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RESUMEN

Antecedentes: Numerosos factores han sido implicados en el proceso de implantacién, entre ellos se
destaca la presencia de glicoproteinas de superficie. Se ha demostrado en ratones, entre otros, que los
tipos y cantidades de azlcares de superficie varian segun el periodo del ciclo reproductivo en el que se
encuentran, lo que podria sugerir un importante papel de estas variaciones en la mayor receptividad del
Utero al blastocisto. Objetivos: Describimos los carbohidratos de superficie del aparato reproductor de la
coneja, correlacionandolos con los cambios en sus genitales externos, y con los distintos periodos de su
ciclo reproductivo. Métodos: Se usaron 15 conejas, ovuladoras coitales, en las que se identifica el periodo
del ciclo segun cambios en sus genitales externos; 5 tenian vulva blanca (poca receptividad al macho y bajo
indice de embarazos), 5 tenian vulva rosa, y 5 roja (maxima receptividad al macho y alto indice de
embarazos). Se estudiaron variaciones en los azUcares de superficie en el oviducto, Utero distal, Utero
medio y cuello uterino, representados por el grado de tincién de 5 lectinas: eritrina cristagalli (ECL), dolichos
biforus agglutinin (DBA), ulex europaeus aglutinin-1(UEA-1), pisum sativum agglutinin (PSA) y artocarpus
integrifolia (Jacalin). Resultados: Hubo predominio del disacarido N-acetilgalactosamina o. 1-3N-acetilgalac-
tosamina (DBA) en todos los periodos y lugares del aparato reproductor, exceptuando el periodo de vulva
roja en Utero medio, donde prevalece la beta galactosa (Jacalina). Los residuos de manosa/a glucosa
(PSA), presentan alta reaccion en los periodos de vulva rosa y roja en el oviducto y Utero distal. La
galactosa B 1-4 N-acetil glucosamina (ECL) y la L-fucosa (UEA-1) tienen bajo nivel de expresién en todos
los sitios y periodos. Conclusion: La ausencia del disacarido N-acetilgalactosamina o 1-3N-acetilgalac-
tosamina en el periodo de vulva roja y en el Utero medio y la prevalencia de la beta galactosa en el mismo
periodo y lugar es consistente con los datos encontrados por otros autores, lo cual ayuda a confirmar la
importancia de estos residuos para regular el proceso de implantacion.

PALABRAS CLAVES: Implantacion, lectinas, glicoproteinas endometriales, glicoproteinas del
oviducto

SUMMARY

Background: Several factors have been implied in the process of implantation, among them the presence
of glicoproteins of the surface is the most outstanding. It has been showed in mice; among others; that the
kind and quantity of sugars of surface varies according to the cycling reproductive period in which they are
found, which it may suggest an important role of these variations in a major receptivity of the uterus to the
blastocyst. Objectives: It describes the surface carbohydrates of the female rabbit reproductive system
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making an analogy with the changes in the outer genitals, and with the different cycles of the reproductive
period. Method: In this study 15 the female rabbits were used which ovulated during coitus, and in which
it could identify the cycling period found according the changes of the outer genitals, five had white vulva
(low male receptivity and low index of pregnancy), five had them pink, and the other five had them red (high
male receptivity and high index of pregnancy), it was studied variations of surface sugars in the oviduct,
distal uterus, middle uterus and cervix of the rabbits represented by the degree of tincion of 5 different
lectinas: eritrina cristagalli (ECL), dolichos biforus agglutinin (DBA), ulex europaeus agglutinin (UEA-1),
pisum statibum agglutinin (PSA), and artocarpus intergifolia (Jacalin). Results: It was found superiority of
disaccharide N-acetylgalactosamine o 1-3 N- acetylgalactosamine (DBA) in all periods and places of the
reproductive system with the exception of the red vulva period in the middle uterus, where the p-galactose
prevails (Jacalin). The residues of manose/a glucose (PSA), present in high reaction in the pink and red
vulva periods the oviduct and distal uterus. The galactose p1-4 N-acetyl glucosamine (ECL) and the L-
Fucose (UEA-1) have a low level of expression in all places and periods. Conclusion: The absence of
disaccharide N-acetylgalactosamine o 1-3 N-acetylgalactosamine in the red vulva and the middle uterus
period and the prevailing of the p-galactose in the same period and place it is consistent with the information
found by other authors, this may help to confirm the importance of these residues to regulate the process
of implantation.
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INTRODUCCION

Para una adecuada implantacién es necesario
que haya receptividad del Gtero al blastocisto, y
que el trofoblasto se interrelacione con el endo-
metrio. Esta parte del proceso es critica para que
el embarazo pueda llevarse a término y es con-
siderada como una secuencia de interacciones fisi-
cas y bioquimicas entre el Gtero y el embrion. Esta
correspondencia entre trofoblasto y endometrio es
iniciada gracias a la interdigitacion de microvilli y a
la aposicion de membranas celulares entre el trofo-
ectodermo del blastocisto y el epitelio uterino (1).

