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RESUMEN

RODRIGUEZ VIZCARRA ANGELES NDANIYE. Respuesta inflamatoria endometrial en burras
después de la inseminacion artificial con semen congelado y su efecto en la fertilidad (bajo la
direccion de MVVZ Ana Myriam Boeta Acosta y MVZ Elizabeth Morales Salinas).

Las tasas de fertilidad obtenidas por inseminacion artificial (IA) con semen congelado es de 0 —
60% en las burras (Fanelli et al, 2022; Oliveira et al. 2006; Rota et al. 2012; Vidament et al. 2009).
La baja fertilidad con semen criopreservado podria deberse a la respuesta inflamatoria exacerbada
en el Gtero de las burras. (Miro et al. 2013). Se sabe que los diluyentes ocasionan una respuesta
inflamatoria considerable en el Utero de la yegua, pero al agregar semen al diluyente se observa
una disminucion en la respuesta inflamatoria, sin embargo, no hay estudios que confirmen si esto

ocurre en las burras.

El objetivo general de esta tesis fue evaluar el uso de dos diluyentes de criopreservacion con y sin
semen de burro sobre la respuesta inflamatoria endometrial post IA. Para el presente estudio se
usaron 8 burras criollas adultas con fertilidad probada, todas fueron inseminadas con los seis
tratamientos diferentes, estos fueron administrados por inseminacion artificial profunda (1AP), el
volumen que se uso fue de 2ml, lo equivalente a 4 pajillas, en el caso de los tratamientos que
contienen semen cada pajilla contenia 200 x10°pmz, usando una dosis inseminante total de
800x10°pmz, los tratamientos fueron agua desionizada (AD), Botucrio® (B), lipoproteinas de
baja densidad (LDL), semen fresco (S), lipoproteinas de baja densidad con semen (LDLS) y
Botucrio® con semen (BS) y para evaluar la inflamacion endometrial se realizaron citologias con
cepillo citoldgico a las Ohrs antes de la 1A, a las 8, 12, 24 y 48 post-1A. En los resultados obtenidos
en este estudio se observa que el empleo del diluyente sin semen caus6 un mayor %PMN (LDL
36%PMN Y B 43%PMN), teniendo una diferencia significativa con el diluyente con semen
(LDLS 25.3%PMN Y B 26.9%PMN) por lo que se confirma la hipotesis que dice que el uso de un
diluyente con semen va a modular la respuesta inflamatoria en el endometrio de las burras y se
observo que la presencia de un liquido en el Utero provoca una mayor quimioatraccion de PMN.

En conclusion los diluyentes en conjunto con el semen modulan la respuesta inflamatoria uterina.
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INTRODUCCION

El burro se considera un simbolo de trabajo, fuerza y nobleza; sin embargo, si no se toman
medidas para su conservacion podria ser una especie que desaparezca en los proximos afos. En el
mundo, segun datos de la FAO en el 2014 indicaban que la poblacion mundial asnal era de
43,230,790. En México en los afios 70’s, habia 3.2 millones, para 1991 esa cifra habia disminuido
a 1.5 y en el dltimo censo del 2007 se registraron tan solo 581 mil animales. No obstante, en
algunos paises como Espafa, Italia y México, han ido ganando importancia como animal de
compafiia y de trabajo; sin embargo, los protocolos de criopreservacion e inseminacion artificial
(IA) que se siguen hasta el momento han sido disefiados para la yegua y no para la burra, por tal

motivo los resultados son poco consistentes.

En la burra las tasas de fertilidad obtenidas por 1A con semen fresco oscilan entre 51 y 73%
(Marianelli et al. 2009; Oliveira et al. 2012) con semen refrigerado entre 26 y 45% (Alvarez et al.
2004; Vidament et al. 2009) mientras que con congelado la fertilidad cae drasticamente del O -
36% (Oliveira et al. 2006; Rota et al. 2012; Trimeche et al. 1998; Vidament et al. 2009). La baja
fertilidad con semen criopreservado podria deberse a la respuesta inflamatoria exacerbada en el
utero de las burras, posiblemente por el efecto del diluyente y/o del semen descongelado (Miro et
al. 2013), o también podria deberse a las caracteristicas anatomicas de la burra, ya que tiene un
cérvix mas largo y tortuoso que protruye hacia la vagina lo que predispone a una acumulacién de
liquido y al desarrollo de una endometritis post-inseminacion (Pugh et al. 2002; Tibary et al. 2006;
Viles et al. 2013).

El semen depositado, desencadena la quimiotaxis de los polimorfonucleares (PMN), ademas de la
expresion de citocinas poco después de la inseminacion (Troedsson et al., 2001a; Rozeboom et al.,
2001; Matthiis et al., 2003; Gorgens et al., 2005; Eisenbach et al., 2003). La endometritis post
monta es la respuesta fisioldgica del endometrio, que facilita la fagocitosis y eliminacion de
contaminantes como bacterias, plasma seminal, diluyentes y espermatozoides no viables; dicha
respuesta inflamatoria tiene una duracion que varia desde las 6 horas hasta las10 horas (Troedsson
el al. 2001a).
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Las caracteristicas del semen congelado, tales como: la ausencia de plasma seminal y la adicion de
crioprotectores como el glicerol (GLY), aumentan los riesgos de una inflamacién endometrial
(Kazim et al. 2004; Gorgens et al. 2005). En equinos se ha demostrado que concentraciones
mayores al 3.5% de GLY, puede ser toxico para los espermatozoides y afectar los porcentajes de
fertilidad (Samper & Garcia, 2008), también se ha observado que los espermatozoides de los
burros tienen una mayor sensibilidad al efecto toxico de este diluyente (Alvarenga et al. 2005;
Vidament et al. 2009). En la ultima década, algunos autores han demostrado una mayor eficacia
de la dimetilformamida (Alvarenga et al. 2000a; Alvarenga et al. 2005; Gomes et al. 2002;
Medeiros et al. 2002;) y el dimetilsulfoxido (DMSO) (Chenier et al. 1998), en la criopreservacion

de semen equino.

Desde hace unos afios en el departamento de reproduccién animal de la FMVZ-UNAM
desarrollamos un diluyente de criopreservacion para semen de garafion; el cual esta elaborado a
base de DMF (sustituyendo al GLY) y lipoproteinas de baja densidad (LDL), teniendo muy
buenos resultados en los pardmetros espermaticos postdescongelado (Bravo, 2011). Por lo que se
penso en utilizar dicho diluyente en la criopreservacion de espermatozoides de burro, lo que podria
disminuir la toxicidad y la reaccién inflamatoria exacerbada sobre el endometrio de la burra (Hu
et al., 2010; Jian-Hong et al., 2011).
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MARCO TEORICO
SITUACION ACTUAL DE LA POBLACION ASNAL

Los burros han sido tiles para la humanidad a lo largo de 5000 afios (Rosel et al., 2008). La frase
'bestias de carga' describe su utilidad y resistencia como animales de carga y (Mrema, 2014) en
muchas partes del mundo representan un importante papel econémico y social siendo de gran
utilidad en el transporte de agua, materiales de construccion y alimentos para ellos y otros
animales (Barzev, 2004; Mrema, 2014).

A principios de siglo XX, existian aproximadamente un millon de ejemplares, siendo las décadas
de los afios 60 y 70 cuando se produce el gran descenso de los asnos, y de los équidos en general,
siendo la intensa mecanizacion del sector agricola la causa principal. En las Ultimas 4 décadas en
México se ha observado un descenso dramaético de la poblacion asnal; en 1970, habia 3.2 millones
de cabezas en unidades de produccidn rural (SIC. Direccion General de Estadistica, 1975) y segun
los dltimos registros, en 2007 se tuvo tan solo 581 mil cabezas (INEGI, 2007); mientras que los
continentes que cuentan con mayor nimero de cabezas de ganado de asnos, son Africa y Asia,
seguido de America del Sur (CEAM, 2014)

Sector econémico

La conservacion de razas en peligro de extincion representa una ventaja muy importante para
aplicar la biotecnologia reproductiva en los burros, ya que, por ejemplo, durante el siglo XX, tan
solo en Europa, disminuyd hasta el 80% de su poblacion (Save foundation, 2013), asi como en
China, que decreci6 de 9.56 a 5.42 millones de cabezas entre 1998 y 2015 (Wu, 2017). En Europa
Central, los burros son vistos principalmente como un animal de uso recreativo y en ocasiones

sirven de apoyo en programas de terapia con animales.

También se ha observado un aumento en la demanda de leche de burra y sus subproductos junto
con la de los productos carnicos que se comercializan en los mercados gourmet y como productos
dietéticos especificos (Kugler et al. 2008). Segun datos de la FAO, las importaciones en América
Latina de asnos vivos, lo ocupa México, con el mayor nimero de importaciones con 7 toneladas,

seguido de Colombia con 2 y finalizando con Honduras que reporta 1 tonelada (CEAM, 2014).
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Los burros se han utilizado en México desde su introduccion en el siglo XV por los conquistadores
y son conocidos por su excepcional capacidad de supervivencia, longevidad, bajo costo,
resistencia fisica, docilidad, paciencia y bajos requisitos de manejo (Burden et al., 2009; Kugler et
al., 2008; Mattioli, et al., 1994; Musa 1998). Los équidos de trabajo son muy importantes, con una
poblaciéon estimada de 581 mil cabezas (INEGI, 2007) y contribuyen significativamente a la

economia rural siendo éste un sector de la poblacidn que depende de la tierra para sobrevivir.

Sector social

Durante la Gltima década, la investigacion se ha dirigido hacia las propiedades y usos de la leche
de burra ya que tiene una composicién quimica distinta y propiedades nutricionales particulares,
similares a la leche de la mujer, que difiere principalmente en un menor porcentaje de grasa y, por
lo tanto, presenta un valor energético reducido (Dugo et al., 2005; Guo et al. 2007, Valle et al.,
2018). En Grecia y Chipre, existen informes etnograficos sobre el uso de la leche de burra para
alimentar a los bebés, ya sea como reemplazo de la leche de la mujer o para tratar enfermedades

como la tosferina (Tidona et al. 2011).

