ESTUDIO HISTOQUIMICO
DEL EPITELIO VAGINAL EN

CERDAS

Una contribucion al diagndstico de la
preiiez en cerdas por biopsia vaginal

INTRODUCCION

Sobre los cambios ciclicos del epitelio vaginal, existe,
con respecto’a su aspetto morfoldgico una amplia biblio-
grafia (2,3,4,5,12,14,17,18,25,26,27 y 28). Contraria-
mentc a esto hay un sélo ensayo que suministra también
datos histoquimicos (22; y publicaciones resumidas de
cste trabajo 23 y 24).

Este trabajo se reficre a la proporcidn de polisacdri-
dos neutrales (PAS!), Glucogeno (Carmin segin Best) y
la actividad de la fosfatasa bdsica.

Los resultados obtenidos indican, que bajo la influen-
cia de la progesterona sc aumenta la reaccion PAS, se
disminuye Ila cantidad de glucégeno y decrece levemente
y cn un periodo muy corto la actividad de la fosfatasa.
En cuanto a la reaccion PAS, estos resultados son algo
contradictorios. Esa reaccién demuestra también la pre-
sencia dc glucdgeno junto con otros polisaciridos neu-
trales. Su aumento categdrico, bajo la influencia de la
progesterona, no coincide entonces del todo con la dis-
minucién de la coloracién segiin BEST, que se considera
clectiva pdra glucdgeno.

Para aclarar estc aspecto y para obctener informa-
cién mds completa sobre la histoquimica del epitelio va-
ginal en ccrdas es que se reali*3 este estudio al respecto.

MATERIAL Y METODOS

Se recolecté material de cerdas faenadas rutinaria-
mente en un matadero (1), de las cuales no se determi-
naron datos de procedencia, raza, edad, y otros antece-
dentes.

| — A
1) PAS - Peryodic acld Schiff (secuencla dcido peryodi-
co-reactivo de Schiff}
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Se comprobd en base al estado uterino una cventual
preiicz y se excluyeron con anterioridad estados patolo-
gicos cn basc al aspecto de todo ¢l tracto genital. De esta
manera se cligieron 42 cerdas (33 vacias y 9 prefiadas)
y se retir6 de ellas la vagina, vulva y cucllo uterino y adi-
cionalmente los ovarios. Luego de cuatro horas post
mortem, a mds tardar, se recortaron las muestras de teji-
do de la vagina cerca del cuello uterino de un tamaiio
aproximado a 1 x 0.4 x 0.2 cm que se procesaron de la
siguiente manera:

1) Fijacién en “formol 40 % : dcido acético glacial :
alcohol absoluto™ (15 ml : 15 ml : 270 ml) (13, pig.
34) durante 24 horas, lavando con agua corriente 1 h,
deshidratacion en los alcoholes, benzeno hasta que
los preparados quedan transparentes, parafinaa 60°C
un dfa ¢ inclusién en parafina (punto de fusion
590C).

2) Cortes de 5 micras con microtomo de deslizamiento
(LEITZ), montados en portaobjetos previamente ge-
latinados.

3) Coloraciones:

a) Hematoxilina-Eosina/Orange G (15)

b) PAS (13) con y sin digestion por ptialina (saliva

filtrada).

¢) Reaccidn de Polisacdridos-Hierro (10, modif. de 9)

d) Feulgen-Methylene Blue (8).

¢) Azul de Toluidina pH 4,5 (buffer fosfato-citrato

de Mc Ilvain), post-tratamicnto con molibdato de
amonio al 5§ %y deshidratacion. :

f) Alcian Blue 8 GX pH 1.0 y pH 2.5 (20), colora-

cién de los nicleos con 0.1 % de Safranin 0 pH
4.0 (buffer fosfato-citrato de Mc Ilvain) 15 min.
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Fotos con pelicula Kodak Panatomic X 32 ASA- FX
135. Cimara utilizada, la propia del microscopio
Leitz Dialux 20, marca Wild MPS 11.

En base del ovario se determind para cada cerda no
prefiada el respectivo momento del ciclo, tal cual descri-
be la literatura (7). En una corta recopilacion se descri-
bird el modo de determinacién de las fases oviricas se-
gun cste trabajo (usando la terminologia segin 16):

-- Fase de maduracién del foliculo (incluye el comien-
zo del celo clinico, corresponde a los dias 19 al 21
del ciclo anterior y lo. del nuevo ciclo): crecimiento
rapido de los foliculos (7-10 mm), color del licuor
amarillento marrdn, paredes finas y transparcntes;
cuerpos amarillos decreciendo (5 mm) y de color
blancu.co.

— Fase de ovulacion (parte principal del celo, corres-
ponde a los dias 2 a 3): desde la rotura del primer
foliculo hasta la aparicién del dltimo cuerpo hemo-
rragico.

