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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue determinar alteraciones histologicas del endometrio,
variaciones de las concentraciones séricas de progesterona, 17B estradiol, insulina,
factor de crecimiento insulinico tipo 1, leptina y adiponectina de yeguas durante la
gestacion temprana, en comparacion con yeguas ciclicas y verificar la existencia de
correlaciones entre las variables. Se utilizaron 30 yeguas sanas, durante un ciclo
vacio (yeguas ciclicas) y un ciclo prenado (las yeguas fueron asignadas al grupo
prefiado solamente tras la recuperacion embrionaria exitosa). Las hormonas fueron
determinadas diariamente mediante radioinmunoanalisis, desde la ovulacion hasta los
13 dias del ciclo estral y prefiez. Paralelamente se tomaron biopsias endometriales en
los dias 7, 10 y 13 del ciclo estral y prefiez, a través de las cuales se realizd un
estudio histomorfologico de la estructura glandular endometrial y del epitelio
luminal, ademés de cuantificar las células inflamatorias presentes en el tejido
endometrial. Dentro de las mediciones histomorfologicas, no se detectaron
diferencias en la altura del epitelio luminal entre los dias de muestreo, ni entre los
grupos; sin embargo se registraron mayores valores en las yeguas prefiadas que en las
ciclicas en la altura del epitelio glandular, el didmetro glandular, el didmetro del
lumen glandular y de las secreciones intraglandulares (P<0,05). El epitelio y el
diametro glandular decrecieron a lo largo de los dias de muestreo en ambos grupos,
mientras que el lumen y las secreciones glandulares aumentaron a través de los dias
en el grupo prefado (P<0,05) no observandose variaciones en el grupo ciclico. Se
observaron mayor cantidad de eosinofilos y linfocitos el dia 7 en las yeguas prefiadas
que en las ciclicas (P<0,05), reduciéndose ambos tipos celulares en las yeguas
prenadas a lo largo de los dias de muestreo (P<0,05). De las hormonas séricas
medidas, no se detectaron diferencias entre los grupos de estudio con la excepcion de
la insulina sérica que tendi6 a ser mayor en el grupo ciclico que el prefiado (P=0,07);
con mayores concentraciones los dias 8 y 12 en las yeguas ciclicas que en las
prefiadas (P<0,05). En conclusion, la prefiez temprana se asocid a cambios en las
glandulas endometriales y en las células inflamatorias presentes en el tejido
endometrial. Ademds se observaron cambios en la insulina sérica durante la prefiez
temprana. De las hormonas determinadas solamente la progesterona se correlacion6
con cambios histomorfologicos en ambos grupos de yeguas y con cambios en las
células inflamatorias en las yeguas prefadas, a su vez los cambios glandulares se
vieron interrelacionados.
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SUMMARY

The objective of the present study was to compare histological changes and levels of
serum progesterone, 17 estradiol, insulin, insulin-like growth factor 1, leptin and
adiponectin in pregnant and non-pregnant mares and verify the existence of
correlations between variables. Thirty healthy mares were used during a non-
pregnant and a pregnant cycle (mares were assigned to the pregnant group only after
successful embryo recovery). Hormones were determined daily by
radioimmunoassay, from ovulation until the 13" day of the estrous cycle and
pregnancy. Endometrial biopsies were taken at days 7, 10 and 13 of the estrus cycle
and pregnancy, through which a histomorphological study of endometrial glandular
structure and of the luminal epithelium and quantification of the inflammatory cells
present in endometrial tissue were performed. Within the histomorphological
measurements, higher values were registered in the height of glandular epithelium,
glandular diameter, glandular lumen diameter and glandular secretions in pregnant
mares than in cyclic mares (P <0.05). Glandular epithelium height and glandular
diameter decreased along sampling days in both groups, while glandular lumen
diameter and glandular secretions increased along days in pregnant group (P <0.05);
with no variations in the cyclic group. No difference was detected in the height of
luminal epithelium between sampling days and between groups. Greater number of
eosinophils and lymphocytes were observed in pregnant mares than in cyclic ones on
day 7 after ovulation (P <0.05), both cellular types decreased along sampling days in
pregnant mares (P <0.05). No differences were found in the levels of hormones
measured between the study groups, with the exception of serum insulin, that tended
to be higher in the cyclic group than in the pregnant group (P = 0.07), showing
higher concentrations in days 8 and 12 in cyclic mares (P <0.05). In conclusion, early
pregnancy is associated with changes in the endometrial glands and in the
inflammatory cells within the endometrial tissue, and changes in serum insulin.
Among the measured hormones, only progesterone was correlated with
histomorphological changes in both groups of mares, and with changes in
inflammatory cells in pregnant mares. At the same time, changes in endometrial
glands were associated.
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ABREVIATURAS

Adipo R1 y R2 Receptor de adiponectina 1 y 2
CL Cuerpo luteo

CMH Complejo mayor de histocompatibilidad
COX-2 Ciclooxigenasa 2

E2 17Bestradiol

EC Estrato compacto

EE Estrato esponjoso

FSH Hormona foliculo estimulante

GH Hormona de crecimiento

GnRH Hormona liberadora de gonadotrofinas
IGF-1 Factor de crecimiento insulinico tipo 1
IGFBP-3 Proteina de union de alta afinidad 3 para IGF 1
IGFBPs Familia de proteinas de union de alta afinidad para IGF 1
INF; Interferon tau

LG Lumen glandular

LH Hormona luteinizante

MB Membrana basal

NK Natural killers

Ox Oxitocina

P4 Progesterona

PAS Acido periddico de Schiff

PGE?2 Prostaglandina E2

PGF2, Prostaglandina F2,

PGFM 13,14-dihydro-15-keto-PGF2alpha
PMN Polimorfonucleares

RMP Reconocimiento materno de la prefiez

ROx Receptores de oxitocina



1. INTRODUCCION

La industria equina es heterogénea y las motivaciones para la cria son igualmente
variadas; van desde aspectos sentimentales a econémicos (Samper, 2009). El vinculo
con los equinos se escapa de una definicién simple, proviene de un reconocimiento
de que los caballos son realmente diferentes de cualquier otro animal doméstico. Los
caballos son tnicos no so6lo en la fisiologia de su reproduccion, sino en el lugar que
ocupan en nuestra sociedad. El caballo puede ser un compaifiero, un animal de
trabajo, un animal de rendimiento, o simplemente algo etéreo para sus propietarios
(McKinnon et al. 2011).

En nuestro pais, un estudio realizado por Ferrari et al. (2012) muestra que en los
ultimos 10 afios la industria equina ha adquirido un importante desarrollo, en
consecuencia del aumento de la exportacion de caballos en pie y de la participacion
en los deportes ecuestres, con la consecuente generacion de empleos. Para el 2012, el
sector ecuestre generaba 18.000 empleos al pais (trabajadores que componen ntcleos
familiares de 67.000 personas); con un stock de 425.000 caballos.

A través de los siglos, el caballo ha sido seleccionado basado principalmente en sus
habilidades para la guerra, la carga, los deportes y exposicidon, pero no por su
fertilidad. No es extrano entonces que la yegua presente la més baja eficiencia
reproductiva de los animales domésticos (Ginther, 1992). La prefiez temprana es un
periodo importante de pérdida embrionaria que afecta econdmicamente a la industria
equina (Hayes et al. 2012), provoca un aumento en los costos debido a la necesidad
de servicios adicionales en las yeguas y/o en consecuencia de la disminucién en la
produccion de potrillos (Vanderwall, 2008). Se reportan un 18% de perdidas
embrionarias desde la fertilizacion hasta los 50 dias de prefiez, siendo el 9% previo al
dia 14 post ovulacion en yeguas sanas (Ball, 1988).

Los conocimientos sobre la prefiez temprana en los equinos son rudimentarios en
algunos aspectos en comparacion con otras especies domésticas (Aurich & Budik,
2015). Adicionalmente, varias caracteristicas de la prefiez en la yegua son inusuales
y difieren marcadamente de los eventos equivalentes en otras especies domésticas
bien estudiadas (Allen, 2005). El reconocimiento materno de la prefiez (RMP) y la
comunicacion materna embrionaria en un sentido mas amplio, es un proceso
reciproco que involucra a ambos, tanto al embrién como al ambiente uterino (Klein,
2016b). Creemos que elucidar las interrogantes sobre dicho periodo, previo y durante
el RMP, conociendo los cambios que se generan y los requerimientos para la
supervivencia del embrion, ayudaria a reducir parte de las pérdidas embrionarias
previamente mencionadas, generando de ésta manera una mayor productividad para
el sector ecuestre.



2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Sistema reproductivo y ciclo estral en la yegua

El sistema reproductivo se compone de dos grupos de oOrganos: las estructuras
intrinsecas al sistema reproductor (ovarios y genitales tubulares) y aquellas
estructuras que estan fisicamente aisladas del tracto reproductivo, pero que
desempefian un papel en la regulacién de los eventos reproductivos (la retina, la
glandula pineal, el hipotédlamo, la glandula pituitaria) (Ginther, 1992).

Los ovarios de las yeguas presentan una estructura Unica en relacion a otras especies
domésticas, son de tamafio grande y pesado (35-120 cm’, 40-80 gr de peso),
presentan una fosa ovulatoria y una localizacion de la corteza y de la médula inversa
al ovario de dichas especies (Aurich, 2011). Cuando el 6vulo es descargado del
foliculo durante la ovulacion, es recibido por la bursa del ovario. La trompa uterina
es responsable del movimiento de los espermatozoides y évulos a un sitio comun (la
ampolla) para la fertilizacion (Blanchard et al. 2003). El 6vulo fecundado entonces
viaja por la trompa uterina y llega a alcanzar el utero para el soporte gestacional 5 a 6
dias luego de la fertilizacion (Weber et al. 1991). El utero proporciona el entorno
adecuado para que el embrion se desarrolle (Blanchard et al. 2003). El ttero equino
es un organo tibulo-muscular con forma de “T” o “Y”, dependiendo de como se
distribuya en relacion a las visceras intestinales (Ginther, 1992); estd compuesto por
dos cuernos uterinos y un cuerpo corto, se extiende caudalmente desde la cuarta
vértebra lumbar hasta la pelvis. El 6rgano estd suspendido dentro de la cavidad
pélvica y el abdomen por dos grandes ligamentos (ligamento ancho y redondo). La
irrigacion depende de la arteria uterina y de la rama uterina de la arteria ovérica. El
drenaje venoso se extiende desde el plexo pampiniforme a los vasos iliacos y los
vasos linfaticos del centro linfético iliaco y lumbar. La inervacion proviene del plexo
uterino y pélvico del sistema nervioso autonomo (Kainer, 2011).

Los equinos son reproductores estacionales, con actividad ovarica relacionada a los
dias largos y con una longitud promedio del ciclo estral de 22 dias, con 5 a 7 dias de
estro (Aurich, 2011). El patron de regulacion del ciclo estral depende del delicado
balance entre las hormonas producidas por la glandula pineal, el hipotdlamo, la
glandula pituitaria, los ovarios y el endometrio (Blanchard et al. 2003). El aumento
en la luz del dia estimula el hipotdlamo para aumentar la secrecion de la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH), lo que estimula la actividad de las
gonadotrofinas: la hormona foliculo-estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH).
El ciclo tiene también el control de los factores ovaricos: las hormonas 17f estradiol
(E2), inhibina y progesterona (P4), que a través de la retroalimentacion negativa o
positiva controlan la liberacion de FSH y LH (McMeen, 2002). Ademas del
fotoperiodo, factores exdgenos como la edad, el estatus reproductivo, la nutricion, la
condicion corporal y la temperatura ambiental afectan la actividad reproductiva
estacional tremendamente (Aurich, 2011).

El afo calendario puede dividirse en cuatro etapas que difieren endocrina y
fisiol6gicamente: etapa anovulatoria, transicion de primavera, etapa reproductiva y
transicion de otono (Gigli et al. 2006).



Etapa anovulatoria: durante el invierno, la mayor cantidad de horas de oscuridad,
produce una cantidad suficiente de melatonina como para bloquear el eje
hipotaldmico-hipofisario gonadal. Como consecuencia, la GnRH es liberada con muy
baja amplitud y frecuencia, resultando insuficiente para producir la secrecion de FSH
y LH (Gigli et al. 2006).

Transicion de primavera: el inicio de la actividad reproductiva se produce
paulatinamente. Durante este periodo, la concentracion de FSH es Optima para
producir el reclutamiento de foliculos pero al no liberarse LH en cantidad suficiente,
no se desencadena la ovulacion (Gigli et al. 20006).

Etapa reproductiva: El comienzo de la etapa reproductiva sucede cuando las horas
luz son suficientes para suprimir el reflejo inhibitorio producido por la melatonina
sobre la liberacion de GnRH, quien estimula la sintesis de FSH y LH que entran en la
circulacion. Las fases del ciclo son el estro, o la fase folicular, y diestro, o la fase
lutea. El estro es el periodo en que la yegua es sexualmente receptiva a un padrillo; el
comportamiento estral es estimulado por niveles altos de E2 producido por un
foliculo dominante en desarrollo, en ausencia de P4. La ovulacion normalmente
ocurre 24 a 48 horas previo al fin del estro, siendo la P4 la responsable del fin del
comportamiento estral (McCue, 2011). El diestro es el periodo en que la yegua no es
receptiva al semental y el tracto reproductivo estd preparado para recibir y nutrir el
embrion (Blanchard et al. 2003); normalmente dura de 12 a 16 dias (Ginther, 1992).
La fase lutea es iniciada con la ovulacion y la generacion de un cuerpo luteo (CL)
secretor de P4 (Gigli et al. 2006). En la yegua puede ocurrir una o dos ondas
foliculares mayores por ciclo estral; la onda folicular primaria (onda que termina en
la ovulacién durante el estro) se origina en el diestro 7 a 8 dias luego de la ovulacion,
siendo la FSH responsable del crecimiento inicial de los foliculos por 6 a 7 dias
(McCue, 2011). Posteriormente tras la seleccion del foliculo dominante, los niveles
de FSH disminuyen en consecuencia del aumento en la produccién folicular de
inhibina y E2 (Aurich, 2011). Tras el aumento de E2, aumentan los niveles de LH,
hormona responsable de la maduracion final del foliculo e induccion de la ovulacion
(Alexander & Irvine, 1982). El patron de secrecion de LH durante el estro es unico
en la yegua con un pico de concentracion 1 a 2 dias posteriores a la ovulacion
(Ginther, 1992). La P4 producida por el CL ejerce un feedback negativo sobre la LH
(Blanchard et al. 2003).