Al poseer caracteristicas bioquimicas muy parecidas a la leche de las mujeres se le ha considerado
como una fuente de alimentacion alternativa en nifios con alergia a la proteina de la leche de vaca,
que afecta aproximadamente al 3% de los nifios menores de 3 afios, la leche de burra es
hipoalergénica debido principalmente al bajo contenido de caseina (Carroccio et al., 2000; Lara-
Villoslada et al., 2005; Monti et al. 2007; Restani et al. 2009; Sampson, 2004). También es
considerada como "alimento farmacéutico” porque posee caracteristicas antibacterianas (Zhang et
al. 2008), antivirales (Brumini et al. 2013), antiinflamatorias (Jirillo y Magrone 2014),
antiproliferativas y efectos antitumorales (Mao et al. 2009), que la hacen diferente de la leche de

otros mamiferos.

Estudios anteriores han demostrado que los efectos inhibidores microbianos de la leche de burra se
deben a sus altas concentraciones de agentes antimicrobianos como la lisozima y la lactoferrina
(Tidona et al. 2011; Vincenzetti et al. 2008).
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La literatura sugiere que la leche de burra contiene menos grasa y proteina pero mas lactosa, en
comparacion con la leche de vaca (Salimei y Fantuz 2012). En el Cuadro 1 se encuentran los
valores nutricionales de la leche de burra que se han obtenido en algunas investigaciones, y se

comparan con los valores en mujeres y vacas:

Cuadro 1: Comparacion de los valores nutricionales de la leche de burra, de vaca y de mujeres

VALORES EN VALORES EN VALORESEN

COMPOSICION

BURRAS* MUJERES** VACAS**
Solidos totales ~ 8-10g/100ml  1257g/100ml  12.8g/ 100 ml
Proteina 1.5-1.8 g/ 100 ml 1.2 g/100 ml 3.3g/100 ml
Lactosa 6-7 g /100 ml 7.0g/100 ml 4.8 g /100 ml
Caseina 0.6g/100 ml 0.4g/100 ml 2.8g/100 ml
Grasa 0.28-1.82 g/ 100 ml 3.8g/100 ml 3.79g /100 ml
Lisozima 0.1g/100 ml 0.005 g / 100ml Trazas

* Guo et al. 2007; Piccione et al. 2008; Salimei et al. 2004; Saric et al. 2012; Tidona et al. 2011
** Bjdot, 2017; Guo et al. 2007; Guzman e llabaca, 2007

ANATOMIA REPRODUCTIVA DEL BURRO

Anatomia de la hembra
Anatomicamente la burra es muy similar a la yegua en muchos aspectos reproductivos. A
continuacion se especificaran las diferencias anatdmicas del aparato reproductivo en la burra

empezando de craneal a caudal (Figura1ly 4)

Ovarios

Los ovarios se encuentran ventralmente al nivel de la cuarta y quinta vértebra lumbar (Figura 1),
ligeramente mas craneales en comparacion con las yeguas, las dimensiones de los ovarios varian
entre 33 y 54 mm de longitud y 19 y 41 mm de ancho, tienen forma de frijol, la corteza se
encuentra internamente, mientras que la medula se ubica en la parte externa; tienen una fosa de
ovulacion en su borde libre y estdn suspendidos por el mesovario (Figura 2) (Nishikawa y
Yamasaki 1949; Renner et al. 2009). EI tamafio promedio del foliculo preovulatorio depende de la

raza: de 30 a 33 mm en el Poitou y de 35 a 40 en el Pega y el Mamut (Tibary et al., 2006).
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Figura 1: Vista lateral izquierda del aparato genital de una burra 1. Recto, 2. Vagina, 3. Vejiga,
4. Cuerno uterino, 5. Ovario izquierdo, 6. Ligamento uterino, 7. Glandula mamaria; a. Aorta
abdominal, b. Arteria ovarica, c. Rama uterina de la arteria ovérica, d. Arteria uterina, e. Rama
uterina de la arteria vaginal. Adaptado de Renner et al. 2009.

Ovidutos

Al igual que en las yeguas, los oviductos contienen el infundibulo, &mpula e istmo. El infundibulo
tiene forma de embudo que conecta al ovario con el oviducto, su superficie esta cubierta por
fimbrias, las cuales captan al ovocito al momento de la fertilizacion. El infundibulo conduce
directamente a la porcion delgada del oviducto llamada ampula; en la yegua y la burra la unién de
la &mpula con el istmo sirve de punto de control permitiendo solamente el paso de ovocitos
fertilizados dentro del istmo. El istmo se conecta con el cuerno uterino mediante la unién Gtero
tubérica, y actia como reservorio espermatico (Rangel, 2018; Renner et al. 2009). El oviducto
ingresa al Utero a través de la papila Gtero tubérica, la cual en el caso de las burras es mas pequefia

que en las yeguas (Figura 2).

En burras, el mesosalpinx es mas ancho que en las yeguas, cubriendo el aspecto lateral del ovario
como una cortina y formando una gran bolsa o bursa ovérica que es visiblemente mas profunda
que en las yeguas (Figura 3). Ademas, el ligamento ancho es tenso y distinto que en las yeguas, y

presenta un gran apéndice, su morfologia difiere sustancialmente en tres aspectos: debido a la
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formacion mas amplia del mesosalpinx, la bolsa ovarica es méas espaciosa en la burra y el

apéndice craneal del ligamento ancho parece ser mucho mas prominente (Renner et al. 2009).

Figura 2: Oviducto de una burra: 1. Infundibulo, 2. Ampula, 3. Istmo, 4.
Union Gtero-tubérica, 5. Papila Gtero tubarica. Tomado en CRE-UNAM

Cuernos uterinos

Los cuernos uterinos estan situados a nivel de la quinta vértebra lumbar, las longitudes de los
cuernos uterinos varian de 65 a 130 mm. Al igual que en las yeguas, el mesometrio esta unido al
contorno dorsal de los cuernos uterinos y dorso-lateralmente al cuerpo uterino, se origina en las

paredes dorsolaterales de la cavidad peritoneal abdominal y pélvica. (Figuraly 3).

Utero
A diferencia de la yegua el Gtero de la burra tiene forma de Y, la luz del cuerpo del Gtero y los

cuernos estan colapsados (Figura 3y 4).
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Figura 3: Vista dorsal del aparato genital en una burra: 1. Ovario, 2. Fosa de ovulacion, 3.0viducto,
4. Cuerno uterino, 5. Cuerpo del Utero en donde se pueden apreciar los pliegues endometriales,
6. Cérvix, 7. Fornix, 8. Vagina, 9. Vestibulo vaginal, 10. Clitoris, 11. Vulva; A. Orificio uretral,
B. Vejiga, C. Ureter; a. Mesovario, b. Mesosalpinx, c. Bursa ovarica, d. Apéndice del ligamento
ancho e. Ligamento intercornual, f. Mesometrio, a. Arteria uterina. Tomado en CRE-UNAM

Figura 4: Comparacion de dos Uteros: A. Burra Gtero forma de Y,
B. Yegua Utero forma de T. Tomado en CRE-UNAM
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Cérvix

El cuello uterino de la burra suele ser mas largo que el de la yegua, con un diametro mas pequefio,
pliegues longitudinales irregulares, en forma de cono que sobresale hacia la vagina formando un
fornix més profundo (Figura 3), esta protuberancia podria dificultar la IA provocando una mayor
incidencia de adherencias cervicales post distocia, (Pugh et al. 2002; Tibary et al. 2006; Renner et
al. 2009; Vendramini et al., 1998).

Vagina
La vagina en las burras es mas ancha que en las yeguas, la cual estd relacionada con la masa
corporal, la porcién craneal de la vagina conduce hacia el fornix conectando con el cérvix, en la

parte caudal conduce hacia el vestibulo vaginal (Figura 3) (Renner et al. 2009).

Labios vulvares

Los labios vulvares forman el extremo caudal del tracto reproductivo, los cuales son méas pequefios
y por lo general muy estrechos y se encuentran por debajo del piso de la pelvis (Renner et al.
2009).

Anatomia del macho

Anatomicamente el burro es muy similar al caballo, con la diferencia que los O6rganos
reproductivos del burro son mas grandes, de acuerdo a su tamarfio, como es el caso especifico del
glande del pene que presenta una dilataciobn mas pronunciada durante la ereccién y eyaculacion
(Figura 5) (Marcelo et al., 2018).

Glandulas accesorias

e Ampulas: Las ampulas son un ensanchamiento provocado por la proliferacion glandular
en la pared del ducto deferente, cuya funcion es producir una secrecién mucoide y viscosa,

rica en carbohidratos, que se adiciona al liquido seminal (Mai, 2014, Sisson et al., 1975)

e Vesiculas seminales: tienen forma de pera, tienen un cuerpo y un cuello o conducto. Se
ubican ventral al recto a unos 14-15cm vy lateral al cuello de la vejiga y las ampulas (Figura
5) (Mai, 2014; Mohamed y Anwar, 2017).
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e Prostata: estd compuesta de un istmo central y dos I6bulos laterales; cada uno es triangular
con una superficie dorsal céncava extendida a lo largo del borde caudo-lateral de las
glandulas vesiculares, la secrecion prostatica es alcalina, y da el olor caracteristico al
semen (Figura 5) (Mai, 2014; Mohamed y Anwar, 2017)

e Bulbouretrales: son glandulas pares, de forma ovalada (Figura 5) (Mai, 2014), se localiza
en la cara dorso-lateral de la uretra pélvica a unos 4 cm del ano y a 3 cm de la glandula
prostatica, su secrecion es rica en mucina y se vierte en la uretra al momento de la

eyaculacion (Mohamed y Anwar, 2017).

