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RESUMEN

En el presente trabajo se investigó el efecto del embrión
sobre la expresión de Jos Receptores de Progeslerona y
Estrógenos (RP, RE) en endometrio de vaQuillonas va·
clas y preñadas. Se realizó un sangrado diario desde el
dfa -1 al 22 (dra O = ovulación) para la determinación de
progesterona. Se tomaron muestras endometriales por
biopsias transcervicales al día 17 postovulación para la
determinación de los receptores por inmunohistoqufmica.
Un sistema adivina-biotina-peroxidasa fue utilizado para
la rnmunomarcación de los receptores, evaluándose la
intensidad de tinción en tres tipos celulares (epitelio
luminal, glandular y estroma) por dos observadores in·
dependientes. Se observó una mayor cantidad de célu
las positivas a RP en el epitelio lumina' en animales
prei'iados Que vaclos. las vaQuillonas vadas presenta
ron más células positivas a RE Que las prei'iadas en el
epitelio luminal y en el estroma. Esto demuestra Que el
embrión modifica la expresión endometrial a los recepto
res esteroideos sexuales, aumentando la expresión de
los RP y disminuyendo la de RE.

SUMMARY

In the present study the effect of lhe conceptus on the
expression 01 estrogen and progesterone receptors (ER
and PR) was lnvestigated in uterus of pregnant and non
pregnant heifers. A dai!y bleeding from day·1 to 22 (day
0= day of ovulation) lor P4 determination was pertormed.
Endometrial biopsies were taken at day 17 for EA and
PA determinations by immunohistochemistry. The adivin
peroxidase system was used for immunolocalization, and
(he evaluation of the three cell types (tuminal epitelium,
glandular epitelium and stroma) by two independent
observers. More positive cells to PA were found jn luminal
epithelium in pregnant heifers. Non-pregnant heifers had
more positive cells to RE than pregnant heifers in luminal
epithelium and stroma. Thls study demonstrates thatthe
presence 01 embryo increases the expression of PR and
diminlshes 01 ER in bovine endometrium.

INTRODUCCION

La fertilidad es el resultado de varios factores, pero en
bovinos lecheros se acepta que la causa más importante
es la mortalidad embrionaria temprana (Mann y col.,
1999). Las fallas reproductivas son comunes en la vaca
lechera y cerca del 40 % de las preñeces fallan alrede
dor de' momento del reconocimiento materno de la ges
tación (Días 8 a 17 postovulación). (Thatcherycol., 2003).
Se ha sugerido que esto se debe a alteraciones fisiológi
cas Que resultan en un "diálogo" ineficiente entre el
ambiente matemo y el col"ICepto (blastocisto) (Thatcher
y col., 1995). Un correcto conocimiento del mecanismo
luteolítico y de ese "diálogo- permitirá el desarrollo y

apficación de técnicas Que optimicen la eficiencia pro
ductiva y la fertilidad. Para mantener la preñez el em·
brlón debe inhibir la luteólisis y de ésta manera continua
rá la secreción de progesterona (P4, hormona de la pre·
ñez). El control de la secreción de PGF2 (l endometrlal
está además regulado por los estrógenos y la
ptogesterona Que son los moduladores uterinos mas im
portantes. Estas hormonas actúan a través de sus re
ceptores especlficos localizados en las células blal"lCO.
los objetivos de éste trabajo fueron investigar el efecto
de fa presencia del col"ICepto sobre el contenido de los
receptores de estrogenos y progesterona (RE, RP) en
muestras endometriales y su relación con los perfiles
plasmáticos de P4 al Ora 17.

MATERIALES y METODOS

Se utilizaron vaQuillonas raza Holando de 13 a 24 me
ses de edad con una condición corporal de 3.3:*:0.1 (es
cala 1 al 5, Edmonson y col. 1998) Se realizó
sincronización de celos con doble dosis de
prostaglandinas con un intervalo de 12 dfas y la ovula
ción (dla O) se determinó por ultrasonografía. Se realizó
un sangrado diario desde el día -1 al 22 para determina
ción de progesterona. Las vaquillonas (n= 43) se
inseminaron a las 12 hs de comenzado el celo, excepto
en los animales controles (n= 28 ). luego se selecciona
ron 15 vaquillonas para realizar el estudio (el n utilizado
se debe al costo de los reactivos). Se tomaron muestras
endometriales del cuemo ipsilateral al cuerpo ltileo por
biopsias transcervicales al dia 17. A los 35 días post es
tro se realizó diagnóstico de prei'iez por ullrasonografía y
los animales se clasificaron en tres grupos: 1) Controles
(n=5); 11) inseminadas no prei'iadas (n=6) y 111) prei'iadas
(n=4). los tejidos se sumergieron en paraformaldheido
al 4% y se almacenaron en 70% etanol a 4~C hasta ser
embebidos en parafina.

