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Resumen

Los tratamientos con gonadotropinas no hipofisiarias se utilizan de manera rutinaria en la
produccién de cerdos, sin embargo, los efectos que estos tienen sobre la fisiologia y
morfologia histolégica de los érganos reproductores de la hembra aidn no se han estudiado
a profundidad. De tal forma que en este trabajo se realizé un estudio con 13 cerdas de la
raza Landrace Xx Yorkshire. Con la finalidad de evaluar los cambios que diferentes
tratamientos con gonadotropinas no hipofisiarias (eCG y hCG) sobre la histomorfologia del
aparato reproductor de la cerda, asi como, determinar los efectos de estos tratamientos
sobre el receptor. Se les administraron 3 concentraciones diferentes de gonadotropina
coridnica equina (eCG) y gonadotropina coriénica humana (hCG). Las proporciones fueron
las siguientes: PG600 (400 eCG UI/200 hCG Ul), 1000 eCG UI/500 hCG UI (M/500) y 1000
eCG UI/1000 hCG Ul (M/M). Se obtuvieron los siguientes resultados: El tamafio de los
foliculos mostro una diferencia estadisticamente significativa, se observé un mayor tamafio
folicular en los animales tratados con PG 600 en comparacion con el resto de los grupos
(p<0.05). El tratamiento de M/M mostré un mayor nimero de cuerpos liteos en relaciéon con
el grupo control (p<0.05). El tamafio de los cuerpos liteos se observé mayor en los animales
de los grupos tratados en relacion con el grupo control (p<0.05). La medicion del indice de
mitosis en el epitelio uterino mostré un aumento estadisticamente significativo de la mitosis
en el grupo tratado con una concentraciéon de M/500. El indice de mitosis en el epitelio
glandular no mostré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p<0.05)

El indice de apoptosis en el epitelio uterino resulté con aumento igualmente considerable
en los grupos tratados con una concentracion de M/500 y M/M (p<0.05). El indice de
apoptosis en el epitelio glandular aumento en los grupos con una concentracion de M/M y
M/500 (p<0.05). En cuanto a los receptores a progesterona en el Utero se encontré que, la
expresion disminuy6 en el epitelio de revestimiento con el tratamiento de M/500. En la
lAmina propia (estroma) se observo un aumento de la expresion en todos los grupos. En el
epitelio glandular y en miometrio la expresion disminuy6 con el tratamiento de M/500. Estos
resultados sugieren que existe en efectos sobre la histomorfologia del Gtero y el receptor a
progesterona dependiendo de las concentraciones y la proporcién de las hormonas

exdgenas utilizadas en los tratamientos.



Antecedentes y Marco tedrico

Actualmente en el area de investigacion médico veterinaria, el cerdo ha
representado un modelo de estudio con un gran potencial para obtener resultados
que, a diferencia de los modelos murinos, puedan traspolarse de manera mas
confiable a estudios en humanos, sin embargo, a pesar de esto, la fisiologia
completa de esta especie aun presenta areas que son desconocidas Yy
principalmente se intuyen o se realizan conjeturas en algunos puntos, sobre todo en

la fisiologia reproductiva.

El estudio de receptores hormonales en esta especie es un area de oportunidad
para la investigacion, un ejemplo claro son los receptores a progesterona. En esta
especie los estudios se han realizado principalmente a nivel de Utero, pero adn falta
incluir los cambios histomorfolégicos que podrian presentarse por accidén de las
hormonas naturalmente presentes en el ciclo estral, asi como, los producidos por

hormonas exdgenas analogas de gonadotropinas.

Anatomia,histologia y fisiologia del utero

El atero es un 6rgano reproductivo femenino integrado por endometrio, una capa
(miometrio) muscular gruesa, y una capa serosa externa, el perimetrio (An, 2013).
Las funciones del endometrio son reguladas por las hormonas esteroides de origen
ovarico (estrégenos y progesterona) y los péptidos dependiendo de la etapa del
ciclo estral (Dawe, 1982). El ciclo estral de mamifero, incluyendo fases foliculares y
fase lUtea, es regulado por un sistema de retroalimentacién positiva y negativa que
implican las hormonas reproductivas que son producidas y liberadas por diversos
organos incluyendo hipotadlamo, hipofisis y ovarios (Soede, 2011). En la fase
folicular (también llamada fase proliferativa), el estradiol (E2) conduce en el Gtero el
desarrollo y la proliferacion del endometrio. Después de la maduracion del utero, los
foliculos ovaricos secretan una cantidad creciente de E2 iniciando el desarrollo de

una nueva capa del endometrio proliferativo ademas de criptas que provocan en el
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cérvix la produccion de una secrecion rica en moco (Bullivant, 2004). Después de la
ovulacion, se reduce la produccién de E2 mientras que el cuerpo luteo comienza a
formar y a producir progesterona (P4), que tiene un papel importante en la
implantacion del blastocisto y favorece la gestacion temprana en el endometrio. Las
altas concentraciones de P4 tienen un efecto negativo en el crecimiento folicular
previniendo la secrecién de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona
luteinizante (LH) (Rzucidlo, 1998). A esta fase se le llama secretora y corresponde
a la fase latea del ciclo estral. En las hembras de mamiferos si no hay gestacion en
la fase lutea, el endometrio libera la prostaglandina F2a (a PGF2) y provoca la
lutedlisis o regresion y degradacion rapida del cuerpo Iuteo. Ademas, los niveles de
P4 declinan rapidamente mientras que FSH y LH aumenta gradualmente para
estimular el crecimiento del foliculo ovarico, que se conoce como la fase folicular.
Mientras que los foliculos ovéricos crecen, las concentraciones de E2 alcanzan altos
niveles y estimulan la ovulacion otra vez. El ciclo estral en mamiferos se repite

hasta la gestacion (Krzymowski, 2004).

Progesteronay sus receptores

La progesterona es una hormona esteroide compuesta de 21 carbonos, es
secretada por el cuerpo luteo que se forma en el ovario después de la ovulacién, de
la misma forma que el resto de las hormonas esteroides se sintetiza a partir del

colesterol (Senger, 2012).

Durante la gestacion la progesterona tiene un papel muy importante cuando se da
el recibimiento de los embriones en el Gtero y el posterior mantenimiento de la
gestacion. Los efectos de la progesterona son mediados por la interaccion de la
hormona con receptores intracelulares especificos, receptores a progesterona, (PR)
(Sukjumlong et. al, 2005).

El receptor nuclear a Progesterona presenta 3 isoformas (A, B y C) con diferentes
longitudes y efectos. De las tres isoformas, B es la que presenta mayor actividad
transcripcional. El receptor a progesterona A presenta mayormente efectos



inhibitorios debido a un dominio de transcripcién inhibitorio, que es bloqueado en el
receptor tipo B. La tercera isoforma, receptor a progesterona tipo C, es una version
intermedia de los receptores tipo A y B que no puede unir DNA de manera directa,
pero puede unirse a progesterona “secuestrando” el ligando de las otras dos
isoformas y asi disminuir la sefalizacion de la progesterona (Steinhauser et al.
2016).