Se han postulado numerosas hipétesis acerca
de los diversos factores que pueden servir como
sefiales que inician o perpettan el contacto e in-
corporacion del embrién al atero, el cual debe
poseer a su vez un ambiente apropiado para la
supervivencia de este individuo. Estas sefiales
consisten en el aumento de los niveles de estro-
genos, los cuales influyen en la modulacion de
agentes pro-inflamatorios en el endometrio adya-
cente, tales como el aumento del factor del com-
plemento C3 en la fase proliferativa (2); también,
en la regulacién positiva de las moléculas de ad-
hesion celular (CAM) en el epitelio glandular por
parte de la progesterona y en el epitelio luminal
por parte de los estrégenos (3,4). Asi mismo, se
ha encontrado que la progesterona esta implicada
en la modulacién directa de glicoproteinas, como
la mucina Mucl, distribuida en las células epitelia-
les (5). Ademas de los estrogenos y la progestero-
na también se han implicado como factores modu-

ladores las prostaglandinas (1), el factor temprano
del embarazo (6), algunas integrinas (1,7), y carbo-
hidratos de superficie como parte del glicocalix,
especificamente glicoproteinas de superficie celu-
lar implicadas en reconocimiento, adhesion, fusion
y diferenciacion celular (8).

Las manifestaciones fisicas del ciclo en la co-
neja son discretas y variables, excepto en la colo-
racion de la vulva (de rojo a blanco con rosa
intermedio), que define el comportamiento ante el
macho con cierta precision. Si esta roja, la recep-
tividad para el macho se acerca al 100% (periodo
de celo), mientras que cuando es blanca sélo al-
canza un 20,6% (9). Si la hembra acepta el ma-
cho, se asume que esta en fase estral (periodo de
celo), momento apto para la gestacion. Asi mismo,
se ha demostrado que las conejas que se aparean
cuando la vulva esta roja ovulan en un porcentaje
del 84,6%, y quedan gestantes 95,6% de estas.
Comparando estos datos con los que se dan con
la vulva blanca, donde menos del 5% ovulan, y un
porcentaje ain menor quedan gestantes (9).

Se puede deducir que todo el aparato genital
de la coneja esta preparado en el periodo de celo
para recibir el embrién, y que esta preparacion po-
dria incluir la presencia o ausencia de determinados
carbohidratos de superficie. Con este estudio, in-
tentamos conocer la variaciéon de los azUcares
endometriales en el momento del celo; y determi-
nar cuales son especificamente estos azucares.
Estos resultados permitirdn sentar las bases para
identificar el papel de los azucares en la mayor
receptividad del Gtero al ataque del blastocisto.
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MATERIAL Y METODO

Se usaron 15 conejas de raza Ruso-Califor-
niano de cinco libras de peso, criadas en cautive-
rio. De éstas, 5 tenian vulva roja, 5 rosa y 5
blanca, lo cual fue determinado por tres examina-
dores diferentes. Posteriormente, las conejas fue-
ron sacrificadas para la extraccion en bloque del
Utero, del cual se disecaron y marcaron las dife-
rentes zonas a estudiar como oviducto, Utero
distal, Gtero medio y cuello uterino.

Las muestras se fijaron en preparacion de
Carnoy durante tres horas y se procesaron para
su estudio. Los bloques fueron seccionados y a
los cortes resultantes se les agregé en forma
secuencial lectina especifica biotilinada por 1 hora,
posteriormente, se hizo una solucion con 12 ul de
neutravidina, 12 de peroxidasa biotilinada, y 2,4
ml de PBS, y se dej6 una hora sobre las mues-
tras, por ultimo se reveld la presencia de lectina
con una solucion de acido etil carbamida (AEC).
Las lectinas (Sigma) que se utilizaron fueron:
eritrina cristagalli (ECL) especifica para el disaca-
rido galactosa p1-4 N-acetil glucosalina; dolichos
biforus agglutinin (DBA) especifica para el disacéa-
rido N-acetilgalactosamina 3 1-3N-acetilgalactosa-
mina; ulex europaeus aglutinin-1 (UEA-1) especifi-
ca para L-fucosa; pisum sativum agglutinin (PSA)
el cual se une los azGcares manosa/o glucosa; y
artocarpus integrifolia (Jacalin) la cual une a f-
galactosa.