Transicion de otofio: ocurren cambios paulatinos que van a terminar temporalmente
con la activacion de foliculos y el mecanismo de la ovulacién. La concentracion
sérica de la LH disminuye a mayor velocidad luego de su aumento pre-ovulatorio y
finalmente no logra alcanzar los niveles necesarios para desencadenar la ovulacién
(Ginther, 1992; Gigli et al. 2006).

2.2 Lutedlisis en la yegua

Al igual que en otras especies domésticas estd ampliamente documentado que la fase
lutea del ciclo estral en la yegua es terminada por la secrecion de prostaglandina F»,
(PGF,,) por el endometrio (McCracken et al. 1999). El CL equino tiene una alta
afinidad por el factor luteolitico, resultando en una alta sensibilidad al mismo
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(Aurich, 2011), llegando a ser 18 veces mds sensibles que en otras especies
domésticas (Ginther, 1992). El periodo luteolitico dura aproximadamente 23hs, y la
misma comienza el dia 13 post ovulacion. La P4 comienza a decrecer linealmente
tras el pico luteolitico de la PGF5,, (Ginther et al. 2011). Dada la corta vida media
que presenta la PGF,, en sangre, normalmente se mide un metabolito pulmonar de la
misma: el 13,14-dihydro-15-keto-PGF2alpha (PGFM); que representa las
concentraciones circulantes de la luteolisina (Samuelsson et al. 1975).

A diferencia de los rumiantes en quienes el mecanismo luteolitico est4 identificado y
descripto en amplitud (McCracken et al. 1999), en la yegua dicho proceso ain es
parcialmente conocido (Klein & Troedsson, 2011) con varias interrogantes por
responder. Existe una gran diferencia entre la yegua y los rumiantes en la ruta de
transporte de la PGF,, entre el utero y el CL. En la yegua, la luteolisina alcanza el
ovario a través de la circulacion sistémica, mientras que en los rumiantes lo hace por
proximidad entre los vasos venosos y linfaticos del utero con la arteria ovéarica y el
pediculo ovarico, generando un pasaje unilateral entre el cuerno uterino y el CL
(Ginther, 2012). En la yegua, la arteria ovarica es menos tortuosa y no tiene contacto
mayor con la vena uterina por lo que no existe el pasaje Utero-ovarico unilateral
(Ginther et al. 1972).

Al dia 15 del ciclo, la expresion de ciclooxigenasa 2 (COX-2) en las células
epiteliales uterinas de yeguas no prefiadas aumenta en gran proporcion; dicha
expresion es inhibida en el endometrio de las yeguas prefiadas (Aurich, 2011). La
regulacion en la expresion endometrial de COX-2 es considerada un evento clave en
la induccion de la lutedlisis, por ser la enzima inductora de la produccion de PGFy,
(Boerboom et al. 2004).

Existe evidencia de que la oxitocina (Ox) juega un rol integral para la lutedlisis en la
especie equina. Los niveles circulantes de Ox son altos durante la fase litea media y
tardia, y bajos durante la ovulacion y el diestro temprano (Tetzke et al. 1986). La
administracion de Ox durante el diestro tardio induce el aumento inmediato de
PGFM (Goff et al. 1987). Sturbuck et al. (1998) concuerdan con lo anterior al
constatar un aumento marcado en la secrecion de PGF,, en respuesta a la
administracion de Ox el dia 14 post ovulacion en yeguas ciclicas, a su vez
correlacionaron dicho fendmeno a un aumento en los receptores de Ox endometriales
durante la fase luteolitica, constatando un aumento en la sensibilidad uterina a la Ox
en el momento apropiado del ciclo estral. Ha sido propuesto que la PGF,, secretada
por el endometrio es la desencadenante de la secrecion de Ox de la neurohipofisis
durante el inicio de la lutedlisis en la yegua (Vanderwall et al. 1998); pero lo que
regula esa liberacion inicial de PGF,, aun se desconoce. La Ox de la pituitaria a
continuaciéon estimula la secrecion endometrial de PGF,, estableciéndose
retroalimentacion positiva (Klein & Troedsson, 2011). En contraste con lo que
sucede en los rumiantes, no existe una sintesis significativa de Ox por el CL
(Stevenson et al. 1991). Sin embargo, el neuropéptido fue detectado en el endometrio
de yeguas; Bae & Watson (2003) reportaron la existencia de células secretorias
endometriales especificas conteniendo Ox. Teniendo esto en cuenta, Aurich (2011)
concluye que en la yegua existe un sistema paracrino-autocrino que involucra a la Ox
endometrial con la liberacion de PGF,, que acelera la lute6lisis en la yegua ciclica.



Los estrogenos y sus receptores juegan un rol fundamental en la regresion litea en
los rumiantes a través del aumento de los receptores de oxitocina endometriales,
cuando la Ox provoca la secrecion pulsatil de PGF,, (McCraken et al. 1999). Dicha
dependencia no sucede en la yegua, debido a que el aumento de estradiol no
comienza hasta varias horas luego de iniciada la luteolisis (Ginther et al. 2011). Otra
diferencia con los rumiantes es que en la yegua no existe alteracion en el flujo
sanguineo del CL previo a la lutedlisis sino que el flujo sanguineo decrece posterior
al pico luteolitico de PGF,, (Ginther, 2012).

2.3 Reconocimiento materno de la prefiez, inhibicion de la luteélisis y
desarrollo embrionario temprano

El reconocimiento materno de la prefiez (RMP) es una frase creada por Short (1969)
hace casi 5 décadas. Se refiere a la secuencia de eventos por los cuales senales de
origen embrionarias prolongan la funcion lutea mas alla de su vida util durante un
ciclo estral natural, asegurandose la continua secrecion de P4 por el CL (Klein,
2016b). Dicho CL primario es la unica fuente de P4 durante los primeros 40 dias de
prefiez (Squires et al. 1975). Cada especie animal adoptd diferentes formas de
prevenir la lutedlisis (Klein, 2016b), siendo en los rumiantes el interferon tau y en los
cerdos los estrogenos secretados por el embrion los encargados de dicha sefal y
cuyos procesos se encuentran ampliamente descriptos (Bazer et al. 1997 y Geisert et
al. 1990). En la yegua tanto la sefial de RMP como el momento exacto en que
comienza a secretarse es aun desconocido; se cree que es una molécula de bajo peso
molecular (3-10 kDa) y existe evidencia indirecta que indica que comenzaria a
secretarse a partir de los 10 dias post ovulacion (Klein, 2016b).

La reduccion de la sintesis de PGF;, durante el RMP parece ser un evento temporario
en la yegua (Klein, 2016b). La presencia del concepto altera la liberacion de PGF,,
de tal manera que no se logran medir picos de la luteolisina en la circulacion
sistémica materna durante el tiempo que corresponde a la luteodlisis en la yegua
ciclica (Kindahl, 1981); de la misma manera las mediciones de la PGF,, en el plasma
de la vena uterina de la yegua mostraron que las concentraciones de la misma en los
dias 10 y 14 de prefiez son mds bajos que en los dias correspondientes del ciclo estral
(Douglas & Ginther, 1976). Sin embargo, flushings de yeguas prefiadas al dia 18
contienen concentraciones similares a las observadas durante el momento de la
lutedlisis en yeguas ciclicas (Stout & Allen, 2002). Por lo tanto, los autores llegaron
a la conclusion de que el embridon retrasa mas que impide la liberacion de PGFy,
endometrial durante el RMP. La sefial producida por el embrién equino es por lo
tanto principalmente de naturaleza antiluteolitica, mas que luteoprotectiva (inhibir la
accion de PGF,,) o luteotropica (apoyar la funciéon del cuerpo luteo) (Klein &
Troedsson, 2011). Tras el aumento en la PGF,, al dia 18 la misma alcanza su pico de
secrecion al dia 20 para caer nuevamente a valores insignificantes para el dia 30. El
motivo por el cual la secrecion de PGF,, en estos dias no resulta en la lisis del CL
aun no fue estudiado en detalle (Klein, 2016b). Aparentemente el CL muestra una
capacidad reducida a la unién con la PGF,, a partir del dia 20 (Vernon et al. 1981);
lo que explicaria el paradojico aumento de la PGF,, en ausencia de lutedlisis.



La respuesta a la Ox también se ve alterada durante la prefiez en la yegua. Catorce
dias después de la ovulacion, las yeguas prefiadas responden con una disminucion de
la liberacion de PGF,, tras la administracién de Ox (Goff et al. 1987). Esta reduccion
de la respuesta a la Ox coincide con una disminucion de la capacidad de unién de los
receptores de Ox (ROx) para la Ox (Starbuck et al. 1998), por lo que para algunos
autores, la prevencion de la luteolisis en la yegua prenada no parece depender de la
inhibicidon del aumento de los ROx (Sturbuck et al. 1998; Boerboom et al. 2004).
Goff et al. (1987) reportan que en la yegua ciclica, la capacidad de respuesta
significativa a la oxitocina endometrial se desarrolla alrededor del dia 11 después de
la ovulacion, por lo que deducen que en la prefiez, la sefial embrionaria que
suprimiria este aumento de la sensibilidad a la oxitocina debe comenzar a ser
liberado a partir del dia 10. El efecto inhibitorio se mantiene hasta el dia 18 de
prefiez, momento en que existe un aumento en la respuesta a la administracion de
Ox, produciendo mayores niveles de PGF,, (Sturbuck et al. 1998).

Desde el comienzo el embridon presenta una forma de reconocimiento de prefiez
primario, donde solo el embridén en desarrollo tiene la capacidad de ser transportado
hacia el utero, mientras que los ovocitos no fertilizados son retenidos en la unién
istmo-ampolla donde lentamente se degeneran (Betteridge, 1982). El concepto, en la
etapa de moérula compacta a partir de los 5 dias post ovulacion, secreta cantidades
apreciables de prostaglandina E2 (PGE2) (Allen, 2001). Esta hormona actia
localmente relajando las fibras musculares lisas de la capa circular de la pared de la
trompa uterina, permitiendo el pasaje del embrion al tutero tras 24 horas (Allen,
2001). En un estudio de Weber et al. (1991) demostraron que la administracion
intraoviductal continua de PGE2 es suficiente para inducir la entrada prematura de
embriones al utero.

Para el momento en que el embridn entra en el utero, su desarrollo ha progresado
hasta morula tardia o blastocisto en etapa temprana. En coincidencia con el momento
de la blastulacion se hace visible una capsula glicoproteica acelular entre el
trofoectodermo y la zona pelucida (dia 6,5) (Betteridge et al. 1982). Durante las
siguientes 24 horas, la zona se reduce para permitir la expansion del blastocisto,
ahora completamente encerrado dentro de la céapsula (Stout et al. 2005). El
trofoblasto es la fuente principal del material capsular (Albihn et al. 2003) y es
necesario que el embrion se encuentre dentro de un medio uterino adecuado para que
suceda la formacion correcta de dicha estructura (Tremoleda et al. 2003). Debido a la
estrecha conexion con la cépsula, el trofoblasto no es capaz de elongarse (entre los
dias 10 y 16) y en su lugar, el concepto equino se mantiene esférico, completamente
separado del utero y altamente movil (Stout et al. 2005). Ademas de proporcionar
proteccion al blastocisto para que pueda soportar las contracciones miometriales que
lo propulsan a través del utero, la cépsula es imprescindible en la regulacion del
suministro de nutrientes al embrién. Debido a su carga electrostatica negativa y a la
configuracion del glicocalix, la superficie externa de la capsula atrae otras proteinas
(Oriol et al. 1993). Antes de la implantacion el concepto es soportado tinicamente por
las secreciones que se acumulan en el lumen uterino, un fenémeno conocido como
nutricion histotréfica (Ashworth, 1995).

Sin lugar a dudas la fase moévil del embridon es un fendmeno Unico para la especie
equina (Klein, 2016b). Dicha movilidad puede ser observada tan temprano como se
pueda visualizar el embrion por ultrasonografia transrectal; Ginther (1984), por via



ecografica, estudio el movimiento del concepto en el utero. Observo el movimiento
durante el dia 9, registrando un aumento hacia el 10, siendo maximo en los dias 11 a
14 y cesando el dia 16, momento en que sucede la fijacion embrionaria. El papel
propuesto para la extensa migracion en todo el lumen uterino es para que el embrion
distribuya el factor antiluteolitico sobre la totalidad de la superficie del endometrio
(McDowell et al. 1988). Dado que la PGF,, endometrial alcanza el CL a través de la
circulacion sistémica (como fue visto previamente), la sefial embrionaria de RMP
debe ser llevada a la totalidad de la superficie endometrial (Klein, 2016b). La
restriccion del movimiento embrionario a menos de dos tercios de la superficie
uterina resulta en la falla de la prefiez; dicho evento puede ser prevenido con la
administraciéon concurrente de P4, indicando que la lisis del CL es la causa de la
pérdida embrionaria cuando se restringe la movilidad del mismo (McDowell et al.
1988).

Es de aceptacion general que el embrion estimula las contracciones uterinas
localizadas que lo propulsan dentro del lumen uterino (Klein, 2016b). Dicho
fendomeno es logrado gracias a la produccion de PGE2 (Weber et al. 1991) y PGF,,
(Watson & Sertich, 1989) por el embrion, paraddjicamente la misma sustancia que
causa la lutedlisis y cuya liberacion pulsatil debe ser evitada durante la prefiez
temprana (Allen & Stewart, 2001). Sin embargo, existe evidencia indirecta que
sefiala que de ambas prostaglandinas, la PGE2 seria la que predominantemente causa
la movilidad embrionaria (Klein, 2016a).

3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

3.1 Progesterona en el diestro y la prefiez temprana

La P4 es una hormona derivada del colesterol, sintetizada por las células del CL. En
las yeguas prefadas tras la placentacion, la unidad placento-fetal se vuelve la fuente
predominante de la hormona (Vanderwall, 2011). En todos los mamiferos, el
establecimiento y la mantencién de la prefiez depende de la presencia de P4 (Aurich
& Budik, 2015).

Algunos de los factores fisiologicos regulados por la hormona incluyen la secrecion
de gonadotrofinas de la glandula pituitaria anterior, el tono cervical y uterino
(aumenta con respecto al estro), el edema endometrial (disipacién del mismo) y la
actividad secretoria del tracto reproductivo (Vanderwall, 2011). Los cambios
histologicos correspondientes al diestro y la prefiez temprana se trataran en detalle
mas adelante, pero en general en un ambiente de dominancia de P4 se observa un
aumento de la densidad glandular (por disminuciéon del edema endometrial y
aumento de la tortuosidad de las gldndulas), cambios en el epitelio luminal (Kenney,
1978) y en las secreciones intraglandulares (Keenan et al. 1991). La dominancia de la
P4 también genera modificaciones en las células inflamatorias a nivel endometrial.
Acuna & Fumoso (2013) reportaron una menor cantidad de células inmunes el dia 7
post ovulacion, adjudicando un efecto inhibitorio de los mayores niveles de
progesterona plasmatica hallados ese dia. Los efectos inhibitorios de la progesterona
sobre células del sistema inmune han sido reportados en tutero de ratonas (Hunt et al.
1998), mujeres (Wira et al. 2010) y ovejas (Intan-Shameha et al. 2011). Asimismo,
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Watson et al. (1987) demostraron en yeguas ovariectomizadas, que la migracion de
polimorfonucleares (PMN) hacia el utero, asi como su actividad fagocitica fue
deprimida por el tratamiento con progesterona.

