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EFECTO DE LOS ESPERMATOZOIDES Y DEL LiQUlDO SEMINAL SOBRE LA
RECEPTIVIDAD ENDOMETR!AL
RESUMEN
“El semen'induce cambios e‘ndcmetriaies postfcépuEa, péro se desi:cnoce sU
importancia en la secuencia de eventos que culminan en la implantacién. Et
obje’ti\!o es séber si “}a recebtia}idad én-dometrial ene} periodo de impléntacién es
d"rferente entre hembras expuestas y no expuestas alos cdmp&néntes seminéfeé.
~.Método. T.rés grupos de r’ataé fueron sometidas a oclusion ‘tubaria ‘bHatér_ai.'A cada
grupdse indujo un Spseudoembaraz‘o éon éstimutos difefantes: estimulo meééhico
. del c’érvii,’ cépula coh rﬁacho ynqrmai' y cdpula con macho vasactomizadb.
-Después se apﬁcé un'es_ti’mufo deciduogénico en diferentes moméntos y se midid

el incremeﬁto ’de peso uterino para valorar feceptividad. Adicionalmente se mi’dié '
la concentréCién de prostagland‘xria E2 en el quinto dia de péeudoembarazo. éon
| ioé‘ tres ésti’mui_os rhenciqn?ados. : |

Resultados. La maxima récéptividad fue a las 14 horas dei quinto dia, 8 horés del
dia Gly 22 haras del dia 6 eh los gﬁxpos con estimulo mecanico, macho normal 'y
machc VaSectOmfzad'o reépectivan'aente La intensidad de la ‘res‘puesta en el primer :
‘ga'upo fue menor aque en los otros dos, sin dtferenca entre estos Ultimos. La
concent;acxén uterina de prostagiandma E2 fue mayor en el grupo del macho '
vasectomuzado y no hubo diferencia entre los. otros dos.

Conclusibnes.rLa presencia’ de espermatozoides o de liquido seminal durante la
| cépula incrementd la receptividad uterina y prolongd (su duracion. El lfquld:o‘
semmal mdujc un mcremento de fa cnncentramon de prostag landina E2 en el

qui nto dia de pseudoembarazo
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INTRODUCClON

La reproduccrén de Ios mamiferos es un proceso complejo que mvo!uc.ra

. una serie de fenomenos secuenc iales que se inician con e! desarrolio de las

gé!ulas‘germinalesv en las génadas y contindan una vez que el semen es

depositado en &l »tracto‘genita'i‘fémenino.f Tanto las células endometriales como el

espermatozoide parecen entablar una interrelacién a lo largo de este proceso. Por

un lado ef espermatozoide adquiere su capacidad fertilizante mediante una serie

~ de cambios que en conjuntc reciben el nombre de capacitacién. Durante esta
'fransformacién el ~espermatozoide cambifa su metabolismo asi como ia estructura

~ de su membrana celular, desarrolia un patron de movrmxento diferente al mostrado

hasta entonces y adquiere la capacndad de presentar 1a reacmon acrosomal
cuando hace contacto con la zona pelucda Mas tarde se une a la membrana ~

Iu&ar de! ovecxto para fus:onarse con es’:e dando origen a su actwacmn o que
permlte«que reasuma la melos;s que hasta ese momento estaba detemda@E DNA

d i espennatozmde se descondensa haciendo posible la mezca‘ de los

' cromosomas de ambos gametos permltrendo posteriormente la segmentacién y el

ulteriordesarrqilo embrionario’.

Las céi‘ulas esperméticas son oompletame‘nte ajenas al «origanismo

ifememno por {o que se esp@rar:a que su presencia en el tracto gemta fememno
‘causara una respuesta De hecho poco después del apareamaento aparece en el
endometrio de la rata unainhltracnén de leucocitos polimorfonucleares similar a la -

‘que se observa en una reaccion inflamatoria aguda®®. La cantidad de estas




céiu‘las‘disminuye posteriormente y entonces prédcminén las células monociticas,
las que a su vez tafnbién des‘aparecten“gradrualmehte hasta que se presenta en el
.dia 3 un estado similar al‘q,ue ‘existia breviamente al c‘:ontacfo‘ con el semen®.
Este fendmeno de ,inﬂltracién,ieuécéita’ria endometrial se ha observado
también :erj otras especies como el ratén®, en el cerdo después de una
iniseminakciénﬂ intr’auterinas y en el conejo en suspén‘siones esperméticas'
reéupéradas de lé hembra. para capacitaci‘értﬁ. Aunque este fendmeno fue
' 7 inferpretado' en Qn 'prin‘cipio come un mecanismo de Vdeferzsay cantr’a las bacterias,
se ha Obsewédo la -misma réspuesta guando se depositan suspensiohes
e‘spemﬁét‘icas‘ libres de bacterias en el lumen uterino® lo que demuestra que los
camponenfeé seminales son el origen de la respuesta. Por lo tanto, es probfable
‘«que Ios‘leUCdcit’os‘ jueguen un pape!’"eln la fisiologia local endometrial con
| r‘epeféusién en etapas posteriares del proceso reproductivo.

‘Enel tiempo en que la mérula de la rata ai‘canz,a‘ la cavidad uterina también
ée observa en el éndometria una‘fe,acciéh similar a la ihﬂamacifm, pero en este
caso los"ii»eoéinéﬁlos | se concentran en e‘f‘ endometrio basal 'y las células
monoc‘iticés en el estroma sube‘p’itelialz. Otra etapa en Ia que también hay un
ihﬂu}o :de'un gran nGmero de célufas, aunque en este caso de células seméj‘antes '
a iaé N'K,‘es durante la{trénsfo‘rméciéndel enéomeirio humano no gestante en
decidua’.

| En suma, la interaccidn entre el endometrio y el espermatozoide induce
- cambios tanto eh uhov como en otro. La infiltracién de leucocitos en el Utero es

désencadenada‘ por la presencia de moléculas de origehr esperméatico. Dada la




écmpleja s‘erie «de eventos c;ue‘ se dan pbsteriomente, este fendmeno puede
‘ représéntar el inicio de otros ’f:.amhics que ﬁnalmehtepermiten {a implantacidn.

. Por otro lado, cuando el blast‘ocisto’ hace contacto con el endometrio, la
recébtividfad de éste se nianiﬁesta por un aumento en la permeabilidad de los
capilares "subepiteliates en el endometrio que lo rodea. El incremento de
bermeabiiidad Qascular o“curre en todas las especies estudiadas y es una
’reé;puesta universai det endometric a | seflales del blastocisto ain no
' identificadas™,

Algunas de las sustancias involucfadas en la reactividad ‘vascular
endometrial y la subsécuente decidualizacion son las pn:}siag:;lan»:ﬁnas1 ' Estos
carﬁbios eﬁdometriaies son inhibidos si se reerve el epitelio'? por lo que éste
debe ser la ’fuenté‘ de aigun producto que iﬁd‘uzca y amplifique ta"reac,trividéd
endometrial’’. La ‘concentraciéh de pirostaggandinas &s mayor en los sitios de |
imékantacic’m- en la rata™ y an el ra{t‘:‘m’"‘1 siendo el epitelio luminal la principal
fuénte de prostagiandinas.y En éste se ha detectado también actividad de sintetasa
de ‘prostaglandinas en el quinto dia de embafazo en la rata, misma que declina
posteriormente‘s. En el humano, la produccion dé prostaglandina E; en el epitelio
Qi'a}'}'dular‘ también es significativamente mayor que en el estroma’®.

Otras evidencias de la impdrtahcia de las prostaglandinas en Ia
im;}lantacién sonla ekisfencia de receptores para PGEg en el periodo receptivo en

17,18

la rata’™® el raton'® y el humano®, asi como la reduccién de |a permeabilidad

13

vascutar'®, inhibicion de la reaccién decidual® y reduccién de ia tasa de

" implantacién al aplicar indometacina®.
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“terminan en.un aborto reconocido

mensiruacion

Un mecanismo probable que explica la intervehcién dela PGE; epitelial en

esta etapa® es la induccion de esta sustancia por el factor de activacion -

- plaquetaria ,(PAF) de origen embrionario®*?%, | a PGE; epitelial induce a su vez la

- produccién de PAF en el estroma'! creando.un mecanismo amplificador de

sefializacion celular que pudisra favorecer la.implantacion
La comptejidad de los eventos que se dan durante la reproduccion se refleja

muy probablemente por el gran numero de pérdidas que Se;presehtanren las fases

“iniciales de la gestaci6n. Aproximadamente 15% de las gestaciones humanas -

7’3 sin embargo hasta 55% de las pérdidas

‘ocurre en etapas muy tempranas® incluso antes de la ausencia de la siguiente

P02 14 pérdida gestacional temprana también se ha -

- documentado en otras especies fales como el mono rhesus, el cerdo y el

- conejo?’.