Para confirmar la especificidad de la lectina
por el azlcar respectivo, algunas secciones histo-
l6gicas adyacentes se incubaron con una mezcla
de la lectina biotinilada (5 ugr/dl) con el azlcar
inhibitorio apropiado 0,1M. La mezcla lectina

biotinilada mas el azlcar se prepard dos horas
antes de usarse. Los azucares inhibitorios que se
utilizaron fueron los siguientes: galactosa para ECL
y jacalina; N acetil galactosamina para DBA,;
manosa Yy glucosa para PSA; y fucosa para UEA-
1 (10).

El material que se obtuvo se analiz6 al mi-
croscopio de luz por tres observadores diferen-
tes. El grado de tincién de carbohidratos se eva-
lué de acuerdo a una escala subjetiva desde nin-
guna reacciéon (0 cruces), trazas (una cruz +);
moderada (dos cruces ++) y méaxima tincion (tres
cruces +++). Se aplicé esta escala para cada una
de las lectinas analizadas, en todas las partes
estudiadas. Una vez establecidos estos valores,
se reagruparon en dos grupos principales: el pri-
mero, de alta reaccién que incorpora los grupos
de tincion moderada y maxima (++, +++); el se-
gundo de baja reaccién retne los de tincion mini-
ma (0, +).

Finalmente se realizaron comparaciones entre
las muestras, para lograr establecer diferencias
entre los perfiles glicosidicos de las muestras es-
tudiadas.

RESULTADOS

A nivel macroscopico se encontré diferencia
entre los Uteros y oviductos de las conejas con
vulva blanca, rosa y roja. La primera tenian un
Utero largo, delgado, cauchoso y blanco; mientras
que la de vulva roja tenian un Utero edematoso,
grueso, acortado y rojizo (Figuras 1y 2).

Los resultados, segun el grado de reaccion
alto (++, +++) o bajo-ausente (0, +) para cada
lectina estan expresados en las Tablas | y Il. Como

Figura 1. Oviducto de coneja con vulva blanca, con
grado de reaccion de +++. Con DBA (10X).

Figura 2. Oviducto de coneja con vulva blanca, con
grado de reaccion de +++. Con DBA (40X).
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Tabla |

DESCRIPCION DEL PERFIL GLICOSIDICO EN LOS DIFERENTES LUGARES DEL APARATO REPRODUCTOR
DE LAS CONEJAS SEGUN EL PERIODO DEL CICLO, PARA UNA ALTA CONCENTRACION DE AZUCARES

(n=15)
Lugar del aparato Vulva blanca (n=5) Vulva rosa (n=5) Vulva roja (n=5)
reproductor Azdcar n Azucar n Azucar n
Oviducto GalNAcal-3GalNAc 5 GalNAcal-3GalNAc 5 GalNAcal-3GalNAc 5
Galp1-3GalNAc 5 Galp1-3GalNAc 5 Galp1-3GalNAc 5
aMan/aGlu 5 aMan/aGlu 5
Utero distal GalNAcal-3GalNAc 5 GalNAcal-3GalNAc 5 GalNAcal-3GalNAc 5
Galp1l-3GalNAc 5
aMan/oGlu 5
Utero medio GalNAcal-3GalNAc 5 GalNAcal-3GalNAc 5

Galp1-3GalNAc

Galp1-3GalNAc

Cuello uterino GalNAcal-3GalNAc 5

GalNAcal-3GalNAc 5

GalNAcal-3GalNAc 5

Reaccion calificada como dos y tres cruces (++, +++).

se puede observar en las dos tablas, el grado de
tincion de la lectina DBA (galNAcal-3galNAc) per-
manece alto en todos los sitios y periodos del
ciclo reproductivo, sin diferencias entre éstos, sélo
siendo desplazado por la jabalina (galp1-3galNAc)
durante el periodo de vulva roja, en el Gtero me-
dio. Otro hallazgo interesante, es la presencia de

tincibn moderada con la lectina PSA (aman/a
gluc) y la jacalina (galpl-3galNAc) en el oviducto,
en los periodos de vulva rosa y roja, acompafian-
do la reaccion de la DBA. En cuanto a las lectinas
ECL (galpl-4glcNAc) y UEA 1 (alL-fucosa), pre-
sentaron baja expresividad en todos los sitios y
periodos.