— Fase del cucrpo liiteo (corresponde a los dias 4a 13):
desde la rotura del primer foliculo hasta la aparicion
del altimo cuerpo hemorrigico,

— Fase del cuerpo luteo (corresponde a los dfas 4a 13):
cuerpos liteos en formacién con hemorragias mds
o menos grandes hasta cuerpos liteos en floracidn
de tamario mdximo (8-10 mm), de color carne-rosa-
do algo amarillento y sin ninglin resto de hemorra-
gia.

— TFase de recuperacidn (correspondecalosdias 14a 18):
cuerpos liteos en descenso, foliculos en crecimiento
(hasta 4-5 mm).

Este método se presentd en nuestras manos algo du-
doso; la incertidumbre estaba en la diferenciacion de la
fase tardia del cuerpo liteo y de la fase de recuperacion,
mientras las otras fases se reconocian sin dificultades.
Nuestro material se distribuye en dichas fases de ia si-
guicnte manera:

— Fase de maduracion: 7 animales

— Fasc de ovulacion: 8§ animales

— Fase de cuerpo liteo, temprana (I): 9 animales
— Fase de cuerpo lutceo,

tardra (I): § animales .
— Fase de recuperacion: 4 animales 9 animales

Para las cerdas prefiadas se estimaron las siguientes
duraciones de gravidez:

1,5 — 2 meses: 6 animales

2 — 2,5 meses: 1 animal

2,5 a término: 2 animales

Para la evaluacién de los cortes histologicos se divi-
did cl epitelio vaginal en 4 estratos (segiin 12 modifica-
do):

Faltan en Ia fase
luteal tardia y en
la recuperacion, asi
como en la prefiez.

1- Estrato germinativo

2- Estrato espinoso profundo
3- Estrato espinoso superficial
4- Estrato.superficial

El grado y la extensién de las coloraciones histoqui-
micas se estimaron en forma subjetiva expresando el
resultado en una escala de 5 puntos: 0 (ninguna colora-
cién), * (dudoso), +hasta+++ (intensidad crecien-
te de la coloracién desde el minimo al mdximo).

RESULTADOS
1. Reaccion PAS

Se pueden distinguir tres fracciones (fig. 1).

1.1 No suceptible a la digestion con ptialina, con ubica-
cién superficial (fig. 2a.). Esta fraccién, permanece
despucs de la digestién con ptialina y esta ubicada
en la capa superficial. Tiende a ocupar la parte apical
de las células superficiales. Entre los preparados que
contienen esta sustancia, hay una amplia escala de
intensidades que oscilan entre la coloracidn fuerte
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de todas Ias células superficiales y una coloracion
con grandes distancias incoloras de algunas células
singulares, La sustancia es de apariencia granular.
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Fig. 1: Epitelio vaginal, fase ovulntorla cortado oblicua-
mente. PAS, obj 40 x. Se ven las tres ubicaciones
de la reaccion PAS en el epitelio vaginal de Ia cer-
da: (1) celulas superﬁcmles levemente positivas;
(2) en el estrato esgmoso existe en su parte super-
ficial una formacion que recuerda a una especie
de red; (3) en cl estrato espinoso profundo se en-
cucntra glucégeno en cantidad mediana que
muestra la caracteristica fuga por accion del fija-
dor; (4) las células basales sor PAS negativas.

1.2 No suceptible a la digestion con ptialina, ubicada
en cl estrato espinoso. Esta fraccidn permancce
después de la digestion con ptialina, y es mejor
visible en el estrato espinoso. Nunca aparece en el
estrato basal y no alcanza a la superficie incluso en
preparados con un marcado estrato superficial (fase
de maduracién folicular). La sustancia en cuestion se
concentra especialmente en la region de las paredes
y prolongaciones (“espinas™) celulares sin prcferen-
cia de direccién, formando asi, en el corte histold-
gico una especie de “‘red celular”. No se puede en-
tonces, sefialar ningin efecto fijador parecido a este,
descrito en el punto 1.3. La sustancia es de aparien-
cia lisa.

1.3 Suceptible a la digestion con ptialina.

Esta fraccién desaparece despudés de la digestion con
ptialina por lo cual se puede suponer, que se tratd
probablemente de glucdgeno. En los preparados que
la contienen, esta sustancia se encuentra generalmen-
te en el estrato espmnoso. Pero también (especialmen-
te cn la maduracién) aparece en la capa superficial,
s6lo en el fin de la fase luteal y en animales prcnados
se la encuentra en las células basales. En estos uln—
mos casos, es decir cuando el epitelio alcanza su mi-
nimo espesor, se trata siempre de cantidades mas



Fig. 2: Epitelio vaginal, fase ovulatoria; a) PAS; b) reac- mente con PAS, mds débilmente, pero en la mis-

cion Polisacdridos-Hierro; c) Alcian Blue pH 2.5; ma proporcion con la reaccion de Hierro, mis dé-
d) Alcian Blue pH 1.0; Obj 100 x (aceite de in- bilmente alin y en proporcion mds baja con las
mersion). Las células superficiales se tifien fuerte- dos maodificaciones de Alcian Blue.




pequeiias. Siempre tiene forma granular y en el estra-
to espinoso se ve bien la conocida “fuga de glucd-
geno” en la misma direccion de la entrada del fija-
dor. En las células superficiales mantiene un cardcter
homogéneo granular.