Cuando se realizan procedimientos de fertilizacion in vitro (FIV) y

' transferencia de embricnes ia tasa de fertilizacion es de 70 a 90%™, mientras que

la tasa de embarazo es de 15a 30%*. La mayor pérdida embrionaria también

parece ser antes del reconacimiento del embarazo®™. Considerando que en estos

- casos la transferencia suele ser de 3 o mas embriones™ la tasa de aborta -

prechmce debe ser atin mayor

La expllc:ac:én a esta situacion no parece simple. 8i bien es cierto que enun
gran numerc de los abortos humanos extsten ancrnalfas cromosomicas que
exphcan i rechazo materno en los abortos sin alteraciones cromosémicas debe

haber otra explicacion. Es probabie que el dvulo fertit |zado no se rmp!ame o si hay

) ampiantamon ésta es transutorr 1 va sea por defectos fisiolbgicos matemos o por
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defectos en la interaccién ma%erna-embﬁonaria”. Por lo tanto, dentro de las
etapas que -se dan en la reproduccidn, la implan’tacién'parECe representar la

principal fimitante, tanto en la reprdduccién naturat como en los métodos de

v reproduccion aslstida. Ademas, el hecho de que haya una tasa de implantacién

. disminuida en la fertilizacién in vitro, que se caracteriza por la ausencia de

espermatozoides en el tracto genital femenino al tiempo en que deberia ocurrir la

« cépula,,‘apoya el argumehto de que los cambios endometriales inducidos por los

. eSpermatozoides favorecen la implantacién. Esta se presenta en un momente en
"'que"e[ cigoto eh desarrollo ha alcanzado el estédo de blastocisto y las células

o - estromales del énddme’crid se transforman en células deciduales en un proceso
- que seé conoce como reaccidn decidual, necesaria para la formacién de la futufé

‘ | ; placenta. Los blastOCistos inducen éambios locales que adquieren iniéiaimente un

,, carécter nodular, con focos qué se extienden gradualmente hasta abarcar el gje

‘ vlongttudin"ai completo del endometriqas, ’E’starespuesta‘ celular decidual es una

~ reaccion del tejido conectivo a la presencia del blastocisto o al trauma®’.

En los roedores el endometrio puede ser estimulado para producir células
deciduales aun en ausencia de un blastocisto si la hembra se encuentra en un

estado de pseudoembarazo. Este puede ser obtenido por una cépula en la que no

haya gestacion o por estimutacion mecéanica del cérvix uterino, to que permite la

persistencia del cuerpo iateo ‘por‘12 & 14 dias, a diferencia de o que ocurre err un

* embarazo normal en el que el cuerpo ltiteo es viable por 20 a 22 dias®,

 La colocacion de ciertas sustancias en el lumen uterino de una rata

psevdoembarazadaihduce la multiplicacidn de las c¢élulas estromates y su

V'transfo‘rmacidn - en células deciduales, en una respuesta similar a la




oy

~implantécién

decidualizacién que ocurre durante la implantacién de un embarazo normal'®, El

aceite de sésamo y diversos polisacaridos son ejemplos de estos inductores.

Aungue se cree que estos compuestos actlian iniciaimente sobre la superficie

apical del epitelio uterino® no se conoce en realidad ia cadena de eventos que

“conducen a la transformacién de las células estromales en células deciduales®,

Cuando el estimuio queda iocalizado a2 una extensién corta se desarrolla un

‘nédulo tnico de células deciduales, pero sies extenso puede obtenerse una Serie

" de nédulos o una masa Unica continua. Cada cuerno uterino responde

independientemehte‘"ﬁ.
El «tejido,‘resultante se denomina deciduoma y es producido por el desarrollo
masivo de células decidualés en el estroma endometrial. Su origen es el tejido

c;onectivo'y la fuente més probable son las células mesenguimatosas

perivasculares indiferenciadas. Esta multiplicacion es efectiva solamente cuando

el dtero estd bajo dominio de la progesterona‘ con_ algun reguerimiento de

»estrégéno; El pfOcesc’es analogo a la reaccion decidual natural, porque el tejido

es similar en ambos casos y i0s requerimientos hormonales para su formacién son

también similares a los requeridos para la implantacion®. Como consecuencia det
- desarrolle del deciduoma, ‘producto de una proliferacion celular extremadamente
rapida, el (tero puede incrementar su peso en poco tiempo®. La induccién del

desarrollo de este tejido ha sido un modefb utilizado para-investigar factores en la

iniciacion de la respuesta décidual y de fendémenos relacionados con la

37,40,41,42




PLANTEAM%ENTO DEL PROBLEMA

Se reconoce que ia implantacion representa ia etapa con mayor mpacto ‘
cuarﬁxtatwo en la falla de I gestacxon ya sea que ésta ocurra naturaimente o
mediante prcced:mrentos de reproduccion asistida. La presencia de’semen en el
trécto genital femenino induce una movilizacién de leucocitos en el endometrio.
Posteriormente se presentan ;:ambios secuenciales tan‘to en el tractp genital
femenino como en el cigoto que permiten que una vez que éste se ha
transformado en blastocisto, haya una implantacion exitosa. Sin embargo, Hay un
vad:’d en el conocimiento acerca de los éventos' que permiteﬁ esta continuidad.
Aunque se ha reconocido que Ibs componentes del semen inducen cambios
eﬁdometriales, no se ha estudiado si estos cambios tienen alguna repercusién en
el momento de la implantacion. De agui que &l problema en cuestién sea saber si
la receptividad endometrial, medida por el incremento de peso utefino y la

concentracion de prostaglandina E,, es diferente entre hembras sometidas al

estimulo del semen y hembras no expuestas.

'HIPOTESIS

1. ka recéptividad endometrial medida por el incremento de peso uterino
después de la aplicacién de un estimulo deciduogénibo es maybr, eﬁ hembras
eXpuestas previamente a los ooympgnentes seminales que en hembras tratadas de
manera similar perd no expuestas al semen.

:2. La recep‘t’i,vidéd endometrial, evaluada por la concentracién uterina de
prostagiandina E; en el p’seﬂdoe’mbarazcl es mayor en hembras ekpuestas

prewamente a los componentes seminales que en hembras no expuestas.




OBJETIVO GENERAL
Anallzar el efeclo de la presen(:la de Ios cc:mpcnemes seminaies sobre la

: 'receptmdad endometrtal enla rata

oBJ ETNOS ESPEC[F&COS

1. Comparar !a recepttvrdad del utero de la rata con pseudoembarazo en
‘hembras expuestas y no expuestas a los componentes semmales mi dsendo al
peso, uterlno desp_ues de aphcar un estxmuio dectduogémcn.

2; Comparar |a: ccric»ent‘racién ’ éndometrial dé ’PGEg'el dia 5 de
pseudcémba_razo en he’méraséxpuestas Y no expuestas a los comp'onke/n‘tesv

seminales.

