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RESUMEN

En el presente trabajo se investigo el efecto del embrion
sobre la expresién de los Receptores de Progesterona y
Estrégenos (RP, RE) en endometrio de vaquillonas va-
cias y prefiadas. Se realizé un sangrado diario desde el
dia -1 al 22 (dia 0 = ovulacién) para la determinacion de
progesterona. Se tomaron muestras endometriales por
biopsias transcervicales al dia 17 postovulacién para la
determinacion de los receptores por inmunohistoquimica.
Un sistema adivina-biotina-peroxidasa fue utilizado para
la inmunomarcacion de los receptores, evaluandose la
intensidad de tincién en tres tipos celulares (epitelio
luminal, glandular y estroma) por dos observadores in-
dependientes. Se observé una mayor cantidad de célu-
las positivas a RP en el epitelio luminal en animales
prefiados que vacios. Las vaquillonas vacias presenta-
ron mas células positivas a RE que las prefadas en el
epitelio luminal y en el estroma. Esto demuestra que el
embrién modifica la expresion endometrial a los recepto-
res esteroideos sexuales, aumentando la expresion de
los RP y disminuyendo la de RE.

SUMMARY

In the present study the effect of the conceptus on the
expression of estrogen and progesterone receptors (ER
and PR) was investigated in uterus of pregnant and non-
pregnant heifers. A daily bleeding from day -1 to 22 (day
0= day of ovulation) for P4 determination was performed.
Endometrial biopsies were taken at day 17 for ER and
PR determinations by immunohistochemistry. The adivin-
peroxidase system was used for immunolocalization, and
the evaluation of the three cell types (luminal epitelium,
glandular epitelium and stroma) by two independent
observers. More positive cells to PR were found in luminal
epithelium in pregnant heifers. Non-pregnant heifers had
more positive cells to RE than pregnant heifers in luminal
epithelium and stroma. This study demonstrates that the
presence of embryo increases the expression of PR and
diminishes of ER in bovine endometrium.

INTRODUCCION
La fertilidad es el resultado de varios factores, pero en
bovinos lecheros se acepta que la causa mds 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 prefeces fallan alrede-
dor del momento del reconocimiento materno de la ges-
tacion (Dias 8 a 17 postovulacion), (Thatcher y col., 2003).
Se ha sugerido que esto se debe a alteraciones fisioldgi-
cas que resultan en un «didlogo» ineficiente entre el
ambiente materno y el concepto (blastocisto) (Thatcher
y col., 1995). Un correcto conocimiento del mecanismo
luteolitico y de ese “didlogo” permitira el desarrollo y
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aplicacion de técnicas que optimicen la eficiencia pro-
ductiva y la fertilidad. Para mantener la prefiez el em-
brién debe inhibir la lutedlisis y de ésta manera continua-
ra la secrecion de progesterona (P4, hormona de la pre-
fiez). El control de la secrecién de PGF2 o endometrial
esta ademas regulado por los estrégenos y la
progesterona que son los moduladores uterinos mas im-
portantes. Estas hormonas actian a través de sus re-
ceptores especificos localizados en las células blanco.
Los objetivos de éste trabajo fueron investigar el efecto
de la presencia del concepto sobre el contenido de los
receptores de estrégenos y progesterona (RE, RP) en
muestras endometriales y su relacién con los perfiles
plasmaticos de P4 al Dia 17.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron vaquillonas raza Holando de 13 a 24 me-
ses de edad con una condicidn corporal de 3.3+0.1(es-
cala 1 al 5, Edmonson y col. 1998) Se realizé
sincronizacion de celos con doble dosis de
prostaglandinas con un intervalo de 12 dias y la ovula-
cién (dia 0) se determind por ultrasonografia. Se realizé
un sangrado diario desde el dia -1 al 22 para determina-
cion 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 cuerno ipsilateral al cuerpo lGteo por
biopsias transcervicales al dia 17. A los 35 dias post es-
tro se realiz6 diagnéstico de prefiez por ultrasonografia y
los animales se clasificaron en tres grupos: 1) Controles
(n=5); Il) inseminadas no prefiadas (n=6) y Ill) prefiadas
(n=4). Los tejidos se sumergieron en paraformaldheido
al 4% y se almacenaron en 70% etanol a 4°C hasta ser
embebidos en parafina.

Inmunohistoquimica

Todas las muestras histolégicas fueron corridas en el
mismo ensayo inmunochistoquimico. Después de
desparafinadas y rehidratadas, las secciones se trataron
con Buffer Citrato de Sodio por 10 min. Luego de lavar
con Buffer, la actividad inespecifica de peroxidasa
enddégena fue blogqueada con peréxido de hidrégeno al
3% en metanol por 10 min. Se enfrento el tejido a suero
normal de caballo (NHS; Vectastain; Vector
Laboratorios,Burlingame,CA) diluido en PBS (150 pl/10ml
de PBS), dentro de una camara humeda por 60 min. Lue-
go, se incubd con el anticuerpo primario monoclonal con-
tra RP (Zymed ZS18-0172; dilucién 1:100) y RE (ER C-
311 cat # sc-787 Santa Cruz, dilucion 1:25) en PBS por
60 min. Los controles negativos se obtuvieron reempla-
zando el anticuerpo primario por un suero inespecifico
de raton a concentracion equivalente. Se utilizé un anti-
cuerpo equino anti-lgG de ratén biotinilado (Vectastain,
Vector) diluido en NHS por 60min. Luego se incubaron
por 60 min con un complejo Adivina-Biotina-Peroxidasa
{Vectastain Elite, Vector). El sitio de unién enzimatica fue
visualizado por la aplicacién de 3.3'-diaminobencidina en
H,O, (DAB kit; Vector), un cromégeno que produce un
precipitado color marrén e insoluble. Los preparados fue-
ron contracoloreados con hematoxilina y deshidratados
antes de ser montados.
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Anélisis de Imagen