Se sabe que la proteina del receptor a progesterona tipo B es expresada en el
epitelio luminal del utero, epitelio glandular y el miometrio alrededor del dia 7 del

ciclo estral y gestacion en cerdos (Steinhauser et al. 2016).

Una de las funciones de mayor importancia de la progesterona es estimular la
produccion y secrecion de histotrofo, una mezcla de hormonas, factores de
crecimiento, nutrientes y otras sustancias esenciales para el desarrollo y crecimiento
del conceptus (embrion/feto y membranas placentarias asociadas) (Steinhauser et
al. 2016).
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Figura 1. Organizacion estructural de las isoformas A (PR-A) y B (PR-B) del receptor a progesterona
humano. Los niumeros equivalen a la posicion de los aminoacidos en cada proteina. AF-1, AF-2 y AF-3
son dominios de activacion. DBD es el dominio de union del DNA, LBD es Dominio de unién del ligando
e ID es dominio inhibitorio. DIM son las secuencias de dimerizacion del receptor. Tomado de Jericevic
et. al, 2004.



Hasta hace poco se pensaba que las hormonas esteroides actuaban
exclusivamente por medio de receptores nucleares que producen una respuesta en
las células blanco. Actualmente las investigaciones han mostrado que ademas de
los receptores nucleares, las hormonas esteroides también actdan a través de

receptores membranales especificos (Senger, 2012).

Acciones de hormonas esteroides: receptores de membrana

Una vez que la hormona esteroide se acopla al receptor de membrana se produce
la activacion de adenilato ciclasa que a su vez ocasiona la activacion de protein
cinasa. Esto al final produce cambios en la permeabilidad de los canales de calcio,
lo que ocasiona contraccidon (Estrégenos) o relajacién (Progesterona) del musculo
liso (Senger, 2012).

Acciones de hormonas esteroides: receptores nucleares

Las hormonas esteroides son transportadas en la sangre por un sistema complejo,
los esteroides no son solubles en agua por lo que no pueden transportarse como
moléculas libres. Se tienen que unir a moléculas que si son solubles en agua. Estas
proteinas de transporte conocidas como steroid binding proteins (SBP) llevan a los

esteroides desde la sangre y fluido intersticial hacia las membranas celulares.

Cuando la proteina transportadora de esteroides viaja por el intersticio y entra en
contacto con las células blanco, el esteroide se disocia de la proteina y penetra en
la célula por difusion debido a sus caracteristicas liposolubles, posteriormente llega

hasta el nucleo.

Si penetra en una célula blanco el esteroide se unira al receptor nuclear especifico.
El complejo esteroide-receptor actia como un factor de transcripcion e inicia la
sintesis de RNAm, (Senger, 2012).



El recientemente sintetizado RNAm sale del nicleo y se une a los ribosomas donde
se inicia la sintesis de proteinas que actuaran en los procesos reproductivos,
(Senger, 2012).

Una de las principales diferencias funcionales entre la union a un receptor de
membrana y uno nuclear es que, la unién con receptores nucleares ocasiona una
respuesta “lenta” (horas o dias) que involucra transcripcion, seguida de sintesis y
secrecion por las células blanco, por ejemplo, un tejido blanco para estradiol en las
hembras es el cérvix, cuando el estradiol se une a receptores nucleares en las
células cervicales esto promueve la sintesis y secrecidbn de moco, este proceso
tarda varios dias (imagen 1). Cuando la hormona esteroide se une a receptores
membranales tipicamente ocurre una respuesta “rapida’, en el miometrio existen
receptores membranales a estradiol. Cuando la hormona se une a estos receptores
provoca un cambio en la permeabilidad de los canales de calcio en el miometrio, lo

gue incrementa los movimientos de contraccion en el 6rgano (Senger, 2012).



ESTRUCTURA GENERAL DE LOS RNs

AF-2
N—] AB P D E F —c
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ViA DE SENALIZACION GENOMICA DE LOS RNs
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Figura 2.- Receptores nucleares (RNs) y su via de sefializacién gendmica. Los ligandos de los RNs son
de diversa naturaleza, algunos ejemplos de ellos son los derivados del colesterol (estrégenos,
progesterona, andrégenos, glucocorticoides), aminoacidos modificados (hormonas tiroideas) y el &cido
retinoico. Los RNs poseen de cinco a seis dominios funcionales denominados con letras de la A-F. La
region N-terminal o A/B contiene el dominio de activacién transcripcional AF-1. La region C consiste en
el dominio de unién al ADN (DBD) que es altamente conservado entre los RNs. La region D o “bisagra”
conecta al DBD con laregion E'y adem@s contiene la secuencia de localizacién nuclear (NLS). La regién
E conforma el dominio de unién al ligando o LBD y el segundo dominio de transactivacién AF-2. El
dominio F esta presente s6lo en algunos RNs. C. Via de sefializacion genémica de los RNs. Los RNs son
activados por su ligando especifico en el citoplasma. La activacion de los RNs conduce a su cambio
conformacional, su disociacion de las proteinas chaperonas (HSP90), dimerizacion y traslocacion al
nicleo. En este compartimento, los RNs se unen a sus elementos de respuesta a la hormona (HRE) e
interacttan con correguladores (CoR) (coactivadores o correpresores) para modular la expresion de sus

genes blanco. Tomado de Ortega et al. 2015



Ciclo estral de la cerda

La cerda es poliéstrica de ovulacion multiple y espontanea, con celos a lo largo de
todo el afo, salvo en prefiez y lactancia. Su ciclo estral dura en promedio 21 dias'y
puede repetirse siempre que no exista gestacion, lactacion o presencia de alguna
patologia. Comprende cuatro etapas: metaestro, diestro, proestro y estro. El
metaestro dura 2 dias aproximadamente caracterizdndose por la presencia de
cuerpos hemorragicos, a partir de los cuales se forman los cuerpos luteos. El diestro
tiene una duracién de 14 dias en promedio; durante este lapso, bajo la influencia de
la hormona luteinizante (LH), el cuerpo IUteo se reorganiza hasta alcanzar su
méaximo desarrollo permaneciendo funcional hasta el final de la gestacién; al igual,
las concentraciones de progesterona llegan a su maximo nivel. Si no existe la
concepcion, el cuerpo luteo se destruye al final del diestro por la accién de la
prostaglandina F2a (PGF2a) de origen uterino. El proestro dura de 2 a 3 dias, aqui
se lleva a cabo el crecimiento y la maduracion folicular. Durante la proliferacion
folicular, existe un proceso continuo de crecimiento y atresia dentro de un grupo de
foliculos. Al inicio, existe una gran cantidad de foliculos que disminuyen con el paso
de los dias, pero los que permanecen continban aumentando de tamafio hasta
medir de 8 a 10 mm de diametro poco antes de la ovulacién. Ademas, los foliculos
en desarrollo comienzan a producir estrégenos. Esta etapa se caracteriza por
enrojecimiento y tumefaccion de los labios vulvares, alteracion en el
comportamiento de la cerda que se observa inquieta y deseosa de montar a otras;
ademas, los estrogenos estimulan al hipotalamo para producir un pico de secrecion
de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), esto provoca una descarga
hipofisiaria de LH, hormona responsable del desencadenamiento de la ovulacién y
de la formacién del cuerpo lateo.