2. Reaccion de Polisacdridos—Hierro

Se pueden distinguir dos ubicaciones.
2.1 Ubicacion superficial (fig. 2b)

Esta parte cstd ubicada en la capa superficial
y tiende a ocupar la zona apical de las células. La co-
loracién coincide parcial o totalmente (segiin el pre-
parado con la descrita bajo 1.1). En este caso, coinci-
dencia parcial, quiere decir que, la reaccién PAS pre-
domina sobre la reaccion del Hierro, De esto se pue-
de concluir que la reaccion del Hierro probablemente
siempre estd combinada con una reaccién PAS posi-
tiva, mientras que la reaccion PAS a su vez, puede-ser
positiva, sin estar combinada con una reaccién de
Hierro positiva.

2.2 Ubicacién en el estrato cspinoso,

Esta coloracion corresponde, obviamente, cn su
distribucién a la reaccién descrita bajo 1.2, y forma
igual quc clla una especie de “‘red celular™. La reac-
cion de Hierro también en este caso estd combinada
sicmpre con una rcaccién PAS positiva, Sin embargo,
la reaccion PAS positiva en la mayoria d¢ los casos
no coincide con la reaccion Hierro positiva (ver 2.1).

3. Coloracién con Alcian Blue pH 2,5

Sc pueden distinguir las mismas ubicaciones que cn

clpunto 2. §

3.1 Ubicacion superficial (fig 2¢),
La coloracion aparece de la misma manera como la
descrita bajo 1.1 y 2.1 y muestra igualmente coinci-
dencia con la reaccion PAS. Sin embargo las células
positivas son en esta coloracion todavia mas escasas,
Se puede concluir entonces como anteriormente, que
la coloracion Alcian Blue pH 2,5 siempre estd combi-
nada con una reaccion PAS positiva y quizd también
con una reaccion de Hicrro «positiva, mientras que
hay casos en los cuales falta la reaccidon Alcian Blue
pH 2,5, pero estdn presentes las reacciones de Hierro
y PAS.

3.2 Ubicacion cn ¢l estrato espinoso,
Solamente ¢n dos preparados de la fase luteal sc en-
cuentra una sustancia que corresponde a lo descrito
en 1.2 y 2.2. La comparacién de los cortes indican
una reaccién positiva al Alcian Blue pH 2,5, Hierro
y PAS al mismo tiempo,

4. Coloracion con Alcian Blue pH 1.0
(fig. 2d)

Esta coloracion coincide, respecto a la distribucion
general. y por completo con la reaccién anterior. De
acuerdo a la intensidad de la rcaccion, a veces parece ser
menor. 7

Entonces se pucde concluir que las sustancias positi-
vas con Alcian Blue pH 2.5, generalmente estin combi-
nadas con sustancias positivas con Alcian Blue pH 1.0,
y mds aun, que con alta probabilidad la mayoria de las
sustancias demostradas con Alcian Blue pH 2.5, corres-
ponde a sustancias positivas con A.B. pH 1.0. Valen en-
tonces las mismas conclusiones que para ¢l punto 3.

5. Coloracion con Toloudine Blue pH 4.5

En csta coloracién se evalia solamente la presencia
y ubicacion de metacromasia. Con respecto a ésta, existe
una coincidencia completa con las dos coloraciones an-
teriores.

Se puede concluir entonces, que la presencia de me-
tacromasia se debe muy probablemente en su totalidad
a las sustancias positivas con Alcian Blue pH 2,5 y pH
1.0.
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6. Secuencia Feulgen—Methylene Blue
(F—MB)

Para la reaccion de Feulgen no se realizé la estima-
cion cuantitativa. La coloracion con MB siempre aparece
en forma homogénea, es decir, que si una capa celular
tiene reaccién positiva, todas las células de esa capa pre-
sentan la misma reaccién, Unica excepcién de esto, son
las células en mitosis que sc encuentran en las capas mds
profundas y muestran reaccion negativa.

La coloracion siempre se limita al citoplasma y al nu-
cleolo. Las diferencias son considerables y especialmente
bien visibles, entre los fibrocitos del corion scgiin los dis-
tintos estados ovéricos (ver 7).

Una correlacién directa de ésta, con las otras colora-
ciones realizadas, no se puede verificar, Sin embargo,
hay que mencionar que predomina la coloracidn de la
capa basal con respecto a la coloracion de los otros es-
tratos, mientras en todas las rcacciones anteriores hay
una preferencia sobre los estratos superiores dejando
negativa a la capa basal.

7. Relacion del grado de coloracion con el
estadio sexual.

En la tabla 1. estdn relacionados los resultados de la
estimacion cuantitativa de las coloraciones, con los dife-
rentes estadios sexuales.