En la vaca se demostrd una correlacion positiva entre la concentracion de P4 en el
plasma materno y el desarrollo embrionario, de tal manera que un aumento en la
concentracion de P4 en la fase post ovulatoria temprana del ciclo estral genera una
sefal antiluteolitica mas fuerte (Mann & Lamming, 1999). En la yegua la presencia
de dicha hormona es un pre requisito para la adecuada movilidad del concepto, su
fijacion en la base de uno de los cuernos uterinos y para su orientacion dentro del
utero (Kastelic et al. 1987). La expresion de receptores de P4 en el trofoblasto equino
permite efectos directos de la hormona sobre el concepto (Rambags et al. 2008b); sin
embargo, la principal tarea de la P4 es la preparacion del ttero para la prefiez (Aurich
& Budik, 2015). Uno de los roles mas importantes de la hormona como efecto “pro
gestacional” es la regulacion del ambiente uterino luminal, dado que el concepto
equino es completamente dependiente de las secreciones uterinas para cubrir sus
necesidades nutricionales y metabolicas (Vanderwall, 2011). Aurich & Budik (2015)
también recalcan la importancia de la P4 para la produccién de histotrofo uterino. La
secrecion de uterocalina (una de las proteinas mas abundantes del histotrofo) es
dependiente de la secrecion de P4; de tal manera que la cantidad presente en los
lavados uterinos se correlacionan con las concentraciones séricas de dicha hormona.
Incluso, su secrecion puede ser inducida mediante la administracion por varios dias
de P4 exogena a yeguas en anestro (Stewart et al. 1995).

Las concentraciones sanguineas de P4 durante el estro se encuentran debajo de 1
ng/mL, pero se elevan rdpidamente en las 24 horas posteriores a la ovulacion. A
diferencia del bovino o del ovino en los que los niveles de P4 no aumentan durante 3
dias, en los equinos se eleva considerablemente dentro de las 10 horas post ovulacion
(Ginther, 1979). Las concentraciones maximas, tanto en yeguas en diestro como
prefiadas, se alcanzan entre el dia 5 y 8 post ovulacion; posteriormente mientras que
en la yegua en diestro las concentraciones disminuyen lentamente hasta el comienzo
de la luteolisis alrededor del dia 14 (Allen, 2001; Nagy et al. 2004), en la yegua
prefiada se mantienen los valores elevados (Sato et al. 1977).

3.2 Estradiol 17p en el diestro y la prefiez temprana

Las concentraciones séricas de E2 comienzan a elevarse en los 14 a 16 dias
posteriores a la ovulacion, lo que marca el fin del diestro y comienzo del estro
(Ginther, 1979). Alcanza el pico en su concentracion 1 a 2 dias previos a la ovulacion
y se halla en disminucién al momento de la misma, lo que se ve reflejado
ecograficamente por la reduccion del edema uterino (McCue, 2011). Durante el ciclo
estral el E2 es responsable de una variedad de cambios fisicos, endocrinos y
comportamentales en la yegua. Induce la relajacion del cérvix, estimula la formacion
de edema uterino, aumenta el caracter y el volumen de las secreciones uterinas,
estimula la secrecion de LH e induce el comportamiento estral (McCue, 2011).

Durante el diestro, se observan las concentraciones minimas de E2 (Ginther, 1979).
Comparando las concentraciones séricas de dicha hormona durante los mismos dias



del diestro que de la prefiez temprana en la yegua, no se encontraron resultados
concisos; algunos de los estudios reportan valores mas bajos en las yeguas prefiadas
que aquellas en diestro (Sato et al. 1977; Zavy et al. 1979), mientras que otros no
reportan diferencias entre ambos grupos (Terqui & Palmer, 1979; Daels et al. 1991).

Los estrogenos son producidos en considerable cantidad por parte del embrion
equino preimplantacion (Zavy et al. 1979; Flood et al. 1978) a partir de los 10 dias
posovulacidn; la alta tasa de produccion persiste durante los 40 dias de la etapa de
preimplantacion (Wilsher et al. 2006). Los estrégenos embrionarios se suponen
responsables de la estimulacién de la migracion embrionaria, ademas de cambios en
el tono uterino y la actividad secretoria glandular endometrial (Stout & Allen, 2001;
Merkl et al. 2010). Juegan un papel importante en estimular la produccion de
proteinas glandulares especificas de la prefiez (Wilsher et al. 2006). En el cerdo, los
estrogenos embrionarios estimulan la secrecion del factor de crecimiento insulinico
tipo (IGF-1) que modula la tasa de crecimiento embrionario (Wilsher et al. 2006).
Dicha estimulacion en la secrecion de IGF-1 también se observa en roedores
(Murphy & Ghahary, 1990) y primates (Adesanya et al. 1996); sin embargo segun el
estudio de Walters et al. (2001), dicho fendmeno no sucede en la yegua.

El E2 ademas promueve la angiogénesis uterina, tanto indirectamente, mediante la
estimulacion de la secrecion de factores angiogénicos por las células endometriales
(Alberecht et al. 2003), como directamente a través de la estimulacién de la
proliferacion y migracion de las células endoteliales (Losordo et al. 2001). Dado que
los embriones equinos producen grandes cantidades de estrogenos durante la prefiez
temprana, parece probable que estos esteroides contribuyan al aumento en la
vascularizacion uterina en las yeguas prefiadas (Klein, 2016a). Los capilares y
vénulas uterinas son relativamente impermeables a las proteinas plasmaticas, excepto
durante las respuestas transitorias al E2 (McRae, 1988). Concomitante al aumento de
permeabilidad vascular se observa el ingreso de células inflamatorias al endometrio
bajo el efecto de dicha hormona. Acufia & Fumoso (2013) observaron la mayor
cantidad de células inmunes presentes en el estrato compacto del endometrio durante
la fase folicular y el diestro temprano, con altas concentraciones de E2 y valores
basales de P4. A su vez, ¢l tratamiento con estrogenos en yeguas ovariectomizadas
provoco una invasion masiva de leucocitos al titero (Watson et al. 1987).

Frecuentemente ha sido especulado que los estrogenos embrionarios en la yegua
pudieran actuar de forma similar que en los embriones porcinos y lograran la
luteostasis y el RMP (Allen, 2000). Sin embargo, los distintos experimentos
realizados han generado resultados ambiguos y contradictorios; en alguno de ellos no
se logro la luteostasis (Goff et al. 1993; Vanderwall et al. 1994; Wilsher & Allen,
2011), mientras que en otros han logrado que en alrededor del 60% de las yeguas
tratadas con E2 parenteral o intrauterino sufrieran la prolongacion de la vida del CL
(Berg & Ginther 1978; Stout, 1997). Sin embargo, no existe una explicacion de la
falta de respuesta en el 40% de las yeguas restantes (Allen, 2000); por lo que no se
descarta completamente que el E2 esté involucrado en el RMP en la yegua, pero se
plantea como poco probable (Wilsher & Allen, 2011).



3.3 Hormonas metabolicas asociadas a la prefiez temprana y el diestro
Insulina

La insulina, hormona de 6 KDa secretada por los islotes de Langerhans pancreaticos,
es la principal reguladora de los carbohidratos y el metabolismo de la grasa corporal.
Su rol estda mediado por receptores celulares y transportadores de glucosa en el
higado, tejido adiposo y tejido muscular (Kaye, 1997).

Dicha hormona participa en varios procesos reproductivos a nivel del utero y ovario
en las especies domésticas (Rambags et al. 2008a). La administracion de insulina, o
dietas que inducen un aumento de insulina en la circulacion sanguinea de animales
domésticos, afecta numerosos parametros reproductivos incluyendo el crecimiento
folicular, la tasa de ovulacion, la activacion de la maduracion folicular, la funcion
lutea y la secrecion de esteroides y de LH (Clarke et al. 1990; Bhushan et al. 2005).
Sin embargo, Rambags et al. (2008a) reportan que al contrario de lo que sucede en
otras especies como el bovino y el porcino, la administracion de insulina no afecto6
los niveles circulantes de P4 en la yegua.

Rambags et al. (2008a) postulan que la insulina tendria una funcion facilitadora en el
desarrollo embrionario temprano. La insulina materna afecta el embrion directamente
dado que la suplementacion in vitro de insulina provoca un aumento en el consumo
de glucosa, aminodcidos y proteinas, asi como un aumento en la sintesis de proteinas
y ARN por el embrion (Harvey et al. 1988; Lewis et al. 1992). A su vez la insulina
previene la apoptosis, aumenta el nimero de células embrionarias y promueve la
formacion blastocistica (Heyner et al. 1989; Rambags et al. 2008a).

Existe evidencia de que la insulina se une a las células del embrion pre implantacion
en la etapa de morula; a su vez la misma es capaz de estimular el transporte de
glucosa y la sintesis de proteinas en embriones de ratones pre implantacion (Harvey
et al. 1988). En un estudio realizado por Heyner et al. (1989), los autores probaron
que la insulina materna es internalizada por el embrion del raton preimplantacion de
manera no especifica a través de la zona pelicida y especificamente a través de
receptores en las células de embriones en etapa de moérula y blastocisto. Desde la
fertilizacion hasta la formacion de la morula, los embriones de los mamiferos son
relativamente quiescentes a nivel metabolico, con bajo consumo de oxigeno,
presentando como fuente principal de sustrato el piruvato (Lewis et al. 2015). Tras la
blastulacion, existe un aumento pronunciado en el consumo de glucosa (Heyner et al.
1989; Lane et al. 2001; Lewis et al. 2015); dicho consumo aumenta
exponencialmente a mayor didmetro y area de superficie embrionaria en el embrion
equino (Lane et al. 2001). El aumento en el nivel de oxidacion de glucosa por el
blastocisto equino se asocia a las altas demandas energéticas que requiere una
cavidad blastocistica en rapida expansion desde diametros de 150 a 900 pum en
relativamente poco tiempo. En el equino, los requerimientos de glucosa durante la
embriogénesis parecen diferir con otras especies como los bovinos, ovinos, humanos
y ratones (Herrera et al. 2008). Los blastocistos de ovinos y bovinos no se expanden
a la misma velocidad que el equino lo que se ve reflejado en las diferencias de
consumo de nutrientes de los embriones de las distintas especies (Lane et al. 2001).
La utilizacion de medios de cultivo embrionarios con altos niveles de glucosa ha
permitido la produccion de potrillos saludables (Herrera et al. 2008).
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En el 2004, Stout et al. propusieron a la insulina como candidato de sefial del RMP
en la yegua, cuando en un estudio preliminar se identificd ésta hormona en el medio
de cultivo utilizado para la incubacion de conceptos de 10 a 18 dias. Por tal motivo,
en el 2008(a), Rambags et al. realizaron un estudio en la yegua en el cual tras la
administracion de insulina en el periodo de RMP, evaluaron cambios en la lutedlisis
y el ciclo estral. Los autores concluyeron que dado que no se alter¢ la lutedlisis, no
se suprimio6 la habilidad del endometrio para liberar PGF2a, asi como tampoco se
detectd la presencia de la hormona en vesiculas embrionarias de 10 a 14 dias, seria
poco probable que la insulina fuera la sefial de RMP.

De los escasos trabajos publicados que vinculan la insulina materna sistémica con
cambios histomorfologicos endometriales se destaca el de Rodrigues de Melo &
Valeri (1980) quienes, a través de la evaluacion por microscopia electrénica de las
células endometriales tras la administraciéon de insulina en ratas, sugieren que la
hormona estimularia la actividad celular al identificar un aumento en las vesiculas
secretorias y complejos Golgi comparado con los animales no tratados.

Hasta el momento no hemos encontrado estudios acerca de los niveles hormonales
sanguineos de insulina en relacion a la prefiez temprana y el diestro en yeguas.

Factor de crecimiento insulinico tipo 1

El IGF-1 es un polipéptido de aproximadamente 7 KDa estructuralmente homologo a
la proinsulina (AboEl-Maaty et al. 2013). La mayor parte del IGF-1 circulante es
sintetizado en el higado bajo el estimulo de la hormona de crecimiento (GH)
(Thiessen et al. 1994). No obstante, el IGF-1 también es sintetizado en 6rganos de
importancia reproductiva como el hipotdlamo, hipoéfisis, ovario, oviducto, utero y
placenta (Ruiz Arboleda et al. 2011). Sus actividades bioldgicas estan reguladas por
una familia de proteinas de union de alta afinidad: IGFBPs (AboEl-Maaty et al.
2013). Los IGFs tienen un efecto importante en el metabolismo, la diferenciacion y
la proliferacion celular (Rutanen, 1998).

En varias especies, el IGF-1 estimula la actividad ovarica al promover la
proliferacion y mitosis de las células de la granulosa y de la teca; ademads actia en
sinergismo con las gonadotropinas al estimular la esteroidogénesis (Deichsel et al.
2006). En cuanto a los niveles circulantes de IGF-1 en la yegua durante el ciclo estral
existen discordancias; Derar et al. (2012) reportan un aumento de IGF-1 previo a la
ovulacion, con mayores niveles durante el estro en comparacidon con la fase lutea,
mientras que AboEl-Maaty et al. (2013) reportan iguales concentraciones séricas de
IGF-1 en yeguas en estro que en la fase lutea a los 7 y 14 dias, asi como a los 14 dias
de prefiez. Deichel et al. (2006), encontraron resultados similares que el ultimo
estudio mencionado, reportando iguales concentraciones entre las yeguas en estro
que aquellas durante la fase litea. A su vez se reporta una correlacion entre el patron
de secrecion de E2 y de IGF-1 (Derar et al. 2012).

Los IGFs en humanos juegan un rol importante en la proliferacion y diferenciacion
endometrial y en la interaccion embrién-endometrio (Rutanen et al. 1988). En la
yegua, poco se conoce del rol de la IGF-1 durante la prefiez temprana (Derar et al.
2005); diversos autores sugieren que la IGF-1 promueve el desarrollo embrionario al
disminuir la apoptosis y aumentar la proliferacion celular (Herrler et al. 1998;
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Beckclmann et al. 2013); lo mismo se ve apoyado por la deteccion de mRNA de
IGF-1 en conceptos equinos a los 11 dias de prefiez, asi como de su proteina de unién
(IGFBP-3) entre los 10 y 16 dias de prefiez (Beckclmann et al. 2013).