METODO |
ffSe uti’iizar'on machos cop fertilidad comprobada y hembrés vfrgehes de la
cepa Wstar de 10—12 semanas con un peso promedm de 180—220 gramos los
cuales se alo;aron ba}c condicnones de temperatura ambiental de 22 °C y 45-50 %
'de humedad relativa, con ciclos luz-oscundad de 12 por 12 horas agua letrada ¥y
tratada con luz ultravioleta ¥ ahmento comercial LAB F’RODUCTS PMI 5001
>adm|mstradcs ad libitum. |
o Previo al estudio las hembrés fuerén sometidas a?cirugia para, realizar una
oclussor; tubana bn{ateral empleando para la anestes:a htdrocloruro de xilacina ‘
(Rompun) y ketamma (lmalgen} Una vez anestes;adas se procedlo al rasurado ¥
~ embrocado del area abdominal donde se reahzc una incisién en p*et sob:e»ia finea -

mediz; p‘ara posteriormeme'jngrésaf ala éavidad abdominal, donde se localizé el




Utero y se expusieron los oviductos. Una vez expueétos se hizo un nudo quirﬁrg‘ico
con sutura sintétiycaébsorbible‘ de poliglactina 910 violeta 5-0 (Vicryl 5-0) en ia’
- union del oviductd con el cuerno uterino derecho, repitiendo la técnica en el cuerno
uteﬁno izquierdo. Después se cerré la cavidad abdominal por planos y se dio un
7 periodo de dos semanas para su recuperacion,

| Los mgchos se dividieron en dos gn.épos, unc de los ‘cuales permanecio
tintegro, por lo que se deneminaron machos normales. El séguhdo grupd fue «
sbmet‘i‘dov a cirugia para realizar una vasectomia. Se empteé para la anestesia.
| - hidrocloruro de xilacina ‘(Rompun) y ketamina (Irﬁalgen)\ Una vez ap,lic’:ada Ié‘
'a-nestesiav se procédié aI» rasufado ¥ embrocado det &rea abdominal e inguinal
donde se ,reaiivz,é una‘incisiézi prepfxbicé ‘paramedia sobre la piel y después sobre

l;% aponeurosis del musculo recto abdominal. Posteriormente se émp{ié ié incisidn
con diseccién roma cuidando de no lesionar vasos sanguineos u ofro érganc
’ internd. Se ~in¢idig§ el peritoneo para buscar y exponer el corddn espermatico. Una
yez expués;d sé,rea'lizaro;‘i dos nudos quirdrgicos-con sutura sintética absorbible

de poliécrilamida violeta 540 (Vicryl 5-0) con una separacién de 4 a 5 mm entre los
b' cuales éyl -cordén fue seccionado. Se repitid ei procedimiento en la parte opuésta
para ocluir el otrd cdhducto deferénte. Se hizo un cierre quirdrgico por planos y se
pérmitié un peri’o‘do de dos sémanéé péra Su recuperacion.

- Una vez preparados l‘qs anim‘ates se procedio al desarroilo dei estudio que
se prégramé én dos parles. La primera consistié en ép!iéar un estimulo
deciduogén,ico a ratas con pseudaembarazo para ‘cuantifiyc‘:ar el incrémento de
pesﬁ uterino como medida‘ de receptividad uterinaaj. Para ello se hicieron tres

- grupos dé 45 hembras cada uno designados como grupc A, grupo B y grupo C,

10




divididos a su vez en subgrupos de ciht;o. Dados los resultados observados
durante el deséfroélo de los experimentos, éi grupo C debid ambliarse con seis
subgrupos mésporlo' que este grupo éoh’s’iétié dé 75 hembras, en tanto qu gl
grupo Ay el B consistieron sdlo de 45, |

A todas las hembras se les provoco un estado de pseudegestécién, para lo

- cual se determiné previamente que se encontraran en estro por medio de un frotis

- vaginal. A cadavgrUpo se }é,provocé pseudogestacion con un esti‘mmvo diferente.

Las ratas del grupc A fueron inducidas con un estimulo mecanico, produciendo

~ irritacién. del - cérvix con una pipeta Pasteur “estéril de acrilico transparente

‘desechable. Las hembras del grupo B tuvieron cépula con machos normales.

Finaimente las del grupo C tuvieron cépula con machos vasectomizados. El dia 1.

" de pseudogestacion correspondié al dia de aplicacion del estimulo mecanico para

el grupo A en tanto que para los grupos B y C el primer dia fue aquel en que se
observg el tapén vaginal.

Posteriormente todas las hembras fueron sometidas en diferentes

 momentos a un estimulo - deciduogénico’®. Para esto se requiri someter

nuevamente a cirugia con la técnica descrita anteriormente para exponer los

cuernos uterinos y aplicar en uno de ellos 100 pL de aceite de sésamo con una
jeringa de insulina esteril con aguja 27Gx 13 mm, a 2 mm de la unién del oviducto

y el cuerno uterino. El procedimiento provoco una distensién uterina suficiente

‘para comprobar a simple vista que la aplicacién fue adecuada. Posteriormente se

suturd por planos hasta la piel. El tiempo en que se aplicd el estimulo en cada uno

de los Subgrupcs de 5 hembras se muestran.en la Tabla 1. El dia se refiere al

11




~ tiempo de pseudoembarazo al momento de la aplicacién y el horario de aplicacion
, . del estimulo corresponde a la hora del dia respectivo. Se hizo una sola aplicacion

a cada animal.

DA | HORARID | B | & [DEL SRU &
800 T IR R
] a0 2 2 | 2
22:00. -3 3 3
g0 | 4 | 4 4
5 14:00 5 | 5 | s
| 800 7 7 7
& 40 | 8 | s 8
| 2200 s | 9 o
; B S - 800 — e | ‘ 10
[ 7 14:00 — I
22:9151 | ] — 12
: 800 T - T ) 13
8 14:00 . — | 1
200 | 5

.. Tabla 1. Tiempo de aplicacién del estimulo deciduogénico con 100 microlitros de aceite
- de sésamo intrauterino en cada uno de los tres grupos de ratas. La primera columna
“indica ef dia de aplicacién. La segunda columna indica la hora. La tercera, cuarta y quinta
columnas se refieren-a los grupos experimentales de pseudoembarazo inducido por
_estimulo mecanice (grupo A), macho normal (grupo B) y macho vasectomizado (gfupo C).




En todos los casos las ratas fueron sacrificadas por dislocacién cervical, de
acue‘rdp ala técnicé descﬁta en la Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999, ai |
'qumto dia de aplicado el ;est‘imulc decidudgénico para exiraer el (tera. Se
separaron amb;ﬁs cuernos incidiendo en el sitio de union al cérvix, péséndoée por
B séparad»a en L:na balahza ‘anaiitiéa (Sartorius'tipoy 1702, Germany) registrando

‘hasta déciméé de miligramo. vLa diferencia de peso entre e% cuerno que rec;ibié el
. estimmo deciduogénico y ’el que no lo recibié de la misma hémbra, fue
. consi‘defada para el andlisis estadistico. Se aplicé un anélisis de varianza péra
’ Comparaf Ies tres grupos menc ionados. | |
La segunda parte del estudw consistié en la cuantlftcaclon de la
; coricen‘tracién uterina de prostagiandirsa Ez en el quinto dia ,de pseudoembarazo.
Se el;gio este dia por los reportes previos de gque en este tlempo se habla
: regrstrado una actividad méaxima de smtes:s de prostaglandina E;. Para ello se
u’tiliZaron 3 grgpos de 10 ratas cada uno designadt:s compfgrupos D, EyF. Las
ratas fueron sométfdas a oclusién bilateral de los ovidﬂctos de acuerdo a la técnica
descrita antefiorménte dejando también un ,peribdo 'de reéuﬁeraéién de dos‘
semanas. Se indujo un pseudoembarazo con un estimulo diferente en cada uno
‘ “ de los grupos. En los animales del grupo D se aplicé un estimulo mecanico én el
| cérvix uterino como ya se désc;ibié.’ En el grupo E el pseudoembarazo fue',
iinducédo por @UIacon ma\éhos’normale‘s y en ei grupo "F la copula fue con
, maého‘s vasectomizados. El dia 1 de pseudcembarazo correspondié alb‘dia en que
| se aplicod el estimulo mecénicp‘ en el gfupo Do él dia en que se observd por la

mafiana un tapén vaginal en los grupos E y F.
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- Todés los animales fueron sacﬁriﬁcadcs por dislocacién cervical al quinto dia
de pseudoembarazo'de acuerdo a la norma mencionada previamente. El Gtero -
fué extraido y se co!écé inmediatamente en so!ucién‘salina fria con indometacina
(20 ugfrriL) pbr ‘un minimo de 2 minutos para bloquear la sintesis endége‘na' de
prostagiandinas. El Gtero se peso y ée colocd en etanol absoiuto (BG‘fmg de tejido.
por mélili’tfﬁ). El tejido fue homcgeneizado en frib v centrifugadb a750 xga4’C
por 15 mfnutos. El ’lfquido scbrenadante se é!macenc') a -20°C hasta el momento
‘ ~ del analisis'. La cuantificacién de PGE; se ‘reaﬁic’s con aétuches comerciélés {New
England Nucléa{, Life Science P‘roducts, ‘Boston MA) que esta basado en la

técnica de un solo anticuerpa.