La tabla indica las tendencias principales de los gra-
dos de coloracién y entre paréntesis debajo de ecllos la
dispersién de estos grados. Especialmente por estas dis-
persiones, en general amplias, se ve que en el propio epi-
telio, ninguno de estos datos (1) recogidos, tiene exclusi-

vidad para un cierto estadio sexual. Es decir, ninguna de_

las coloraciones aplicadas se limita en forma especifica
a uno o mds estadios sexuales y queda especificamente
negativa en otros. Estos métodos entonces no permiten
la determinacion de manera disyuntiva ni de las fases
estrales ni de la preficz. Pero contrariamente, un resulta-
do en este sentido exitoso, se presenta en los fibrocitos
del corion. Estas células toman exclusivamente en la fase
de la maduracion folicular.y raras veces en la ovulacion,
el colorante azul en la secuencia Feulgen—Methylene
Blue (fig. 3a), y hay que hacer notar que en nuestro ma-
terial todos los preparados de la fase de maduracion
(de 7 animales) muestran sin excepcidn esa particulari-
dad, mientras los preparados de las cerdas prefiadas y de
las fases estrales, a pesar de la ovulacién, quedaron abso-
lutamente negativos en la coloracidon con Methylene
Blue (fig. 3b).

De las tendencias se puede sciialar io siguiente:

El glucdgeno asi como las sustancias ubicadas en el
estrato superficial y PAS positivas, Alcian Blue y/o
Polisacdridos—Hierro aparecen en forma mds pronun-
ciadaenla maduracidn.

1

.

Lo mismo vale para la coloracién de las capas pro-

fundas (III y IV de la tabla) con Methylene Blue.

. En la prefiez, el epitclio muestra siempre una baja
proporcion de glucdgeno, pero relativamente alta
proporcién de las sustancias superficiales (1.1, 2.1
y 3.1) positiva con PAS, Alcien Blue y/o Polisaciri-
dos—Hierro asi como con Methylene Blue.
Las sustancias ubicadas en el estrato espinoso y PAS
positivas, Polisacdridos—Hierro y Alcian Blue se dis-
tinguen mds en las fases Luteales. Las sustancias
Alcian Blue positivas se encuentran exclusivamente
en la fase luteal I, si bicn s6lo se ve en los preparados
de 2 cerdas.
4. En la preficz faltan dichas sustancias en todos los

preparados.

o

w

8. Formaciones quifsticas

Para la evaluacion de las coloraciones hasta ahora
descritas, no se toméd en cuenta, los fenémenos que en
muchos casos son responsables de una reaccién positiva
que se adiciona a los demds resultados, Estos fendmenos
aparecen como formaciones quisticas.



Coloracién P AS Polisaciridos-Nierro Alcian Blue Ph1.0 Methylene Blue
Ubicacién Tucé

o Glucdgeno Supfr- Estrato espinose Super~ Estrato espinoso Super- Estrato Epitelio Corlon
Cpitelial ficie ficie ficle espinose (fibrocitos)

(*) 1 I 1 v 1 1 11 I I 1 11 111 1V 1 /11 /iy | 1/ 1/

Estade sex.
Madyracién . . : 0 o . ) 0 0 * 0 0 0 0 . 0 0 0 a 4
folicular | ({0-2) {0-2) (0-1) (0-3) | (0-1) (0-1) (0-1) (0-3) (0-2) (0-1) (0-2)

Fase : 0o 0 0 0 . . < O (] . . . 0 ] 0 0 0 0 o
ovulatoria | (0-2) (0-1) {0-1) (0-2) (1-2)  (1-2) (0-1) (0-2) | (0-2) (0-2) (0-1) (0-2) (0-1)  (0-1) {0-1)
Fase Cuerpo 0 0 0 0 Q v v . [] 0 . . . (] [} ] 0 o (] 0

toteo 1 (0-1) | (1-3) (1-3) (0-2)- (0-1) | (0-2) (0-2) (0-1) (0-2) J(o-2)  (0-2) {0-1)
FaseC.L. Iy o™ g 0 2 AV EERG S o 0 dVall ¢ o 0 0 . 0
recuperacidn (0-1_) (0-1) (0-1) (0-3) | (0-2) (g-2) (0-1) (0-1] (0-1) (0-1)  (0-2)

Predez s (R e 0 0 R =0 . QI 7R | 0 0 5 s 0

(0-1) (0-1} | (1-3) (0-3) (0-2) (0-2)  (0-2)
(*) Capas epiteliales: I Capa superficial

11 Capa espinosa superficlal
11l Capa espinosa profunda
IV Capa basal

(**) Esta capa falta g varios preparados del grupo.
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un citoplasma bien teiiible con azul de metileno
(flechas), mientras que en el animal prefiado son
negativos y solo se tifien los.niicleos (reaccién de
Feulgen).