Por ultimo, el estro es la etapa donde la cerda es sexualmente receptiva al macho,
dicha etapa dura de 2 a 3 dias donde ocurre la maduracion final de los foliculos que
alcanzan su maximo nivel esteroidogénico, produciéndose un pico preovulatorio de
estrogenos. Esta oleada de estrégenos desencadena el pico preovulatorio de LH y,

consecuentemente, la ovulacion (Galina y Valencia, 2008).



En la cerda la ovulacion se presenta de forma espontanea, y se produce entre las
36 y 40 horas después del comienzo del estro y se da en forma gradual (Galina y
Valencia, 2008). De acuerdo con los estudios de Steinhauser et al. (2016) la
dinamica de la expresion de los receptores a progesterona a lo largo del ciclo estral

de la cerda esta descrita en la figura 3.
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Figura 3. Dindmica de expresion de ARNm de los receptores a progesterona a lo largo del ciclo
estral de la cerda, RPG (receptores a Progesterona), EL (epitelio luminal). Modificado de Steinhauser

etal. 2016

Figura 4.- Cambios ciclicos en el ovario de la cerda durante 20 dias del ciclo en orden cronolégico desde
el dia 1 hasta el dia 20, tomado de Mcdonald, 1981.



Ovogénesis y Foliculogénesis

La actividad endocrina mas relevante del ovario ocurre durante la pubertad y la
completa madurez sexual, con la secrecion de dos principales esteroides:
estrogenos y progestagenos que ayudaran al desarrollo del gameto haploide
femenino, el ovocito.

La funcion ovarica en cerdas adultas difiere de la testicular en el macho
principalmente de dos maneras, primero, la cantidad de ovocitos producidos y
liberados es considerablemente menor comparada con los millones de
espermatozoides que diariamente produce el individuo masculino. Segundo, la
liberacion de los ovocitos no es continua, corresponde a ciclos o periodos, ademas,
la liberacion de estrogenos y progesterona refleja el patron de produccion y la
posterior ovulacion (Johnson, 2011).

El ovario adulto se organiza en un patrén comparable al del testiculo, con un tejido
intersticial que contiene a su vez tejido glandular que se encuentra en el estroma.
El tejido intersticial rodea a los foliculos.

Cada ciclo ovarico esta compuesto por una serie de eventos interconectados y

simultdneos durante la maduracion del foliculo (Johnson, 2011).

Para efectos practicos a continuacion se describirdn como eventos separados la
ovogénesis y la foliculogénesis, pero es importante recordar que ambos eventos

ocurren de manera casi simultadnea en los procesos fisiol0gicos normales.

Durante el desarrollo embrionario las ovogonias que se encuentran mitéticamente
activas contienen una proteina transmembranal llamada C-kit, estas proteinas
interactian con su ligando, el cual se encuentra en las células del mesonefros
adyacentes, esto permite la formacion de cordones ovigeros que posteriormente
aislan a las ovogonias del intersticio. Después de que se formaron los cordones
ovigeros las ovogonias mitéticamente activas pueden reclutar Unicamente células

pregranulosas somaticas desde la superficie del epitelio. Las ovogonias forman
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uniones estrechas con las células epiteliales superficiales que subsecuentemente
se convierten en células pregranulosas. Las ovogonias se enlazan con las células
pregranulosas e inician la meiosis, alrededor del 80% de las ovogonias enlazadas
entran en apoptosis.

Cuando las células germinales primordiales (ovogonia) dejan de dividirse y entran
a la division meiodtica y quedan en arresto en la profase 1 de la primera meiosis,
entonces se convierten en ovocitos primarios (Senger, 2012).

Las células que rodean a los ovocitos primarios se conocen como células
pregranulosas aplanadas, estas células se multiplican gracias a la influencia del
factor Sohlh 1 y 2. Después por accion del NGF la forma de las granulosas
aplanadas cambia y se convierten en células granulosas cuboidales (Scaramuzzi et
al. 2011).

En el dia 90 de la gestacion en bovinos comienza a detectarse la presencia de
foliculos primarios caracterizados por la presencia de zona peldcida y una
membrana basal bien definida, aun no se detectan células de la teca. Después del
nacimiento y cerca de la pubertad se forman los foliculos secundarios que presentan
una relacién de uniones del ovocito, en esta etapa se detecta el desarrollo de la
corona radiada y las células de la teca. Estos foliculos aun no presentan sensibilidad
a gonadotropinas (Scaramuzzi et al. 2011).

Posteriormente el nimero de células de la granulosa aumenta y se detecta una
diferenciacion de células de la teca interna y externa, estos foliculos tienen
sensibilidad a gonadotropinas y comienza la formacion del antro folicular, por lo que
estos foliculos se denominan como preantrales.

En un foliculo antral, que es la fase final del desarrollo folicular, las células de la
granulosa se diferencian en dos lineas, unas con rol esteroidogénico (rostrales) y
otras son las del cumulus que se encuentran en intima comunicacion con el ovocito,
este foliculo es dependiente de gonadotropinas (Senger, 2012).

Los siguientes factores influyen en la formacion de puentes disolfuro que mantienen
en contacto las células de la corona radiada y la zona peltcida: GDF — 9 y BMP -
15.
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En un foliculo preovulatorio solo existen receptores a LH que son expresados ahora
por las células de la granulosa, éste a su vez produce inhibina como consecuencia
de un efecto del estradiol. La inhibina tiene un efecto de retroalimentacion negativa
sobre la liberacion de FSH (Scaramuzzi et al. 2011).

Durante la fase folicular en un ciclo normal, el proceso de maduracién folicular es
controlado por diversas hormonas como son la FSH, que cumple un rol importante
en el desarrollo temprano del foliculo. El estradiol es el esteroide principal producido
por las células de la granulosa por influencia de la hormona FSH. Como resultado
de la elevacion en la concentracion de estradiol durante el desarrollo inicial de los
foliculos, se observa una supresion de las concentraciones de FSH (Messinis,
2011). El incremento en los niveles de estradiol también provoca una estimulacion
en la liberacién de la LH que ayudara en la fase final de la maduracién de los

foliculos.