o Deférminacféﬁ de PGE>
 El radioinmunoandlisis (RIA) bara la determinacién de prostaglandina E; en los
extractos de tejido uterind se hizo en muestras por duplicado diluidas 1:2.5 que se
‘cqrrieron contra uha curva patfén en el rahgé de 1‘ a 100 pg/0.1 mb (Tabla 2},
usando como di!uyent’e una soiu;:idn amortiguadora que contghia clorura de sodio
al G.Q%,EDTA 001 M, 0‘3% -de, v globulina de bovino, 0,005% Tritdn-xt-r‘!oo,,
0.05% de azida de‘sedio, 0.0255 M NaH:PO4sH,0, 0.0245 M NaxHPO.X7H:0, p_H’
6.8 La precipitacion dei cbmpiéjd antigeno-anticuerpo se realizé con una_scluéién
Ade polietilenglicol al 16% con azida dé sdd?é al 0.05% en amortiguador de fosfatos

50 mM, pH 6.8,

14




El procedimiento se hizo como sigue: en una graditla con hielo se agregaron

los reactivos en tubos de paiipropi‘ieno como se especifica en la Tabla 3.

‘Tuvbo' Concentracion
R (pg /0.1 mL)
a Of1 mL estandar concentrado + 1.9 mi sol. amorciguadora‘ E 500

: b | 05 mL de‘ lé ;:ﬁlgc'ién a+20 mL dé s0l. amodiguadora» 100
c |1 .Ov mL ‘deila dilucién b + 1.0 mL de sol. amortiguadora 50
‘ d | 1.0 mL de !a"dilyuciéhf c + 1.0 ml. de sol. ameﬁiguadora 25
é 1.0 mL -dg fa dilucién d + 1 .5 mL de sol. amortiguadora 10
f‘ 1.0 mL de ia: &iigciéfje + j.G ml. de sol. amortigﬂadora 5
g 1.QimL de la dilu;iéh f+1.0mL dé sol. émortiguédora 25
h 1.0 mL de fé dilucidn g + 1.0 mi de sal. amort’;gugdora 3 1

~ Tabla 2. Curva estéandar para. radivinmunozanalisis de PGE,. Se hicieron diluciones
consecutivas a partir del tubo “a”, Los tubas b-h se utilizaron para la curva. '
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. ‘Tubos | Amortiguador Estandar | Muestras | M?DréaEdor Anticuerpo|
; . 2 ‘
numero (ub) (ui) (ub) L (ub)
, | , (ub)
- .| Cuentatotal | 1-2 | - — | = | 100 —
. Blanco | 3-4 | 200 _- ] - 100
” . t;ﬂn esta’ndar ! 5 __s 100 » — ) V ——— 100 100 )
‘ Concentrjéci'én o ; 2 3! ,
estandar 720 B 100 | f- 100 100
‘Muestra 2180 ‘ | 100 100 100
‘ ; ‘ o

Tabla 3. Pfép‘arac'géyn de los tubos para andlisis de PGE;. Los tubos 7-20 se utifizaron para
~ la curva estandar. Los tubos 21-80 se utilizaron para las muestras por analizar. :

- Posteriormeh_ta se incubaron durante 24 horas a 4C y se adicioné 1 mL de
solucion precipitante fria env cada tubo. Estos se agitaron dgrante 4 segundqs y s&

incubaron en una gradilla con hielo durante 30 minutos. Terminado este periodo,

los tubos se centrifugaron a 2000 x g durante 30 minutos a 4°C. Finalments &l
sdvbrenyadante se separé par decantacién en papel absorbente durante un minuto y
se secaron los tubos para remover el liquido residual.-

El coriteo s hiit} en un contador de radiaciones gamma (Abbott | aboratories

‘modeio 7040J),Los calculos de las cuentas netas (cuentas por minuto, CPM) se

hicieron sustrayendo el valor de las muestras y los estandares de la unién no

especff%ta (tubos 3y4) Los valores del porcentaje de unién se graficaron contra
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la concentracién de PGE: en pg / muestra. Para obtener los valores por mg de
tejidd extraido los vélores se calcuiaron us'éndo la si'guiénte férmula: PGE; (pg) /
mg de tejido = (concentracnén} (10} (2.5)/50.

La sensibilidad del ensayo es de 0.44 Pg y los coeficientes de variacion intra e
interensayo de 6% y 8% respectwamente Los porcentajes de reacc;én cruzada
en el punto de 50% de unidn con dnferentes anahtos se presenta en la tabla 4

Para controlar la variacion mterensayo enla detennmaczon de PGEZ2, todas las

. muestras obtenidas de este expenmento se anahzamn en =l mismo ensayo.

' Gomﬁuesto o % i Compuesto %
' |PGE, o w (oHKFa | 0005
: bHKPGEg o002 PGA; 008
| 'PC“:A: . 1 e | PGB, | | 0.07
PCF1a | o o7 | | |6KPGFL 1
,Tromﬁox‘aho Bz | 0.01 - | Acido linoleico 0.002 -
PGFZ; | - 09 ' éeog : 03
Acido a;aquid@nicg 0.01
g |

Tabla 4. Porcentaje de reaccidn cruzada con la PGE; en ef punto de 50% de unidén con
diferentes analitos.
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RESULTADOS

Lés resultados se presentan en dos partes. La primera corresponde al
o incremento de peso uterino provocado por un estimulo deciduogénicc y se
R L désigna como experimento I. La segunda parie corresponde a la concentracién

uterina de prostaglandina E, durante el estado de pseudoembarazo y se designa

como experimento |1,

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO ]

8]
H

M
|5

En la figura 1 se muestra el aspecto de los cuernos uterinos, a la izquierda

el control y ala derecha éi que recibio el estimulo deciduogénico.

Figura 1. Aspecto del Gtero extraido cinco dias'después de haber aplicado un estimulo
deciduogénico. El cuerno uterine del lade derecho recibib el estimulo con aceite, en tanto
que el del lado izquierdo sirvié como control,

Puede observarse e aumento de volumen y el aspecto edematoso del

cuemo uterino gque fue estimulado comparado con el cuemno que no recibié el

estimulo. En algunos casos la diferencia observada entre ambos cuemnos uterinos
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fue pequefia, mientras qué en ofros practicamente no hubo diferencia. Esta se

hizo més evidente a medida que la diferencia de peso fue més grande. La figura

correspandé a un caso en el que la diferencia de peso fue muy grande,

La diferencia de peso regisifado {promedio +

grupos experimentales y la hora a la que se aplicé é! estimulo deciduogénico se

~ presentan en la Tabla 5.

DE) en cada unc de los

GRUPOB

, R GRUPO A GRUPO C
' Dia | Hora |Estimulo mecanico| Macho normal Macho vasectomizado
- Medig = DE Media + DE. Media + DE
| 8 29158 186150, 16.7235
4 | 14 385+159 65.0+23.3 20.0+31.2
22 287+157 167.4 +68.4 26.1+16.2
8 582+187 131,31 556 148.6 + 47.8
5 | 14 160.9 +41.6 * 177.7+76.3 234.8 +33.0
22 78.9+ 286 | 262.4£19.8 151.9+£53.6
8 191+105 | 467.4+87.17 2332+328
6 | 14 | 2971231 3701+339 36331327
22 265+18.8 177.4+168 550.8+43.7*
, 8 e — ] 3245+ 366
7| 14 — 162.2+28.8
2 — ] 139.227.7
o8 — — 465135
8 | 14 — 36.9+16.3
22 - — 201163

- corresponde al sexto dia a las 14 horas.

Tabla 5. increfmento de peso uterino cinco dias después de la aplicacion del estimulo
kdechuogemco a ratas con pseudoembarazo. Se indican los valores promedio +
desviacion esténdar en miligramos. | :

¥ Estad!sttcamente diferente respecto a los demas valores de su grupo.

