de las
células ciliadas y en las fases leuteinicas las células ciliadas disminuyen
(Jiwakanon et al., 2005).

Se sabe que la actividad secretora del oviducto tiene lugar durante las
etapas del ciclo estral en donde predomina los E2 (Araki et al 1998). Existen
evidencias que indican que la tuba uterina de la cerda (Buhi 1985, Buhi et al
1989) es capaz de sintetizar de novo y liberar diversas glucoproteinas
producidas durante la fase folicular es decir por la influencia de E2 endbgenos
0 bien en animales ovariectomizados tratados con E2 (Buhi et al 1990). Esta
secrecion de glucoproteinas, como la oviductina se ha involucrado en eventos
como la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (Hunter 1994; Buhi
et al 1996)

Un posible indicador de la actividad secretora de la TU podria
monitorearse a través de estas proteinas, tomado en cuenta que la secrecién
es diferente en el ampula y en el istmo (Buhi et al.,, 1996). En el caso
particular de la cerda, las glicoproteinas se asocian con la zona pelucida
después de su paso a través de la tuba uterina (Brown and Cheng, 1986;

Hedrick et al 1987 ). Se ha propuesto que en la zona pelucida pueden cumplir



la funcion de inhibir la actividad de proteasas (Broeman et al 1989 ). Resulta
interesante que en el dia 1 tanto del ampula como del istmo la cantidad e
células PAS (+) se asemejan en todos los tratamientos empleados. Esta
observacion es interesante debido a que el ampula e istmo cumplen funciones
reproductivas distintas; la primera se encarga del transporte del 6vulo y la
segunda actia como un reservorio de espermatozoides. Las secreciones
glucoproteicas en la porciéon caudal del istmo y en la union Istmo-ampular
pueden ayudar y generar un reservorio funcional de espermatozoides, ya que
estas secreciones son viscosas (Hunter 2002), debido a la aparente
disminuciéon de la actividad secretora que observamos en el istmo, es
razonable suponer que pueda alterarse la funcion del reservorio funcional de
espermatozoides.

La homogeneidad observada en las células PAS (+) en el dia 2 se debe
a que disminuye el nimero de estas células en el grupo control y PG600
mientras que el numero de células en los otros dos tratamientos permanece
sin modificarse (Figura 5 A-D).

Al inicio del estro hasta que el ovulo llegue a la region istmo-ampular,
sitio donde se presenta la fecundacién, tarda aproximadamente en llegar 45
min (Hunnter 1974 ), y los huevos permanecen en este sitio entre 60 a 75 hrs
después del inicio del estro (Haffez 2003)

En el dia 1 se observdé mayor numero de células PAS (-) (en su mayoria
ciliadas) en los animales del grupo 4 (1000/1000 Ul) en comparacién con el
testigo y el grupo 2 (PG600) en el ampula; y entre el grupo 4 (1000/1000 UI)

con los demas tratamientos del istmo (Figura 5A).



El movimiento ciliar es muy importante para la captacién del ovulo por la
fimbria pero una vez que esto ha sucedido, la contraccion muscular es el factor
mas importante para su transporte para la mayor parte de las especies
(Haffez., 2002). Sin embargo también se sabe que la disminucién en las
células ciliadas o bien su incremento influyen de manera secundaria, en la
velocidad del transporte de los 6évulos acelerando o haciendo mas lento el
transporte, respectivamente; con base en nuestros resultados, podemos
suponer que los tratamientos que provocaron un incremento en las células PAS
(-) puedan presentar un incremento en la velocidad del transporte de los 6vulos
modificando la eficiencia reproductiva, ya que si este aumento de PAS (-)
nuestros 6vulos estarian mas pronto en la region istmo-ampular y podria no
darse la fertilizacion.

Mientras que en el ampula de los animales testigo disminuye
drasticamente el numero de células epiteliales PAS (-) entre el dia 2 y 1 (Figura
5 Ay B), en los animales que tuvieron tratamientos con mayores dosis de eCG
y menor dosis de hCG presentaron un mayor numero de células PAS (-) con
respecto al testigo (Figuras 5 A y B). Este predominio puede posiblemente
incrementar la velocidad del transporte de los Gvulos, como ya se ha descrito.
Por lo cual el ovulo no se retardaria en la region istmo-ampular y no se llevaria
la fertilizacion en este sitio.

En el istmo el nimero de células PAS (-) del dia 2, presentaron menos
variaciones que en el ampula, sin embargo, en el testigo y el grupo 2 (PG600®)
existid un incremento en el nimero de estas células permaneciendo similar en

los otros dos tratamientos (Figura 5 D). En general la velocidad de transporte



en el istmo es menor en comparacion con la del ampula por lo que la mayor
permanencia de los Ovulos esta relacionada con el contacto que debe existir
con las secreciones de la tuba uterina (Haffez, 2002).