Ducto deferente

Es un tubo que se extiende desde la cola del Epididimo hasta la porcion pelviana de la uretra, a
través de él pasan los espermatozoides durante la eyaculacion y antes de llegar a la uretra el

didmetro del conducto aumenta, formando la &mpula (Figuras 5y 6) (Mai, 2014)

Figura 5: Vista lateral derecha del aparato genital en un burro: A. Ano, B. Recto,
C. Rifiones, D. Uréteres, E. Vejiga, F. Sinfisis pélvica, 1. Ampula, 2. Vesiculas
seminales, 3. Prostata, 4. Glandula bulbouretral, 5. Ducto espermatico, 6. Corddn
espermatico, 7. Uretra, 8. Pene, 9. Epididimo, 10. Testiculo, 11. Escroto, 12. Glande
del pene. 13. Prepucio. Adantado de Mai. 2014
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Epididimo

Es el 6rgano donde se lleva a cabo la maduracion de los espermatozoides, el epididimo contiene
una cabeza, cuerpo y cola. La cabeza se localiza anteriormente al testiculo y esta adherido a éste
por medio por medio de los conductos eferentes, tejido conectivo y la membrana serosa; el cuerpo
descansa dorso lateralmente al testiculo, al que se une por tejido seroso que forma lateralmente un
saco llamado seno del epididimo y la cola del se localiza en la parte posterior y esta unida al
testiculo por su ligamento propio, esta se continGa con el ducto deferente (Figura 6) (Mai, 2014;
Galotta, 2009).

Uretra
La uretra esta formada de una porcidn pelviana seguida de la porcién peneana. La porcion pelviana
comprende a su vez una porcion pre prostatica, esta sirve s6lo como via urinaria, y una prostatica

en donde desembocan los conductos deferentes y las glandulas accesorias (Figura 6) (Mai, 2014)

Testiculos

Son pares, ovalados, globulares, ubicados en la region inguinal dentro del escroto, los testiculos se
encuentran envueltos en la tdnica albuginea, seguida de una vaginal que se divide en visceral y
parietal, y una capa fibroelastica de masculo liso llamada tunica dartos (Dyce et al., 1987) (Figura
5y 6). El escroto, estd conformada por una piel delgada escasamente peluda y con manchas de
color gris y oscuro, es asimétrico cubriendo a los testiculos; y la tlnica dartos que se encuentra
adherido a la piel, formado de tejido fibroelastico y fibras musculares estriadas y lisas que ayudan
a la regulacion de la temperatura de los testiculos (Dyce et al., 1987; Mai, 2014). Los testiculos y
el epididimo del burro son méas pequefios y livianos, pesando aproximadamente la mitad de los de

un caballo, ademas que el testiculo izquierdo es mas pesado (Dyce et al., 1987; Mai, 2014).

Pene
Esta compuesto por una base, un cuerpo y un glande (Figura 5). Es un 6rgano musculo cavernoso
que mide 36.3 = 1.20 cm de largo y 5.0 + 0.40 cm de didametro cuando esta relajado. El cuerpo esta

aplanado lateralmente en su mayor parte, pero se vuelve redondeado y mas pequefio cranealmente.
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El pene consta de los siguientes musculos: bulbo esponjoso que cubren toda la longitud del pene y
se encuentra ventral a la uretra; cuerpo cavernoso; cuerpo esponjoso; y muasculo retractor del pene
que esta ventral al bulbo esponjoso. La tunica albuginea es un material blanquecino fibroso y
grueso que cubre el cuerpo cavernoso. Las trabéculas en el burro atraviesan el interior del cuerpo

cavernoso Y el cuerpo esponjoso que encierra la uretra (Mai, 2014).

e Glande: el glande del burro es convexo de forma craneal y consiste en tejido blando, y el
cuerpo esponjoso que esta cubierto por una piel eldstica. En medio del glande hay una
constriccion llamada cuello del glande que se extiende para formar la corona del glande. La
fosa del glande se encuentra en la parte craneal media del glande, también se encuentra la

apertura del orificio uretral externo y el proceso uretral (Figura 5) (Mai, 2014).

e Prepucio: es una porcion de tejido epitelial y mucosa que rodea la porcion craneal del
cuerpo y el glande, posee una lamina externa, una interna y un pliegue prepucial para
permitir la salida del pene y la orina (Figura 5). La lamina externa se introduce en la
cavidad prepucial y continua como la lamina interna, en donde se encuentran las glandulas

productoras de esmegma (Konin y Liebich, 2011; Mai, 2014).

Figura 6: Vista lateral del testiculo en un burro: 1 Arteria testicular, 2. Vena testicular, 3.
Plexo pampiniforme, 4. Tdnica vaginal visceral, 5. Ducto deferente, 6. Tunica vaginal
parietal, 7. Cola del epididimo, 8. Cuerpo del epididimo, 9. Cabeza del epididimo,
10.Conducto eferente, 11.Red testicular, 12.TUbulos seminiferos contorneados, 13.Tubulos
seminiferos rectos, 14.Tdnica albuginea. Adaptado de Mai, 2014.
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EL CICLO ESTRAL

Epoca ovulatoria

En el caso de las burras la pubertad se alcanza generalmente dentro del primer o segundo afio de
vida y la duracion del ciclo estral es ligeramente més larga que la de la yegua entre 23 a 24 dias,
con una variacion de 13 a 31 dias. La burra presenta un estro que dura entre 6 a 9 dias y un diestro
de 16 a 17 dias. La burra es poliéstrica estacional aunque muestran menos estacionalidad que las
yeguas (Blanchard et al., 1999; Contri et al., 2014; Ferlding 1988; Ginther, 1987; Pugh, 2002;
Tibary et al. 2006).

Estro

El estro suele durar entre 6 a 9 dias y la ovulacion tiene lugar durante las Gltimas 24 horas de este
periodo (Ferlding 1988; Tibary et al. 2006; Vandeplassche et al., 1981). La dominancia folicular se
establece cuando se encuentran foliculos mayores a 25mm. Vandeplassche et al., (1981) determino
que el didametro del foliculo mas grande comienza a aumentar significativamente 7 dias antes de la
ovulacion, con un promedio de crecimiento folicular de 2.7mm por dia, también se observa un
engrosamiento gradual de la pared folicular y un cambio en la forma folicular de circular a
irregular, a medida que la ovulacion se acercaba, similar a los cambios que ocurren en los foliculos
dominantes en yeguas que se aproximan a la ovulacién (Dadarwal et al., 2004). Lemma et al
(2006) observaron que aproximadamente el 80.5% de los foliculos pre-ovulatorios (> 20 mm)
cambiaron su forma de esférica a ovalada, irregular o elipsoidal antes de la ovulacion, el 19,5%

restante continuaba con forma esférica.

El tamafio promedio del foliculo preovulatorio puede depender de la raza: de 30 a 33 mm en el
Poitou y de 35 a 40 (39,4 mm) en la raza Pega y el Mamut (Lun et al., 1998). En algunos estudios
(Arthur, 2001; Derar y Hussein, 2011; Purdy 2005; Taberner et al., 2008) encontraron que la
ovulacion ocurre en algunas ocasiones con mas frecuencia en el ovario izquierdo que en el

derecho.



[15]

En algunas razas se ha notificado una incidencia de ovulaciones dobles y multiples. La incidencia
de ovulacion multiple generalmente varia dependiendo de la raza, por ejemplo en las razas
gigantes como Mamut puede alcanzar hasta un 61%. En las burras, la mayoria de las ovulaciones
dobles (75%) son asincrdnicas, con un intervalo entre ovulaciones que van de 1 a 4 dias en general
y hasta 11 dias en algunos casos y con una tasa de ovulacion de 26.4% en primavera y de 19.5%

en verano, otofio e invierno (Li et al., 2020).

Diestro

El periodo inter ovulatorio o diestro es significativamente mas largo en burras que en las yeguas
(Ginther et al, 1987; Meira et al., 1995; Vandeplassche et al., 1981). El diestro dura en promedio
18 dias con una variacién entre 17 a 20 dias, en las razas estandar tiene una duracion en promedio
de 19 a 20 dias y en las razas gigantes de 17 a 20 dias (Blanchard et al., 1999; Vandeplassche et
al., 1981).

EPOCA ANOVULATORIA

La época anovulatoria en burras tiene una duracién promedio de 137 + 7 dias, la temporada de
transicion de otofio ocurre del 1° de octubre al 30 de noviembre y la transicion de primavera del
1° de marzo al 8 de abril (Atayde y Rocha 2011; Li et al., 2020; Quaresma et al., 2015); sin
embargo, las burras pueden ciclar durante todo el invierno (Blanchard y Taylor, 2005). En general,
se ha observado que la funcién reproductiva se ve menos afectada por la época del afio en burras
que en yeguas (Blanchard et al 1999). En Brasil se ha observado una estacionalidad marcada
(54%), en la cual la época ovulatoria dura 199 + 63 dias y la época anovulatoria dura 166 + 63 dias
(Tibary et al., 2006).



[16]

COMPORTAMIENTO SEXUAL

Hembra

El comportamiento durante el estro en las burras se ha caracterizado por diferentes gestos y
posturas como es el caso del “boqueo” el cual consiste en abrir y cerrar la boca, ocasionalmente
con el cuello extendido, salivacion, espejeo, miccion, levantamiento de la cola y orejas hacia atras
(Figura 7b), este comportamiento persiste unas pocas horas después de la ovulacion y al igual que
en vacas, en burras es comun observar la homotipia entre hembras (Figura 7a) (Blanchard y
Taylor, 2005; Clayton et al., 1981; Ferlding, 1988; Fielding, 1988; Henry et al., 1987; Tibary y
Bakkoury, 1994; Tibary et al., 2006).