Inmunohistoqurmica
Todas las muestras histológicas fueron corridas en el
mismo ensayo Inmunohistoqufmico. Después de
desparalinadas y rehidratadas. las secciones se trataron
con Buller Citrato de Sodio por 10 mino luego de lavar
con Buffer, la actividad ¡nespeclfica de peroxidasa
endógena fue bloqueada con peroxido de hidrogeno al
3% en metanol por 10 mino Se enfrentó el tejido asueto
normal de caballo (NHS; Vectastain; Vector
laboratorios,Burlingame,CA) diluido en PBS (150~V10ml

de PBS), dentro de una cámara húmeda pot 60 mino lue
go, se incubó con el anticuerpo primario monoclonal con
tra AP (Zymed ZS18-0172; dilución 1:100) y AE (EA C·
311 cal ji $C·787 Santa Cruz, dilución 1:25) en PBS por
60 mino Los controles negativos se obtuvieron reempla
zando el anticuerpo primario por un suero inespecifico
de ratón a concentración equivalente. Se utilizó un anti·
cuerpo equino anti.lgG de ratón biotinilado (Vectastain,
Vector) diluido en NHS por 6Omin. luego se incubaron
por 60 min con un complejo Adivina-Biotina-Peroxidasa
(Vectaslain Elite, Vector). El sitio de unión enzimática fue
visualizado por la aplicación de 3.3'·diaminobencidina en
HP2 (DAB kit: Vector). un cromógeno que produce un
pr~ip¡tado color marrón e insoluble. Los preparados fue
ron contracoloreados con hematoxilina y deshidratados
antes de ser montados.
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Figura 3. Área positiva al Receptor de Progesterona en
diferentes tipos celulares en ....acas ciclando (1, n: 5 ),
inseminadas no prenadas (11, n: 6) y preñqdas (111; fl; 4).

FIgura 2. Area positiva al Receptor de Estrógenos en
diferentes tipos celulares en ....acas ciclando(l, n: 5 ),
inseminadas no prel\adas (11; n= 6) Yprefladas (111, 0=4).,
Para los RP se observó una mayor área positiva y mayor
linci6n en el epitelio luminal de vaquilJonas preñadas que
vadas (P<o.05).

la mayor cantidad de proterna receptora a estrógenos
(RE) en el epitelio luminal al dla 17 en ....aquillonas vaeras
coincide con lo reportado en o....inos, aunque en ésta es
pecie el reconocimiento materno comienza ya los dras
13·14. (lamming y col, 1995). Estos datos son consis
tentes con una mayor concentración del trascripto de RE
(RNAm de RE) en ....acas ....aclas vs. preñadas (Meikle y
col, 2003). Eslos resultados sugieren que la menor can·
tldad de RE en vacas pret\adas manlendrfa la expresión
de los receplores de oxitoclna baja, y por lo tanto, la se·
creción de PGF2( Inhibiendo asf la lufeólisis y mante
niendo la prel'lez. Por otro lado, las vaquillonas preñadas
presentaron mayores niveles de RP en epitelio ruminal, y
esto no se evidenció en otros estudios pre....ios ya que los
niveles de RP eran bajos o indetectables (Soos y col,
1996; Robinson y col, 2001; Thatcher y col. 20(3). Una
mayor sensibilidad endometriaJ a la progesterona en va·
cas prel\adas contribuirfa al establecimiento de la gesta
ción. Estos resultados demuestran que la presencia del
embrión en bovinos inhibe la expresión de los RE a nivet
endometrial asl como modifICa la expresión de los RP.
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Análisis de Imagen
Para cada tipo celular se e....aluaron10 campos a X1000
por dos operadores independientes. se midieron el por
centaje de área positiva (cantidad de células positivas) y
la intell$ldad de unción (de color marrón positivo). El
Inmunomarcado fue clasificado según la intensidad de la
linci6n en una escala de: O (ausente), + (leve), ++ (mo
derado), +++ (intenso).

Análisis Estadrstico
los datos se analizaron por un modelo estadfstico (pro
cedimienlo mixto, SAS) que inclll)'Ó el electo del status
reproductivo (prenada/ 'lacia), del tipo celular y una
interacción entre ambos.
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Oado que en las ....aquillonas inseminadas no prel'ladas
mantu....ieron niveles de progesterona MeaJes al dla 22,
no es posible saber si fertilizaron y no mantuvieron la
prel'!ez ó si son animales que nunca lertilizaron. Tampo
co es posible saber que animales del grupo 11 se encoo
traban prel\ados aJ dfa 17 y como la presencia del em
brión modilica la expresión de los receptores, éste grupo
(11) no se considera para estudiar el electo del embrión
sobre la expresión de los receptores. Es decir se anali
zan aQuf el grupo I (vacfas) vs el grupo 111 (prefladas)
La tinción (COlOr marrón) de los RE YRP lue exclusiva
mente nuclear. Cuando el anticuerpo monoclonal se sus
tituyó por IgG, la ausencia delrtroonomarcado demostró
la especiflddad de la técnica.

se observó una mayor cantidad total de células positivas
a RE en vaqu~lonas vaclas que preñadas en epitelio
luminal y estroma (P<o.05), FlQura 2. se encontró mayor
rttensidad de tinci6n para RE en los mismos tipos celula
res en las vaquillonas 'lacias.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 1. Concentraciones plasmáticas de progesterona
para los tres grupos estudiados. (prenadas (n: 4),
inseminadas no prel'ladas (n.. 6), controles(n: 5).

los niveles de progesterona plasmática se muestran en
la F'lQura ,. los animales prenados mantuvieron los ~
....eIes de P4 altos hasta el fin del sangrado, mientras que
en las vaquillonas vaclas los niveles disminuyeron y lue
ron basales ya al dfa 18. las vaquiJIonas inseminadas
no prefladas presentaron un perfil sirrilar a las controles
pero los niveles se mantlJl/ieron mas altos, P<O.05. Atgu.
nos animales del grupo It presentaban niveles de
progesterona superiores a 0.5 nglml (niveles luteales) al
dfa Z2 postestro, lo que concuerda con el inicio de un
nuevo ciclo estral como se evidencia en el grupo control.
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