Las diversas combinaciones de eCG y hCG aplicadas exdgenamente
provocaron un incremento en las células PAS (+) y PAS (-) del ampula; a
diferencia de los animales testigo en donde las variaciones endogenas de FSH
y LH provocaron una disminucion de las células PAS (+), y no tuvieron efecto
sobre el nimero de células PAS (-). En trabajos previos (Steffl et al., 2004 ), se
ha observado que la proliferacion celular, mediada a través de la identificacion
de la proteina Ki-67 (un marcador de proliferacion celular), esta proteina se
encuentra en esta etapa de replicacion celular, cuando le célula estd en
mitosis, se correlaciona con células no ciliadas, es decir células secretoras; sin
embargo aparentemente en el ampula y en el istmo de los animales tratados el
incremento fue de ambos tipos celulares, lo que puede considerarse un efecto
estrogenico debido a que la ciliogénesis y el incremento de la actividad
secretora del oviducto se ha observado en condiciones en la que aumenta las
concentraciones plasmaticas de E2.

En el istmo los efectos que provocan el incremento de FSH y LH inducen
un ligero incremento de las células epiteliales (PAS — y PAS+), mientras que
los tratamientos superovulatorios exégenos del grupo 2 (PG600®), provocan un
incremento en el numero de células PAS (-) y un incremento de células PAS (+)

en los animales del grupo 4 (1000/1000 Ul).



El hecho de haber observado menores modificaciones en el istmo indica
que los tratamientos exdgenos de eCG y hCG tuvieran menor efecto que con
respecto al ampula.

En el istmo cuando se compar6 el dia 2 con el 1 en los animales del grupo 2
(PG600®) se observé un incremento de células PAS (-), que resultd
significativo con respecto al grupo 3 (1000/500 Ul) (Figura 5 C).

En el &mpula y el istmo de los animales control (aquellos que tuvieron un
incremento pre-ovulatorio de FSH y LH enddgena) los RE a tanto del epitelio
como los de la lamina propia se incrementan entre el dia 2 y 1. (Figura 7).

Estos datos concuerdan con el hecho de que en estas etapas del ciclo estral
las concentraciones plasmaéticas de E2 se mantienen elevadas y las
concentraciones de progesterona bajas (Stanchev et al, 1985; Rodriguez-
Martinez, et al. 1988 ).

Se ha demostrado que los E2 provocan regulacion a la alza de los RE en
diversas especies rata, oveja (Zou and Ing, 1998 ) y coneja (Brenner 1975).
Las células inmunopositivas para el REa se observé de manera predominante

en las células secretoras (PAS+).

Estos resultados concuerdan con estudios inmuno histoquimicos previos
en cerdas (Steffl et al,. 2004), primates y ratas (Brenner et al., 1990, Okada et
al., 2003). En contraste con estas observaciones Comer y col. (1998)
demuestra que los receptores a estrogenos pueden también observarse en el
nacleo de las células ciliadas de las trompas de Falopio de la mujer; las

razones de estas discrepancias no estadn bien establecidas, sin embargo, ha



sido demostrado que las células ciliadas del oviducto del humano difieren en
diversas caracteristicas de otras especies (Nilsson and Reinius, 1969 ),
igualmente el uso de diferentes marcadores para el proceso de diferenciacion

celular de las células ciliadas puede explicar los resultados diferentes.

En el ampula de los animales testigo y del grupo 2 (PG600®) se observo
un incremento en la expresion de los RE a en las células epiteliales, en el dia 2
en relacion con el dia 1, mientras que en los demds tratamientos la expresion
fue similar (Figura 7 A y B). En las células de la lamina propia del ampula se
observo también un incremento de la expresion de los REa en los animales
testigo y una disminucion en los animales del grupo 3 (1000/500 Ul), los demas
grupos no mostraron variaciones significativas (Figura 7 A y B). El incremento
en la expresion de los RE o concuerdan con diversas observaciones en las que
existe una regulacion a la alza del RE a cuando los niveles de E2 son también
elevados (Peralta et al., 2005). Por lo que se sugiere que el incremento
observado en la expresion de los REa corresponde a un efecto estrogénico.

El efecto estrogénico puede traducirse en el incremento de células PAS
(-) que se observé en el ampula con los diferentes tratamientos entre el dia 2 y
1 en relacién con el testigo (Figura 7). La mayor parte de las células PAS (-)
corresponden a las células ciliadas por lo que se sabe en varias especies que
el proceso de ciliogénesis es favorecida por los estrogenos (Steffl et al,. 2004).