Tabla I

DESCRIPCION DEL PERFIL GLICOSIDICO EN LOS DIFERENTES LUGARES DEL APARATO REPRODUCTOR
DE LAS CONEJAS SEGUN EL PERIODO DEL CICLO, PARA UNA BAJA CONCENTRACION DE AZUCARES

(n=15)

Lugar del aparato Vulva blanca (n=5) Vulva rosa (n=5) Vulva roja (n=5)

reproductor Azdcar n Azucar n Azucar n

Oviducto Galp1-4GIluNAc 5 Galp1-4GluNAc 4 Galp1-4GIluNAc 5
aFuc 5 aFuc 5 aFuc 4
aMan/aGlu 5

Utero distal Galp1-4GIluNAc 5 Galp1-4GluNAc 4 Galp1-4GIluNAc 5
aFuc 5 aFuc 5 aFuc 5
aMan/aGlu 5 aMan/aGlu 5
Galp1-3GalNAc 5 GalB1-3GalNAc 5

Utero medio Galpl-4GIuNAc 4 Galp1l-4GIuNAc 5 Galpl-4GIluNAc 5
aFuc 5 aFuc 4 aFuc 5
aMan/ aGlu 5 aMan/oGlu 5 aMan/oGlu 5
Galpl-3GalNAc 4 GalNAcal-3GalNAc 5

Cuello uterino Galp1l-4GIuNAc 5 Galp1l-4GIluNAc 4 Galp1l-4GIuNAc 5
aFuc 4 aFuc 5 aFuc 5
aMan/aGlu 4 aMan/aGlu 4 aMan/aGlu 5
Galp1-3GalNAc 5 Galpl-3GalNAc 4 Galp1l-3GalNAc 3

Reaccion calificada como ninguna y una cruz (0, +).
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DISCUSION

La investigacion realizada, tiene su importan-
cia en la evaluacién del perfil glicosidico tanto en
los diferentes sitios del aparato reproductor como
en los diferentes periodos del ciclo, lo cual nos
permite determinar con mayor certeza y con me-
nos distractores, la presencia o ausencia de los
azucares de superficie durante el ciclo estral y el
proceso de implantacion.

Algunos estudios en hamsteres han demostra-
do la variacion de los residuos glicosidicos segun
el periodo del ciclo, reportando el aumento de las
glicosiltransferasas en el periodo de peri-implanta-
cion (11); al mismo tiempo, en conejas, se han
encontrado aumentados determinados tipos de
azucares en el mismo periodo (12). Nuestros re-
sultados estan acorde con esos hallazgos, pues
muestran que la expresién de ciertos residuos
glicosidicos: galactosa p1-3-N-acetil galactosamina
(Jacalina), amanosa/a glucosa (PSA) y el disaca-
rido N-acetilgalactosamina o 1-3N-acetilgalactosa-
mina son dependientes del periodo del ciclo en que
se encuentra la coneja. Otros azlicares permane-
cen constantes en poca cantidad, como la a-L
Fucosa (UEA-1) y la galactosa (31-4-N-acetilgluco-
samina (ECL).

Igualmente estudios anteriores han reportado
predominio de N-acetil galactosamina y galactosa
en la época de peri-implantacion (13,14). Nuestro
estudio muestra el predominio de la N-acetilga-
lactosamina o 1-3N-acetilgalactosamina (DBA) en
todos los periodos, exceptuando el de vulva roja a
nivel del Gtero medio lo que ratifica la importancia
de su desaparicion por sus propiedades de anti-
adhesividad del blastocisto al endometrio cuando
este disacarido hace parte de las mucinas (15).
Ademas es importante el predominio de la galac-
tosa p1-3N-acetil galactosamina sobre la N acetil-
galactosamina a1-3 N acetilgalactosamina durante
el periodo de vulva roja en el Utero medio, los
cuales representan la época de mas fertilidad y la
zona de mayor receptividad, respectivamente. Esto
apoya la importancia de la  galactosa en la im-
plantacion descrita por otros autores (16).

Por otro lado, los residuos de a-L-fucosa y
galactosaf1-4 N-acetil glucosamina presentan una
expresion muy baja en las muestras, lo cual esta
de acuerdo con trabajos previos (14), sin embargo
nuestro estudio no muestra variaciones en rela-
cion con los distintos periodos del ciclo. Esto pue-
de deberse al caracter cualitativo del estudio, que
no nos permite detectar cambios minimos. Al pa-
recer, los cambios descritos en otros estudios

acerca de la galactosafl-4 N-acetil glucosamina
se debe a la presencia de residuos de acido sidli-
co, que cubren normalmente la cadena glicopro-
téica en su parte superior, evitando la interaccién
de las mismas con la lectina ECL y las “sustan-
cias” externas (16,17).

Por ultimo, se encontré una alta reaccion para
a manosa/a glucosa(PSA) en el oviducto y en el
Utero distal en los periodos de vulva rosa y roja, lo
cual puede representar cierta importancia de estos
azucares en la conduccién del embrién implantado
a su destino.

En conclusion, siendo la presencia o ausencia
de los carbohidratos uno de los factores que in-
fluencian la implantacion, es posible que la altera-
cion de estos azlcares sea en parte responsable
de la incapacidad de algunas mujeres para llevar
el embarazo a término. Esta hipétesis, puede ser
desarrollada en futuras investigaciones que lleven
a dilucidar el papel de los azlcares en el proceso
reproductivo humano.
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