Fig. 3: Epitelio vaginal y corion; a) fase de maduracion
folicular; b) cerda prefiada, Feulgen Methylene
Blue, Obj 100 x (aceite de inmersion). Los fibro-
citos del corion en la fase de maduracién tienen

67



Como siempre contienen células en degeneracion

o restos de células, hay que considerarlos como signos

de una destruccion epitelial. Sin embargo aparecen en la

mayoria de los preparados en todas las fases estrales, fal-
tando s6lo en los epitelios de cerdas prefiadas(*).

Se pueden sefialar los siguientes estadios de estas for-
maciones:

a) Degeneracion de células singulares del estrato super-
ficial y espinoso superficial, expresada especialmente,
por picnosis del niicleo, reaccién PAS ncgativa, Hie-
rro y Alcian Bluc también negativa y falta de meta-
cromasia (tipico para la fase de recuperacién Y ma-
duracidn).

b) Mis avanzado cl proceso, aparecen sustancias positi-
vas al PAS y Alcian Blue y metacromasia; el proceso
queda limitado a ciertas células en particular, pero ya
pucdcn aparecer granulocitos neutréfilos acompa-
nandolas (tipico de la fase de maduracién y ovula-
cién y en un grado menor también para la recupera-
cién) (ﬁg 4).

P Sl TR N |
. i ] e

Fig. 4:Epitelio vaginal, estrato espinoso, fase ovula-
toria. Feulgen—reaccion Pohsucandos—l-herro,
Obj 100 x (acelte de mrnersnon) Tres células
(flechas) con niicleq picndtico y reaccion positiva
de Hierro en sus paredes. Eso bien puede ser el
comienzo de¢ formaciones quisticas. En estos ca-
sos parece ldgico que las mucinas demostradas se
deben al proceso degenerativo que obviamente
tiene lugar.

c) El proceso desciende hasta el estrato espinoso pro-
fundo y’al mismo tiempo se aumenta la tendencia de
las formaciones quisticas a confluir; la reaccién en
las coloraciones mencionadas es pronunciada y la in-
filtracion por granulocitos es considerable (tipico
para la fase de ovulacidn hacia cuerpo liteo I).

d) La mayoria dc las formaciones llegan a tamafios con-
siderables y estan llenos de granulocitos neutréfilos
y cosindfilos, restos de mucleos y a veces plasmoci-
tos; entre los que son positivos, hasta fuertemente
positivos para el PAS, Hierro y Alcian Blue; hay
otras formaciones que son absolutamente ncgativas
(cuerpo luteo [y II) (fig. 5).

Generalmente sc pueden distinguir las siguientes
combinaciones de reacciones:
— Sdlo positivo con PAS (no digestible con ptialina).
— Positivo con PAS, Hierro y Alcian Blue pH 2,5.
— Positivo con PAS, Hierro, Alcian Blue pH 2,5 y 1.0
y metacromasia.
— Negativos con todas las reaccioncs.

Esquemdticamente se puede decir que las formacio-
nes pequenas se tifien intensamente con todas las reac-
ciones y su basofilia se debe entonces mas que nada a las
sustancias PAS positivas metacromadticas y Alcian Blue
pH 1.0 positivas. Estos quistes, cuanto mds grandes son,
mayor tendencia muestran a colorearse d¢bilmente, cau-
sa en parte, del efecto de “difusion’ de la gran cantidad
de células libres, en parte también por falta absoluta de
sustancias, especialmente de sustancias positivas al PAS,
Alcian BIuc pH 1.0 y con metacromasia (fig. 5).
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Fig. 5: Epitelio vaginal, fase de cuerpo amarillo tempra-
na, PAS, Obj. 40 x, Este epitelio muestra los dife-
rentes estadlos de las formaciones quisticas; (1)
estadio temprano, fuertemente y por completo
tcmda, (2) 1a (‘ormacmn es mas grande a poste-
riori pero menos tefiida; (3) se nota la confluen-
cia de varias fo:maciones quisticas; (4) las forma-
ciones mds grandes son PAS negativas.

DISCUSION

De los resultados obtenidos, resumimos el siguiente
catdlogo de sustancias demostrables en el epitelio vaginal
de la cerda:

1. El Glucégeno, como sustancia positiva en la reaccion
PAS y digerible con ptialina (ver también 22, 23 y
24),

Tuvimos la impresién que el glucégeno en el epi-
telio de la cerda aparece cn forma menos masiva de
lo que sc describe para epitelios humanos (se compa-
ran 6, 11).

2. Un grupo de sustancias positivas en la reaccion PAS,
no digeribles por’ptialina y no acompaiiadas por sus-
tancias acidas. Bajo nuestras condiciones de prepara-
cion o procesado (deshidratacion en los alcoholes,
infiltracién con benzeno) y con la localizacidn (epi-
telio), esas sustancias deben ser glucoproteinas (13,
cap. 14).

3. Un grupo de sustancias positivas con la reaccién Poli-
sacdridos—hierro, parcialmente negativas con Alcian
Blue pH 2,5, negativas a pH 1.0 y sin metacromasia.
Lo que demostramos entonces, deben ser sustancias
con grupos carboxilos (9).