&)
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Figura 5. Factores principales involucrados en el desarrollo folicular, origen y efecto (Knight et. al, 2006)
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Tratamientos con gonadotropinas no hipofisiarias

Debido a que en las producciones porcicolas se requiere mantener al maximo la
eficacia en la obtencion de lechones, una de las maneras de garantizar esto es
mediante la obtencion de una poblacion homogénea y permitir la programacion de
los partos.

El uso de gonadotropinas es un tratamiento que, realizado de forma correcta,
disminuye los dias a la presentacion de estro, evitando su retraso. La aplicacion
apropiada de los protocolos para sincronizacion del ciclo estral, disponibles en la
actualidad, representan una oportunidad significativa para incrementar la prolificidad
de las empresas porcinas. Aunque las indicaciones e implementacion de métodos
para la sincronizacion del estro en el cerdo son variados, estan basados en el control
de los eventos que conducen a la maduracion folicular y ovulacion, o alteracion de
la vida util del cuerpo lateo (Martinez et al. 2015).

La utilizacion de analogos de gonadotropinas como la gonadotropina coriénica
equina (eCG) que actia como FSH y gonadotropina coriénica humana (hCG) que
actia como LH es uno de los métodos mas utilizados.

La disponibilidad de cerdas esta controlada en gran medida por intervalos destete-
estro (IDE) predecibles, los cuales, bien por la edad de la hembra o los efectos
estacionales pueden necesitar una intervencién hormonal exégena. El manejo de
las cerdas de reposicion implica la disponibilidad de un ndamero suficiente de
hembras ciclicas, que a su vez otorga predictibilidad al programa de reproduccion
(Kirkwood, 2011).

De manera tradicional es recomendable que la aplicacién de estos tratamientos se
realice en una etapa en la que el estro no esté presente (dia 17) con el fin de no

obtener efectos adversos sobre el desarrollo folicular (Martinez et al, 2015).
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Justificacion

Los tratamientos con gonadotropinas no hipofisiarias (eCG y hCG) son utilizados de
manera rutinaria en la produccion porcina, con el fin de sincronizar los estros y
posteriores partos y de esta manera obtener el maximo beneficio reproductivo
(lechones). Sin embargo, los efectos que estos tratamientos pueden tener sobre el
tracto reproductor no siempre se contemplan, en especial si la concentracion de
estas gonadotropinas no hipofisiarias se modifica.

Los cambios producidos en el organismo de los animales tratados con
gonadotropinas exdgenas pueden ser diferentes a los producidos durante un ciclo
llevado a cabo de manera natural, la dinamica de expresion del receptor a
progesterona en el Utero es otro punto que estudiar en el presente trabajo con el fin
de determinar si esta expresion se ve modificada por los tratamientos de
sincronizacion.

Los resultados obtenidos en este estudio sentaran las bases para nuevas
investigaciones, no solo de ciencia basica sino también para la ciencia experimental
esperando que en algin momento puedan ayudar a estudiar otras especies,
tomando en cuenta que las hormonas hipofisiarias pueden presentar efectos
similares en diferentes especies.

También podra contribuir a explicar los procesos fisiopatoldégicos de diversas
afecciones del tracto reproductor de la cerda, sobre todo los relacionados con

desequilibrios hormonales.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios histomorfolégicos del ovario, Utero y cérvix y la expresion del
receptor a progesterona en el Gtero de la cerda cuando se administran diferentes
concentraciones de gonadotropina coridénica equina (eCG) y gonadotropina

coriénica humana (hCG).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar si la administracion de diversas concentraciones de tratamientos con
gonadotropinas no hipofisiarias altera:

e Eltamafio de los ovarios

e Cantidad de foliculos y cuerpos luteos en el ovario

e Tamafo de foliculos y cuerpos Iuteos

 Indice de mitosis y apoptosis en el epitelio de revestimiento del Gtero

e Indice de mitosis y apoptosis en el epitelio glandular del Gtero

e Tamafo y numero de glandulas del Gtero

e Altura del epitelio de revestimiento de Utero y cérvix

HIPOTESIS

Las variaciones enddgenas en las concentraciones de gonadotropinas hipofisiarias
de LH y FSH determinan la secrecion ovérica de estrégenos y progesterona e
inducen cambios histomorfol6gicos en ovarios, Utero y cérvix; asi como la expresion
de receptores a progesterona en el Utero de la cerda, de tal manera que la
administracion exégena de diferentes concentraciones de gonadotropinas no
hipofisiarias (eCG y hCG) modificardn diversos parametros histomorfolégicos y la
expresion de los receptores a progesterona en el Utero , en relacion con los animales

no tratados.
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MATERIALES Y METODOS

En este estudio se utilizaron 13 cerdas de la raza comercial (Landrace X Yorkshire)

y se dividieron en 4 grupos:

e Grupo 1: Hembras en el segundo estro que contaban con las caracteristicas
morfoldgicas de los genitales externos propios del celo y la aceptacion del macho

(prueba de cabalgue). Grupo Control, n =4
e Grupo 2: Hembras en un segundo ciclo sometidas a una dosis comercial para
inducir la sincronizacion recibiendo una dosis comercial de PG600® .M (400 Ul

de eCG y 200 Ul de hCG), a las 72 hrs. se les aplicé 5 ml de SSF n=3

e Grupo 3: Una dosis comercial de Foligon® I.M (1000 Ul de eCG), a las 72 hrs.
se les aplicé una dosis 500 Ul de Chorulon® (M/500) n=3

e Grupo 4: Una dosis comercial de Foligon® .M (1000 Ul de eCG), a las 72 hrs.
se les aplico una dosis de 1000 Ul de Chorulon®. (M/M) n=3

Las cerdas participaron en el experimento cuando presentaron su primer estro

natural detectable con la presencia del macho.

Una vez que las cerdas presentaron su primer estro se contaron 17 dias, el dia 17

se aplicé hormona eCG y 72 hrs después la hormona hCG (dia 20).

36 horas después de la tltima administracion del tratamiento o placebo, segun fuera

el caso, se procedid al sacrifico humanitario de los animales.

Se obtuvieron muestras de utero y de ambos ovarios.

Los tejidos fueron fijados en paraformaldehido al 4% durante 24 hrs para

posteriormente ser procesadas para inmunohistoquimica.
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eCG/MhCG (Pg Goa)
S5F
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Dias del ciclo
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3 1 3 o 0 12 15 18 21 24

Dias del ciclo
1000 Ul eCG 1000 Ul hCG

Dias del ciclo

*Toma de muestras 36 hrs después de |a ultima aplicacion

Figura 6.- Esquema de la metodologia utilizada, mostrando el dia 17 del ciclo estral como

inicio de la aplicacion de tratamientos. 2, 3y 4 son los grupos que recibieron tratamiento.