En el &mpula del dia 1 PT se observd menor cantidad de células PAS (+)
en los animales con los 3 diferentes tratamientos superovulatorios, mientras

que la expresiéon (HSCORE) del RE a que ocurrié de manera preferencial (mas



no exclusivo) en células PAS (+), las razones de esta aparente contradiccion se
desconoce, sin embargo puede plantearse distintas razones, para esta
contradiccion el HSCORE no es una medida directa de células PAS (+), si no
qgue es un estimado de la expresion global de los REa considerando no solo el
porcentaje de células inmunopositivas, sino también la intensidad de la marca;
por lo que aunque la cantidad de células inmunoposotivas fuera menor la
intensidad de la marca pudiera ser maxima incrementando los valores del
HSCORE; otra posibilidad es que como ha sido informado (Araki, et al. 1998)
un efecto estrogénico en las TU es el incremento de la actividad secretora, los
cual pudiera provocar que un namero de células inmunopositivas para el REaq,
es decir células secretoras, hubieran vertido su material secretor al exterior de
la celulas y los granulos citoplasmaticos PAS (+) se hubieran agotado, por lo
que estas células a pesar de seguir siendo secretoras no pudieran cuantificarse
como ceélulas PAS (+) sino como PAS(-). Otra posibilidad es que células PAS
(+) pudieran diferenciarse a PAS (-) reflejando también un efecto estrogénico
como ha sido previamente postulado en la cerda (Steffl et al 2004)

En el istmo se observo un incremento de células PAS (-) en el grupo
control y PG600, que coinciden con la mayor expresion de los REa en estos
mismos grupos, lo cual, pueden considerarse también como un posible efecto
estrogénico en el istmo (Figura 7). Por lo que pueda darse un efecto de
diferenciacion similar al del ampula (Steffl M 2004 ).

El RP se observo en el nacleo tanto de las células secretoras como las ciliadas,
en los diferentes tratamientos empleados.

Los resultados de la Inmunohistoquimica para el RP se resumen en la Figura 9



De manera contraria al REa, la expresion de los RP en el epitelio y lamina
propia del &mpula (Figura 9 Ay B) de los animales control (tratados con SSF)
disminuye entre el dia 2 y 1, esto correlaciona con la disminucion del RP
observada por Stanchev y col. (1985) en animales después del estro; sin
embargo, observamos que en el istmo, de estos animales la expresion del RP
se incremento en el epitelio y lamina propia cuando se comparé el dia 2 con el
dia 1 (Figura 9 C y D). Estos datos concuerdan con resultados previos en el
Gtero de ovinos y caprinos, en los que concentraciones plasmaticas elevadas
de estradiol incrementan la expresion de los RP en el utero, en la region del
epitelio y en la lamina propia (Spencer y Bazer, 1995; Ing, 1999 ). Esta accién
reguladora positiva de los E2 sobre RP ha sido observado en muchos otros
tejidos, lineas celulares, excepto en el ovario en donde la regulacién de estos
receptores es independiente de los esteroides (Miekle et al. 2000 ).

En las células epiteliales del ampula en el dia 1 para el RP no se
observaron diferencias significativas en el HSCORE entre los diferentes grupos
de animales tratados; en las células de la lamina propia hubo una disminucién
del HSCORE en el grupo 2 (PG600®) en relacion con todos los demas grupos,
de manera similar en los animales del grupo 4 (1000/1000 UI) también se
observo una disminucidon menos marcada del HSCORE, en relacion con los
demas grupos.

Cuando se compard la expresion de los receptores de las células
epiteliales en relacion con las de la lamina propia para cada tratamiento se

observd que la expresion de los RP en las células epiteliales fue mayor que la



de las células de la lamina propia de los distintos tratamientos, excepto en los
animales del grupo 3 (1000/500 UI) en las que fue similar (Figura 9 A),

En el &mpula de los animales del dia 2 PT no se observaron diferencias
significativas en el HSCORE de los RP tanto de las células epiteliales como los
de la lamina propia para los diferentes tratamientos. En los animales testigo y el
grupo 2 (PG600®) y 4 (1000/1000 Ul) se observé mayor expresion del RP en
las células epiteliales en relacion con las células de la lamina propia. Esta
mayor expresion de los RP en las células epiteliales con respecto a los de la
lamina propia del ampula puede sugerir que existen bajas concentraciones
plasmaticas de P4 en el dia 1y 2 (Coffey et al., 1997).