Esto, y el hecho que la sustancia en cuestién estd
siempre acompaiiada por otra con reaccién PAS posi-
tiva, son fuertes indicios de la presencia de dcido sii-
lico (13, cap. 14). El conjunto, del cdcido sidlico con
las glucoprotefnas (PAS positivas) podemos clasifi-
carlo como sialomucinas (21).

4, Un grupo dec sustancias por lo menos parcialmente
positivas a la reaccién de Hierro y positivas con las
coloraciones Alcian Blue pH 2.5 y 1.0 y con meta-
cromasia, En este caso, se trata de sustancias con gru-
pos sulfatos, posibleniente acompaiiadas por sustan-
cias con grupos carboxilos (13). Como también siem-
pre estdn acompaiiadas por glucoprotejnas, las pode-
mos clasificar como sulfomucinas (21).

Estas sustancias (a pesar del glucégeno) las encontra-
mos en tres ubicaciones y segun éstas, se distinguen tres
diferentes comportamientos:

1. Con ubicacion superficial (estrato superficial del epi-
telio) encontramos las glucoprotefnas que estin en
su mayoria acompaiiadas por grupos sulfatos, repre-
sentando ademds sulfomucinas.

2. En los quistes y formaciones quisticas, predominan
obviamente los grupos sulfatos como acompaiiantes



de las glucoproteinas, que con tfecuencia también

aparccen solas. En éstos, entonces, encontramos prin

principalmente sulfomucinas, sin poder excluir del
todo la presencia de sialomucinas,

3. En el estrato espinoso del epitelio, concentradas en
la region de las paredes celulares, encontramos casi
exclusivamente glucoprotefnas, que sdlo en Ia fase
luteal forman sialomucinas y muy raras veces sulfo-
mucinas,

Estos son comportamientos gradualmente tan dife-
rentes que podrian indicar que se trata, en las tres ubj-
caciones, de sustratos bioquimicamente distin-
tos. Sipor histoquimica fuera posible caracterizar-
los' mds exactamente o no, serd cuestion de un examen
histoquimico mds sofisticado.

Ademds de las reacciones para la identificacién de las
mucinas, realizamos la técnica Feulgen—Methylene Blue,
que demuestra en una forma bastante electiva DNA y
RNA (8).

Nos interesé en esta secuencia, especialmente la de-
mostracién del RNA, porque este dcido se relaciona di-

‘rectamente con la sintesis de proteinas (8, 13). Se en-
contré que el RNA en cierta forma, muestra un compor-
tamiento contrario al de las otras sustancias. Con gran
constancia aparece en la capa basal del epitelio, mientras
que las mucinas se localizan exclusivamente en los estra-
tos mas superficiales. En forma mds acentuada se ve esto
cn la fase de maduracidén, en la cual normalmente una
coloracién fuerte con Methylene Blue en el estrato basal
coincide con una reaccion fuerte para las sialo y sulfo-
mucinas en el estrato superficial.

De acuerdo a esto, se podria suponer quc la base pro-

Fig. 6:Epitelio vaginal, fase de maduracion folicular.
5 Hl.)E; 0Obj. l%() x (aceite de inmersion). Las células
superficiales son de tipo cilindrico alto (ﬂgchas)

y tienen un nicleo con nucleolo muy prominente

teica de las mucinas va a ser preformada ya en las prime-
1as etapas del desarrollo de la célula epitelial, mientras
que mds tarde se agrega la porcion glucidica y con mis
demora todavia en ultimo instante la parte 4cida.

Cabe destacar que se encontrd (1) en trabajos sobre
células del tejido conjuntivo, aspectos que pueden so-
portar esta teoria. Segin ellos la multiplicacién celular
(como sucede también en la capa basal del epitelio vagi-
nal) impide la formacion d¢ cicrtas macrocélulas carbo-
xiladas y sulfatadas y solo la célula especializada, que no
se divide mds, es capaz de tal sintesis. Sin embargo fal-
tan atn mds confirmaciones para poder aplicar estos da-
tos al tejido aqui tratado.

Otro punto de ser discutido sc nos presenta, cuando
queremos relacionar las sustancias demostradas con el
estadio sexual. Algunas de ellas acompafian obviamente,
signos de la destruccion cpitelial como las formaciones
quisticas. Otras aparccen en cantidades mds grandes jus-
tamente en la fasc de la construccion cpitelial, es decir
en la maduracién folicular. Las primeras, que son las
mucinas en las formaciones quisticas, consideramos que
se trata de la expresién de una degeneracion mucosa.
ESta forma de degeneracién es comun en epitelios (19),
y nosotros vimos las mucinas en estas formaciones siem-
pre acompaiiadas por signos de degeneracién celular
(picnosis, cariorrexis) (ver fig. 4).

Por otro lado, tedricamente, las mucinas en las c¢lu-
las superficiales bien podrian ser resultado de un proce-
so degenerativo similar. En favor de esto habla que éstas
son las células que préximamente seran descamadas (14).