En las yeguas, tanto el embrion como el endometrio produce cantidades
significativas de IGF-1 (Walters et al. 2001); dicho péptido se secreta de manera
autocrina-paracrina durante el estadio de prefiez temprana (Herrler et al. 2000). Se ha
detectado IGF-1 en lavados uterinos de yeguas prefiadas a los 12, 13, 14, 16 y 17 dias
de gestacion (Walters et al. 2001; Salute & Tucker, 1992). Dichas vias de secrecion
remarcan la importancia del factor de crecimiento en las primeras etapas de la
gestacion. Derar et al. (2005) concluye que tales patrones secretorios pueden no
reflejarse en las concentraciones plasmaticas maternas de IGF-1 y que, al igual que
en otras especies, parece improbable que la IGF-1 sistémica materna estimule
directamente el crecimiento del concepto durante las primeras etapas de la prefiez en
la yegua.

En los suinos, la IGF-1 actuaria como una sefal paracrina desde el utero para
coordinar eventos asociados con el RMP (Walters et al. 2001). Ha sido sugerido que
la IGF-1 en la yegua tendria la misma funcidn, actuando como una sefial importante
durante la prefiez temprana para coordinar el reconocimiento de la prefiez y el
desarrollo embrionario (Siemmen et al. 1995). En esta fase no existe una diferencia
en la expresion de mRNA y proteina de IGF-1 relacionada a la edad pero si al sexo
del embrion (mayor en embriones hembra) que podria contribuir a la supervivencia
preferencial de los embriones de uno u otro sexo en condiciones ambientales
especificas. Esto podria estar relacionado con la estimulacion de la sefial de RMP o a
la disminucién de los mecanismos de apoptosis (Beckelmann et al. 2013).

Hormonas secretadas por el tejido adiposo: Leptina y adiponectina

El tejido adiposo actia como depdsito de energia y como un 6rgano endocrino activo
secretando gran numero de moléculas bioldgicamente importantes: las adipoquinas.
Las mismas estdn involucradas en la regulacion de las funciones reproductivas
(Peréz-Pérez et al. 2015).

Leptina

La leptina, primer adipoquina descripta en 1994, es un péptido de 16 KDa secretada
principalmente por el tejido adiposo y codificada por el gen ob; juega un rol integral
en la regulacion del peso corporal y el consumo de energia (Friedman & Halaas,
1998). Se considera una hormona multifuncional que regula ademas de la
homeostasis corporal la termogénesis, angiogénesis, las funciones neuroendocrinas e
inmunes, asi como la presion arterial. Varia directamente con la masa y grasa
corporal (Ferreira Dias et al. 2005); ha sido postulada como mediadora entre el status
metabolico y la funcidn reproductiva.

Dentro de las funciones reproductivas regula las funciones ovaricas, la maduracion
oocitaria, el desarrollo embrionario, la implantacion y la placentacion (Cervero et al.
2005). Actuando a través de receptores transmembrana regula el desarrollo de los
oocitos y del embridon pre implantacion en varias especies como la porcina (Chapazz
et al. 2008) y bovina (Maillard et al. 2010). En el caso de la yegua, los resultados de
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Consiglio et al. (2009) demostraron que proteinas de la leptina y su receptor son
expresados en embriones luego de la fertilizacion por inyeccion intracitoplasmatica
de oocitos equinos.

La leptina circulante atraviesa la barrera hemato-encefalica de manera similar a la
insulina, llevando al hipotalamo un mensaje acerca del almacenamiento de grasa en
el tejido adiposo (Budak et al. 2006). La adipoquina tiene un efecto estimulatorio
directo en el eje hipotdlamo hipofisis gonadal al estimular la secrecion de GnRH en
las neuronas hipotaldmicas en una manera dosis dependiente (Pérez-Pérez et al.
2015). En la hipdfisis estimula la secrecion de LH y FSH (Budak et al. 2006). Galvao
et al. (2014), reportan un efecto luteotrdpico por parte de leptina en la yegua, quien
de manera dosis dependiente afecta la secreciéon de P4 y de PGE2, asi como la
angiogénesis lutea.

Yeguas con restriccion nutricional exhiben frecuentemente ciclos estrales anormales
con dificultad para reproducirse. La baja condicion corporal en yeguas fue asociada a
bajas concentraciones de leptina y a un periodo anovulatorio extenso en relacion a
aquellas con correcto estado corporal (Gentry et al. 2002). La hiperleptinemia en
yeguas obesas también interfiere en los procesos reproductivos normales (Huff et al.
2008). La leptina plasmatica disminuye luego del parto, siendo mas bajo en yeguas
en lactacion que en aquellas en no lactacion (Huff et al. 2008). Heidler et al. (2003)
proponen que la disminucién de la leptina promueve el consumo de alimento
evitando que las yeguas en lactacion pierdan energia.

Hasta el momento se encontraron escasas publicaciones referentes a las
concentraciones séricas de la leptina en las yeguas durante el ciclo estral y prefiez
temprana, y dichas publicaciones discrepan entre si. Mientras que Abol El-Maaty et
al. (2013) reportan una ausencia de diferencias en las concentraciones de dicha
hormona entre el estro, la fase lutea (dia 7 y 14) y el dia 14 de prefiez, Abdelnaby et
al. (2015) reportan un aumento en las concentraciones séricas de leptina desde el
estro hasta la ovulacion, seguido por una disminucion significativa desde la
ovulacion hasta el dia 9 del ciclo. A diferencia de lo que se ha visto en la yegua, en la
mujer las concentraciones sanguineas de leptina se correlacionan con las
concentraciones de progesterona durante el ciclo menstrual, coincidiendo el pico de
concentracion de ambas hormonas en el mismo momento de la fase lutea (Hardie,
1997). En la vaca, Garcia et al. (2002) reportan que la leptina sérica tendid a decrecer
durante la fase lutea tardia y el comienzo de la fase folicular, no observando
diferencias en las restantes etapas del ciclo estral.

Inicialmente se pensaba que la leptina no se secretaba por el embrioén, que la misma
era solamente de origen materno. Actualmente se reconoce que en los humanos,
durante la etapa de pre implantacion embrionaria, la leptina presente en la cavidad
uterina es de origen embrionario, endometrial (secrecién autocrina-paracrina) y de
los adipocitos maternos (origen endocrino) (Budak et al. 2006). La habilidad del
utero de producir pequefias cantidades de leptina confirma el rol local de la misma
junto con la leptina circulante en regular no solamente el flujo sanguineo del utero
durante el ciclo estral, sino también preparar el ttero para recibir el futuro embrion
tras la ovulacion (Abdelnaby et al. 2015). El mecanismo por el cual la leptina regula
el desarrollo embrionario temprano estaria dado por la capacidad de proliferacion
celular que presenta (Herrid et al. 2014). Diversos autores le adjudican a la leptina un
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rol importante en la implantacion del embrion (Pérez- Pérez et al. 2015); la misma
aumenta el nimero total de células del blastocisto, especialmente de las células del
trofoectodermo, células necesarias para la implantacion y la formacion de la placenta
y membranas extra embrionarias (Craig et al. 2005). Hasta el momento no se
encontraron referencias sobre efecto de la leptina sobre la morfologia endometrial en
la yegua, pero si en ratones (Barash et al. 1996). En el mencionado trabajo, los
ratones (con deficiencia congénita de leptina) tratados con leptina intraperitoneal
mostraron un aumento en el area de seccion transversal del utero, de la altura
epitelial, del area endometrial y del area glandular en comparacion con los animales
no tratados; adjudicandole a la hormona un efecto proliferativo a nivel uterino.

En conclusion la leptina es un marcador de la homeostasis energética en el sistema
corporal. Actia como un mensajero vital entre el tejido adiposo y el eje reproductivo,
indicando al ultimo si existen reservas energéticas adecuadas para una funcion
reproductiva normal.

Adiponectina

La adiponectina es una proteina de 30 KDa secretada predominantemente por los
adipocitos (Kleiblova et al. 2006). Fue descubierta en 1995 y 1996 por diversos
grupos por lo que se la conoce por diferentes nombres: Acrp30, AdipoQ, GBP2S,
apM1; actlia a través de dos receptores transmembrana: AdipoR1 y AdipoR2. Es una
de las adipoquinas secretadas en mayor proporcion, corresponde al 0,05% de las
proteinas séricas (Michalakis & Segars, 2010). La misma circula bajo diferentes
isoformas las cuales actGian sobre distintos tejidos blanco e incluso presentan
diferentes efectos biologicos (Pajvani et al. 2004). Juega un rol importante en la
regulacion del consumo de alimento, la homeostasis energética, asi como la
homeostasis vascular e inmunitaria (Rodriguez Pacheco et al. 2006). Es un factor
sensibilizante de la insulina, reduce la produccion de glucosa endogena al aumentar
la sensibilidad hepatica a la insulina y aumenta el consumo de glucosa por los
adipocitos y miocitos; a su vez promueve la oxidaciéon de 4cidos grasos en el
musculo (Wu et al. 2003). En humanos, bajos niveles circulantes de la adipoquina se
asocia a la obesidad, diabetes tipo 2 y sindrome metabolico (Maillard et al. 2010).

Existe evidencia que involucra a la adiponectina en el control de las funciones
reproductivas. La adiponectina actiia a nivel hipotdlamo hipofisario reduciendo la
secrecion de GnRH y LH, pero sin afectar la FSH (Angelidis et al. 2012), a su vez
ejerce su accion sobre las células somatotrofas reduciendo la secrecion de GH
(Michalakis & Segars, 2010). A nivel ovarico se cree que la adipoquina estaria
involucrada en la proliferacion celular, la esteroidogénesis y la maduracion oocitaria
(Angelidis et al. 2012).

Se encontraron escasas publicaciones sobre los niveles séricos de adiponectina con
respecto al ciclo estral y la prefiez en la yegua. Pearson (2015) reporta ausencia de
diferencias en las adiponectina sérica al comparar yeguas ciclicas y prefiadas a los 8
y 16 dias del ciclo y prefiez. En la mujer, varios autores reportan la ausencia de
cambios de la adiponectina sérica a través del ciclo menstrual (Takemura et al. 2005;
Kleiblova et al. 2006; Dafopoulos et al. 2009). Dada la escasa informacion
encontrada hasta el momento relacionada a cambios en la adiponectina sérica y su
relacion con la prefiez temprana, se tratara brevemente de sus efectos locales sobre el
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embrion y el endometrio. A nivel endometrial, ambos receptores de la adiponectina
son expresados en el humano (Takemura et al. 2006; Dos Santos et al. 2012) y
porcino (Kiezun et al. 2013) y mas especificamente en el epitelio glandular y
fibroblastos del estroma. Los niveles de los transcriptos de éstos receptores estan
aumentados en la fase lutea media, cuando ocurre la implantacion y pre implantacion
en éstas especies, lo que sugiere que las funciones homeostaticas y antinflamatorias
de ésta hormona puedan afectar éste proceso (Michalakis & Segars, 2010). Takemura
et al. (2006) sugieren un rol antiinflamatorio de la adipoquina sobre el endometrio
humano al modular la secrecion de citoquinas proinflamatorias producidas por las
células estromales endometriales; a su vez sugiere que la adiponectina regularia el
aporte de energia en el endometrio dada la capacidad de inducir la fosforilacion de
AMPK en las células estromales y epiteliales del endometrio. En la yegua receptores
de adiponectina fueron hallados en el endometrio en los dias 8 y 12 del ciclo estral
(Gebhard et al. 2012). Pearson (2015), reportd la localizacion de dichos receptores en
el epitelio glandular y luminal del endometrio de yeguas a los 8 y 16 dias del ciclo
estral y prefiez; con mayores niveles en la yegua prefiada al dia 16, sugiriendo un rol
de la misma en la gestacion temprana y la fijacion embrionaria. Chappaz et al. (2008)
brind6 evidencia de que la adiponectina juega un papel regulador en la proliferacion
celular durante el desarrollo del embrion pre implantacion, al adicionar la adipoquina
al cultivo embrionario porcino y promoviendo el desarrollo de los mismos hacia la
etapa de blastulacion.

En conclusidn, la adiponectina serviria como una sefial que une el estatus metabolico
y el control endocrino de la reproduccion y el crecimiento, como fue previamente
probado para la leptina. Los niveles circulantes de leptina estdn correlacionados
inversamente a los de adiponectina en animales obesos y flacos, incluidos los
equinos (Kearns et al. 2006; Rodriguez Pacheco et al. 2006); esto sumado al efecto
divergente en las células somatotrofas y gonadotrofas apoyan el punto de vista de
que estas dos adipoquinas envian diferentes sefiales metabolicas a los ejes
somatotrdpicos y reproductivos (Rodriguez Pacheco et al. 2006).

3.4 El endometrio

La composicién y la calidad del medio ambiente uterino son determinantes del éxito
y la performance reproductiva (Kenney, 1978; Ginther, 1992; Hartt et al. 2005). El
utero es parte del sistema endocrino: un érgano diana de los esteroides y productor
de hormonas (Blanchard et al. 2003). Los cambios morfologicos y fisioldgicos que
ocurren en las células uterinas durante el ciclo estral estan controladas por las
concentraciones relativas de los esteroides ovéaricos (P4 y E2) y por la accién local de
varios factores de crecimiento (Pollard et al. 1990); la inhabilidad del endometrio de
responder adecuadamente a éstos estimulos hormonales representa una de las causas
de subfertilidad en la yegua (Gerstenberg et al. 1999). Las hormonas controlan la
actividad secretoria uterina cuantitativa y cualitativamente; la sincronia entre las
hormonas maternas y el desarrollo embrionario es una condiciébn para que se
establezca la prefez. Como fue mencionado con anterioridad, antes de la
implantaciéon el embrion es sustentado unicamente por las secreciones que se
acumulan en la cavidad uterina. Las secreciones de las glandulas endometriales
equinas tienen una multitud de proteinas que son esenciales para la supervivencia,
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crecimiento y desarrollo del concepto en la prefiez temprana (Hanada, 2012). A
través del endometrio se genera un sistema de intercambio metabdlico de nutrientes y
desechos con la vesicula embrionaria (Ginther, 1992). Por este motivo, el ambiente
uterino es critico para el continuo soporte y desarrollo del concepto a partir del dia 6
pos ovulacion (Ball, 1993; Crosset et al. 1996). Un inadecuado ambiente uterino
causa mortalidad embrionaria, un problema con alta incidencia en los equinos
(Reilas, 2001).