Estadlstxcamente diferente respecto a los demas vélores de su grupo, excepto el gue
.f |
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El perfil de incremento del peso uterino en los tres grupos experimentales

300
200 4
100
0

s sepresenta en la gréfica 1.

5 | INCREMENTO DE

_PESO UTERING \ —o— ESTIMULO MECANICO
gy - ~ -2 - MACHO NORMAL
50 : ~ =~ MACHO VASECTOMIZADO
600 - : - I '
500 4 . A
agp 4. a R I ﬁ’, AN

‘4 14 22 HORA

4 ' 5 6 ‘ I , 3 DiA

TIEMPO DE PSEUDOEMBARAZO

Gréfica 1. Incremento de peso uterino después del estimulo deciduogénico en tres .
_condiciones diferentas para causar un pseudoembarazo. £n &l gje principal se presentan
las horas a las que seé aplicd ef estimuio y en el secundario el dia. Los valores se
- presentan como promedio de Ia diferencia de peso entre los cuemos astimulado y no’
estimulado. Las barras verticales representan a la desviacion estdndar de cinco
maditiones. S¢ observa una receptividad méaxima en momeritos diferentes en cada grupo.

g ~ El incremento del pesa uterino en el grupo con pseudoembarazo por

_ éétimulo mecénica fue de poca magnitud (2.9 mg) y con una desviacién estandar

 grande ( 5.6) en el primer registro a las 8 horas del dia 4. Sin embargo, desde el

“siguiente registro y a medida que ‘se prolongaron los tiempos el incremento del

. peso uterino se hizo cada vez mas evidente alcanzando un nivel maximo el dia 5a

las 14:00 horas cuando el valor registrado fue de 160.9 mg. A partir de este
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momento hubo una té.ndencia a diferencias de peso cada vez menores que se
registraron hasta el dia 6alas 22:00 horas (ze.é mg).’ |
' En el grupo con pséudbembar‘ézo inducido con un macho normal hubo
B también un in’crerﬁe,nto de peso de poca magnitud (18.6 mg) en et primer registro
hecho el dia 4 a las 8 ho.ras,’ mismo que fue cada vez nfiayor a medida que el
"registifo 58 prorongé, llegando a un va‘mr méximo el dia 6 a las 8:00 horas, que fue
de 467.4 ngDespQés de este moméhto la tendencia fue fréncamentaf a la
disminucion por Ié que el ditimo enséyo se hizo a las 22:00 horas dei dia 6 (177.4
~ mg). Aunque la\tendencia de la curva fue similar al grupo de estfmuio mecanico,
1 las magnitudes ‘regi‘stradas fueron c!araménte ‘éuperiores en el grupo de
" pseudoembarazo con nh macho normal, siendo también diferente el tiempo én que
se d‘id‘,!’a resbuestai méxima. |
| En el grupo de pseudoembarazo inducido con Qn macho vasecto%ﬁizédo se
~ obséwé un comportamiento bareéido a los dqs grupos anteriores, péro tambéén _
~conun desfasamiento en el tiempo en el que sevailcanzc') la respuesta maxima. El
| primer ;?egisi;Q a las 8 horas rdei"dia '-_4 en este grupo fue de 16.7 fﬂgQ con una
| tendencia al inérefnento an tos'siguiehtes regisiros, éicaniando un ygldr maximo ef
diag -a las 22;00‘h¢sras (550.8 mQ).El hecho de haber alcanzado en este momento
el valor mé}(imo de los registros obligé a extender el tiempé de observacion pdr id ‘
| \que en’es’ce grupo se hicieron ensayos por dos dias mas. Durante el dia 7 se
observa una tendencia a la disminucion en el incrémentc de r‘peso, misma que
persistié el dia siguiente registrando 20.1 mg a las 22:00 horaé del d:’a 8 La
‘ m'agnitud ma'xima alcanzada fue supefi‘or en este grupo respecta a los dos grupos

anteriores.
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En estos resultados desfacan dos caracteristicas importantes. Por un lado,
'{é magnitud de la respuesta fue diferente en cada gkupo, siendo menor en el caso -
,V del éstim{.:‘lo “me;cénico, con un valor maximo dé 160.8 mg. En el vgrupo del macho
‘nﬁrmal Ia‘resbuesta méxima fue de 467.4 mg io que representa 290 % eh relacién
" con el pnmer grupo. La respuesta maxima en ‘el grupo con el macho
vasectomizado fue de 550.8 mg lo que s;gmﬂca 342 % dei valcr maximo en el
'pnmer grupoy 117 % respecto;a{'segundo grupo.
| La otra caracteristica dentro de la respuesta entre los tres grupqsrfue el
‘ tiempo en el que se obtuvo el incremento ma'ximo;de ;:,seso‘encontrahdo‘ éste a las
14 hq’ras del dia & de pseudoembarazo en el gnjbov del estimulo medénicc;: en
tanto que en el grupo del macho normal, el incremento nﬁéximo se coﬁéiguié 18 ,
hdras después; es décir, a las 8 horas ‘del'dia 6 Finalmerite, en el gfupo dé!
macho &asechmizado, la respueséa méxima rseralcanzc’:_ a’ las 22 horas del dia §, lo
_que significé 34 horas d‘eSp,ués“ det tiempo requerido paré el primer grupc y 14
: horasdeépués del segundo grupo. | | | |
o El analisis de S/arianza de una via de las diferencias encontradas enel peso’ .
uférind en el grupo con esffmuk: mecéﬁico probé que el valor ma’ximo registrado
en el pico de receptividad uterma (subgrupo §, dia 5 a las 14 horas) fue
sngmﬂcatlvamente mayor (p<0.05) que el registrado en otros dias. '
- Enel caso de! grupo de animales que tuvo cépula con un macho normal, el
’ k‘anahs:s de varianza mostré que, exceptuando el registro del dia 6 a las 14 horas,
o la dnferenc;a det peso uterino en ef daa Sa las 8 horas fue srgmfrcatwamente mayor

- al resto de los registros hechos en el mismo grupo.

22




En el caso de los animales que tuvieron copula Con un macho
vasectomizado, el -\}a{or méximo dei peso uterinc se alcanza el dfé 6 alas 22
ho‘fa'sT En este‘;aso tampoco hubo diferencia significativa con los dos valores
adyaéentes (diaﬁy a las 14 horas y dia 7 alas 8 horas). Estos dos valores'fueron ,

| sigh‘ifié’ativamente mayaores que el resto pero no fueron diferentes entre ellos.
" Como puede obseh/arse en la gréfica 1, el cambic méximo de peso en el
grupb en el que se utilizé un estimulo mecénico y en el que se utilizé un macho ‘
ndenal para pfovocar, un pset;doembaraza fue de 160.9 = 41.é mg y 467.4 £ 87.1
‘;mg r‘espectivarhente en tarto que en el gfup.o estimulado con un macho -

'.va‘sectcmiiado el peso maximo registrado fue de 550.8 = 43.7 mg‘.,‘ Cuando se

o ~ compararon estos valores se observd en el analisis de varianza que el incremento

‘méximo. de peso uterihq alcanzado en sl grupo con estimulo mecanico fue
'estadist-icamente r’nenqr que en los otros dos grupos (p < 0.05), en tanto que la
diférencia de peso en el punto méximo de los otros dos grupos no fue

estadf sti’camen'te‘ significativa (p>0.05).