En el caso de las hembras del grupo 1 (control) recibieron un placebo de 5 ml de
solucion salina fisiolégica administrada con una cronologia igual a los tratamientos
en los demas grupos, esto con la finalidad de igualar las condiciones de manejo en

todos los animales.

Las muestras fueron procesadas, una parte para tincion con H.E, a fin de analizary
medir los cambios en el utero y cérvix (altura del epitelio, cantidad y tamafo de las
glandulas, indice de mitosis y apoptosis). Los ovarios fueron medidos y se contaron
y midieron cuerpos luteos y foliculos. A nivel de utero se realizd, ademas,

inmunohistoquimica del receptor a progesterona.

Determinacion del indice mitético y apoptético en células del

epitelio de revestimiento del Utero y en glandulas (cérvix y Gtero)
Como parte de un analisis indirecto de actividad estrogénica en las células del
epitelio uterino, se realizé una medicidén de indice mitético

Se empleo un microscopio foténico (Carl Zeiss) utilizando un aumento total de 400x

para la observacion de 10 campos microscépicos al azar contando 100 células
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epiteliales del lumen y 100 células epiteliales glandulares por cada campo en cada
seccion. Se contaron 1000 células por animal en cada grupo. Se realizo el analisis
de las células glandulares contra las luminales de acuerdo con los trabajos de
Nawaz, 1987 y Conti, 1981.

Los conteos se expresaron como porcentajes de células en mitosis (indice mitético,

I.M) y apoptosis (indice apoptotico, I.A) del total de células epiteliales.

Determinacion del tejido glandular endometrial

Se analizaron al azar 10 campos microscépicos de 60,000 um?, provenientes de 3
animales de cada grupo, y se determiné el nimero de glandulas por campo, el area
ocupada por cada glandula y el numero total de glandulas en todos los campos.
También se determind la altura promedio del epitelio realizando 100
determinaciones por laminilla, seleccionando las regiones del corte de manera
transversal en la que existiera el menor nimero de capas nucleares y en donde el
eje de los nacleos del epitelio de revestimiento fueran lo mas perpendicular posible
ala membrana basal y el eje que traza el programa fuera paralelo a dichos nucleos.
Las mediciones se realizaron utilizando un microscopio foténico (Carl Zeiss) con el
objetivo de 40 x y un software de digitalizacion de imagenes (Image Proplus 2) y
una camara digital (Moticam 5).

Los datos se sometieron al analisis estadistico que se menciona al final de esta

seccion.
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Procedimiento Inmunohistoquimico del receptor a progesterona
Las muestras se procesaron inicialmente como en cualquier procedimiento
histol6gico mediante un histoquinette automatico (American Optical p 800) para su
inclusion en parafina, posteriormente las muestras se cortaron mediante un
micrétomo (Spenser 820) a 4-5 um de grosor.

Las muestras seccionadas se colocaron en laminillas previamente tratadas con
Poly-L-lisina (Sigma).

Las muestras se desparafinaron y rehidrataron a través de concentraciones
decrecientes de alcohol a agua destilada, se transfirieron a una solucién
amortiguada de citrato de sodio 10 mM (pH 6.0) y se calentaron en un recipiente,
tapado 5 min en un esterilizador con temperatura graduada (96°C.), dejando
enfriarlas por 5 min a temperatura ambiente. Después de este procedimiento, las
laminillas se lavaron con agua destilada 5 min y posteriormente con PBS (pH 7.4) y
se incubaron sucesivamente en peroxido de hidrogeno al 3% en PBS por 10 min a
temperatura ambiente. Para inactivar los sitios inespecificos se les colocaron gotas
de solucion bloqueadora de suero normal de bovino (BSA) en PB por 10 min.;
después para su permeabilizacion se hicieron tres lavados con una solucion PBS-
Triton X-100 al 0.05% en PB, una vez realizado estos se aplicd una solucion
Bloqueadora del kit Zymed®, esto por 10 min. Finalmente se hicieron nuevamente
3 lavados con solucion de PBS-Triton X-100.

Posteriormente las secciones se incubaron con el anticuerpo primario (diluido
1:200); se emple6 como anticuerpo primario monoclonal en ratén: contra el receptor
a progesterona (Lab Vision™ Ab8), se colocaron en una camara himeda a una
temperatura de 2-4°C durante toda la noche.

Para evidenciar la reaccién antigeno-anticuerpo, mediante el kit del ABC de
Vectastain Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, E.U. La actividad de la
peroxidasa se revelo usando 3,3'-diaminobenzidina (DAB) marca Thermo Fisher
Scientific como substrato, Después del lavado las secciones se contratifieron con

Hematoxilina de Mayer, se deshidrataron y montaron con medio de montaje
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(Permount). Se utilizaron cortes como testigo en los cuales el primer anticuerpo se
sustituy6 por BSA (Garcia del Moral, 1993; Goulding et al,.1995).

Las observaciones y las imagenes se hicieron usando un microscopio optico (Carl
Ziess) unidos a una cdmara de video unido a una computadora y un software de
digitalizacion de imagenes (Image Proplus) para su analisis y almacenamiento.

La inmunotincidén se visualizé en un microscopio Carl Zeiss adaptado con una
camara digital (Leica DMLS). El nimero de células inmunopositivas en el epitelio y
en el estroma se determiné utilizando una reticula micrométrica Carl Zeiss) con el
objetivo de 40X, teniendo un aumento total de 400X. La intensidad de la
inmunodeteccion se cuantificd y clasificd por grados de intensidad; la totalidad de
las células presentes en el epitelio, estroma y muasculo liso se realizé en un total de
24 campos microscopicos, lo que representa un area total de 1mm?. Se analizaron
todos los nucleos de cada seccion. Se determin¢ la intensidad de la marca de los
ndcleos y se asignaron los siguientes valores: 0, ausente; 1, ligera; 2, moderada y
3, intensa. Se realizo el célculo del puntaje histolégico (HSCORE) de la siguiente
manera: HSCORE = 2 Pi (i+ 1), donde i = 1, 2 0 3, Pi corresponde al porcentaje de

cada intensidad, determinado en el rango de 0 a 100% (Lessey et al., 1988).

Analisis de los datos

Se realizo un Andlisis de Varianza de una sola via (ANOVA), seguida de una prueba
de Tukey para determinar diferencias significativas de los datos Se utilizo el
Programa Prism 6.02 (Graph Pad, CA, USA) para calcular los valores de
probabilidad (p<0.05).

En el caso del andlisis de correlaciones se utilizé una correlacién de Spearman no

paramétrica con un intervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS

Morfologia Ovarica

Figura 7. Morfologia ovarica de los animales del grupo control (A), tratados con PG 600 (B), tratados con M/500 (C) y
tratados con M/M (D).