Estructura

El utero estd compuesto por tres capas, una capa serosa externa o perimetrio, una
capa muscular media o miometrio y una interna, el endometrio (organizado
macroscopicamente en pliegues endometriales) (Figura 1). El endometrio esta
formado por el epitelio luminal y la lamina propia carente de tejido muscular. El
epitelio luminal esta constituido por células cuboidales altas adheridas a una
membrana basal (MB), variando en su altura dependiendo de la fase del ciclo estral y
siendo menos de la mitad de ellas ciliadas; la [dmina propia estd compuesta por dos
estratos, el compacto (EC) y el esponjoso (EE) (Kenney, 1978). El EC presenta una
alta densidad de células en el estroma; contiene los ductos glandulares que se abren
al epitelio luminal, pero no exhibe glandulas. Los componentes del EC son
acompafiados por numerosos capilares debajo de la MB. El EE posee un tejido
estromal laxo, con baja densidad de células que le da el aspecto esponjoso; da sostén
a los cuerpos glandulares junto a vasos linfaticos, capilares sanguineos, vénulas,
arteriolas y ocasionalmente a pequefias arterias musculares (Kenney, 1978).
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Figura 1. Diagrama esquematico de las capas uterinas (Kenney, 1978).

Cambios histologicos

Existen diversas formas de evaluar el utero y el endometrio, sin embargo muchas
alteraciones pueden ser reveladas tUnicamente mediante una biopsia endometrial
(Kenney, 1978). La biopsia endometrial consiste en la extraccion de una porcion de
un pliegue endometrial, sin llegar al misculo, aunque ocasionalmente puede incluir
una porcion de la capa circular interna miometrial (Kenney, 1978). La técnica ha sido

16



ampliamente descripta por diversos autores (Ricketts, 1975; Kenney, 1978; Kenney
& Doig, 1986). Una muestra apropiada de endometrio requiere una pinza de biopsia
de 70 cm de largo con una superficie de corte de 20x3x3mm afilada para evitar
hemorragias y distorsiones del tejido. A pesar de la gran superficie endometrial (850
— 1350 cm®), este instrumento provee una muestra representativa de toda su
extension (Kenney, 1978). La biopsia es obtenida normalmente de la pared dorsal del
cuerpo uterino o de la base de uno de los cuernos (Love, 2011). Es una técnica
diagndstica que permite evaluar la integridad estructural del endometrio visualizando
dos tipos de procesos patologicos: inflamatorios o endometritis y degenerativos o
endometrosis (Love, 2011); a su vez permite predecir la habilidad del endometrio de
sostener una gestacion a término y determinar la etapa del ciclo estral en que fue
tomada la muestra (Gross, 1984).

El endometrio equino experimenta cambios histologicos segun la estacion y dentro
de la estacion reproductiva durante las distintas etapas del ciclo estral (Doig &
Waelchli, 1993), dichos cambios histologicos han sido descriptos en detalle por
varios autores (Ricketts, 1975; Kenney, 1978). Los cambios mas notorios a través del
ciclo estral se visualizan en la configuracion de las glandulas, las caracteristicas de
las secreciones, la presencia de edema en la lamina propia y la altura del epitelio
luminal (siendo la altura mas alta alcanzada durante el estro) (Leishman et al. 1982).
Gerstenberg et al. (1999), analizaron biopsias endometriales de yeguas tomadas en
los distintos estadios del ciclo estral. Contando las figuras mitdticas, observaron que
las células epiteliales luminales sufrian su mayor division durante el final del estro,
mientras que las células epiteliales glandulares alcanzaban su mayor division el dia 4
del diestro cuando las concentraciones de P4 en suero se encuentran en ascenso.
Como ya fue mencionado anteriormente, el embrion equino se retiene en el oviducto
por 5 a 6 dias tras su fertilizacion (Freeman et al. 1991). Dicho transporte oviductal
lento podria estar relacionado a la necesidad de proliferacion del epitelio secretorio
glandular previo a la entrada del embrion, para que cuando éste ingrese al utero al dia
6, el endometrio sea capaz de producir suficiente histotrofo para su nutricion
(Gerstenberg et al. 1999).

Histomorfometria endometrial del diestro y la prefiez temprana

De acuerdo a los cambios patoldgicos, el endometrio puede ser clasificado de
acuerdo a distintas categorias. Las mas aceptadas y reconocidas son las de Kenney
(1978) y Kenney & Doig (1986). Sin embargo la aplicacion de estos métodos para
clasificar las biopsias endometriales depende de una evaluacién subjetiva. La
histomorfometria (medicién de estructuras histolégicas) permite un estudio objetivo
de la morfologia endometrial y un diagnostico mas preciso de las patologias
endometriales de la yegua (Duna Mansour et al. 2004). El estudio morfométrico de
las estructuras epiteliales es util dado que el epitelio uterino responde rapida y
dramaticamente al ambiente hormonal (Samuel et al. 1979); como ya fue
mencionado, el mismo varia en relacion a la concentracion de hormonas esteroideas
ovaricas (E2 y P4) asi como por la accion local de varios factores de crecimiento
(Gerstenber et al. 1999).

Durante el diestro, cuando el endometrio se encuentra bajo la dominancia de P4 el

epitelio luminal puede variar en altura entre las 10 — 20 um (Kenney, 1978; Keenan
et al. 1987); pudiendo ser columnar bajo, columnar alto, cuboidal o
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pseudoestratificado (Ricketts, 1975; Kenney, 1978). Durante dicha etapa del ciclo
estral es aparente una densidad glandular mayor dada por la reduccion en el edema
de la lamina propia comparado con el estro (Kenney, 1978; Ginther, 1992). El
epitelio glandular es columnar con una altura de 14 a 17 um y el diametro glandular
es de alrededor de 35 um (Keenan et al. 1987).

Existen referencias de que la presencia del embrion en el utero genera cambios
tempranos en la morfometria endometrial de la yegua, sin embargo la mayoria de
estos trabajos son posteriores a la fijacion del concepto, encontrandose hasta el
momento escasos reportes de los cambios previos a esta etapa. Keenan et al. (1987)
reportaron que el epitelio luminal se veria afectado por la prefiez al encontrar una
mayor altura del mismo entre los 2 a 5 dias pos ovulacion en yeguas prefiadas que en
yeguas ciclicas en los mismos dias del ciclo; dicha diferencia no se mantuvo en los
otros dias de muestreo (Dias 6 a 9 y 12 a 14). Posteriormente Keenan et al. (1991)
reportd una mayor amplitud de la luz glandular en yeguas a los 12 dias de prefiez en
relacion a yeguas ciclicas en el mismo dia pos ovulacién, en consecuencia de la
acumulacién de secreciones intraglandulares en el primer grupo. En cuanto al
epitelio y didmetro glandular, Kennan et al. (1987) reporta la disminucién de ambas
variables a través de los dias de muestreo tanto en yeguas prenadas como ciclicas, sin
detectar diferencias entre los grupos.

Hasta el momento no se encontraron mas trabajos acerca de dichos cambios en el
periodo en estudio en la yegua.

Células inflamatorias endometriales durante la prefiez temprana

El sistema inmune discrimina lo propio de lo no propio, y elimina aquello que
determina como ajeno. La prefiez en mamiferos pareciera representar una falla en la
discriminaciéon de aquello no propio, representando una estrategia reproductiva
altamente eficaz (Engelhardt et al. 1997). Hasta liberarse de la zona pelucida, los
embriones de mamiferos son inmunoldgicamente inertes, con baja expresion génica
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y poca evidencia de la alteracion
en la funcion de las células inmunitarias maternas. El concepto se beneficia de
citoquinas producidas tanto por leucocitos residentes del tracto reproductivo como
por otras células localizadas en dicho tracto (Hansen, 2011). El embrién a su vez
produce citoquinas que regulan la funcion leucocitaria, sefialando de ésta manera su
presencia al sistema inmunitario materno (Hansen, 2011); por ejemplo en rumiantes
el interferon tau (IFNt), ademés de su reconocido rol en el RMP, tendria un rol
inhibitorio sobre la proliferacion linfocitaria (Alexenko et al. 1997). En la yegua
tanto el concepto como las células del tracto reproductivo producen prostaglandinas
(Stout & Allen, 2002), y una de ellas, la PGE2 puede inhibir la proliferacion
linfocitaria (Low et al. 1988). A su vez, como se reportd en secciones previas, la P4
presenta efectos inhibitorios sobre las células del sistema inmune en la yegua (Acufia
& Fumoso, 2013).

En la yegua se hallaron diversos trabajos acerca de los cambios leucocitarios
endometriales en diversas situaciones fisioldgicas como el estro (Kenney, 1978), tras
el servicio (Troedsson et al. 2001; Card, 2005 entre otros) y durante la prefiez peri y
pos implantacién del concepto (Allen 2001; Bacon et al. 2002; Noronha et al. 2010
entre otros), pero se encontraron escasas referencias de la respuesta inmune uterina
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durante la prefiez temprana, tras la entrada del embrion al ttero. Keenan et al. (1987)
reportaron un aumento en el numero de linfocitos y de eosindfilos en yeguas
prefiadas entre los 6 y 9 dias pos ovulacion comparandolo con yeguas ciclicas en los
mismos dias del ciclo. En dicho trabajo adjudicaron la presencia de mayor cantidad
de linfocitos a una respuesta inmunoldgica materna hacia el embrion durante el
contacto inicial del mismo con el endometrio, y al aumento de eosindfilos como
moderadores de ésta respuesta, considerando que en el siguiente muestreo (dias 12 a
14) decreci6 el numero de ambos tipos de células inflamatorias. Watson et al. (1993)
coincidieron con el previo estudio reportando en que el numero de linfocitos T no
difiere entre yeguas prefiadas y en diestro al dia 14 pos ovulacion.

Dada la poca informacion en equinos sobre las células inmunes endometriales
durante el periodo en estudio, se brindardn datos sobre otras especies mayormente
estudiadas como ser la cerda y la mujer. Una prefiez exitosa en la cerda estd asociada
a una inmunosupresion intrauterina; se reconoce la supresion del CMH y la respuesta
de los linfocitos T que permiten que el embrion (genéticamente ajeno a la madre) se
desarrolle en el utero sin ser rechazado (Kaeoket et al. 2003). Durante la prefiez
temprana en la cerda, King (1988) reportd que el nimero de linfocitos en el epitelio
superficial a los 10 a 19 dias de prefiez eran significativamente mas bajos que en
etapas anteriores de la prefiez y que en las cerdas ciclicas en los mismos dias.
Concordando con dicho estudio, Engelhardt (2002) publicé que una reduccién en el
numero de linfocitos endometriales podia ser detectada previo a la implantacion en la
misma especie. Los resultados del estudio de las subpoblaciones linfocitarias
presentes en el endometrio porcino mostraron que las mas comunes son los linfocitos
T y las células natural killers (NK) durante las diferentes etapas del ciclo estral y la
prefnez temprana (Bischof, 1995; Kaeoket et al. 2003). Los suinos tienen similitudes
con los humanos y roedores en que células NK estan presentes en el estroma uterino
y parecieran jugar un rol en la prefiez; estas células serian importantes en las
interacciones tempranas entre el concepto y el sistema inmunitario materno
(Engelhardt et al. 1995). En la mujer, ante la presencia del embrién en el utero se
reporta una remodelacion endometrial que incluye la transformacion del estroma
uterino, el ingreso de células NK y la remodelacion vascular (Modi et al. 2015). Las
células NK en la mujer son encontradas en la mucosa uterina antes y durante la
gestacion en el endometrio y los tejidos deciduales (Croy et al. 2006). Los NK en la
decidua presentan propiedades de remodelacion tisular, preparando al utero para la
implantacion embrionaria. Dichas células carecen de efecto citolitico contra las
células del trofoblasto, tienen citotoxicidad reducida. En lugar de liberar factores
citotoxicos liberan citoquinas y factores angiogénicos esenciales para la invasion
trofobléstica y las modificaciones vasculares (Hanna et al. 2006). Los NK en el
endometrio de la mujer han sido estudiados en menor proporcidn; se tiene
conocimiento que dichas células proliferan en la fase latea del ciclo menstrual
(Manaster et al. 2008).

Ademas de los linfocitos, los eosindfilos jugarian un papel importante durante la
prefiez temprana. Ademas de poseer una funcidon principal de destruir el material
extrafo, presentan una variedad de sustancias potentes en sus granulos que
cumplirian un rol en la remodelacion vascular y tisular del endometrio (Jeziorska et
al. 1995). En los dias 10 a 14, Bischof et al. (1995) reportaron un aumento de
eosinéfilos en el estroma endometrial de la cerda prefiada. Posteriormente, Kaeoket
et al. (2003) encontraron igual cantidad de eosindfilos tanto en cerdas prefiadas como
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ciclicas en el dia 11 del ciclo y prefiez; por lo que asocio la cantidad de eosinofilos al
nivel de progesterona y no a la prefiez, destacando que dichas células estarian
asociadas con cambios dindmicos en la estructura y funciéon endometrial que estaria
preparandose para la posible implantacion de un embrion.

No se encontraron referencias vinculando a otras células inflamatorias con la prefiez
temprana normal, dichas células se reportan en situaciones patologicas o fisiologicas
como el estro o el parto. La presencia de plasmocitos se relaciona a inflamacion
cronica severa a moderada, con estimulaciébn antigénica continua; los
hemosiderdfagos (macrofagos que han fagocitado sangre) representan hemorragia
dado por un trauma, el parto, aborto o muerte embrionaria. Los neutréfilos (PMN)
por otro lado se visualizan durante el estro en la periferia de vénulas y capilares cerca
del lumen uterino; normalmente pocos PMN migran desde los vasos hacia el estroma
o el epitelio luminal por lo que la presencia de PMN en el tejido se interpreta como
signo de inflamacion (Kenney, 1978).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varios aspectos de la prefiez en equinos parecen ser exclusivos del género Equus y
son de considerable interés académico y relevancia practica. Los primeros dias de la
prefez es un periodo importante de pérdida embrionaria que afecta econdmicamente
a la industria equina (Hayes et al. 2012), con un 9% de pérdidas previo al dia 14 pos
ovulacién en yeguas sanas (Ball, 1988). Creemos que el estudio de las interrogantes
sobre la prefiez temprana, previo y durante el RMP podria ayudar a disminuir las
pérdidas embrionarias previamente mencionadas, generando de ésta manera una
mayor productividad para el sector ecuestre. El presente trabajo tuvo como cometido
realizar un aporte en dicho conocimiento, investigando cambios que la prefiez
temprana pudiera provocar en el endometrio a través de los dias tras la ovulacion, asi
como cambios en los niveles circulantes de una serie de hormonas involucradas en el
desarrollo embrionario.

4.1 HIPOTESIS

I) La prefiez temprana genera cambios histomorfométricos y en el nimero de
células inflamatorias del endometrio comparado con yeguas ciclicas en los
mismos dias pos ovulacion.