RE‘SULT’ADOS DEL EXPERIMENTO li
- “En la tabla 6ise presentan los datos de la curva estandar utiiiiada pér,a*e!
~analisis de prc';staglandina Ez en los tres grupos experimentales. Enla cbl’ur;hné 4
' se indican la cuentas por minuto (CPM)y en la séxta columna el pércentajé de
- uﬁi‘én (B/Ba). Se utilizaron los tubosr b-h, de ménera que las concentraciones en

 la curva tipo fueron de 1 pg /0.1 mL a 100 pg / 0.1 mL.
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uao | CONCENTRACION] legdele, [ com %M &l we/mo
T - 10440 | 10038
UNE o ‘ 404 | 0
a | owr - 5938 k\(éoyssaat 400,00
b | | 100 gz,cja 1218 | 814 '1’;4.71,
< | so | 170 | 1669 1265 | 2286
d 25 | 14 T e 2@40 36.86
e | | "16 1 100 3'539' 3138 | 5665
s | o7 4225 3821 69.05
g | 25 | o4 | asis 4414‘ 79.76
ho| | yo.o‘o. ;5‘530 | 5126 | 0263

Tabla 6. Curva estandar de PGE,. Los tubos b ~ h se utilizaron para la slaboracién de la
‘curva. CT es la cuenta total, UNE es Ia unién no especifica o el “blanco”, UT es unidn total
‘o el “0” estandar, Bo esla cuenta neta del “0” esténdar, B es = vaior que corresponde a la
PGE, marcada umda

~ La cuenta total se’obtuﬁo con la solucion que contenfaﬁnicameme PGEz
marcada hacuando dtreciamente la 1ectura ya que no se adiciontd anttcuerpo y por
lo tanto no se separd mngun precipitado. La unién no especif" ca correspcnde al
blanco y represenfa el vaior Qb_te’mdc en la fraccién prempttada de la mezcla del
" ; ‘mar{:‘a,dér y»taf solucién amortiguadora. La unién total o el “cero” estandar es el

valor méximo obtenido por precipitacién del compiéjo antigeno-anticuerpa porque
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en esta mezcla toda la PGE; estd marcada. El valor de Bo se obtiene restando la
"unién,vn‘o especifica del “0" estandar, ‘po'r‘ o qué; representa el valor de la unién
heta méxima

| La curva estandar se realizd con los valores dei porcentaje de unién de
' PGE; [% (B/Bo) 1y el logantmo de la concentracfcn de PGE3. El procedlmuento se
- realizé Simuitaneamente con Ias muestras de los grupos D, E y F a los cuales se  ‘
g tes mdujo un pseudoembarazo con un estumuio mecanico, un macho normal ¥ un

- macho vasectomizado respechvamente Como los valores en los tres grupos se

- encontraron lnlcsalmeme fuera de los limites de la curva estandar, se probaron ’

diferentesdiluciones hastafque con una dilucién 1:2.5 fue posible interpolar los

. valores en la curva A cada valor se restd el correspondlente a fa union no

- espectf:ca y con este dato se calculo al porcenta;e de unnén [%(BIBD)]
Ei valor promedlo del porcentaje de unién de PGEz [% (B/Bo)] fue de 53.48,
52.46 y 40.54 para Ios grupos D.EYF respectwamente. Estos vaiores fueron
‘lnterpo ados en la curva construrda con los datos de la Tabla 8, obtemendo el |
' ~logantmo de la concentracnon por interpolacion en la curva. Los valores de ta
concentracaon de, PG.E2 en las muestras analizadas se obtuv:eron con ios
antllogantmos correSpondler\tes " |
La concentramon de PGE2 en el tejtdo se calculé considerando que la
concentrac;én en ia curva_es en pg/0.1 mL, la dilucién de !,a,muestra (1:2.5) ¥ la
: cantidédde }iqu‘idq‘ ,en'qué se colocd inicialmente el tejido. En la Tabla 7 se

k ‘presentan estos datos.
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N D 1 E - F
Grupo Estimulo Macho Macho
_ ~ mecanico normal ;| vasectomizado

'Me’dia + desviacién A

| estandar (pg / mg) 5.82 t ;1 29 533£1.95 . 10.58 £1.03

Tabla 7. Concenfracidn uterina de prostaglandina E; en sl qumtd dia- de
pseudoernbarazo en los gfupos D, E-y F. Se: presentan los datos en picogramos por
cada miligramo de tejido. * p < .05 ’
‘n=10 en cada grupe.

' Co‘nﬁc se :observa én la Tabla 7, la cdncentraci’én‘de PGE; fue de 5. 92 +
1. 29 plccgramos por mihgramo de tejido uterino cuando el pseudcaembarazo 58
- vobtuvo con un esﬂmulo mecanxco {grupo D). En el grupo E que fec;bzo el estfmu[o
fue con un macho, normal, la concentracién de PGE; resulté de 6.33 :i: 1.95 pg/mg.
En el yéaSO del gr‘Lipo de pseudo’e’mbérazo con macho vasectomizado (grude ) ia
, ‘C’dncentracjén‘fue de ‘1 Q.59 £1.03 pgfmg, Esto significa que en el grupo del macho
X \éés'ectbmizado la‘concentracién‘ de P‘GEg‘e‘s 178 % mayor que en el grupb Dy
,v 167 %’; mayot 'que éhei grupd F. Estos reSU»ltédos sé preseman enla gréﬁc‘a 2.
Se aphco un ana!ssus de vananza con estos valores ¥ no se encontrd
“dlferencxa estadistica entre los grupos D y E {p>0.05), en tanto gue si hubo

dtferencxa entre los grupos DyF (p<0 05) asl coma entre los grupos Ey F

. {p<0 05).




PGE,
pg/mg tejido
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& Estimulo mecdnica  ® Macho normal & Macho vasectomizado

 Gréfica 2. Concentracién de Prostag landina EZ en el quinto dia de'pseudoembarazof
obtenido con estimulos diferentes. Se representa el valor de la media * la desviacidn
estandar de 10 determmac:onns

DISCUSI(’)N
La dmcu itad. para mvestlgar el fendmeno de [a nmplantacxén en e} humano
ha Hevado ala bdsqueda de d’iferentes medelos animales para estudiar {a funcion
endometnal desde el punio de vista celular, bsoqunm!co y moiecuiar para tratar de
dnluctdar los mecamsmos que ocurren en esta etapa Aunque existen diferencias
entre es-pecifes en el pmcesq repmducﬁvo, algunos de los modelos que se han
‘ emp}eadcfpara‘es_tﬁdi‘ar la implantacion han servido de base para extrapolar estos
hallazgos a otras especies. En este estudio se utilizd un modelo que'se b;sé enla
kaplicaci‘c'm' de un asﬁmuld en el cérvix uterino de la rata para p’roﬁucir un estado d‘e‘ ’

pseudoembarazo y posteriormente un estimulo deciduogénico para inducir un
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incremento de peso del Utero, respuesta que ha sido éonsiderada marcador dé la

| receptividad endometrial. Este modelo ha sido empleado durante muchos afios
;par’a" estudiér,‘ entre ofros aspectos, a la implantacion®™¥ %94 aAdemas de su

. reproducibilidad, la eleccion de este modelo se apova en la disponibiklyidéd ¥ la
ac:;esibilidad.

'Q’trés marcadores que han sido utilizados para estudiar Ié receptiyidad
uterina inc!Uyen la aparicion de pindpodos, la cohcentracién de citocinas, de
factpres de cr‘ecimi‘eyrfto,, de moléculas de adhesién ceiular y 1a~exprésién‘ de
: aigun‘os genes eh ia etapa de fmp!antaoi\én, sin embargo, se descono‘cé hasta el
mofnento la accibn esbec:’ﬁcal de estas moléculas sobre la receptividad
: endometria‘,l y por ende su pa;;ei en este fénémeno‘?.

Los estudios eh" los que se ha ihvést'zgado la implantacion se han
‘conc‘:entradc’) al periodo én qué, interacttian el embrién ¥ él aendometrio tratando de
: idenﬁﬁbar alguna (s) sustanc'fa {s) relacionadas directamente con este proceso. Se
sabe actualmente que e'sté‘fehéméno es resuﬁado de una serie de eventos que
pyarecein“ ocurrir de manera secuencial y que aparentemente éstén
interrelacionados, de formé tal gue {Qs eventos precedentes creanvlas Qondiéiones
‘ necesérias para que se presenten 10§ siguientes. De acuerdc con esfo, uno de fos
/ fehc’:ménos qué podria iniciar la serie de cambios que culminan en la impiéntacién ,
;es la. .deposicién :dél semen en el tracto reproductivo femenino y el posterior
transborte de esper’matozbides alo largo del ‘tracto genital. De aqui la idea de que:
uno o varios de losvcohstituyentes seminales pudieran ser los responsables del
“inicio de los. cambios endometriales que conducen a la implantécién. Por esta

razén, el objetivo de este estudio fue investigar si las condiciones en la stapa
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inicial del proceso reproductivo, como es la presencia o ausencia de los

componentes seminales en el momento de la copula, impactan en la receptividad

ehdometrial durante el periodo de implantacidn. Por el momento no hay alguna
‘evidencia de que esto ocurra debido a que no existe informacién relacionada con

los efectos a large plazo sobre ia receptividad uterina {en este caso 9 dias)

despdés de la aplicacién "de los diferentes estirﬁulos que producen

pseudoembarazo. De acuerda con la revisidén de la literatura, esta es la primera

vez q'ue se aborda este fendmeno con ersta perspectiva, tratando de ligar dos

fenémenos que temporalmente parecerian ser muy distantes.