En cuanto a la morfologia ovarica, el tamafio ovéarico fue menor en los animales del
grupo control en comparacién con los animales tratados (Figura 7), mostrando

menor efecto en el grupo tratado con una concentracion de M/500 (gréafica 1).
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Gréfica 1.- Tamafio de los ovarios en los diferentes grupos, como
medida + ES o DS (p<0.05)
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Foliculos

Numero de foliculos
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Grafica 2.- Numero de foliculos cuantificados por cada
tratamiento. (p<0.05)
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Grafica 3.- Tamafio de foliculos cuantificados por cada
tratamiento. (p < 0.05)

El tamafio de los foliculos mostro una diferencia estadisticamente significativa, se

observd un mayor tamafio folicular en los animales tratados con PG 600 en

comparacion con el resto de los grupos (grafica 3). EI nimero de foliculos sin

diferencia estadistica significativa.

El tratamiento de M/M mostr6 un mayor nimero de cuerpos liteos en relacion con

el grupo control, sin embargo, los demas tratamientos no mostraron diferencias

significativas entre siy con el grupo control (graficas 2 y 4).
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Grafica 4.- Numero de cuerpos luteos cuantificados por
cada tratamiento. (p < 0.05)
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Grafica 5.- Tamafo de cuerpos luteos cuantificados por
cada tratamiento. (p < 0.05)
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No de mitosis/100 células

En el caso del tamafio de los cuerpos luteos se observé que los de mayor tamafio
fueron los de los animales de los grupos tratados en relacion con el grupo control,

pero para el caso de PG600 el tamafio fue mayor que M/500 y M/M (gréfica 5).

indice de Mitosis en epitelio de revestimiento indice de Mitosis en epitelio glandular
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0.0~ T z 0.0~
Control PG 600  M/500 M /M Control PG 600  M/500 M /M
Gréfica 6.- indice de mitosis en el epitelio uterino por cada Gréfica 7.- Indice de mitosis en el epitelio glandular del
tratamiento. (p < 0.05) utero por cada tratamiento. (p < 0.05)

La medicién del indice de mitosis en el epitelio uterino (grafica 6) mostré un aumento
estadisticamente significativo de la mitosis en el grupo tratado con una
concentracion de M/500.

El indice de mitosis en el epitelio glandular (grafica 7) no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos.

El indice de apoptosis en el epitelio uterino (grafica 8) mostré aumento igualmente
considerable en los grupos tratados con una concentracion de M/500 y M/M en
comparacion con los grupos control y tratados con PG 600.

En cuanto al indice de apoptosis en el epitelio glandular (gréfica 9), se observo un
aumento de la apoptosis en los grupos con una concentracion de M/M y M/500, no

existio diferencia entre los demas grupos.
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indice de Apoptosis en epitelio de revestimiento indice de Apoptosis en epitelio Glandular
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Grafica 8.- indice de Apoptosis en el epitelio del Gtero por Grafica 9.- indice de Apoptosis en el epitelio glandular del
cada tratamiento. (p < 0.05) utero por cada tratamiento. (p < 0.05)

Las glandulas uterinas se analizaron en dos aspectos, en el area ocupada por las
glandulas (grafica 10) y en el promedio de glandulas en un area de 60,000 um?
(grafica 11). En el primero se encontré que las glandulas uterinas en los animales
tratados con una concentracién de M/M, presentaron una mayor area que el resto
de los grupos y los tratados con una concentracion de M/500 tuvieron un area menor
comparada con PG600 y el grupo control (grafica 10). Respecto al promedio de
glandulas cuantificadas se encontré un mayor niamero en el grupo de M/500 y un

menor promedio en los animales tratados con M/M (gréfica 11).
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Gréfica 10.- Area ocupada por las glandulas del Gtero por Grafica 11.- Promedio de glandulas del dtero cuantificadas
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En la altura del epitelio uterino (gréfica 12 y Figura 8) se encontré6 un aumento en
los grupos tratados con PG 600 y M/500 siendo el primero mayor que este ultimo.
Con respecto a la altura del epitelio del cérvix (grafica 13 y Figura 9) se encontrd un
aumento en el grupo tratado con M/M, a su vez se observd que el grupo control

presento una menor altura entre los grupos.
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Gréfica 12.- Cambio de altura en el epitelio del dtero por Grafica 13.- Cambio de altura en el epitelio del cérvix por
cada tratamiento (p < 0.05) cada tratamiento. (p < 0.05)
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Figura 8.- Se observa el cambio de altura en el epitelio del Utero por cada tratamiento A (control), B
(PG 600), € (M/M) y D (M/500). Medida de la barra 25um. Mediciones realizados con computadora.

Figura 9.- Se observa el cambio de altura en el epitelio del cérvix por cada tratamiento A (control), B
(PG 600), € (M/M) y D (M/500). Medida de la barra 25um. Mediciones realizadas con computadora.
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Inmunohistoquimica del receptor a progesterona en utero
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Grafica 14.- Expresion de receptores a
progesterona en el epitelio de
revestimiento del Utero de los animales

Grafica 15.- Expresion de los receptores a progesterona en el epitelio
glandular del Utero de los animales tratados con diversas concentraciones
de tratamiento. (p < 0.05)

tratados con diversas concentraciones de
tratamiento. (p < 0.05)

En el epitelio de revestimiento se observd una disminucién significativa en la

expresion del RP4 en los animales tratados con M/500 en relacidén con los demas

grupos (gréfica 14). En el epitelio glandular también se observé un aumento de la

expresion del receptor, pero Unicamente en relaciébn con el grupo tratado con

PG600, el grupo M/500 se observo una baja expresion del receptor (grafica 15).

En todas las graficas la letra a representa igualdad entre los grupos y la letra b

diferencia, la letra c significa diferencia con la letra b.

X PG 600 . .,

e Figura 10.- Expresidn de los receptores a progesterona en los
- 7 @ ! [ animales del grupo control (Cx) y los tratados con PG 600; en
| .

el epitelio de revestimiento y la ldmina propia del utero.
Extensidn total de la imagen 500um.

M/500

Epitelio de
revestimiento

Lamina propia

Figura 11.- Expresion del receptor a progesterona en el Utero de
los animales del grupo M/500, siendo esta disminuida en
comparacion a los demas grupos; epitelio de revestimiento y
lamina propia. Tamafio de la barra 50um.
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En la lamina propia (estroma) la expresion de los RP4 se incrementd

significativamente en todos los tratamientos en relacion con el grupo control (grafica

16).
LAMINA PROPIA

NE 2504 ] a a Gréfica 16.- Expresion del receptor a progesterona
S 200 b en todos los grupos de animales tratados en
; comparacion con el grupo control. (p <0.05)
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Figura 12.- Expresién de los receptores a progesterona en los
Glandulas uterinas animales del grupo control (Cx) y los tratados con una
concentracion de M/M; en el epitelio glandular del Utero. Tamafio
de las barras 50um.
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Figura 13.- Expresion de los receptores a progesterona en los
Glandulas iterinas animales del grupo tratado con una concentraciéon de M/500 y
los tratados con una concentracién de PG 600; en el epitelio
MJs00 glandular del Gtero. Tamafio de las barras 50um.
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En el miometrio se observé una expresion menor del receptor en el grupo M/500,

comparado con el resto de los grupos (gréafica 17).