1) La prefiez temprana se asocia a cambios en los niveles séricos de
progesterona, estradiol, insulina, IGF-1, leptina y adiponectina comparado
con yeguas ciclicas durante los mismos dias pos ovulacion.

II) Las variables morfométricas del endometrio, el nimero de células
inflamatorias y las concentraciones séricas de las hormonas estudiadas se
encuentran correlacionadas.

4.2 OBJETIVOS

I) Determinar las medidas histoldgicas del epitelio luminal y de las glandulas
endometriales asi como el nimero de células inflamatorias en el endometrio a
los 7, 10 y 13 dias pos ovulacidn en yeguas prefiadas y ciclicas sanas.

IT) Determinar mediante radioinmunoandlisis las concentraciones séricas de
progesterona, estradiol, insulina, IGF-1, leptina y adiponectina en yeguas
prenadas y ciclicas sanas desde la ovulacion hasta los 13 dias del ciclo y
prefiez.

IIT)  Evaluar la existencia de correlaciones entre las variables morfométricas del
endometrio, el nimero de células inflamatorias y las concentraciones séricas
de las hormonas en estudio.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Diseiio experimental

El presente trabajo se llevo a cabo, en el campo experimental n° 1 de la Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Republica, Departamento de Canelones, Uruguay
(latitud 34°22'23.1"S, longitud 55°36'10.3"0), durante la estaciéon reproductiva,
siendo el proyecto previamente aprobado por la comision de experimentacion animal
(CHEA).

Se utilizaron 30 yeguas, entre 5 y 10 afos de edad, sin raza definida (fenotipo raza
Criolla), con un peso aproximado de 400 kg provenientes de una manada comercial.
Las mismas fueron mantenidas en pasturas naturales con agua ad libitum. Los
animales presentaron condicion corporal > 3 en una escala de 1 a 5 durante el
experimento (Malschitzky et al 2001), sin antecedentes de problemas de fertilidad.
Se evalud su estado sanitario mediante examen fisico y ginecologico de rutina y se
verificd su ciclicidad mediante examen ginecolégico y ultrasonografia (por la
presencia de un CL y/o un foliculo mayor a 25 mm) (SonoScape” A6v (SonoScape,
China) con un transductor lineal multifrecuencia (5-7,5 MHz).

Ante la visualizacion ultrasonografica de un cuerpo luteo se administrd 250 ug (dosis
total) de dl-cloprostenol sodico (IM) (Estrumate”, Schering-Plough, Essex Animal
Health Friesoythe, Alemania), con el fin de provocar el retorno al estro. Las yeguas
fueron monitoreadas mediante ultrasonografia diaria; ante la presencia de un foliculo
preovulatorio con didmetro > 35 mm y edema uterino grado 3 (Ginther et al., 1984)
se administré 2500 UI de hCG intravenoso (IV) (Chorulon®, Intervet, Internacional,
B.V., Holanda). Se continu6é con control ecografico diario, detectando el dia de la
ovulacion (dia 0 del ciclo 1). En el primer ciclo se extrajeron biopsias endometriales
de ambos cuernos uterinos los dias 7 (n=6), 10 (n=6) y 13 (n=6) pos ovulacion,
constituyendo el grupo de yeguas ciclicas. Las muestras de biopsia endometrial se
extrajeron de acuerdo al método descrito por Kenney (1978) utilizando pinza de
Yeoman. Se tom6 una muestra de cada cuerno uterino en el primer tercio dorsal de
los mismos tras la esterilizacion de la pinza mediante flameado; seguidamente se
repitid6 el procedimiento de sincronizacion (250ug de PGF,, sintética (IM),
seguimiento ultrasonografico e induccion de ovulacion con hCG).

En el segundo ciclo las yeguas fueron servidas por monta natural 24 horas luego de
la administracion de hCG, ante la presencia de un foliculo preovulatorio con
didmetro > 35 mm y edema uterino grado 3 (Ginther et al., 1984), por uno de tres
padrillos fértiles, elegido al azar. Paralelamente se realizd control ecografico diario
para detectar la ovulacion (dia 0). A los dias 7 (n=6), 10 (n=6) y 13 (n=6) pos
ovulacioén se realizo la recuperacion embrionaria por lavado uterino. Las yeguas con
visualizacion del concepto por ultrasonografia previo al lavado o recuperacion
embrionaria exitosa fueron asignadas al grupo prefiado. Los conceptos se colectaron
por lavado uterino transcervical con 1 a 3 litros (de acuerdo a la edad gestacional) de
solucion Ringer lactato a 37°C. Los embriones de dia 7 y 10 fueron recuperados por
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el método regular (Blanchard et al., 2003). Los embriones de dia 13 fueron
recuperados mediante una sonda uterina de fabricacion casera con tubuladura de
silicona de 1,5 cm de didmetro. Inmediatamente después de la recuperacion
embrionaria fueron retiradas, de todas las yeguas, biopsias de ambos cuernos uterinos
con la misma metodologia empleada para las yeguas ciclicas.

5.2 Procesamiento de las muestras
5.2.1 Biopsias endometriales

Las muestras de ambos cuernos uterinos (ipsi y contralateral a la ovulacion) se
colocaron separadamente en tubos de ensayo de 5 mL, en paraformolaldehido
bufferado al 4%, fueron identificadas para ser sometidas posteriormente a analisis
histologico. Tras la inclusion en parafina, se cortaron secciones de 5 um las cuales
fueron tefidas con hematoxilina—eosina y acido periodico de Schiff (PAS) en el
Departamento de Morfologia del Instituto de Biologia de la Universidad Federal de
Pelotas, Brasil, para su posterior analisis.

5.2.1.1 Analisis histologico

El andlisis histolégico se realizd6 en el Departamento de Reproducciéon Animal,
Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica, Uruguay. En las ldminas
tefiidas con hematoxilina-eosina se cuantificaron el nimero de eosinoéfilos, linfocitos,
neutrdfilos, hemosiderocitos y plasmocitos presentes en ambos estratos (estrato
compacto (EC) y estrato esponjoso (EE)). El andlisis se realiz6 mediante un
microscopio optico (Nikon®, Optiphot, Japon) a 400 aumentos, a través del cual se
cuantificaron el nimero y tipo de células inflamatorias presentes en 5 campos para
cada estrato del endometrio. Posteriormente se realizd un promedio de cada tipo
celular hallado en cada estrato para cada cuerno uterino.

5.2.1.2 Analisis morfométrico

El estudio histomorfométrico se llevdo a cabo en el departamento de Histologia,
Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica, Uruguay. Se utiliz6 un sistema
de analisis de imagen (Infinity analyze®, Toronto, Canadd) conectado a un
microscopio 6ptico (Olympus®, BX50, Japén) a través del cual se midi6 a 400x la
altura del epitelio luminal y glandular, el didmetro glandular, el lumen glandular y la
secrecion intraglandular en las ldminas tefiidas con PAS.

La altura del epitelio luminal fue registrada en cinco zonas, elegidas al azar, del
preparado, midiendo desde la membrana basal hasta la membrana apical de las
células. Las restantes variables se registraron en 10 gldndulas esféricas del EE
elegidas al azar. La altura del epitelio glandular se midié desde la membrana basal de
las células a la membrana apical de las mismas; para el didmetro glandular se
midieron 2 didmetros perpendiculares de cada glandula (desde una membrana basal a
la opuesta), registrando la media entre ambas medidas. El lumen glandular se midio6
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de igual forma que la variable anterior, midiendo el espacio entre las membranas
apicales de las células epiteliales. Para la medicioén de la secrecion intraglandular se
buscaron 10 gldndulas esféricas en las cuales la secrecion intraglandular también se
mantuviera esférica, y se midieron los 2 didmetros mayores de dicha secrecion
realizando un posterior promedio entre ambas medidas y registrando dicho valor.

Por ultimo se realizé un promedio de los registros de cada variable para cada cuerno
uterino; utilizando dichos valores para realizar el analisis estadistico.

5.2.2 Determinacion hormonal

Diariamente se extrajeron muestras de sangre por venopuncion yugular en tubos
secos al vacio a todas las yeguas desde el dia de la ovulacion hasta el dia del
muestreo endometrial en ambos ciclos. Dentro de los 15 minutos posteriores a la
extraccion, las muestras fueron centrifugadas a 3000 g por 15 minutos (centrifuga
Luguimac®, LC-15, Argentina). Se removi6 y almacend el suero en tubos Ependorff
identificados y por duplicado a -20°C hasta la determinacion hormonal.

Las determinaciones de las concentraciones de progesterona, 17-estradiol, insulina,
factor de crecimiento insulinico tipo 1, leptina y adiponectina fueron realizadas
mediante la técnica de radioinmunoandlisis (RIA) en el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de la
Republica, Uruguay.

La P4 fue determinada utilizando el Kit PROG-RIA-CT KIP1458; DiaSource®
ImmunoAssays SA, Louvain la Neuve, Belgium. El limite de deteccion del analisis
fue 0,72 ng/mL con un coeficiente de variacion (CV) intraensayo para el control bajo
(D (0,84 ng/mL) y alto (IT) (2,65ng/mL) de 14 y 7,5 % respectivamente, y un CV
interensayo de 4,8 y 8% para el control [ y II respectivamente.

El 17B-estradiol fue determinado utilizando un Kit de RIA con doble anticuerpo
(ImmuChem® Double Antibody 17 Estradiol 125 RIA Kit, ICN Biomedicals, Inc.,
Costa Mesa, CA). El limite de deteccion del analisis fue 2,6 pg/mL. El estudio
presentd un CV intraensayo para el control (5,9 pg/mL) de 10,8% y un CV
interensayo de 8,7%.

La insulina fue determinada por andlisis inmunorradiométrico (IRMA) (INS-IRMA
KIP1251-KIP1254; DiaSource® InmunoAssays SA, Louvain la Neuve, Belgium). El
limite de deteccion fue de 3,66 uUI/mL con CV intraensayo para el control I (15,5
uUl/mL) y control II (70,8 uUI/mL) de 8,7 % y 7,9%, respectivamente y un CV
interensayo de 7,8 y 6,5% para el control I y II respectivamente.

Las concentraciones de IGF-1 fueron determinadas mediante RIA utilizando un kit
comercial (Cisbio bioassays”, Codolet, France). El limite de deteccion del analisis
fue 0,57 ng/mL, con un CV de 6,9 % y 4,1% para el control I (51 ng/mL) y II (367
ng/mL) respectivamente.
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La leptina fue determinada mediante RIA utilizando un kit comercial (Linco®,
Millipore). Al protocolo se modificé la cantidad de hormona marcada a 75 pl en vez
de 100 pl para lograr la deteccion de bajos valores séricos. La sensibilidad del
analisis fue 1,2 ng/mL, con un CV de 7,5 % y 11,4% para el control I (3,5 ng/mL) y
IT (9,6 ng/mL) respectivamente.

Las concentraciones de adiponectina fueron determinadas por el mismo método
utilizando un kit comercial (HADP-61 HK, Linco®, Millipore). La sensibilidad del
andlisis fue 0,59 ng/mL, con un CV intraensayo de 8,8% y 18,6% para el control I
(8,9 ng/mL) y II (75,9 ng/mL) respectivamente, mientras que el CV interensayo fue
de 13,1% para el control I y 14,2% para el control II.

5.3 Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado con el programa Statistical Analysis System
(SAS, Cary, NC, USA). Las concentraciones hormonales fueron sometidas a analisis
de varianza de medidas repetidas utilizando un modelo mixto utilizando el programa
PROC MIXED. Los efectos fijos del modelo estadistico fueron el grupo (yeguas
ciclicas o prenadas), el dia en que se tomaron las muestras y la interaccion entre
ambos. Fue realizado el andlisis Univariate a todas las variables para identificar
inconsistencias y valores extremos, ante la ausencia de normalidad en los datos se
realiz6 un estudio no paramétrico por medio del uso de PROC GENMOD
verificando la consistencia con los datos del PROC MIXED los cuales fueron
finalmente utilizados. La comparacion entre variables fue realizada mediante el test
de Tukey Kramer.

La morfologia endometrial fue analizada de la misma manera, incluyendo ademas
como efectos fijos el lado del cuerno uterino en que ocurrid la ovulacion (ipsilateral
o contralateral a la ovulacion). El nimero de células inflamatorias en el endometrio
fue analizado mediante el uso de PROC GENMOD, utilizando como efectos fijos los
mismos que aquellos utilizados en la morfologia endometrial.

El estudio de la correlacion entre las variables histomorfométricas, las
concentraciones hormonales y las células inflamatorias se realizd mediante la
utilizaciéon de PROC CORR utilizando los valores hormonales obtenidos los dias del
muestreo endometrial.

El nivel de significancia en todos los casos fue considerado como P< 0.050 y la
tendencia cuando 0.050 > P < 0.100.
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6. RESULTADOS

6.1 Histomorfologia endometrial

No se observaron diferencias significativas al comparar las variables segtn el cuerno
ipsi o contralateral a la ovulacion.

La altura del epitelio luminal no fue afectado por el dia (P = 0,39) ni por la prefiez (P
= 0,86) y no hubo interacciéon grupo x dia (P = 0,37) (Figura 2A). El dia (P < 0,001)
y el grupo (P = 0,002) afectaron la altura del epitelio glandular (Figura 2B). Tanto en
las yeguas prefiadas como en las ciclicas la altura del epitelio glandular fue similar (P
> (,05) entre los dias 7 y 10 y disminuyd al dia 13 (P <0,05). Entretanto, se
observaron diferencias en la altura del epitelio glandular entre las yeguas prefiadas y
ciclicas al dia 7 (P = 0,008) y al dia 10 (P = 0,05). No se observo interaccion grupo x
dia (P =0,36).

Las yeguas prefiadas presentaron mayor didmetro glandular en relacion a las yeguas
ciclicas a los 7 (P < 0,001), a los 10 (P = 0,05) y a los 13 dias (P < 0,001) (Figura
3A). El diametro glandular fue afectado por el dia del muestreo (P < 0,001),
disminuyendo con el pasar de los dias. Dentro de cada grupo, en las yeguas prefiadas
se observaron diferencias entre el dia 7 y el 13 (P < 0,05), mientras que en las yeguas
ciclicas entre los dias 7 y 10 en relacion al 13 (P < 0,001 y P < 0,01
respectivamente). No se observd interaccion grupo x dia (P = 0,62).