Sin embargo, regularmente se trata de células que
tienen un nucleo no alterado y que a menudo recuerdan
células de tipo sccretoras, con nucleo grande, nucleolo
bien visible y una red fina de cromatina (fig. 6).

asi como con una fina red de cromatina. Estas
células se parecen mds a células secretoras que a
células involucradas en- procesos degenerativos.
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Ademds, la mucina nunca aparece limitada a la peri-
feria de la célula, como en el caso de las células de las
formaciones quisticas, sino que aparece. siempre en el in-
terior de la parte apical (fig. 2).

Un comportamiento algo ambiguo muestra el tercer
tipo de sustancias que aparece principalmente en el es-
trato espinoso y recuerda en el corte a una especie de
red celular.

Como es demostrable en casi todas las fases del ciclo
en su forma PAS positiva, no debe scr muy probable
que se trate de un indicio de degeneracion.

Pero llama la atencion que a la glucoproteina neutral
se le agrega justamente en el momento de la degenera-
cion epitelial mds fuerte, un componente carboxilado
y/o sulfatado. Hay que hacer notar que esas sustancias
también se limitan a la per‘ife::ia celular, por lo cual tras-
miten un aspecto bastante parecido a los estadios tem-
pranos de las formaciones quisticas. La diferencia apare-

ce en el hecho que los dltimos, afectan a una célula en

particular mientras que los primeros afectan a la capa
entera. Hipotéticamente concluimos, que las otras sus-
tancias (en cl estrato espinoso) son signo de una degene-
racién mds masiva y rdpida, pero sin duda también del
tipo mucoso.

Con respecto al método ‘del diagn6stico de las fases
estrales y particularmente de la prefiez, afiadimos que
los métodos aplicados en este trabajo no son aptos para
una clara diferenciacion de estos estadios sexuales. La
\nica expresion de ello, no la encontramos curiosamente
cn cl propio epitelio, sino en el tejido conjuntivo del co-
rion. Nos referimos a la proporcién de RNA de los fi-
brocitos de la fase de maduracién folicular. Este signo
nos parece bastante valedero.y significa un importante
aporte para una diferenciacién mds segura entre cerdas
preiiadas'y no preniadas después de un servicio. Destaca-
mos los siguientes puntos:

1. La diferencia demostrada entre animales prefiados

y no prefiados después de un servicio, aparece en la

REFERENCIAS

1. ABBOT, J.; ¥ HOLTZER, H.: The loss of phenoty-
pic traits by differentiated cells. 11I. The reversible
behaviour of chondrocytes in primary cultures.
J. Cell Biol. 28, 473-487, 1966.

2. BABA, A. L.: Le cytodiagnostic de gestation chez la
truie par reclage vaginal. Zbl Vet. Med, A 21,

\ 225-230, 1974,

3. BAL, H.S.;y GETTY, R:: Vaginal histology of the
domestic pig: histomorphology from birth to 8 years
w‘;t'?hzsome clinical aspects. J. Reprod, Fert. 28, 1-7,
1 -

4, BUSCH, W.: Die periodischen Verdnderungen des
yagznalepithcls beim Schwein und die Mdglichkeit
ihrer Heranziehung zur Graviditatsdiagnose. Wiss.
Z.Humboldt-Univ., Berlin, Math.-Nat.R. 15, 833-
865, 1966.

5. DIEHL,J.R.;y DAY.B.N.: Utilization of frozen sec-

70

fase anterior a una supuesta préxima ovulacién. Con
eso se cumple la condicién fundamental para cada
diagndstico precoz.

2. La diferencia entre animales preiiados y. no prefiados
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CONCLUSIONES
Y RECOMENDACIONES

De los resultados presentados, concluimos en primer
lugar, que en futuros trabajos sobre el epitelio vaginal en
cerdas habrd que prestar més atencion al comportamien-
to de la capa subepitelial. Esta capa parecc scr bastante
sensible, con respecto a su actividad proteosintética, de-
mostrada por intermedio del RNA. Este aspecto deberfa
ser profundizado por estudios de las proteinas con mé-
todos histoquimicos ¥ bioquimicos. Especialmente la
parte fibrosa deberia merecer un destacado interés.

En scgundo lugar podemos decir que la mucosa, si
bien es ciertamente influida por el estado sexual del ani-
mal, obedece obviamente también a otros factores.