MIOMETRIO

a Grafica 17.- Expresion de los receptores a progesterona en los grupos tratados y
el grupo control. (p<0.05)

cX M/M PG600 M/500
Tratamientos

Figura 14.- Expresion de los receptores a progesterona en los
animales del grupo tratado con una concentracién de M/M y los
del grupo control; en el miometrio. Tamafio de las barras 50um.

X

M/M

No se observaron cambios patolégicos en los cortes histolégicos analizados.
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Efecto sobre las variables histomorfologicas en los diferentes grupos tratados
con gonadotropinas no hipofisiarias.

w500

Tamafio ovarios T (++4) 1+ B (++4)
#foliculos = = =
Tam. Foliculos *(+) = =
#Cuerpos lGteos -+ 1t (+) 1+ (+4)
Tam. Cuerpos Luteos 1 (++4) 1+ * )
Ind. Mit Epitelio J +) 1 (++4) =
Ind. Mit Ep Glandular = = =
Ind. Apop Epitelio = T (++4) B (++4)
Ind. Apop Epitelio = * (++) (+++)
Glandular

# Glandulas uterinas *(+) * (++) ¥ (++)
Area o tam glandulas = ¥ (++) 1 (++)
Alt epitelio uterino *(++) = )
Alt epitelio cérvix 1t (+) 1+ 1+ (++)

Cuadro 1. Diferencia del efecto producido en los diferentes grupos de tratamiento (PG600, M/500 y M/M)

en comparacion con el grupo control. Aumento® o disminucién l.Se utilizaron como marca de intensidad
relativa las cruces (+).

Efecto sobre el HSCORE de la expresion del receptor a progesterona en las
diferentes capas histologicas del Gtero.

Capa histolagica PG600 M/500 _

Epiteliode & +)

revestimiento

Lamina propia 1 (+) % +) % (+)
Epitelio glandular 4+ J (++) =
Miometrio = § (++) =

Cuadro 2. Diferencia del efecto producido en los diferentes grupos de tratamiento (PG600, M/500 y M/M)

en comparacion con el grupo control. Aumento® o disminucién ‘.Se utilizaron como marca de intensidad
relativa las cruces (+).
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Correlacion entre las variables estudiadas

Correlacion de Tamano ovarico vs num fol Cx Correlacién de Tamafo ovarico vs nim fol PG600
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Gréfica 18,- Correlacion entre el tamafio de los ovarios y el nimero de foliculos por cada tratamiento. Grupo control (Cx);
correlacion positiva (r= 0.9977). Grupo tratamiento PG600; existe correlacion negativa (r= - 0.9315). Grupo tratamiento M/500;
existe correlacion negativa (r= - 0.8283). Grupo tratamiento M/M; no existe correlacion (r= - 0.3175). Intervalo de confianza 95%.

En el grupo control se encontré una correlacion positiva entre el tamafio de los
ovarios y la cantidad de foliculos, en los grupos PG600 y M/500 esta correlacion
existe, pero es negativa (gréafica 18).

En el caso del andlisis entre tamafio ovarico y altura del epitelio uterino, indice de
mitosis e indice de apoptosis, tamafio de las glandulas uterinas y altura del epitelio
del cérvix, tamafio de las glandulas uterinas y altura del epitelio de recubrimiento
uterino, nimero de glandulas uterinas y area ocupada por estas; no se encontré una

correlacion.
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En cuanto a la correlacién en la expresién del receptor a progesterona en las

diferentes capas histolégicas del Utero se encontro lo siguiente:

La expresion del receptor en el epitelio de recubrimiento del Utero mostré6 una

correlacion negativa en el grupo control, sin embargo, en los grupos con tratamiento

(PG600, M/500 Y M/M) se encontré que existe una correlacion positiva (grafica 19).
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Grafica 19,- Correlacidn entre el HSCORE del receptor a progesterona en el epitelio de revestimiento y su correlacién con el
HSCORE del receptor a progesterona en la ldmina propia del Utero por cada tratamiento. Grupo control (Cx); existe correlacion
negativa (r= - 0.9451). Grupo tratamiento PG600; existe correlacion positiva (r=1). Grupo tratamiento M/500; existe correlacion
positiva (r= 1). Grupo tratamiento M/M; existe correlacién positiva (r= 1). Intervalo de confianza 95%.
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La expresion del receptor a progesterona en el epitelio glandular mostré una

correlacion negativa con la expresion en el miometrio en el grupo M/M. Los demas

grupos no mostraron correlacion alguna (grafica 20).
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Grafica 20,- Correlacion entre el HSCORE del receptor a progesterona en el epitelio glandular del Utero y su correlacion con el
HSCORE del receptor a progesterona en el miometrio por cada tratamiento. Grupo control (Cx); no existe correlacion (r= -
0.2191). Grupo tratamiento PG600; no existe correlacion (r= - 0.0504). Grupo tratamiento M/500; no existe correlacién (r=
0.2924). Grupo tratamiento M/M; existe correlacidn negativa (r= - 0.6678). Intervalo de confianza 95%.
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Al determinar si existe correlacion de la expresion del receptor a progesterona en el
miometrio con el indice de apoptosis en el epitelio de recubrimiento uterino, se
encontré que en ningun grupo existia esta relacion. De la misma forma se evalu6 el
indice de mitosis en el epitelio uterino y su correlacion con la expresion del receptor
en miometrio, encontrando que no existe relacién de estas variables en ninguno de

los grupos.
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DISCUSION

La administracion de hormonas con el fin de sincronizar el estro y los posteriores
partos es una herramienta 0til para la produccién animal. Sin embargo la
estimulaciéon exdgena del ovario podria ocasionar un decrimento en la funcién
reproductiva.

En un estudio realizado por Szymanska et. al. (2014) en donde se evalud el efecto
de una sincronizacion de estros, utilizando una combinacion de PGF2a/eCG/hCG,
sobre la sintesis de progesterona, determind que el tratamiento no afectaba los
niveles de progesterona producidos por el cuerpo lateo sin embargo los niveles de
progesterona sérica se veian disminuidos. En nuestro estudio no se realizé la
medicion de progesterona sérica sin embargo, se observo que la cantidad y tamafio
de los cuerpos lateos se incrementaba en comparacion con el grupo control. Debido
a que nuestro estudio se realiz6 al inicio del estro se intuye que los cuerpos luteos
observados no han alcanzado su nivel maximo de produccion de progesterona.