Para cada tipo celular se evaluaron 10 campos a X1000
por dos operadores independientes. Se midieron el por-
centaje de area positiva (cantidad de células positivas) y
la intensidad de tincién (de color marrén positivo). El
inmunomarcado fue clasificade segun la intensidad de la
tincién en una escala de: 0 (ausente), + (leve), ++ (mo-
derado), +++ (intenso).

Andlisis Estadistico

Los datos se analizaron por un modelo estadistico (pro-
cedimiento mixto, SAS) que incluyé el efecto del status
reproductivo (prefiada/ vacia), del tipo celular y una
interaccién entre ambos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los niveles de progesterona plasmatica se muestran en
la Figura 1. Los animales prefiados mantuvieron los ni-
veles de P4 altos hasta el fin del sangrado, mientras que
en las vaquillonas vacias los niveles disminuyeron y fue-
ron basales ya al dia 18. Las vaquillonas inseminadas
no prefiadas presentaron un perfil similar a las controles
pero los niveles se mantuvieron més altos, P<0.05. Algu-
nos animales del grupe |l presentaban niveles de
progesterona superiores a 0.5 ng/ml (niveles luteales) al
dia 22 postestro, lo que concuerda con el inicio de un
nuevo ciclo estral como se evidencia en el grupo control.
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Figurn 1. Concentraciones plasmaticas de progesterona
para los tres grupos estudiados. (prefiadas (n= 4),
inseminadas no prefiadas (n= 6), controles(n= 5).

Dado que en las vaquillonas inseminadas no prefiadas
mantuvieron niveles de progesterona luteales al dia 22,
no es posible saber si fertilizaron y no mantuvieron la
prefiez 6 si son animales que nunca fertilizaron. Tampo-
co es posible saber que animales del grupo Il se encon-
traban prefiados al dia 17 y como la presencia del em-
brién modifica la expresion de los receptores, éste grupo
() no se considera para estudiar el efecto del embrién
sobre la expresion de los receptores. Es decir se anali-
zan aqul el grupo | (vacias) vs el grupo lll (prefiadas)
La tincién (color marrén) de los RE y RP fue exclusiva-
mente nuclear. Cuando el anticuerpo monoclonal se sus-
tituyd por IgG, la ausencia del inmunomarcado demostrd
la especificidad de la técnica.

Se observé una mayor cantidad total de células positivas
a RE en vaquillonas vacias que prefiadas en epitelio
luminal y estroma (P<0.05), Figura 2. Se encontré mayor
intensidad de tincién para RE en los mismos tipos celula-
res en las vaquillonas vacias.
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Figura 2. Area positiva al Receptor de Estrogenos en
diferentes tipos celulares en vacas ciclando(l, n= 5 ),
inseminadas no prefiadas (ll; n= 6 ) y prefiadas (lll, n=4).
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Para los RP se observé una mayor drea positiva y mayor
tincién en el epitelio luminal de vaquillonas prefiadas que
vacias (P<0.05).
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Figura 3. Area positiva al Receptor de Progesterona en
diferentes tipos celulares en vacas ciclando (I, n=5),
inseminadas no prefiadas (Il, n= 6) y prefadas (lIl; n= 4).

La mayor cantidad de proteina receptora a estrégenos
(RE) en el epitelio luminal al dia 17 en vaquillonas vacias
coincide con lo reportado en ovinos, aunque en ésta es-
pecie el reconocimiento materno comienza ya los dias
13-14. (Lamming y col, 1995). Estos datos son consis-
tentes con una mayor concentracion del trascripto de RE
(RNAm de RE) en vacas vacias vs. prefiadas (Meikle y
col, 2003). Estos resultados sugieren que la menor can-
tidad de RE en vacas prefiadas mantendria la expresién
de los receptores de oxitocina baja, y por lo tanto, la se-
crecién de PGF2( inhibiendo asi la lutedlisis y mante-
niendo la prefiez. Por otro lado, las vaquillonas prefiadas
presentaron mayores niveles de RP en epitelio luminal, y
esto no se evidencid en otros estudios previos ya que los
niveles de RP eran bajos o indetectables (Boos y col,
1996; Robinson y col, 2001; Thatcher y col. 2003). Una
mayor sensibilidad endometrial a la progesterona en va-
cas prefiadas contribuiria al establecimiento de la gesta-
cién. Estos resultados demuestran que la presencia del
embrién en bovinos inhibe la expresién de los RE a nivel
endometrial asi como modifica la expresién de los RP.
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