Sobre esto, nuestro material no nos puede informar
por carecer de datos detallados sobre los respectivos ani-
males. Creemos que en particular la edad de las cerdas
debe ser examinada con mds atencion, Para averiguar
hasta qué grado alcanza realmente la influencia del ciclo
estral, serd menester extract seguidamente biopsias de
cerdas en ciclo normal. Asf se excluye la desviacién cau-
sada por factores individuales y se obtiene una serie de
muestras cuyas oscilaciones son provocadas, con alta.

probabilidad, unicamente por el estado ciclico del ani-

mal.

tions with the vaginal biopsy technique for early
pregnancy diagnosis in swine, J.Anim.Sci. 37, 114-
115, 1973, ;

6. DI FIORI, M.S.H.: Diagnostico histoldgico, Tomo II:
Atlas. Séptima ed.; El Ateneo, Buenos Aires. 1974.

7. FABIAN, G.: Zum zyklischen Verhalten vornehmlich
der Hohe des Endometriums beim Schwein. Zbl.Vet.
Med. 8,214-251, 1961.

8. GARVIN, A. J.» HALL, B. J.; BRISSIE, R. M.; ¥
SPICER, S. S.: Cytochemical diferentiation of nu-
cleic acids with Schiff-mcthylene blue sequence. His-
tochem.Cytochem. 24, 587-590, 1976,

9. GRAUMANN, Wy CLAUSS, W,: Weitere Untersu-
chungen zur Spezifitat der histochemischen Polysac-
charid-Eisenreaktion, Acta histochem. 6, 1-7, 1958,

10 HALE, C. W.: The histochemical demonstration of
acid polisaccharides in animal tissue, Nature (Lon-
don) 157, 802, 1946. Py

11 HAM, A. W.: Tratado de histologia. Séptima ed.;

Ed, Interamericana, México, 1975.




12 HEMKEMEYER, W.:. Trichtigkeitsdiagnose beim
Schwein anhand von Ausstrichen der Vaginals-
chlg;mh;};é. Tesis Dr. med. vet., Hannover, Alemania

RF). 1 .

13 (LILL!E, R.D.;y FULLMER, H. M.: Histo
technic and practical histochemistry.
Mc Graw-Hill Inc,, New York etc, 1976.

14 MORTON, D. B.; Yy RANKIN, J. E. F.: The histology
of the vaginal epithelium of the sow in oestrus and
its use in pregnancy diagnosis. Vet. Rec.84,658-662,

1969.

15 POLICARD, A.; BESSIS, M.; y LOCQUIN, M.:
Traité de microscopie. Masson, Ed,; Paris. 1957,

16 PREUSS, F.: Zur vergleichenden Terminologie der
Sexualzyklen, Berl.Miinch, tierérztl.Wschr, 72, 303-
306, 1959. ; : s

17 RSVER, H, F.: Biotechnische M&glichkeiten zur
Brunst und Trichtigkeitsdiagnose.beim Schwein. Te-
sis Dr.agr., Gottingen, Alemania (RF), 1972,

18 RGVER, H. F.: Untersuchungen zur Trichtigkeits-
diagnose beim Schwein mittels Vaginalbiopsie.
Tierziichter 26, 108-109, 1974,

19 RUNNELS, R.A,; MONLUX, W.S.; y MONLUX, A.W.:
Principios de patologia veterinaria. Ed. Continental,
México etc. 1968.

20 SPICER, S.S.; HORN, R.G.; y LEPPL, T.l.: Histo-
chemistry of connective tissue mucopolysaccharides,
En: WAGNER, B.M,; y SMITH, D.E.: The connective
tissue, p. 251-303. Baltimore, 1967,

pathologic
Quarta ed.;

21 SPICER, S.S.; LEPPI, T.l.; y STOWARD, P.J.: Sug-
gestion for an histochemical terminology of carbo-
hydrate-rich tissue components. J. Histochem. Cyto-
chem. 13,599-603, 1965,

22 STEINBACH, J.: Funktionale und morphologische

Untersuchungen zur Brunstsynchronisierung Weibli-
cher Schweine mit gestagenen steroiden, Tesis Dr.
agr., Gottingen, Alemania (RF). 1966.

STEINBACH, J.; y SMIDT, D.: Untersuchungen

Uber die Wirkungen von zwei gestagenen Substanzen

auf die Fortpfianzungsfunktionen und auf die Struk-

tur der Genitalorgane junger Sauen., Zb.Vet.Med,

R.A 17,42-61, 1970.

24 STEINBACH, F.; y SMIDT, D.: Cyclical phenomena
in the female genital tract of swine - histological
observations, J.anim, Sci. 30, 573-577, 1970.

25 WALKER, D.: Diagnosis of pregnancy in pigs by
examination of vaginal mucosae. Vet.Rec. 81, 648-

7

652, 1967.

26 WILLIAMSON, P.; y HENNESSY, D.: An assesment
of the vaginal biopsy technique of pregnancy diagno-
sis in sows. Australian Vet.J.51,91-93, 1975.

27 WILSON, K,: Histological changes in the vaginal mu-
cosa of the sow in relation to the oestrus cycle,
Amer.J.Anat. 37,417, 1926, < ‘.

28 WRATHALL, A.E:: Histology of the vaginal epithe-
lium of the sow during oral administration of Methal-
libure (ICI 33828). J.Reprod.Fert. 21, 127-132,
1970.

2

w

Reclbido para publicar: 4 - octubre - 1980

71