Actuaimente estan siendo aclarados los mecanismos gue dirigen eventos

‘que hasta ,h,ace poco tiempo sé consideraban bien definidos. Un eiemplo de ellos

es la respuesta inflamatoria endometrial observada después de la copula cuya
causa ha sido atribuida a componentes del plasma seminal, en especial a

constituyentes derivados de las vesiculas seminales®. Sin embargo es probable

que las células espermaticas sean parte esencial de este fenémeno porque los
‘espefmatoyzoides -son capacess de activar el complemenio y éste es abundante en

la ‘secrecion uterina, por lo que la interaccién entre el espermatozoide y la

secrecién uterina podria producir quimiotaxis y la consecuente migracién de

- polimorfonuceares al lumen uterino®. Ademas, durante el desplazamiento de las

cétﬁlas ‘éépemétiCas a través del utero, hay contécto entre éstas y el epitelio
éndomnet’rial2 y al‘par‘ecer es el mismo espermatozoide el que a fraves de la
modificacién de ias moléi:ufas de superficie de l‘aé células epiteliales permitiria una
Int,‘eracc‘i‘én -céiuia—cé!u’!a entre ef espermatozoide y el endometrio®. Esto abre la

posibilidad de que ia atraccion de leucocitos por el espermatozoide al endometrio
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pudiera tener algun efecto diferente al de la fagocitosis como se ha argumentado

previamente. La interaccion del espermatozoide con las células endometriales o

“con las secreciones uterinas que se adhieren a su membrana plasmética® pueden

formar parte de los eventos que inducen la capacitacién espermética, pero se

desconoce si alguna interaccién de este tipo tiene efectos en eventos

‘reproductivos postéri‘ores;

Como ya fue comentado anteriormente, una caracteristica que identifica la

‘receptivida‘d del endométrio de larata pseudoembafazada es la capacidad de que 5

sus células endometriales se transformen en células deciduales después de recibir

un estimulo deciduogénico. La manifestacién mas evidente de este proceso es el

incremento de peso, resultado del desarrollo masivo de células deciduales en el

estroma del dtero. En este modelo, la aplicacion de uno de los estimulos

- experimentales - (estimulo mecanico, copula) genera un estado - de

pseudoembarazo y la aplicacion de aceite de sésamoc es un estimuio.

deciduogenico. El .incremento de peso uterino después de la aplicacion del

. estimulo »decidUogénico se tom6 en estos experiméntos como prueba de

receptividad del endometrio ya que se carece de un marcador especifico.

En el caso del gfupb en-el que el pseudoembarazo fue obtehidb por

estimulacién mecanica del cérvix el cambio en el peso del Gtero fue menor

c’omparadoiéon, los grupds en los que el pséudoembarazo se indujo con un’macho
normal o con un macho’va:Séctohizado, Esto sugiere que los efectcis inmediatos
post-coputa inducidos por vek semen, pfesente en el 'grUpé del macho normal,
'puvd.i‘eran,' fepercuiir en &l periodo de ia implaniacién-, presentaﬁdo una respuesta

de mayor magnitud respecto al grupo del estimulo mecanico, lo que sugiere que
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algun compmnen’t,e del ligquida seminal o de los espermatozoides estaria
" involucrado en el arigen de esa respueéta. En el terce; grupo de animales.en los
que el pseudoembarazd se acampéﬁé de la presencia de liquido séminal pero no
de. eépermatozoides, también fue evidenté una mayor receptividad uterina; dadé
| que el incremento de peso fue mayor que eh‘el primer grupo. Ef hecho de queno
se encontrara diferencia estadistica en -la magnitud del pes‘o maximo entre é&

grupo del macho normal 'y el grupo del macho vasectomizado puede interpretafse‘
; C’:o’moy uha similitud enla respuesta inducida tanto por el semen completo éomo pof i
eH'duido sém'nal Esto pareceria indicar'qué existe algin iipo de interaccion éntre

uno o varios de los componentes seminales con las células endometnales o cual'

podrla crear una respuesta f"uya mantfestacxén final es el incremento de peso
‘ uter;no;,Esto dltimo podria atrfbu;rse a una mayor capacidad de transformacsén del

~ tejido endometrial en tejido decidual y en consecuencia,‘probyabjemenyte una mayor

' receptividad del endometrio. De acuerdo con esto, la presencia de los

componentes' seminalés durante ‘!a cépuia pudiera traducirse en una. mayor
‘ probabit‘sdad de implantacion. |

| . Durame el embarazo normal de la rata el blastocisto se encuentra libre en el \
Gtero ‘alredédor de 'lés 12 horas del dfa § con el polo embrionario dir‘gido hacia la
'superflcze ant:mesometrzal del iumen uterino. Entre el medlodla y las 18 horas‘
desaparece la zona pelucxda ¥ en la tarde del dia 5 el biastoc;sto y las cefulas
ep;tehales i egan a tener un contacta estrecho . En el caso del presente estudio .
- se abservd un incremento dé peso uterino muy parecida en los tres grupos cuando
se aphco el estimulo der:tduogenlao a las 14 horas del qumto dia, lo gue significa

- gue la capacudad receptwa valorada en términos del mcremento de peso es
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précticamente la misma en este momento. El contacto .entfe el blastoéisto y el
endometrio en el embarazo normal ocurre en un tiempé posterior a aqqel'en que
se alcarza la méxima rééeptividad cuandc ol pseud‘oembara.io es inducido con un
estir‘njuvto m‘ecénico, lo que significa que la preparaéién‘ de las células
endémetrfales»para interactuar con el bfastecistb pudiera darse inclusci durante
, este periodo. La c‘apaci‘déd receptiva de las células debe ampliarse a momenitos
,pdsteribres, éuahdo se ﬁresenta el‘ contacto entre el blastocisto y €l endometrio.
Otro aspecto a destacar en estos experimenios €s que en los tres grupos
'hubo un desfasamtento en el ’nempc en el que se observd la respuesta maxima.
“En el grupo en el que se indujo el pseudoembarazo con un estimulo mecanico el
incremento maximo 'd,ey peédse observo en el quiynt'o diaalas 14 ho'ras.‘aunque en
'~ los otros dosfgru;:os el incremento de peso fue muy parecido en ese momento. Nq
Qbstrante;i los ‘registrgs qué, se hicieron pbsteriormente fueron ‘c.‘ada Veé menbres en.
| el primer grupo, mientras que en los otros dos el peso fue‘ en incremento hasta
alcanzar vur'\ méximo 18 hqras después en &l gruﬁo del machénorm'al y 32 horas
después en el,'grupo‘ciel macho vasectomizado, ’Ic‘ que significa que entre estos
dos hubo una diferencia de 14 horas. Esto indica que hasta el momento en que se
- obtﬁyo‘ja.réspue‘sté méxima,eh el gfrupo del estimulo mecanico las condiciohes del
| atefo s_oh'si‘miiares y a partir de ahi la pr;es‘encia de sefnen ode \Hquidb seminal
imprime un cambio en la di:racién y ubicacion de la méxima recepﬁvidad uterina.
- El hecho de que er: el 'grurpo con &l macho normal e incremento maximo de peso -
_ se alcanzara antes gue en el grupo del macho vasectomlzado sugnere que los

‘ espermatozordes son los rasponsables de este cambio. En consecuencia, ‘muy
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probablemente las células espermaticas aceleran la respuesta que proeduce el
liquirdo\seminal solo.