Figura 7: Comportamiento sexual en burros: a) Homotipia en la burra que monta y boqueo en la que se deja
montar ; b) Intentos de monta del macho sin ereccion con una burra en estro. Tomado en CRE-UNAM

Macho

El comportamiento sexual en el semental burro es ligeramente diferente al caballo, son mas
territoriales, sobre todo cuando las hembras estan en estro, este comportamiento incluye
vocalizacion, contacto naso-nasal, olfateo de la vulva, signo de flehmen, mordisquean los flancos
de la hembra, olfatean la cabeza, el cuello, el cuerpo, flancos, el perineo y la cola de la burra
(Tibary et al. 2006). Algunos llegan a mostrar varios intentos de monta antes de lograr una
ereccion y eyaculacion (Figura 7b), llegando a tardar entre 5 a 30 minutos en la respuesta
copulatoria, lo que es bastante largo en comparacion con los 10 minutos que requieren los caballos
(Pugh et al, 2002).
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COLECCION DE SEMEN Y PARAMETROS SEMINALES EN EL BURRO

Al igual que en caballos la coleccion de semen se realiza con la vagina artificial, con la diferencia
de que pueden llegar a tardar hasta 30 minutos para lograr una ereccion, comparado con el caballo
que es de 10 minutos, una vez que se logra la ereccion tardan en eyacular de 6 a 12 segundos. En
el cuadro 2, se muestran los valores de los parametros seminales que se obtienen en el burro y en
el caballo (Tibary et al, 2006).

Cuadro 2: Comparacion de los parametros seminales en burros y caballos

PARAMETROS SEMINALES BURRO* CABALLO**

Volumen libre de gel 25-70 ml 30 - 300 ml

Ph 7-738 72-7.7

Color Blanco aperlado Blanco aperlado
Motilidad total 80-95% 93-95%

Motilidad progresiva 90% 75-82%
Viabilidad 80-88 % 80-85%
Concentracion 200 — 500 x 106 spmz | 150 — 300 x 106 spmz

*Dorado et el., 2013; Miro et al., 2009; Matthews & Taylor, 2005; Taberner et al., 2009
** Ball, 2014; Restrepo et al., 2013.

Los burros no se ven afectados por la estacionalidad, observandose poca o ninguna alteracion en

los parametros seminales en la época de invierno (Miragaya et al., 2018).

CRIOPRESERVACION

La criopreservacion es una técnica mediante la cual los espermatozoides pueden ser mantenidos
viables a bajas temperaturas (-196 °C), generando una disminucion de su metabolismo celular
hasta una etapa de inactividad celular, por tiempo indefinido (Hafez y Hafez 2000; Ramos, 1996;
Watson y Morris 1987). Sin embargo, la calidad del semen descongelado es menor que la del
semen fresco, debido a que durante este proceso el espermatozoide sufre cambios en la estructura e
integridad de su membrana por el choque térmico, estrés osmotico y la formacion de cristales de

hielo, observandose una notable disminucién en la tasa de fertilidad (Pefia et al., 2011). Para
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disminuir el dafio a los espermatozoides durante la criopreservacion es necesario agregar

diluyentes que van a proteger a los espermatozoides durante dicho proceso (Moore et al., 2006).

Antecedentes de la criopreservacion del semen de burro

En la linea del tiempo (figura 6) se mencionan varios estudios que han usado diferentes diluyentes
para criopreservar el semen de burro a lo largo de la historia con el objetivo de mejorar la
motilidad post descongelacion.

Podemos observar que en el caso de los burros, a diferencia de los caballos, desde 1964 han
utilizado GLY en combinacion con otros crioprotectores observando buenos resultados en la
motilidad post descongelacion, pero el uso de la las LDL junto con otros crioprotectores, como el
GLY o amidas, se observé un incremento en la motilidad post descongelacion; sin embargo,
Montoya et al. (2017) observaron que al agregar plasma seminal (PS) post descongelacion se
obtienen mejores resultados de motilidad total (64.32%). En un estudio reciente (Alvarez et al.,
2019) utilizaron el calostro de burra como diluyente de congelacién observando una mejoria en la
motilidad post descongelacién (58.3%).

Las técnicas actuales empleadas para criopreservar el semen de burro se basan en metodologias de
congelacién y diluyentes que se emplean para criopreservar el semen de los caballos (Canisso et
al., 2008; 2010); por lo que, es necesario realizar mas estudios sobre los diluyentes o incluso
encontrar otras alternativas de diluyentes como lo hicieron Alvarez et al. (2019) con el objetivo de
obtener una mejor calidad post descongelacion en el semen del burro y un aumento en el

porcentaje de fertilidad en las burras.



1967
Krause y Grove

Utilizaron diluyentes a base de glucosa,
lactosa y rafinosa con yema de huevo
(YH) y glicerol (GLY) siguiendo la
metodologia de criopreservacion de
bovino de Nagase y Niwa (1964)
obteniendo motilidad total de 50-70%

J

1998
Trimeche

Se evaluaron 4 burras de la raza Poitou
adicioné yema de huevo de codorniz en un
medio que contenia 4% de GLY, observando
una mejora en la motilidad total (53.4%) .
sin embargo para poder inseminar a las
burras es necesario eliminar el GLY

2017
Bottrel et al.

Se congelo el semen de 6 burros Andaluces
usando como crioprotector glutamina,
prolina y taurina, observaron que la
suplementacion con glutamina o taurina
mejoro el % de motilidad total (51.8y
49.8% respectivamente), integriddad del
acrosoma y DNA postdescongelacion

2017
Diaz et al.

Se evaluaron 5 burros Andaluces, primero
se utilizo un diluyente comercial sin
diluyentes permeables a base de YH
adicionado con 1% de albumina suero
bovino (BSA) + sacarosa; y después se
usaron los mismos diluyentes
resuspendido con GLY, obteniendo
mejores resultados con 0.25M de sacarosa
+1% BSA con un porcentaje de motilidad
total de 45.8%

2019
Alvarez et al.

Se evalio el eyaculado de 5 burros y el
calostro de burras y yeguas: se insemino
con: lactosa suplementado con YH; lactosa
con calostro burra y lactosa calostro con
vegua. Observaron que la calidad del
semen mejoro en los grupos que estaban
suplementados con calostro, y los mejores
resultados se obtuvieron con el calostro
de burra con una motilidad total de 58.3%

rmail

1996
Trimeche

Se evaluaron 4 burros de la raza Poitou, se
utilizoé como diluyente de criopreservacion
L-glhitamina+4% GLY + 2% YH de codorniz,
observando una mejoria en la motilidad
post-descongelacion obteniendo mejor
porcentaje de motilidad total (40.2%) con
glutamina somM

2011
Canisso et al

Se evaluaron 5 burros de la raza Pega los
diluyentes de criopreservacion que
utilizaron fueron Lactosa EDTA y Lactosa-
yema, concluyendo que no habia ninguna
diferencia significativa en la evaluacion de
los parametros seminales de ambos
diluyentes con una motilidad total de 37%

2017
Montoya et al.

Se criopreservo el semen de 5 asnos criollos
con 3% GLY; 5% dimetilformamida (DMF); 2-
5% YHC y 10-20% PS. Concluyeron que el uso
de YHC y PS mejoro el % de motilidad total
de (64.32%), vitalidad y la integridad de la
membrana

2018
Ferrante et al.

2e criopreservo el semen de 4 asnos criollos con
los tratamientos: 1) Kenney + 20%YH; 2) Kenney
+20% YH centrifugado; 3) EDTA + Glucosa+ 20%
YH; 4) EDTA-Glucosa+20% YH centrifugado, y
todos contenian 7% DMF, Concluyeron que el
uso de YH centrifugado tuvo efectos adversos
sobre la motilidad, en cambio al ser agregado el
YH al diluyente se obtuvo una motilidad total de
41% con Kenney y 40% con EDTA

Figura 8: Linea del tiempo de los
criopreservadores usados en el semen de
burro.



[20]

Diluyentes

Los diluyentes para la criopreservacion de semen, contienen sustancias como antibioticos,
azlcares y sustancias crioprotectoras que permitan la supervivencia de los espermatozoides,
mitigando los efectos negativos al congelar/descongelar, manteniendo la viabilidad, la actividad
metabdlica, regulacion de pH, proteccion del choque térmico, buena presion osmatica, neutralizar
toxinas y estabilizar la membrana celular asi como incrementar el volumen de la dosis inseminante
(Palacios, 1994; Pérez, 2006; Dietz, et al., 2007). Existen dos clases de crioprotectores:

1) Los permeables como el etilenglicol (EG), dimetilsulfoxido (DMSOQO), GLY vy las amidas
como la dimetilformamida (DMF), metilformamida (MF), entre las cuales, el GLY es
posiblemente el crioprotector mas empleado en la congelacion del semen de équidos
(Hoffmann et al., 2011; Rota et al., 2012). Dichos diluyentes, inhiben la formacién de
hielo intracelular y disminuyen la concentracion de sales (Brum et al., 2008; Schober et al.,
2007)

2) Los no permeables a la membrana celular, como los azucares, LDL, leche en polvo
descremada, yema de huevo (YH) suero y otras macromoléculas ayudan a estabilizar la

membrana plasmatica (Schober et al., 2007)

A continuacién se mencionan los diluyentes que fueron utilizados en este trabajo y en el cuadro 3

se encuentra la composicion de ambos diluyentes:

Cuadro 3: Composicion del diluyente Botucrio® y el diluyente elaborado en la FMVZ de la UNAM

Diluyente elaborado FMVZ-UNAM

GLY 1.00% | DMF 2.50%
MF 4.00% | MF 2.50%
YH 50 mg | LDL 3%
Ticarcilina 2% | Leche descremada en polvo 2.40%
Equex 0.5 ml | Penicilina sodica 0.045¢g
Agua MiliQ 100 ml | Equex 150 pl

Agua desionizada 50 ml

*Camacho, 2014
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Botucrio®

Es un diluyente comercial que se ha utilizado para criopreservar el semen equino, combina GLY,

YH y MF como crioprotector, ademas de 20 aminoéacidos diferentes en el diluyente base.