Se observo influencia del dia (P < 0,001), del grupo (P = 0,01) e interaccion grupo-
dia (P = 0,03) en relacion al diametro del lumen glandular (Figura 3B). En las yeguas
prenadas el lumen glandular fue similar (P > 0,05) entre los dias 7 y 10, aumentando
(P < 0,01) entre los dias 7 y 13. De la misma forma se detectd6 mayor tamafio del
lumen glandular al dia 13 en las yeguas prefiadas que en las ciclicas (P < 0,001).
Dentro del grupo de las yeguas ciclicas no se verificaron cambios del lumen
glandular (P > 0,05) entre los dias 7, 10 y 13.

La secrecion glandular fue influenciada por el grupo (P = 0,003) pero no lo fue por el
dia (P =0,11) (Figura 4). Se observé un aumento de la secrecion a los 10 (P =0,02) y
a los 13 dias (P = 0,02) en las yeguas prefiadas en relacion a los mismos dias en las
yeguas ciclicas. Fue observada una tendencia de interaccion grupo x dia (P = 0,07).
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Figura 2. Box-plots de la altura del Epitelio Luminal (A) y del Epitelio Glandular (B) de
yeguas ciclicas y prefiadas a los 7, 10 y 13 dias después de la ovulacion. Letras diferentes
(a,b o x,y) representan diferencias significativas (P < 0,05) dentro del mismo grupo (ciclicas
o prefiadas). Simbolo diferente (*) representa diferencia significativa entre los grupos (P <
0,05) en los respectivos dias (n=36).
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Figura 3. Box-plots del Diametro Glandular (A) y Lumen Glandular (B) de yeguas ciclicas y
prefiadas a los 7, 10 y 13 dias después de la ovulacion. Letras diferentes (a,b o X,y)
representan diferencias significativas (P < 0,05) dentro del mismo grupo (ciclicas o
prefiadas). Simbolo diferente (*) representa diferencia significativa entre los grupos (P <
0,05) en los respectivos dias (n=36).
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Figura 4. Box-plot de la Secrecion Glandular de yeguas ciclicas y prefiadas a los 7, 10 y 13
dias después de la ovulacion. Letras semejantes (a o X) representan diferencias no
significativas (P > 0,05) dentro del mismo grupo (ciclicas o prefiadas). Simbolo diferente (*)
representa diferencia significativa entre los grupos (P < 0,05) en los respectivos dias (n=36).

29



6.2 Inflamacion endometrial

Eosindfilos

La presencia de eosinodfilos en el EC fue influenciada por el dia del muestreo (P =
0,003) y por el grupo muestreado (P = 0,002). Se observdo mayor (P = 0,005)
presencia de eosindfilos a los 7 dias pos ovulacion en las yeguas prefiadas que en las
ciclicas. En las yeguas prefiadas el nimero de eosinofilos en el EC fue menor al dia
13 que en el dia 7 (P < 0,01). Se verifico interaccion grupo x dia (P = 0,009) (Figura
5A).

En el EE el dia influenci6 el nimero de eosinéfilos (P = 0,04) pero no asi el grupo (P
=0,2). Se constaté mayor incidencia dentro del grupo de las yeguas prefiadas a los 7
dias en comparacion con el dia 13 (P < 0,05). Se verific6 una tendencia de
interaccion grupo x dia (P = 0,06) (Figura 5B).

Linfocitos

El nimero de linfocitos en el EC fue influenciado por el dia (P = 0,007) y por el
grupo (P = 0,041). Se observo mayor (P = 0,021) presencia de linfocitos en el dia 7
en las yeguas prefiadas que en las ciclicas. En las yeguas prefiadas, se observo una
disminucién de linfocitos en el EC desde el dia 7 al dia 13 (P = 0,05). Se constato
interaccion grupo x dia (P = 0,02) (Figura 6A).

En el EE no se verificé influencia del dia (P = 0,23) ni del grupo (P = 0,23). Hubo
una tendencia de interaccion grupo x dia (P = 0,09) (Figura 6B).

Demas células inflamatorias

Se observaron minima cantidad de neutrofilos, hemosiderocitos y plasmocitos
(media menor a 1 célula entre los 5 campos observados en ambos estratos
endometriales), sin diferencias entre en los dias de muestreo ni entre los diferentes

grupos.

No se observaron diferencias significativas al comparar las células inflamatorias
segun el cuerno ipsi o contralateral a la ovulacion.
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Figura 5. Box-plot del numero de eosindfilos en el EC (A) y EE (B) del endometrio de
yeguas ciclicas y prefiadas a los 7, 10 y 13 dias después de la ovulacion. Letras diferentes
(a,b 0 x, y) representan diferencia significativa dentro del mismo grupo (ciclicas o prefiadas).
Simbolo diferente (*) representa diferencia significativa entre los grupos (P < 0,05) en los
respectivos dias (n=36). EC= Estrato compacto, EE= Estrato esponjoso.
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Figura 6. Box-plot del nimero de linfocitos en el EC (A) y EE (B) del endometrio de yeguas
ciclicas y prefiadas a los 7, 10 y 13 dias después de la ovulacion. Letras diferentes (a,b o x, y)
representan diferencia significativa dentro del mismo grupo (ciclicas o prefiadas). Simbolo
diferente (*) representa diferencia significativa entre los grupos (P < 0,05) en los respectivos
dias (n=36). EC= Estrato compacto, EE= Estrato esponjoso.
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6.3 Perfiles hormonales

Las concentraciones de P4 se vieron influenciadas por el dia de muestreo (P < 0.001),
pero no existieron diferencias entre los grupos de estudio (P = 0,54) ni se observo
interaccion entre grupo y dia (P = 0,98). La concentracion de la P4 aumento
progresivamente hasta el dia 5, manteniéndose constante hasta el dia 10, momento en
que la concentracioén decayd un 30% hacia el fin del muestreo (Figura 7).

-==9---Ciclicas —— Prefiadas

Progesterona (ng/mL)
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Dias (0=ovulacion)

Figura 7. Concentraciones (Media + error estindar de la media (EEM)) séricas de P4
(ng/mL) desde la ovulacidon (dia 0) hasta el fin del muestreo (dia 13).

Los niveles séricos de E2 fueron afectados por el dia de muestreo (P = 0,02), pero no
por el grupo (ciclicas o prefiadas) (P = 0,41). Tampoco se observd interaccion entre
grupo y dia. Las concentraciones de E2 fueron més altas los dias 0 y 1 que los dias 5
al 8 inclusive (P < 0,05) (Figura 8).
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Figura 8. Concentraciones (Media + EEM) séricas de E2 (pg/mL) desde la ovulacion (dia 0)
hasta el fin del muestreo (dia 13).
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Las yeguas ciclicas presentaron una tendencia (P = 0,07) a mayor concentracion de
insulina que las yeguas prefadas, presentando mayor concentracion en los dias 8 y
12 (P < 0.05) y una tendencia en los dias el dia 6 y 13 (P = 0,06). Se observo
interaccion entre grupo y dia (P = 0,03) en las concentraciones de la insulina durante
los dias de muestreo, pero no se observo influencia del dia (P = 0,15) (Figura 9).
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Dias (0=ovulacién)

Figura 9. Concentraciones (Media = EEM) séricas de insulina (uUI/mL) desde la ovulacion
(dia 0) hasta el dia 13. *: P<0.05; +: 0.050 > P < 0.100.

Los niveles de IGF-1 se vieron afectados por el dia del muestreo (P = 0.04), pero no
por el grupo (ciclico o prenado) (P = 1,0).Tampoco se detectd interaccion entre grupo
y dia (P = 0,36). Se registraron valores decrecientes en ambos grupos desde el dia de
la ovulacion (dia 0) hasta el fin del muestreo (dia 13), momento en que la
concentracion decay6 un 10% con respecto al dia 0 (Figura 10).
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Figura 10. Concentraciones (Media = EEM) séricas de Factor de crecimiento insulinico tipo
1 (IGF-1; ng/mL) desde la ovulacion (dia 0) hasta el dia 13.
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La Figura 11 expresa las concentraciones de leptina sérica en las yeguas ciclicas y
prefiadas. No se vio influencia de grupo (P = 0,69), de dia (P = 0,73) ni tampoco se
observ¢ interaccion grupo-dia (P = 0,27).
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Figura 11. Concentracion (Media = EEM) séricas de leptina (ng/mL) desde la ovulacion (dia
0) hasta el dia 13.

En la concentracion sérica de adiponectina se observaron diferencias por el dia del
muestreo (P = 0,03), pero no por el grupo (yeguas ciclicas o prefiadas) (P = 0,6) ni se
observ¢ interaccion grupo x dia (P = 0,6). Los valores diarios decrecieron 20% hacia
el dia 9 con respecto al dia de la ovulacion (P = 0,03), manteniéndose en descenso
hasta el dia 11 y recuperando los valores de dia 0 a partir del dia 12 (Figural2).
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Figura 12. Concentraciones (Mediat EEM) séricas de adiponectina (ng/mL) desde la
ovulacion (dia 0) hasta el dia 13.
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6.4 Correlacion entre las concentraciones hormonales, las variables
histomorfologicas y el numero de células inflamatorias

Las correlaciones de las yeguas prefiadas se muestran en la tabla I, mientras que las
de las yeguas ciclicas se muestran en la tabla II.

En ambos grupos de yeguas se correlacionaron el epitelio y el didmetro glandular con
las concentraciones séricas de P4. A su vez se observo una asociacion entre el
epitelio glandular y el didmetro glandular. En ambos grupos también se observo una
correlacion entre la altura del epitelio glandular y el nimero de linfocitos en el EC.

En las yeguas prefiadas, el lumen y la secrecion glandular se vieron asociadas y
ambas variables se correlacionaron negativamente con el epitelio glandular. Las
concentraciones séricas de P4 se relacionaron con el nimero de eosinéfilos en ambos
estratos. A su vez, los eosinofilos en ambos estratos variaron en relacion a la altura
del EG.

Tabla 1. Correlacion entre las variables estudiadas en el grupo de yeguas prefiadas
(n=36).

EG DG LG SG Linf EC Eos EC Eos EE
r=0,33 r=0,35 r=0,46 r=0,43
P4 P=0,05 P=0,04 NS NS NS P=0,004 P=0,008

r=20,77 r=-05 r=-045 r=0,5 1r=0,53 r=045

EG P=0,0002 P=0,03 P=0,06 P=0,03 P=0,002 P=0,04
r=0,51 r=0,51

DG NS NS NS P=0,02 P =002

r=20,58

LG NS NS NS

SG NS NS

Linf

EC NS NS

Eos r=0,88

P <0,0001

P4: Progesterona; EG: Epitelio glandular;, DG: Diametro glandular;, LG: Lumen glandular, SG:
Secrecion glandular; Eos: Eosindfilos; Linf: Linfocitos; EC: Estrato compacto; EE: Estrato
esponjoso; NS: P>0,05.
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Tabla II. Correlacion entre las variables estudiadas en el grupo de yeguas ciclicas

(n=36).
EG DG LG SG LinfEC EosEC EosEE
r=0,54 r=0,59
P4 P =001 P =001 NS NS NS NS NS
r=0,85 r=0,39
EG P <0,0001 P=0,03 NS NS NS NS
DG NS NS NS NS
LG NS NS NS
SG NS NS NS
Linf
EC NS NS
Eosin

e — N

P4: Progesterona; EG: Epitelio glandular; DG: Diametro glandular; LG: Lumen glandular; SG:
Secrecion glandular; Eos: Eosindfilos; Linf: Linfocitos; EC: Estrato compacto; EE: Estrato

esponjoso;, NS:P>0,05.
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7. DISCUSION

El presente estudio ha demostrado que la prefiez temprana se asocia a cambios
histomorfologicos en el endometrio y a una invasion inicial de células inflamatorias
con una reduccion posterior de dichas células con el avance de la gestacion. A su vez
mostrd que la insulina sérica se modificé durante la prefiez temprana, mientras que
las deméas hormonas medidas no sufrieron cambios en relacion a las yeguas ciclicas.

Los registros histomorfolégicos hallados en las yeguas ciclicas coinciden con lo
reportado por otros autores (Kenney, 1978; Keenan et al. 1987). Al comparar los
registros endometriales de las yeguas ciclicas con las prefadas observamos
primeramente la ausencia de diferencias en el epitelio luminal. Dicha similitud
observada entre los grupos coincide con lo publicado por Keenan et al. (1987), en
cuyo trabajo no encontraron diferencias en la altura del epitelio luminal a partir del
dia 6 de gestacion y diestro. Sin embargo, en un trabajo realizado con las mismas
muestras de éste estudio, Mattos et al. (2015) observaron, mediante microscopia
electronica de barrido, una disminucion en el numero de células ciliadas en el
epitelio luminal de las yeguas prefiadas a partir de los 7 dias de prefiez en
comparacion con las yeguas en diestro, lo que nos sugiere que a pesar de no ver
alteraciones en la altura del mismo es posible que el epitelio igualmente esté
sufriendo modificaciones en consecuencia de la prefiez.

La deteccion de diferencias en las medidas glandulares desde el primer dia de
muestreo nos indica a las ultimas como parte fundamental en la adaptacion
endometrial durante la gestacion. Esta idea se ve apoyada en que el ambiente uterino
es critico para el continuo soporte y desarrollo del concepto a partir del dia 6 post
ovulaciéon (Ball, 1993) y que previo a la implantacion, el concepto es soportado
unicamente por las secreciones que se acumulan en el lumen uterino (Ashworth
1995), secreciones originadas en las glandulas endometriales. En nuestro trabajo se
observd que la prefiez se asocid a una dilatacion del lumen glandular por la
acumulacion de secrecion intraglandular a través de los dias de muestreo, mientras
que en las yeguas ciclicas no se observaron modificaciones en ninguna de las dos
variables a través de los dias. Dicho resultado coincidié con lo reportado por Keenan
et al. (1991) quienes, mediante la observacién por microscopia electronica,
encontraron una distencién del lumen glandular en consecuencia del acimulo de
secreciones en yeguas al dia 12 de prefiez, comparandolas con yeguas ciclicas en el
mismo dia del ciclo. La asociacion entre el aumento del lumen y la secrecion
glandular se ve respaldada en nuestro estudio por la correlacion positiva encontrada
entre ambas variables en las yeguas prefnadas.