De acuerdo a los estudios realizados por Stainhauser et al. (2016), la expresion de
los receptores a progesterona en el Utero de cerdas es influenciada por el ciclo estral
y la gestacion, la dindmica de expresion de estos receptores depende de los niveles
de hormonas principalmente estrogenos y progesterona en donde cerca del dia 5y
hacia el dia 9 del ciclo estral se incrementa la sintesis de ARNm del RP, para el dia
10 y hasta el 14 esta sintesis se ve reducida para finalmente desde el dia 15 y hasta

el 19 volver a aumentar.

Los tratamientos con gonadotropinas no hipofisiarias pueden provocar en el
organismo efectos fisiolégicos similares a los que naturalmente sucederian en un
ciclo estral pero con el fin de que ocurran de manera “programada’de acuerdo a las
necesidades del productor.

En el estudio realizado por Szymanska et al. (2014) se encontr6 que en el dia 9 de
la gestacion los niveles de progesterona sérica eran mayores que en el grupo control
sin embargo, en el dia 16 los niveles de progesterona en suero eran menores en los

animales tratados en comparacién con el grupo control.
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Este hecho nos sugiere que la expresiéon de los receptores a progesterona podria
verse afectada indirectamente por estos tratamientos, pues la progesterona actua

regulando a la baja sus propios receptores (Steinhauser et al. 2016).

En ovario se ha detectado que la progesterona juega un papel relevante durante la
ovulacion pues se identifico su influencia en la expresién de dos metaloproteasas,
ADAMTS-1, y Cathepsin - L, formadas en la parte rostral de las células de la
granulosa del ovario maduro, la primera es esencial para que ocurra la ovulacién

pues tiene un efecto sobre la angiogénesis en el tejido folicular (Jericevic, 2004).

Respecto a la accion de las hormonas esteroides sobre el epitelio uterino, se sabe
que en primates el estradiol presenta un efecto proliferativo sobre el Gtero mientras
que la progesterona estimula la diferenciacion de las células del epitelio (Kawa,
2000). Como resultado obtuvimos un mayor tamarfio de foliculos en los grupos con
tratamiento en comparacion con el control lo que afecta el tamafio ovarico, asi como,
probablemente induce un incremento en la sintesis de estrégenos y, por lo tanto, un
aumento en la proliferacion del epitelio de revestimiento del Utero y del cérvix.

Al evaluar la apoptosis y la mitosis se encontré un aumento en los grupos tratados,
esto ocurrié6 de manera similar en ambos casos, es decir, tanto la mitosis como la
apoptosis se vio incrementada, sin embargo, el indice de apoptosis es muy superior
al de la mitosis, lo que indica un predominio de este proceso sobre la proliferacion
celular. El predominio de la apoptosis sobre la mitosis puede indicar un posible
efecto progestacional como se ha demostrado en los roedores (Finn, 1981), y
podria explicarse a través del nUmero de cuerpos lUteos presentes en los animales
tratados en comparacion con el grupo control. Sin embargo, en el analisis de la
correlacion de estos dos indices no se encontrd una relacion directa, esto podria
deberse al numero de muestras o el nimero de datos obtenidos por animal. Seria
necesario realizar otro estudio aumentando el nUmero de muestras lo que permitiria
determinar con mas certeza como es la relacién entre indice de mitosis e indice de

apoptosis celular.
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El tratamiento con una concentracion de M/500 indujo un aumento en el nimero de
cuerpos luteos en el ovario (figura 5 C), esto explicaria una menor expresion de
receptores a progesterona en comparacion con los demas tratamientos pues se
comprueba lo obtenido en los estudios de Steinhauser et al. (2016), Jericevic,
(2004). En donde se concluy6 que existe una accion regulatoria a la baja (down
regulation) de la progesterona sobre sus propios receptores. Los mecanismos de
estos eventos son complejos y dependen del tipo celular en las capas del utero. De
acuerdo con algunos estudios, los receptores en el estroma y el miometro son
menos sensibles a la regulacién a la baja comparados con los receptores en el
epitelio (Sayamon, 2011).

El hecho de que exista diferencia en la expresion del receptor a progesterona en las
diferentes capas del uUtero dentro del mismo tratamiento tiene dos posibles
explicaciones:

La primera, la cantidad de receptores a progesterona es diferente en cada estrato
histolégico del utero, lo que indica un efecto diferencial en las células provenientes
da cada capa histolégica, lo que implicaria una posible modificaciéon funcional de
cada una de ellas, las implicaciones de estas alteraciones funcionales, se
desconocen.

La segunda, debido a que existen 3 isoformas conocidas del RP4 (RPA, RPB Y
RPAB) estas podrian distribuirse de manera diferente en las capas histolégicas del
Utero de igual forma varia la accion de cada una de estas isoformas (Jericevic,
2004, Steinhauser et al. 2016). En nuestro estudio utilizamos un anticuerpo con
mayor afinidad a la isoforma B no obstante, el fabricante sugiere que también
reacciona a la isoforma A.

El uso de diferentes concentraciones de gonadotropinas no hipofisiarias (eCG y
hCG) afecta la histomorfologia del utero y el ovario tomando en cuenta : tamafio
del ovario, tamafio y numero de foliculos y cuerpos lateos, indice de mitosis y
apoptosis, tamafio y numero de glandulas, altura del epitelio de revestimiento del
Utero y del cérvix, por lo tanto, es importante tener en cuenta que la funcion
reproductiva tambien puede verse afectada en mayor o menor grado de acuerdo al

tipo de producto ultilizado y la concentracion administrada.
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La expresion del receptor a progesterona en utero fue afectada negativamente
principalmente por la concentracion de M/500, de manera que podemos decir que
el aumento de la dosis de eCG y hCG, aun guardando la proporcion (2:1) presente
en PG600, afecta la expresion del receptor en el Gtero.

Hace falta que se evallen a largo plazo los indices reproductivos de hembras
tratadas con diferentes concentraciones de gonadotropinas y de esta manera
determinar si los cambios histomorfoldgicos encontrados en este trabajo tienen un
efecto sobre la duracion del ciclo, la cantidad de hembras que repiten celos y
directamente sobre la gestacion (nimero de embriones implantados, perdidas

embrionarias, abortos, lechones nacidos vivos, etc.)

CONCLUSIONES

Los diferentes tratamientos y sus concentraciones tienen efectos directos sobre las
estructuras ovaricas productoras de estrogenos (foliculos) y progesterona (cuerpos
liteos) y en consecuencia las caracteristicas histomorfologicas de los ovarios, utero
y cérvix de la cerda. De la misma manera existe un efecto sobre la cantidad de
receptores a progesterona expresados a lo largo del ciclo estral y en las diferentes
capas histolégicas del Utero. Debido a esto las condiciones necesarias para el
correcto mantenimiento y desarrollo de los embriones pueden verse afectadas.
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