YH: su efecto crioprotector se le ha atribuido principalmente a las LDL y fosfolipidos
(lecitina) que protegen a la membrana espermatica disminuyendo el choque térmico
(Medeiros et al., 2002. 27). La YH se compone de proteinas como: LDL (68%),
lipoproteinas de alta densidad (16%), livetinas (10%) y fosvitinas (4%); que se encuentran
divididas en dos fracciones los granulos y el plasma o materia seca (Anton y Gandemer,
1997; Jolivet et al., 2006), esta Gltima se compone principalmente de LDL (85%) y
livetinas (15%) (Jolivet et al., 2006). En algunos estudios se ha utilizado la YH entera
como crioprotector para semen de burro obteniendo buenos resultados pero la desventaja
que tiene es que la fraccion de los granulos interfiere con la evaluacion y el metabolismo
del semen (Pace y Graham, 1974), se observO que se obtienen mejores resultados al
centrifugar la YH para recuperar la fraccién del plasma y obtener un extensor mas limpio
facilitando la evaluacion del semen (Jiang et al., 2007; Pace y Graham, 1974; Wall y Foote,
1999).

MF: las amidas se han considerado como el crioprotector ideal al tener bajo peso
molecular, gran solubilidad en agua y baja toxicidad, las amidas que han obtenido mejores
resultados son la MF y DMF (Alvarenga et al., 2005). Debido a su menor peso molecular
tiene una mayor capacidad de difusion a través de la membrana plasmatica de los
espermatozoides, resultando en un equilibrio mas réapido entre las regiones intra y
extracelular y un menor potencial para generar dafio espermatico mediante el choque
osmotico (Alvarenga et al., 2005; Medeiros et al., 2002; Moffet et al., 2003; Squires et al.,
2004).

GLY a pesar de que es el diluyente mas utilizado en caballos se ha demostrado que a
ciertas concentraciones (>3.5%) el GLY tiene un efecto tdxico sobre los espermatozoides
de caballos (Macias et al., 2012), también se ha observado que los espermatozoides de los
burros tienen una mayor sensibilidad al efecto toxico de este diluyente (Alvarenga et al.

2005; Vidament et al. 2009). Su efecto toxico causa alteraciones a nivel intracitoplasmatico
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provoca incremento de la viscosidad, alteracion en la polimeracion de la tubulina y de la
asociacion de los microtdbulos, desnaturalizacion de las proteinas, cambio en las
interacciones de la actina, y estrés osmatico ya que penetra en menor velocidad comparado
con otros crioprotectores (Fahy et al., 1990; Gilmore et al., 1995; Hammerstedt y Graham,
1992). ElI GLY se ha probado a diferentes concentraciones en combinacion con otros
diluyentes como la YH, y se observé que las concentraciones mas bajas de GLY tienen una
mayor eficacia en la supervivencia de los espermatozoides (Cochran et al., 1984;
Cristanelli et al., 1985)

Investigadores brasilefios han observado que la combinacion de amidas con GLY a bajas
concentraciones (1%) han obteniendo mejores resultados a la descongelacion (Gomes et al..,
2002; Medeiros et al.., 2002; Melo et al.., 2007; Papa et al., 2002; Alvarenga et al., 2005), es por
este motivo que se elabord este diluyente comercial con una composicion de 1% de GLY, 4% de
MF y 2% de YH (Alvarenga et al., 2005; Gomes et al 2002; Medeiros et al., 2002; Melo et al,
2007; Moffet et al 2003; Morillo et al., 2012; Rossi et al., 2003; Terraciano et al., 2008); el
Botucrio® también utiliza una sustancia surfactante que es el Equex (lauril sulfato de sodio) , este
ayuda a mejorar la tasa de supervivencia post descongelacién aumentando la estabilidad de la

membrana espermatica en los equinos (Wu et al., 2013)

Diluyente elaborado en el area de reproduccion equina del Departamento de Reproduccién, FMVZ
de la UNAM

Desde hace unos afios nuestro grupo de trabajo desarrollamos un diluyente para criopreservacion
de semen de equino; el cual esté elaborado a base de DMF y LDL (sustituyendo a la YH), teniendo
muy buenos resultados en los parametros espermaticos post-descongelacion (Bravo, 2011). Por lo
que se pensd en utilizar dicho diluyente en la criopreservacién de espermatozoides de burro,
debido a la ausencia de GLY podria prevenir la toxicidad que se sabe que tiene sobre el semen y
también sobre la reaccion inflamatoria que aparentemente causa sobre el endometrio de la burra
(Vidament et al., 2009).

- LDL: se compone de proteinas (12%) y lipidos (87%) (Moussa et al., 2002), las LDL se
encuentran en la fraccion del plasma de la YH. Su efecto crioprotector, es prevenir la
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formacion de cristales de hielo al adherirse a la membrana plasmatica de los
espermatozoides, mediante la fusion con los liposomas de dicha membrana, protegiendo su
integridad del choque térmico durante los procesos de congelacion y descongelacion
(Bergerom et al., 2004; Hu et al., 2010; Jian-Hong et al., 2011; Anton y Gandemer, 1997;
Foulkes, 1977). Actualmente, varios estudios han demostrado que la sustitucion de la YH
en diluyentes con LDL mejoraron la motilidad y la integridad de la membrana espermatica
post-descongelacién en comparacion con el uso de extensores comerciales que contienen
YH entera, sin embargo, si la LDL se usa a concentraciones mayor al 10% pueden ser
perjudiciales para los espermatozoides, debido a una mayor presion osmotica (Pace y
Graham 1974)

Leche en polvo descremada: se ha demostrado que actia como una fuente de energia,
siendo su efecto crioprotector permitir la adaptacion de los espermatozoides al cambio de
temperatura ya que posee fosfolipidos similares a los de la membrana de las células
germinales, ademas el fosfocaseinato, B-lactoglobulina, glucosa, trealosa y rafinosa tienen
un efecto antioxidante, aumentando la actividad de la glutation peroxidasa, la superdxido
dismutasa y la catalasa, las cuales son enzimas esenciales para el control del mecanismo de
la oxido-reduccidn y prevenir la muerte de los espermatozoides por los radicales libres de
oxigeno (ROS) (Kankofer et al., 2005).

DMF: es conocida por su efecto crioprotector en semen equino, que se atribuye a una
menor toxicidad y su menor peso molecular tiene una mayor capacidad de difusién a través
de la membrana plasmatica de los espermatozoides (Alvarenga et al., 2005). Se ha visto
que en los burros andaluz la DMF tiene un efecto positivo sobre la movilidad y la
integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides, reduciendo el dafio
ocasionado por el choque osmético (Acha et al., 2015; Medeiros et al., 2002; Squires et al.,
2004).
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INSEMINACION ARTIFICIAL

Las técnicas de reproduccion asistida como la 1A permiten transportar semen de individuos de
alto valor genético sin necesidad de trasladar a los animales. Ademas de permitir la distribucion
del material genético, se reduce también el riesgo de endogamia y se potencia el desarrollo de

programas de conservacion de razas en vias de extincion (Rota et al., 2008).

En los dltimos afios, la congelacion de semen de caballo ha sido ampliamente estudiada hasta el
punto de convertirse en una técnica reproductiva de uso rutinario en la industria equina debido a
los buenos indices de fertilidad y los bajos costos (Aurich, 2008). No obstante, ain no se tiene un
protocolo de criopreservacion de semen especificamente para burros para, tal vez asi, obtener
mejores resultados en la tasa de fertilidad en las burras. (Cottorello et al., 2002; Miro y col., 2009;
Rota y col., 2008; Santos et al., 1995; Serres et al., 2002; Vidament et al., 2009).

Las tasas de fertilidad obtenidas por IA en la burra con semen fresco oscilan entre el 51 y 73%
(Marianelli et al. 2009; Oliveira et al. 2012) con semen refrigerado entre el 26% y 45% (Alvarez
et al. 2004; Vidament et al. 2009), mientras que con semen congelado disminuyen drasticamente
desde el 36 hasta el 0% (Oliveira et al. 2006; Rota et al. 2012; Trimeche et al. 1998; Vidament et
al. 2009) incluso cuando los espermatozoides se depositan profundamente en el cuerno uterino
(26%) (Oliveira et al. 2012).

El siguiente cuadro muestra las tasas de fertilidad obtenidas con semen congelado de burro en
diferentes estudios (Cuadro 2). Algunos autores concluyeron que tal vez las burras desarrollan una
respuesta inflamatoria més intensa después de la IA o monta natural en comparacion con la yegua
(Kotilainen et al. 1994, Miro et al., 2013), incluso se puede observar que las tasas de fertilidad mas
bajas se obtuvieron cuando utilizaron diluyentes con GLY y no fue eliminado post descongelacion,
esto respalda la hipotesis de Vidament et al. (2009), de que el GLY tiene un efecto negativo en el

utero de las burras. Se necesitan mas estudios para mejorar la tasa de fertilidad en las burras
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Cuadro 4: porcentaje de fertilidad en burras con semen congelado de burro en diferentes estudios