Tanto el epitelio como el diametro glandular decrecieron a través de los dias de
muestreo en ambos grupos. Los descensos en dichas medidas se asociaron a las
concentraciones séricas de P4 tanto en las yeguas prefadas como en las ciclicas;
considerando que las estructuras endometriales varian en relacion a la concentracion
de las hormonas esteroideas (Gerstenber et al. 1999), se podria asumir que el efecto
mencionado a nivel glandular estaria promovido por las concentraciones circulantes
de P4 que decrecen hacia el tltimo dia del muestreo. A pesar del descenso de ambas
variables en ambos grupos de estudio, en las yeguas prefiadas se observé mayor
altura del epitelio y del didmetro glandular a partir del dia 7 comparandolo con las
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yeguas ciclicas en el mismo dia. Dichos cambios tempranos en la estructura
endometrial estarian reflejando rapidas adaptaciones del endometrio a la prefiez si se
considera que el embridn equino ingresa al utero entre los 5 y 6 dias pos ovulacion
(Weber et al. 1991), o por el contrario estarian sugiriendo la existencia de un efecto
sistémico previo a la entrada del embrion al ttero para que cuando éste ingrese se
encuentre con un ambiente uterino propicio para su supervivencia. La disminucion
de ambas variables a través de los dias tanto en yeguas prefiadas como ciclicas fue
reportado previamente (Kennan et al. 1987), sin embargo dichos autores no
detectaron diferencias entre los grupos de estudio en los dias de muestreo (dias 6 a 9
y 12 a 14). Dado que el estudio mencionado presenta una ventana de extraccion de
las muestras relativamente amplia, no quedando claro los dias exactos de extraccion,
creemos que nuestro trabajo refleja una situacion mas ajustada a la realidad.

El descenso en la altura del epitelio glandular en las yeguas prefiadas se asoci6 al
aumento en el lumen y la secrecion glandular. Ademas del efecto de la P4
mencionado previamente, creemos en la posibilidad de que la presencia del embrion
pudiera provocar el aumento de secrecion glandular, y que ésta mediante un efecto
fisico, llevaria a la dilatacion de las glandulas con la consecuente disminucién del
epitelio glandular.

El aumento de la P4 ademas se vio relacionado en las yeguas prefiadas con un
aumento en el numero de eosindfilos. Dicha asociacién se estaria generando en
consecuencia de algun factor externo, como podria ser la presencia del embrion,
dado que en las yeguas ciclicas se observé la misma concentracion de P4 en ausencia
del aumento de células inflamatorias. Respaldando lo sucedido en las yeguas ciclicas,
Acuiia y Fumoso (2013) reportaron una menor cantidad de células inmunes el dia 7
pos ovulacion, adjudicando un efecto inhibitorio de los mayores niveles de
progesterona plasmatica hallados ese dia. El mayor numero de células inflamatorias
observadas en las yeguas prefadas en comparacion con las ciclicas en el dia 7 podria
ser indicativo de una respuesta inmunitaria materna ante la presencia del embrion en
el utero. Para ese dia, el embrion descendid al titero de la trompa uterina y se esta
completando la formacion de la capsula con la consecuente reduccion de la zona
pelacida (Betteridge et al. 1982) que volveria al embrién inmunologicamente activo,
considerando que los embriones de mamiferos son inmunoldgicamante inertes hasta
liberarse de la zona pelicida (Hansen, 2011). Sin embargo, no podemos aseverar este
hecho dado que no contamos con un muestreo previo al descenso del embrion al
utero o previo a la formacion de la capsula.

Las células inflamatorias observadas en mayor nimero en el endometrio de las
yeguas prefiadas en el muestreo inicial fueron los eosinofilos y los linfocitos. Dicha
observacion fue previamente reportada por Keenan et al. (1987), donde los autores
sefialan que la presencia de linfocitos puede sugerir una respuesta inmunologica
materna hacia el embrioén durante el contacto inicial del mismo con el endometrio y
que el aumento de eosindfilos puede estar dado para moderar esta respuesta.
Posteriormente, a través de los dias de muestreo se observa una reduccion en el
nimero de ambas células inflamatorias, lo que podria indicar una inmunomodulacion
en el tejido materno para evitar un posible rechazo ante la presencia de un elemento
genéticamente ajeno a la madre. La reduccion de células inflamatorias endometriales
hacia el dia 13 fue reportado previamente; Keenan et al. (1987) detectaron una
disminucion de dichas células a los 12 a 14 dias, y posteriormente Watson et al.
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(1993) reportaron que el numero de linfocitos T no difiere entre yeguas prefiadas y
en diestro al dia 14. Dicho hallazgo coincide con lo que sucede en otras especies
como la cerda en la cual se constata una reduccién en el nimero de linfocitos a partir
del dia 10 de gestacion (King, 1988). El aumento de eosinofilos también coincide
con lo hallado en la cerda prefiada por Bischof et al. (1995) en la etapa de pre
implantacion. Ademas es posible que, como fue postulado en la cerda (Kaeoket et al.
2003), los eosindfilos puedan estar asociados a cambios dinamicos en la estructura y
la funcion endometrial que estaria preparando el ambiente uterino para albergar al
embrion.

La inexistencia de diferencias morfométricas y de las células inflamatorias en el
endometrio al comparar el cuerno ipsi o contralateral a la ovulaciéon nos lleva a
plantearnos la posibilidad de que, dadas las caracteristicas migratorias Unicas del
embrion equino (Ginther, 1984), el mismo estaria estimulando la totalidad de la
extension uterina por igual, provocando de ésta manera rapidas transformaciones a
nivel endometrial; sin embargo, nuevamente, nos lleva a sospechar de la existencia
de procesos sistémicos que estarian preparando al utero para recibir el embridn antes
de su entrada.

En relacion a los niveles hormonales hallados en las yeguas de este estudio, los
niveles séricos de insulina arrojaron resultados novedosos que hasta el momento no
se encontraron en ningun estudio previo. Se observaron menores concentraciones de
insulina en las yeguas prefadas comparado con las ciclicas a partir del dia 6 y 8 pos
ovulacién, momento que coincide con la blastulacién, con el aumento pronunciado
del consumo de glucosa por parte del embriéon y con una cavidad blastocistica en
rapida expansion con altas demandas energéticas (Stout, 2009; Lewis et al. 2015).
Dada la funcién facilitadora que ejerce la insulina en el desarrollo embrionario
(Rambags et al. 2008a), la teoria de que la insulina materna afecta al embrion
directamente aumentando el consumo de glucosa, aminoacidos y proteinas asi como
la sintesis de proteinas y ARN por el embrion (Lewis et al. 1992), y que
posiblemente como sucede en el raton, la insulina materna pudiera ser internalizada
por el embrion pre implantacion en el equino (Heyner et al. 1989), se podria pensar
que la disminucion en los niveles séricos de la insulina materna en las yeguas
prenadas podrian ser resultado del consumo de la misma por parte del embrion. Las
diferencias en las concentraciones séricas de insulina también podrian generarse en
consecuencia del consumo embrionario de la glucosa materna que pudieran provocar
el descenso en las concentraciones sistémicas de la hormona; o como una tercera
posibilidad, que la insulina pudiera estar siendo utilizada a nivel de las células
endometriales, y que como sucede en la rata (Rodrigues de Melo & Valeri, 1980), la
hormona estaria estimulando la actividad celular en el endometrio.

Observando los valores séricos de las demds hormonas medidas en el presente
trabajo, los perfiles y concentraciones séricas de P4 en ambos grupos de estudio
estan de acuerdo con lo reportado por otros autores (Allen, 2001; Nagy et al. 2004).
En el caso del E2, los patrones de secrecion coinciden con lo reportado por Teraqui y
Palmer (1979) y por Daels et al. (1991), quienes no encontraron diferencias entre las
yeguas prefiadas y en diestro dentro de los dias de muestreo del presente estudio, sin
embargo difieren de lo publicado por Sato et al. (1977) y por Zavy et al. (1979)
quienes reportaron valores mas bajos en las yeguas prefiadas durante el mismo
periodo de estudio.
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La falta de diferencias en las concentraciones séricas de IGF-1 entre las yeguas
prefiadas y ciclicas, sugiere la ausencia de un efecto de la prefiez sobre la IGF-1
sistémica. Dicho hallazgo concuerda con lo encontrado por otros autores, Derar et al.
(2005) concluyen que los niveles en sangre de IGF-1 durante la prefiez temprana no
reflejan la alta produccion endometrial y embrionaria del factor en éste periodo. La
secrecion local ha sido reportada por varios autores, se conoce que tanto el embrion
como el endometrio produce cantidades significativas de IGF-1 (Walters et al.,
2001), que el péptido se secreta de manera autocrina-paracrina durante el estadio de
preiez temprana (Herrler et al.,, 2000) y que se ha detectado IGF-1 en lavados
uterinos de yeguas prefiadas a los 12, 13,14, 16 y 17 dias de gestacion (Walters et al.,
2001; Salute y Tucker, 1992). Derar et al. (2005) resaltan la poca probabilidad de que
la IGF-1 materna sistémica se involucre directamente en estimular el crecimiento
temprano del concepto durante las primeras etapas de la prefiez en la yegua.
Paralelamente, a diferencia de lo reportado por Abo El-Maaty et al. (2013) quienes
no encontraron diferencias en las concentraciones de IGF-1 entre los 7 y 14 dias de la
fase lutea, en nuestro trabajo se observéd una caida leve en su concentracion sérica
desde la ovulacion hasta el fin del muestreo.

Acerca de los resultados obtenidos de las adipoquinas medidas en suero, la leptina
sérica concuerda con lo publicado por Abol El-Maaty et al. (2013), al no encontrar
diferencias entre los dias y grupos de muestreo. La adiponectina tampoco revelo
diferencias entre los grupos, dado que la hormona circula bajo diferentes isoformas
(Pajvani et al. 2004), existe la posibilidad que tal como postulan Kleiblova et al.
(2006), la actividad bioldgica de la hormona esté modificada pero que no se observen
cambios en su concentracion total en suero. Sin embargo creemos mas probable que
dada la ausencia de diferencias entre las yeguas ciclicas y prefiadas en las
concentraciones séricas de ambas adipoquinas, y dada la abundancia de informacion
en la bibliografia sobre el rol local de dichas hormonas sobre el endometrio y el
embrion, la prefiez temprana no estaria generando un efecto sistémico materno sobre
su secrecion, sino que sus roles serian locales al igual que la IGF-1.

En resumen, de los cambios observados creemos que la disminucion de la P4 generd,
en ambos grupos de yeguas, una disminucién del epitelio glandular y que promovio
una disminucién del didmetro glandular a través de los dias. La disminucion en el
epitelio glandular en las yeguas prenadas se asoci6 a su vez a un aumento del lumen
y las secreciones glandulares, probablemente en consecuencia de la presencia de un
factor externo, como puede ser la presencia del embrion, y por un efecto fisico de
distencion de la glandula por las secreciones. Por otro lado, el aumento de la P4
asociado a un factor externo (embrion), promovio en las yeguas prefiadas el aumento
de células inflamatorias, células que disminuyeron a través de los dias probablemente
en consecuencia de una inmunomodulacion materna. Dado que los cambios
endometriales se observaron a partir del primer dia de muestreo, cuando el embrion
ingres6 al utero hace apenas horas, nos planteamos la interrogante de que si los
cambios observados son producto de la presencia del embrion que estd provocando
rapidamente modificaciones en la estructura endometrial o si los cambios son
producto de procesos sistémicos que preparan al ttero para recibir al embrion previo
a que éste abandone la trompa uterina e ingrese al utero. Paralelamente detectamos
modificaciones en la concentracion de la insulina sistémica que nos lleva a sospechar
que la misma tiene un rol en la actividad celular embrionaria y/o endometrial.
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De las hipotesis planteadas en el trabajo se confirmo la primera al constatar cambios
histomorfométricos y en el nimero de células inflamatorias en el endometrio de las
yeguas prefiadas en comparacion con las ciclicas. Por otro lado, la segunda y tercer
hipotesis se confirmaron parcialmente dado que se observé una asociacion de la
prefiez temprana con cambios en los niveles séricos de insulina pero no del resto de
las hormonas, y que la correlacion encontrada fue entre las variables morfométricas
del endometrio y el nimero de células inflamatorias con las concentraciones séricas
P4.

8. CONCLUSIONES

La prefiez temprana se asocia a cambios en la estructura glandular. Sin embargo la
altura del epitelio luminal no sufre modificaciones desde los 7 hasta los 13 dias del
ciclo estral y prefez.

Al dia 7 existe mayor cantidad de eosindfilos y linfocitos en las yeguas prefiadas que
en las ciclicas, dichas células que se reducen en las yeguas prefiadas para el dia 13.

La insulina sérica disminuye en las yeguas prefiadas en comparacion con las ciclicas
desde la ovulacion hasta el dia 13. En las restantes hormonas determinadas no se
observaron diferencias asociadas a la prefez.

La P4 se correlaciona con cambios histomorfologicos en ambos grupos de yeguas y
con cambios en las células inflamatorias en las yeguas prefiadas. No existe
correlacién entre las demds hormonas medidas con cambios endometriales. Los
cambios glandulares se ven interrelacionados.

9. CONSIDERACIONES FINALES

Hasta el momento no se habian encontrado referencias en los equinos sobre el
hallazgo de los cambios en la concentracion sérica de insulina durante la prefiez
temprana, sugiriendo una posible utilizacion de la insulina materna durante los
primeros dias de la prefiez por parte del sistema embrion endometrio como sucede en
otras especies (Rodrigues de Melo & Valeri, 1980; Heyner et al. 1989; Lewis et al.
1992). Por otro lado, ante la ausencia de diferencias entre las yeguas ciclicas y
prefiadas en las concentraciones séricas de IGF-1, leptina y adiponectina, ademas de
coincidir con los escasos reportes encontrados en las yeguas en dicho periodo, nos
lleva a asumir que la prefiez carece de efectos sobre el nivel circulante de dichas
hormonas a nivel sistémico, siendo posiblemente sus roles locales en el embrion y/o
en el endometrio resultado de la secrecion local de las mismas.

Los antecedentes encontrados hasta el momento de trabajos vinculados a cambios en
la estructura glandular endometrial y en las células inflamatorias endometriales en
equinos durante los primeros dias de prefiez son escasos y presentan aspectos
cuestionables en los protocolos de extraccion de muestras. En nuestro trabajo
encontramos adaptaciones tempranas del endometrio a la prefiez, con cambios a nivel
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glandular desde el primer dia de muestreo; a su vez confirma lo hallado por Keenan
et al. (1987) relacionado al aumento de eosinofilos y linfocitos durante el primer dia
de muestreo y su reduccion posterior, haciendo suponer una reaccion inflamatoria
inicial con una inmunomodulacidon posterior en consecuencia de la presencia del
embrion. Sin embargo, dado que no contamos con muestreos previos al ingreso del
embrion al tero no se puede aseverar.

Por lo tanto entendemos que la informacién generada aporta datos valiosos que
pueden complementar futuros estudios sobre los cambios que ocurren durante los
primeros dias de la prefiez en la yegua. A su vez nos lleva a plantearnos la
interrogante de la existencia de cambios estructurales y de células inflamatorias,
previo a la entrada del embrion al utero, lo que implicaria que el mismo estaria
enviando sefales desde la trompa uterina, y que mediante un proceso sistémico se
estaria preparando el utero para su supervivencia.
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