Como el perio&c en el que se indﬁjQ él increm_ento‘ de pe(s:o uterino fue mas
hmlongédo tantd en el grupo del macho normal como en éi del macho
Vase‘ctomizédo. puede atribuirse a los estimulos que estos grupos representam
que son el semen y el liquido seminal, la causa de este cambio. ‘D;ada ’que 'el‘
incremento de peso uterino ée asocia a su capacidad receptiva, el hecho de haber
‘mantenidov alto el peso hvterinm por un mayor iiempb probablemente pudiera esiar o
‘en r;e!éci;én( a'una ampliacién eh el vpierfodo receptivo y por lo tanto de la yentan’a
de implantacion.

. Aunque‘las ’dif“feren'cias observadas en elAincfementov de peso uferihc en los |
: res grupos mencionados son inducidas por los ¢omponehtes seh‘linab‘es,. no debe
" perderse de vista :qfue el fenié'meno' estudiado fue en un estado dé
pseﬁdqembarazo Y, como ha sido reportado en diferentes estudios™5 2 g}
b!'éstocisfo secnjeta' algunas éu‘stancias que pudieran ser parte de un dialogo
neéesario’ entre las células para que se lleve a cabo la implantacion, situacidn que
no sé':présehtd en es:té‘ estudio y pdr lo tanto no existié una interaccion entre el
"blasmcist‘d y el eh{;ometric. Légicamehte, la ausencia de un blastocisto ’no permite
' “ observar la influencia de éSte, sobre los cambios endometriales que
potenéialmente pueden sQr muy importantes dentro del fendmeno reproductivo.
Pgr“eSta razon, si bien es cierto ‘que el ﬁquido seminal y los espermatozoidasr =
:inducen cambics’en ‘el periodd /e intensidad de receptividad uterina, en realidad no
ées posi‘ble'saber qué tanto ,pudierar‘x modificarse estos cambios si el btastqcisto

‘estuviera presente.
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" En conclusién, [a presencia de los componentes seminales parecen inducir
un fenémeno de receptividad endometrial diferenciada en la que aparentemente el
liquid(} semivnal favorece una mayor receptividad uterina y la mantiene por un
tiempo mayor, en tanto que los espermatozoides tienen un efecto scbré la
temporalidad, acelerando la respuesta. |

En relacién ;:c?n la prostaglandina E;, se sabe que ésta es produda de la
transformacion local del acido afaquidénicb a través de [a via de la ciclo-oxigenasa
y se encuentra en concerﬂracién elevada en los | sitios de implantacién
embrionaria. Esta su.st'arncia induce decidualizacién sn el endometrio de la rata
incrementando la permeabilidad vascular y contribuyendo a generar edema de!
© estroma, lo que proporciona un intersktikcio‘ {axo para la invasion del trofoblasto y

permite la expansidn de volumen de las céiulas deciduales™>*

.La princibal fuente
parece ser el epitetio uterino'' y se ha observado un nivel méximo el quinto dia de
pseudoembarazo en la rata> asi como un incremento en la cantidad de
receptores’® y de prostaglandin sintetasa el mismo dia®*.

P‘or esto se decidié en este estudio determinar la concentracién de PGEz en
el Quinto dia de 'pseudo'embarazo en las tres condiciones ya méncionadas. En el
grupo que inicid el pseudoembarazov con un estfmglo mecanico la concentracion
| de f::rostaglandina Es {5.29'pg)mg de tejido) fue similar a la del grupo cuyo
pSeuddembaraza se obtuvo con un mache normal (6.33 pg/mg tejido). Sin
enﬁbafg'o, la concenfracién de esta sustancia en el grupe con un macho.

vasectomi‘zado fue francamente mas atta (10.59 pg/mg tejido) que en los otros

‘dos.




]

La explicacién de este fenémeno es por el momento especulativa. La
concentracién de PGE; en el g;rupo' del eétimu'lo mecanico es consec‘ueficia de la
é;’nte;;is uterina enun estado de pseudoembarazo inducido aun en auséncia de los
c“r’)mpon‘entes seminales. Sin embarge, en el grupo con el macho vasectomizado

su concentracién se incrementa en forma importante al parecer como

_conéecuencia de la presencia de liquido seminal. Pero la concentracién de PGE;
é‘s similar entre el grupo del macha normal y el del estimuio mecanico lo que en
, apariéncia es paraddjico si se espera una modificacién en la produccién de
‘prostagla‘ndina‘ por la presencia de algiin componente seminal. Es probable que la
présen‘c‘:i,a de células esperméticas pudiera tener un efecto mddulador’ de este
ifenémeno modiﬁcando la sintesis de prcstagiandina, dado que en el grupo del

" macho normal estén presentes tanto liquido seminat como espermatozoides.

‘Ademds, debe destacarse que el andlisis de esta sustancia se realizé en un

momento en que se esperaba una alta concentracion de ella, pero se ignora si su

~ cambio .en el ﬁempo es diferente en cada uno de los grupos porque las

condiciones en que se indujo el pseudoembarazo fueron diferentes en cada caso.

Es decir, no se puede descartar la posibilidad de que haya una cinética de

p~foduccién de prostaglandina distinta en cada grupo y en consecuencia su

- congcentracion fuera distinta en otros momentos. No es posible la comparacion con

?es_ultados de otros trabajos 'porque hasta el momento no hay estudios similares.
En resumen, es evidente de los resultado,s obtenidos en este estudio que

los componentes seminales presentes en el tracto reproductivo femenino de la

" rata en el momento de la copula tienen un efecto modulador tanto én la reSpuesta

al ,est:’rhuto decidual como en la produccion de prostaglandina E; ambos
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fenémenos presentes al tiempo en que ocurre la implantacidn. Los componentes
del ltiido seminal inducén un incremento de’v'l"a respuesta endometrial a la
decidualizacion, pero la fraccién celular representada p@r los espermatozoides
aceleran esta’respues‘ta.v En relacion con laPGEz también parece haber un efecté
%ndtrjctor"de! ﬁquidé seminal en el é;uinto'dia de pseudoembarazovy una aparente
; faita* de réSpuesta ‘ si estan presentes los espe’rrhatdzoides, - pero debe
cqnsiderarse la pbsibilidad de que ta concentracidon de PGE; fuera d‘iferente en
:,‘otkos.mom‘entos. Si esto es ciérto éi per:’ddo de receptividad endometrial, la
;Hamada ventana de mplantamon pudiera cambiar si los estimuios a los. que esta
: expuesto el aparato genital fernemno al tiempo de la cépula modifican los eventos

posteriores.

' CONCLUSIONES
‘La presancsa de los componentes seminales en el momento de la cépula
kmod fica la respuesta endometna a un estimulo decxduogennco eri el Uterc de 1a
‘,rata en estado de pseudoembarazo.
| Tanto el ilqundo seminal comc los espermatozmdes inducen una mayor
receptrvldad endometrial que Ia mduc:da solo por el estlmufo mecanico, medida
ésta por el incremento de peso uterino posterior a la aplicacion de un estimulo
‘ declduogemco | |
Los espermatozordes modulan el perioda de maxima receptnvrdad porque
’ ésta se presenta antes cuando . se compara con IaVrespuesta que prcduce el

il,fquido seminal.
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No hay diferenbia enla intensictéd,de Iajrevspuasta‘ endometrial al éstimulo
'dec‘iduogénikc’o’ cuando el Utero se expone al quuido seminal oal éemen ccmplem;
La cdhcehtracién de prostaglandina Ez en el Utero de la rata en el quinto dia
o de :pseudoemba‘ra‘zo eé mayor si éste se induée en presencia de |fquido seminal
que siuée induce mecanicamente o con semen.

. La presencia de semen en el momento de la cépula de !a rata no modifica la
concentrac;iénbtuterina de prostaglandina E; en el quinto pﬁa de pseudocembarazo
- en ,relacién conla que se observa cuaridc,éste;se induce mécéni‘bamente.,

La V;A:resencia»dé‘ espermatozoides o de {iduido sefnina‘l dﬁrante la cépula
C 'i‘nc'r,(erhenté la ref;:epti\%idéd Qteriné y prolongé su duracién, en tantb que el lfquido :
' seminal indt@ia un incrementa de la concentracion de prostaglandina E2 en ei

* quinto dia de pseudoembarazo.
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