Autory # Diluyente . - % Mot. Dosis % de
~ . . > Diluyente congelacién S g o
afio Animales | centrifugacion progresiva | inseminante | gestacion
L-glutamina a 80 mM y 10% de
YH de codorniz en un medio basal 600x106 0%
Trimech Poitou que contiene 4% de GLY (medio spmz /13 1A
€CNE | Machos 4 T2-94)
etal,, | | e 42 - 56
Hembras
1998 13
Medio T2-94 sin GLY post 600x106 29-50%
descongelacion spmz [13 1A
2% DMSO + 2%DMF
2%dimetilacetamida(DA)+2%GLY
Se
Oliveira | Machos: 3% GLY + 2% DMF inseminaron
1 ™ pre y post 0%
etal., bra: Botu-Semen 36.5-435 aci /
2006 Hembra: ovulacion 53 1A
10 3% DMSO + 2% GLY 800x106
spmz
3% DMF
3% DA
Machos: 2.2% GLY+ Leche 400x106 0%
11 ' spmz /151A
Poitou, 1 2.2% GLY con leche post 400x106 | 13%
. Grand -
Vidament Noirv 1 descongelacion spmz /8I1A
etal, 'y INRA 82 47 - 56
2009 | Fyreneen 400x106 | 0%
Hembras: 2.1% GLY X 0
6 Poitou spmz /16 1A
y 7 raza 400x106 | 11%
H 0,
criolla 2.25% DMF spmz /28 1A
61.5%
GLY +PS 35+5.2 /13 1A
Amiata 23.1%
Machos: GLY + INRA 51.2+11.3 /13 1A
Rota et 500x106
al., 2012 2 INRA 96 spmz 25%
E Hembras: EG +INRA 53.3+11.3 113 s
10 131A
0,
GLY 51+74 20%

/13 1A
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4% de YH + 4,4% GLY con 20%
INRA96 post descongelacion 115 1A
I@mihata 4% YH + 4,4% GLY +PS + 59%
; achos: INRA96 post descongelacion /15 1A
Sazbé"ltg”' 2 INRA96 P ’ 24.8-51.6 520ﬁf6
Hembras: Y
13 4% YH +2,8% EG con INRA96 20%
post descongelacion /10 1A
20%
0, 0,
4% YH + 4,4% GLY /5 1A
Oliveira . ™ : Cpo Gtero | /12 1A
Macho: 1 v | BotuCRIO ™ ('usando dosis de p
etal., | Botu-Semen . o e . 39.9-445
2016 Hembra: inseminacién multiple, 4 por ciclo ) 1x 106 28.26%
28 Cuerno /46 1A
INRA 96 + 2% YH + 2.2% GLY 49 55 60%
Amiata con PS post descongelacién ' /10 1A
Fanelli et | Macho: 2 500x106
al., 2022 | Hembra: INRAIS spmz
10 INRA 96 + 2% YH + 2.2% GLY 55 4 22.22%
con INRA96 post descongelacién ' /91A

ENDOMETRITIS

La endometritis es la inflamacion del endometrio y una de las principales causas de infertilidad y
subfertilidad en la yegua (Gutjahr et al., 2000), ya que se producen una serie de cambios en el
utero que son incompatibles con el establecimiento de la gestacion. Generalmente, la endometritis
es el resultado de la interaccidn entre un agente causal, que puede ser de origen infeccioso 0 no y
los mecanismos de defensa uterina (Carnota, 2019), por lo tanto, dicha patologia, se divide en

causas infecciosas y no infecciosas o endometritis post-servicio.

Causas infecciosas

Endometritis bacteriana

Los mecanismos de patogenicidad de las bacterias se basan en la adhesion de estas a las
superficies epiteliales, impidiendo su extraccion fisica y generando toxinas que causan irritacion

en el endometrio, contribuyendo a la produccion de exudado inflamatorio y dando lugar a la
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formacion de biofilms que proporciona una matriz adhesiva a las bacterias en el endometrio
(Olson et al., 2002). Las bacterias pueden transmitirse por contacto sexual (venérea) o ser

oportunistas y provocar infecciones cronicas, algunos ejemplos son:

e Transmision venérea: T. Equigenitalis (metritis equina contagiosa), K. Pneumoniae y P.
Aeruginosa (Platt et al., 1976).

e Infecciones cronicas: se deben a microorganismos oportunistas, entre los que destaca S.

Equi subsp. Zooepidemicus y E. Coli (Katila, 2016).

Otras bacterias aerobias aisladas en el tracto reproductivo de la yegua incluye: Streptococcus alfa-
hemoliticos, Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Enterobacter spp., Actinobacter spp.,
Proteus spp. y Citrobacter spp.

Endometritis fungica

Este tipo de endometritis son poco comunes, aunque se dan con mayor frecuencia como
consecuencia del uso indiscriminado de antibidticos (Zafracas, 1975). La colonizacion del Gtero
por parte de los hongos necesita determinadas condiciones y que los mecanismos de defensa
vaginales no respondan de forma normal provocando un proceso de inmunosupresion en el animal.
Estas condiciones pueden ocurrir, por ejemplo, cuando el animal presenta una pneumovagina
(Zafracas, 1975) o cuando se estd administrando antibioterapia intrauterina de larga duracion para
tratar una endometritis persistente (Dascanio et al., 2001). Los hongos que se han aislado mas

comunmente son Aspergillus spp y Candida spp.

Endometritis post-servicio

La endometritis post-servicio es una respuesta fisiolégica del endometrio en casi todas las
hembras, que facilita la fagocitosis y eliminacion de microorganismos como bacterias, plasma
seminal, diluyentes y espermatozoides con el fin de restablecer un ambiente uterino sano y poder
llevar a término la gestacion (Troedsson el al. 2001b). Esta reaccién es especifica de especie y
varia segun las caracteristicas del semen inseminado (criopreservado, refrigerado o fresco), la
calidad del semen, el sitio de deposicion (Fiala et al., 2007; Kotilainen et al., 1994; Katila, 2005,

2012), la viabilidad, volumen, nimero de espermatozoides, la ausencia de plasma seminal, la
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adicion de crioprotectores, presencia de bacterias u otros contaminantes son factores que modulan
la intensidad de la respuesta inflamatoria (Eisenbach, 2003; Fiala et al, 2007; Gorgens et al., 2005;
Hunter et al., 2006; Kazim et al., 2004, 2005; Matthijs et al., 2003; Rozeboom et al., 2001,
Troedsson 2001b). Sin embargo, en caso de montas o IA frecuentes, se puede desarrollar una
respuesta inmune adquirida hacia los espermatozoides provocando un problema de fertilidad
debido al retraso de la limpieza uterina, desarrollando una endometritis persistente y un ambiente
incompatible para el embrion (Katila, 2012). Se ha visto que las altas dosis de espermatozoides
causan una inflamacion mas intensa pero con una fagocitosis rapida, en cambio, al usar dosis méas
bajas causaron inflamatoria leve pero prolongada (Cazales et al., 2020; Fiala et al., 2018; Gomes et
al., 2018)

Se sabe que los espermatozoides llegan al oviducto de burras y yeguas desde 30 min post servicio
y a las dos horas después del servicio post servicio, cuatro horas después hay una gran cantidad de
espermatozoides en el oviducto y seis horas mas tarde hay una reduccién significativa de
espermatozoides, por lo que dentro del lumen uterino debe haber poca cantidad de particulas
ajenas a éste, gracias a los mecanismo de limpieza uterino, entre otros, puede marcar la diferencia
de una endometritis transitoria o persistente (Eisenbach et al. 2003; Gorgens et al. 2005; Matthiis
et al. 2003; Rozeboom et al. 2001; Schuberth et al. 2008; Troedsson et al., 1995, 2001a).

Se sabe que en la yegua inseminada, ya sea con semen fresco o congelado, ocurre una marginacién
de PMN en los vasos sanguineos y migran al tejido endometrial causando edema y liberacion de
mediadores inflamatorios (principalmente COX-2) a partir de los 30 min a la exposicién del
semen, alcanzando su pico maximo después de 4 a 8 horas, para que a las 36 a 48 h se resuelva la
inflamacion (Kotilainen et al., 1994; Katila et al, 1995, 1996, 2001). En burras se ha observado
que el pico maximo de PMN ocurre a las 6 hrs post-1A con semen congelado (Miro et al., 2011;
Rota et al., 2012; Viles et al., 2013; Sabatani, 2013), en un estudio realizado por Sabatani (2013)
utilizando el método de lavado uterino de bajo volumen post-IA profunda con semen congelado
observo que el 50% de las burras a las 24 hrs todavia habia presencia de PMN. Lo anterior, se
explica debido a que su aparato genital es mas grande con respecto a su peso, el cérvix es mas

largo y tortuoso, el vestibulo vaginal tiene una mayor inclinacion y la vulva se encuentra debajo


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/phagocytosis
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del piso de la pelvis, lo que predispone a una mayor respuesta inflamatoria en el endometrio
(Renner-Martin et al, 2009; Vendramini et al., 1998; Veronesi et al., 2010).

Los principales mecanismos de resolucién de la endometritis en las yeguas son la respuesta

inmune innata como los neutrofilos, NK, IFN, TNF, junto con la limpieza mecanica, se considera

que los mecanismos de defensa del Gtero se dividen en:

Mecanismos fisicos: los cuales estan constituidos por las barreras fisicas y por la limpieza
mecanica, como las contracciones uterinas que junto con el sistema linfatico del Gtero
ayuda en la limpieza, disminuyendo el edema y eliminando las células inflamatorias del
endometrio a través de la luz uterina (Troedsson et al., 1991, Troedsson y Liu, 1993;
LeBlanc, 1991; LeBlanc et al., 1994). La contractibilidad endometrial est& regulada por la
liberacion de hormonas como la oxitocina y la PGF2a que aumentan las contracciones del
miometrio; los estrégenos estimulan los receptores de oxitocina regulando las
contracciones de los musculos uterinos, ademés de favorecer la sintesis de prostaglandinas
por parte de las células del endometrio, y ademas el endometrio esta cubierto por una capa
mucosa, la cual tiene una funcion protectora y con la ayuda de las contracciones uterinas
puede prevenir la adhesion bacteriana al endometrio eliminando las bacterias muertas y
células inflamatorias al exterior a través del cérvix con ayuda de los cilios que se
encuentran dentro del Gtero (Causey et al., 2000; LeBlanc & Causey, 2009). La
endometritis cronica provoca una pérdida de la capa mucosa y del epitelio, alterando la
arquitectura luminal lo que favorece que los microorganismos se adhieran a la pared
uterina ocasionando que la endometritis persista (Carnota, 2019; Causey, 2006; Kenney,
1978; Le Blanc, 2009). En las yeguas de edad avanzada ocurre una falla en el sistema de
drenaje linfatico y mecanico, promoviendo la acumulacion de liquido y el edema,

favoreciendo la endometritis (LeBlanc & Causey, 2009).