En las células epiteliales y las células de la lamina propia del istmo de
los animales del dia 1 y 2 PT no se observaron diferencias significativas en el
HSCORE del RP en los diferentes grupos, de igual forma no hubo diferencias
cuando se compar6 la expresion del epitelio y la lamina propia de todos los
grupos estudiados. Esto implica que los diferentes tratamientos tuvieron poco
efecto en la expresion de los RP en el dia 1 o en el dia 2; sin embargo cuando
se comparo6 la expresion de los RP entre las células epiteliales y las de la
lamina propia, para cada uno de los tratamientos, se observd una expresion
similar en todos los grupos excepto en el grupo control, en que hubo mayor
expresion en las células epiteliales (Figura 10 C y D). Esto indica que las
diferentes dosis exdgenas de eCG y hCG utilizadas disminuyen la mayor
expresion de los RP en las células epiteliales produciendo una expresion
similar al de las células de la lamina propia. Aunque se desconocen los efectos

de estas modificaciones. En trabajos previos (Peralta et al,. 2005) demostraron



que en la cerda una menor expresion de los RP del endosalpinx del istmo y de
la ldmina propia del ampula, durante las etapas estrogénicas del ciclo estral
(inmediatamente antes o después de la ovulacion), no se deben a una menor
expresion del RNA mensajero del RP, ya que la expresion relativa de esta
molécula fue siempre elevada y constante, sino a un control post-
transcripcional diferencial; aunque se desconocen los mecanismos que regulan
el control post-transcripcional, los resultados en nuestro estudio sugieren que
tanto en los animales del grupo testigo como en los demas, estos mecanismos
no se presenta o son inhibidos, lo que posiblemente origind que el RP se
observara en niveles elevados en endosalpinx tanto en el istmo como del

ampula (Peralta et al., 2005).
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FIGURA 7 C. H SCORE de los REa observadas en el istmo en el dia 1
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FIGURA 7 D. H SCORE de los REa observadas en el istmo en el dia 2

Figura 7. Distribucion de los REa en el epitelio (barras de color) y lamina
propia (barras con lineas diagonales) del ampula (A,B) e istmo (C,D) de las TU
de la cerda. S: animales tratados con solucion salina, P: animales tratados con
PG600, MQ: animales tratados con mil Ul de eCG y quinientas Ul de hCG, MM:
animales tratados con mil Ul de eCG y mil Ul de hCG. Las literales distintas

indican las diferencias estadisticas entre los tratamientos.



Figura 8. Micrografia de un corte histologico en donde se muestra la
localizacion inmunohistoquimica del RP y RE, en un corte de tuba uterina
donde presenta inmunoreactividad positiva y el control negativo en el epitelio y
lamina propia. Utero: a) inmunoreactividad positiva al RE, b) control negativo;
Ampula: ¢) inmunoreactividad positiva al RP y d) control negativo; Istmo: e)

inmunoreactividad al RE y f) control negativo. 40x.
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FIGURA 9. Distribucion de los RP en el epitelio (barras de color) y lamina propia
(barras con lineas diagonales) del ampula (A,B) e istmo (C,D) de las TU de la
cerda. S: animales tratados con solucion salina (gpo 1), P: animales del grupo 2
(PG600®), MQ: animales del grupo 3 tratados con 1000 Ul de eCG y 500 Ul de
hCG, MM: animales del grupo 4, tratados con 1000 Ul de eCG y 1000 Ul de hCG.

Las literales distintas indican las diferencias estadisticas entre los tratamientos.



I. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir lo
siguiente:
1. Los diferentes tratamientos superovulatorios utilizados de eCG y hCG
provocaron cambios regionales en el numero de células PAS (+) y PAS (-) en
relacion con los animales testigo
2. En los animales testigo se observé una disminucion en las células PAS (+) y (-)
del ampula, mientras que en el istmo permanecieron constantes.
3. Los diferentes tratamientos superovulatorios provocaron en el dmpula una
disminucion en las células PAS (+) en el dia 1 y un incremento de la células PAS (-
) en el dia 2.
4. En el istmo del dia 1 las dosis bajas de eCG y hCG provocaron una disminucién
de las células PAS (-) y dosis iguales o elevadas de estas hormonas provocaron
un incremento de estas mismas células.
5. En el Istmo del dia 2 se observdé que en el grupo 2 (PG600®) provocd un
incremento de las células PAS (-), mientras que en los animales del grupo 4
(1000/1000 UI) se provocod un incremento de las células PAS (+).
6. En el &mpula y en el istmo se observd una mayor expresion en los REa de las
células epiteliales tanto en el grupo testigo como en los diferentes tratamientos
superovulatorios entre el dia 1y 2.
7. Las dosis exdgenas de eCG y hCG evaluadas tuvieron un mayor efecto sobre
la expresion de los REa en relacion con los RP y tuvieron mayor incidencia en el

ampula que en el istmo.



RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio proporcionan informacion
basica sobre los cambios en el nimero de células PAS (+) Y PAS (-) y en la
expresion de los RE y RP en las distintas regiones anatomicas de las TU de la
cerda con diversos tratamientos superovulatorios, sin embargo queda sin ser
esclarecido el mecanismo de accion de estos compuestos, asi como sus efectos
indirectos y directos sobre la TU.

Para lo cual se sugiere realizar estudios morfologicos mas extensos para
conocer las modificaciones que las tienen lugar tanto en las células ciliadas como
en las secretoras, dichos estudios pueden llevarse a cabo mediante el microscopio
electronico de transmision como el de barrido a fin de estudiar las modificaciones
en la ciliogénesis y actividad secretora respectivamente. Debe determinarse la
altura del epitelio, la cual se ha correlacionado de manera directa con la actividad
secretora de las células (PAS (+) (Verghage et al., 1984) . Deben hacerse
estudios que empleen tanto marcadores de proliferacion celular como marcadores
de células epiteliales ciliadas, como lo es el Ki67 y anticromagranina A
respectivamente (Steffl y Schwieger, 2004 ).

La identificacion de modificaciones en la actividad secretora de las células
puede hacerse mediante la determinacion de glicoproteinas sulfatadas y proteinas
dependientes de estrogenos, las cuales han sido descritas previamente en la TU
de la cerda (Nielsen et al,. 2001 ).

Una via muy relevante de investigacion es conocer los efectos

extragonadales de LH y FSH, mediante anticuerpos monoclonales o identificacion



de las hormonas in situ. También se pueden estudiar los efectos extrahipofisiarios
de GnRH, mediante la identificacion de sus receptores (GnRH) en las TU de
animales con diversos tratamientos superovulatorios como los aqui mostrados.

Debe también ampliarse el estudio a un mayor niamero de dias post-
ovulacion con la finalidad de conocer las modificaciones morfolégicas y la
expresion diferencial del &mpula e istmo con variaciones en la cantidad de eCG y
hCG durante todo el tiempo de permanencia de los O6vulos (0 embriones) en las
TU; deberan incluirse otras regiones de interés fisiologico como son las fimbrias y
la union istmo-ampular, ya que la primera es la responsable de la captacion de los
ovulos, ademas de ser considerada la regibn mas sensible desde el punto de vista
endocrino, y la segunda, ademés de ser el sitio donde ocurre la fecundacion es
una regién de permanencia de 6vulos en las primeras horas pos-ovulacion (
Fields et al., 2004 ).

Deben realizarse estudios sobre el miosalpinx ya que en la mayor parte de
las especies (excepto primates y gatas) constituye el principal mecanismo de
transporte de ovulos y embriones a lo largo de las TU (Haffez; Brenner y West,
1975). A este respecto es conveniente el estudio inmunohistoquimico para los
REa y RP, pues se sabe que los E2 favorecen la contraccién del miosalpinx y la
P4 la inhibe; ademas de la determinacion de los receptores a LH (LHR) y GnRH
(GNRHR) para conocer como las variaciones en eCG y hCG pueden regular sus
propios receptores, recientemente se ha involucrado a estos receptores en los
proceso de inhibicion de la contraccion del miosalpinx (Lei et al.,, 1993;

Gawronska et al., 20002y b )



Otros estudios complementarios que deben considerarse sobre las ventajas
y desventajas sobre el uso de diversos tratamientos superovulatorios involucran
conocer la calidad de los ovocitos, su viabilidad y nUmero, asi como su capacidad
de ser fertilizados y los posibles efectos sobre su tasa de transporte, 0 bien si
tienen efectos sobre el desarrollo embrionario, ya que el endosalpinx y el embrién
establecen un dialogo molecular y regulatorio durante su transito a lo largo de las
TU.

Es también importante desde el punto de vista reproductivo conocer las
caracteristicas del istmo y su interaccion con los espermatozoides ya que
constituye un reservorio natural de los mismos después de la cruza o inseminacion
artificial, debe saberse si los distintos tratamientos superovulatorios tienen efectos
sobre estos gametos en diversos procesos reproductivos fundamentales como
son: reaccién acrosomal, capacitacion espermatica, viabilidad y capacidad

fecundante (Haffez, 2003).
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