Mecanismo humoral y celular: es la respuesta inmunoldgica local donde intervienen los
PMN, linfocitos, inmunoglobulinas y mediadores de la inflamacion, ésta a su vez se
dividida en dos, la respuesta inmune adaptativa que estd mediada por linfocitos T y
responde selectiva y gradualmente a la deteccion de antigenos; y la respuesta inmune

innata que es inespecifica, rapida y transitoria, estd mediada por los receptores tipo Toll
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(TLR), inmunoglobulinas y el complemento, esta es la que actGa cuando ocurre la

reproduccion, lo que se explicard mas adelante (Canisso et al., 2014; Fiala et al., 2004).

Se sabe que en yeguas susceptibles a endometritis hay un aumento de la IL8 y una disminucion de
la IL10 a las 6hrs post-servicio y a las 24hrs ocurre un incremento de la IL1, IL6 y factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), las hembras con una inflamacién persistente mas alla de las 24hrs
acumulan oxido nitrico el cual dificulta la contractilidad uterina lo que impide una limpieza
uterina. (Alghamdi y Troedsson, 2002). En burras es escaso la informacién que hay sobre los la

reaccion uterina post-servicio y los mecanismos de limpieza uterino.

Interaccidn espermatozoide-Utero

El semen es considerado el principal responsable de la respuesta inflamatoria uterina ya que activa
la respuesta inmune innata, mediante la activacion de la cascada del complemento por las células
del endometrio (Troedsson et al., 2005), el complemento es importante para la posterior activacion
de la opsonizacion en las secreciones uterinas y la quimiotaxis de leucocitos (Hakansson et al.,
1993).

En la via clasica del complemento, la subunidad C4 se une a C1q, iniciando las divisiones
enzimaticas de C4 en C4a 'y C4b y C2 en C2a y C2b (Grossman et al., 2016). La agrupacion de
C4b con C2b activa la convertasa C3, dividiendo la C3 en C3a, y C3b, la primera esta relacionada
al reclutamiento de leucocitos y a una mayor activacion del complemento. La convertasa C5
divide C5 en Cha y C5b, y esto resulta en la formacion del complejo de ataque a la membrana
(MAC) (Walport, 2001). La interaccion de los espermatozoides con el Utero activa al
complemento aumentando la secrecion de C3b, C5a, leucotrienos y prostaglandinas, los cuales
provocan la quimiotaxis de PMN en el dtero (Pycock y Allen, 1990; Watson et al., 1987).

También se ha observado en yeguas que cuando las células endometriales entran en contacto con
el semen, plasma seminal o diluyente, se producen citocinas proinflamatorias como las
prostaglandinas principalmente, a través de la accién de la enzima COX-2 en la cascada de sintesis
del acido araquidonico (Figura 7), las principales citocinas que aparecen son interleucina 1 (IL1),
IL6 y TNFa, tanto las prostaglandinas como las citocinas provocan la activacion de las células del
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endotelio vascular, esto causa una constriccion de las arteriolas y dilatacion de las vénulas

aumentando asi la permeabilidad vascular y presencia de liquido uterino (Contran et al., 1999).

Los PMN constituyen una barrera esencial en la defensa uterina frente a infecciones, y su principal
actividad es la fagocitosis favoreciendo asi una rapida resolucién de la inflamacion (Katila et al.,
2007). Su primer mecanismo de accién de los PMN es fijar y capturar el espermatozoide mediante
la opsonizacidn la cual aumenta la fagocitosis de los PMN, las principales opsoninas del liquido

uterino son el complemento y la IgG (Carnota, 2019).

Por otro lado, los PMN pueden provocar muerte celular por medio de trampas extracelulares
(NETSs). Este es un mecanismo de muerte celular diferente a la necrosis y apoptosis, donde los
neutréfilos son capaces de formar redes compuestas por proteinas intracelulares, liberando su
ADN vy la cromatina nuclear al medio extracelular, atrapando e inactivando a los agentes exdgenos
en el sitio de infeccion del utero (Logters et al., 2009). Este tipo de respuesta inflamatoria solo ha
sido estudiado en yeguas por Reborddo et al. (2014) demostrando que las NETs pueden ser un
sistema de defensa contra la endometritis, sin embargo, las NETs también liberan moléculas, como
la mieloperoxidasa, lactoferrina, elastasa y cathepsina G, que son proteinas con propiedades
antimicrobianas, que podrian causar una fibrosis endometrial secundaria (Logters et al., 2009).
Las NETs son moléculas que contienen propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras
(Logters et al., 2009) que son inducidas por los ROS (especies reactivas de oxigeno),
lipopolisacaridos, entre otros, su actividad microbiana se llama netosis que ocurre cuando se
liberan los granulos que vienen de la ruptura de los PMN permitiendo que entre en contacto con

antigenos y otras células inmunes (Brinkmann, 2011).

Los neutréfilos también producen sefiales quimiotacticas para atraer monocitos que posteriormente
se van a diferenciar a macrofagos (van Gisbergen et al., 2005) y después estos leucocitos liberan
prostaglandinas para estimular la contractilidad miometrial y ayudar en la limpieza uterina junto
con las citosinas como la IL10, IL4, IL3 y la IL1RN (antagonista de la IL1) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), estos desempefian un papel importante en la resolucion de la inflamacion
(Arend et al., 2000; Christoffersen et al., 2012; Couper et al., 2008; Troedsson et al., 1995).
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La intensidad de esta respuesta inflamatoria depende de la cantidad de espermatozoides que
ingresan al Utero, a mayor concentracion mayor es la respuesta inflamatoria (Kotilainen et al.,
1994; Fiala et al., 2007; Cazales et al., 2018) y cuanto mayor tiempo permanecen los
espermatozoides en el Utero mayor serd la respuesta inflamatoria (Samper et al 2016). Estudios
previos han demostrado que solo un porcentaje reducido de espermatozoides son fagocitados por
PMN, ya que la mayoria permanecen adheridos a su superficie 0 se encuentran dentro de un halo

circundante (Miro et al., 2020a).
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inflamacion resuelta; Color rojo inflamacidn crénica Adaptado de Ley et al., 2002 y Lee 2020.
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Interaccion diluyente-Utero

Al utilizar semen congelado se produce una mayor reaccion inflamatoria comparada con semen
fresco o refrigerado, usando la misma dosis inseminante (Kotilainen et al., 1994), pero esta
respuesta no es del todo clara si se debe a la ausencia del plasma seminal; mayor concentracion
espermatica o la presencia del diluyente (Katila, 2001; Troedsson et al. 1995) no observaron
ninguna diferencia en la quimiotaxis entre semen fresco y semen congelado, o entre

espermatozoides vivos y muertos in vitro (Troedsson, 1995; Danvila 2020).

Se ha demostrado diferencias en la cantidad de PMN presentes en el Gtero dependiendo del tipo de
diluyente que se use. Con respecto, en la inseminacion con semen congelado utilizando diluyentes
con YH hay una menor respuesta inflamatoria que la provocada utilizando diluyentes con leche
descremada (Bergman y de Kruif 1997; Kotilainen et al., 1994; Parlevliet et al. 1997; Fiala et al.,
2007). Debido a la variedad de los diluyentes de semen, no se puede generalizar la intensidad de la

respuesta inflamatoria que se provoca con dichos diluyentes.

Por los resultados en diferentes trabajos, se ha pensado que los espermatozoides son los
responsables de la presencia de PMN en el Gtero, sin embargo, en un estudio realizado por Palm et
al (2008) analizaron los efectos de diferentes diluyentes de semen y plasma seminal, pero sin la
presencia de espermatozoides, sobre la respuesta inflamatoria del endometrio. En este trabajo, se
observo que todos los grupos experimentales tenian una marcada reaccion inflamatoria del
endometrio y hubo un aumento en la expresion de IL-1b, IL-6 y TNF-a en biopsias endometriales
de yeguas a las 12 h post-1A, sin embargo, en el grupo en donde se utiliz6 yema de huevo, se
observo menor inflamacion con respecto al diluyente con leche, PBS y el plasma seminal, esto
pudo haber ocurrido porque la yema de huevo tiene un alto contenido de progesterona, y los
autores sugirieron que la progesterona podria ejercer un efecto antiinflamatorio. Por otro lado,
Woelders y Matthijs (2001) se sugiriere que no es el componente de los diluyentes lo que provoca
el reclutamiento de PMN en la luz uterina, sino la presencia de liquido en el Gtero ya que las
células endometriales que entran en contacto con este diluyente se activan para sintetizar y liberar

citocinas y otros mediadores. (Robertson 2007).
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CITOLOGIAS ENDOMETRIALES

La citologia endometrial es un método diagnostico invasivo que permite evaluar, de manera
directa procesos fisiolégicos o patologicos del endometrio, mediante el estudio de las
caracteristicas citologicas cuantitativas y cualitativas (Vasquez et al. 2000). La citologia
endometrial ayuda a detectar una respuesta inflamatoria activa en el Utero, principalmente a través
de la deteccion de neutréfilos, también podemos observar presencia de células epiteliales, detritus,
moco, hifas de hongos, levaduras y bacterias (Bowen et al., 1980; Card, 2005; LeBlanc, 2011;
Ley, 1981). Los frotis citolégicos uterinos se usa cominmente como una herramienta de campo al
ser una técnica rapida y barata, pueden proporcionar un diagndstico rapido de endometritis en las
hembras y puede servir como guia para saber el tipo de terapia a implementar (Katila, 2016; Miro
et al, 2018). La presencia de células inflamatorias en el interior del Utero, en cantidad superior a la
normal, indicard un proceso inflamatorio (Katila, 2016); y si el problema persiste, existird un
recambio celular; por lo que, apareceran linfocitos y células mononucleares, permitiéndonos
diferenciar la inflamacion aguda de la crénica en funcién de los tipos celulares predominantes
(McCue, 2014). Los métodos de recoleccion de la muestra para el examen citoldgico del
endometrio abarcan desde hisopos de algodén, cepillos endometriales o lavado uterino de bajo

volumen:

a) Cepillos endometriales (Cytobrush): tanto en los seres humanos como en los équidos, se
ha determinado que la técnica del cytobrush o cepillo citoldgico es superior a otros
métodos para la recoleccién de células cervicales y endometriales (Bourke et al., 1997;
Glenthoj et al., 1986; Trimbos et al., 1986). Esto es porque la estructura del cepillo al tener
fibras de nailon aumenta la superficie de contacto con el endometrio y penetran con mayor
profundidad a las glandulas, recolectando células inflamatorias que se infiltran en el
endometrio (Martin-Hirsch et al., 2000). Cocchia et al. (2012), y se afirma que las células
obtenidas con “cytobrush” sufren menos alteraciones que las obtenidas por lavado. Sin
embargo, una de las desventajas del “cytobrush” es que sus fibras rigidas pueden ser
traumaticas, ocasionando la fragmentacion celular (Martin — Hirsch et al., 2000). Para la
toma de muestras se pasa el “cytobrush” protegido con un protector, para evitar contaminar
el cepillo con la vagina y al momento de llegar al cérvix se pone en contacto con éste,

arribando hacia el utero con la ayuda del brazo, previamente lubricado y con un guante de
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exploracién rectal. Una vez dentro de la zona a muestrear, que puede ser el cuerno, el
cuerpo uterino o la base de los cuernos, el cytobrush se rota contra la pared uterina en el
sentido de las agujas del reloj. Después se extrae el “cytobrush” del cérvix protegiéndolo

con su protector y se hace rodar el cepillo sobre un portaobjetos para el examen citoldgico.

Hisopos de algodon: debido a que el hisopo solo entra en contacto con un area de
endometrio de 1-2 cm? aproximadamente es mas propenso a no diagnosticar de manera
significativa la endometritis (LeBlanc, 2010). El procedimiento para introducir el hisopo en
el utero es similar al utilizado con el “cytobrush” o la biopsia. Cuando el hisopo llega al
cuerpo uterino se desliza sobre la superficie del endometrio durante unos 15 segundos, para
que absorba las secreciones. Pasado este tiempo se retira con cuidado del interior del cérvix
y se hace rodar sobre un portaobjetos de vidrio estéril para la interpretacion de la muestra
(De Amorin et al., 2012).

Lavado uterino: se recolectan células en un area de superficie més grande y proporciona
una muestra mas representativa que los otros dos métodos antes mencionados
(Kasimanickam et al., 2005; Roszel y Freeman, 1988). Sin embargo, segun Ferris et al.
(2015), existe un mayor riesgo de contaminacion celular al tomar la muestra por medio de
lavado con bajo volumen, ya que se han encontrado células vaginales y/o contaminacion
con la flora vaginal, por lo que esta se debe de interpretar con precaucion (Cocchiaa et al.
2012; LeBlanc et al., 2007). Para obtener este liquido se realiza un lavado uterino de bajo
volumen usando una solucion salina fisiolégica o Ringer Lactato, aproximadamente de 200
a 250 ml. Se coloca una sonda de tres vias, un lado estard conectado a la solucion, otro a
una sonda Foley y el Gltimo se coloca un recipiente para recuperar el liquido, con la mano
enguantada se introduce la sonda Foley en el cérvix, una vez dentro se pasa la solucién al
utero y se deja por 30 segundos, al mismo tiempo se debe masajear el utero por palpacion
transrectal. Una vez pasado el tiempo se recolecta el liquido introducido en el recipiente, se
deja sedimentar por 30 minutos, posteriormente se recogen 15 ml de ese sedimento
obteniendo una muestra representativa para ser centrifugada a 400 G durante 10 minutos,

para obtener el pellet y hacer un frotis sobre un portaobjeto (LeBlanc et al., 2007).
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Métodos de tincién

Las tinciones mas comunmente utilizadas para realizar las citologias endometriales son: la tipo

Romanowsky (Wright, Giemsa, Azul de Metileno, Diff-Quick) y las tinciones tricromicas

(Papanicolaou). En esta tesis se utilizaron la Diff-Quick y Papanicolaou (Dascanio et al., 1997,
Jorundsson et al., 1999; Ley et al. 2002; Vasquez et al. 2000):

Diff-Quick: estd compuesta por un fijador (metanol), un colorante aniénico acido (eosina)
que tifie el citoplasma de las células de color rojo, y por una tiazina (azul de metileno o sus
derivados) que tifie el nacleo de azul, proporcionando detalles celulares en examenes
citoldgicos endometriales de rutina. El secado al aire permite conservar el material celular,
aungue con poco detalle citolégico. Esta tincion es de eleccion para su uso rutinario del
diagnéstico citoldgico, debido a que es barata, facil de preparar, utilizar y en menos de un

minuto las muestras estan listas para ser evaluadas.

Papanicolaou: es un método de tincién policromatico que consta de una tincion nuclear y
un contraste citoplasmatico, por lo tanto esta tincion utiliza tres colorantes: la hematoxilina
que tifie selectivamente los nucleos, el orange G, la eosina y el alcohol 50 que tifien los
citoplasmas, también usa la fijacion en humedo (etanol al 95%), para evitar la
deshidratacion celular y da una citomorfologia detallada. Aunque se usa poco en
veterinaria debido a la gran cantidad de pasos a seguir y a sus limitaciones por su alto
costo, tiene como ventaja una buena definicion del detalle nuclear, evidenciando el patron
de cromatina; un aspecto transparente del citoplasma, que permite apreciar los grados de
diferenciacion celular y actividad metabdlica. Sus ventajas diagndsticas son superiores
cuando se evaltan procesos inflamatorios mediante la observacion de las caracteristicas

citoplasmaticas, ya que se evidencian los cambios degenerativos y tdxicos de las células.

Evaluacion e interpretacion

Para evaluar las citologias al microscopio, primero se emplea el aumento de 100x, una vez que se

encuentra el campo deseado se cambia al aumento 400x para poder identificar correctamente las

células, se deben considerar los siguientes puntos para confirmar la calidad del frotis de acuerdo a
Ley et al. (2002):
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e La muestra recolectada debe contener un numero suficiente de células endometriales para

permitir un examen citologico confiable
e Las células deben estar lo suficientemente separadas para realizar un correcto conteo

e Las células deben estar tefiidas correctamente y conservan una citomorfologia adecuada

que permita identificarlas

e Que no haya presencia de artefactos como cristales de orina, hebras de moco, eritrocitos,
células rotas, grupos de células, polvo, residuos fecales; para que no interfieran con la

interpretacion de la muestra

Es importante que la toma de muestra no dafie el endometrio, ni introduzca patdégenos en el
ambiente uterino (Ley 1981). Si en la muestra hay un gran nimero de células epiteliales uterinas
alteradas o degeneradas es posible que se hayan dado fallos en la preparacion, manipulacion o
almacenamiento de la muestra antes de la tincion, aungque también se puede asociar a una infeccién
uterina cronica (Ferris et al., 2015). Una vez que se ha confirmado que la calidad del frotis es
adecuada para una correcta lectura, se debe aumentar el aumento a 400x y continuar el examen.
En el Cuadro 5 y Figura 8, se muestra el tipo de células que se pueden observar en un frotis
citologico endometrial (Bowen et al., 1987; Cour y Sprinkle, 1985; Hurtgen y Cummings, 1982;
Katila, 1995; Ley et al., 2002; Rickett y Alonso, 1911; Vasquez et al., 2000).

En yeguas un predominio de eosinofilos, linfocitos y macrofagos indica una respuesta inflamatoria
endometrial resuelta o crénica (Bowen et al. 1987), en cambio en las burras la presencia de células
endometriales con PMN especialmente eosindfilos durante el estro y post-1A, se consideran
hallazgos de un endometrio sano y forman parte de la reaccion inflamatoria uterina post servicio
(Canisso et al., 2019; Miro et al, 2018; Viles et al. 2013), sin embargo, el aumento significativo de

PMN indica endometritis aguda (Hurtgen y Cummings, 1982).

Un estudio reciente (Papas et al., 2017) mostr6é que, en contraste con las yeguas, un gran nimero
de PMN esta presente en las biopsias de burras con endometriosis grave (19-26%). Estos valores
son significativamente mas altos que en burras sanas en estro (1.53%), pero méas bajos que en

burras con endometritis aguda post-1A (87,74%). Ademas los valores de eosinofilos aumentan
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significativamente con la endometritis, pero se mantienen en las etapas iniciales de endometriosis.
Se requieren mas estudios para establecer el papel de los eosinofilos en la endometritis y la
endometriosis en las burras. En otro estudio, se observd infiltracibn moderada y difusa de

eosinofilos en el estrato compacto endometrial de burras en estro después de la inseminacion y la

presencia de estas células se consideré normal (Miro et al., 2020b).

Cuadro 5: Células que se pueden observar en un frotis con el aumento 400x y su interpretacion

Citologias con Diff-Quick Células Interpretacion
- w
| células Son células epiteliales columnares, los ndcleos son ovales
epiteliales de localizacion basal, con cromatina finamente granular,

%
A e

endometriales

estas se observan de forma normal en la época ovulatoria

de la yegua, se pueden observar agrupadas o individuales.

-

Células Parece como de tipo escamoso sin nucleos e indica que la

2 i epiteliales muestra se contaminé o se recolect6 incorrectamente, ya
vaginales que el area a muestrear debe ser el Gtero, no la vagina.
Células Son escamosas 0 cuboidales epiteliales, con nucleos mas
epiteliales pequefios, localizados hacia la parte basal e indican que
cervicales la muestra se recolecto incorrectamente.

‘ - z H - Es una célula de forma redondeada, bicéncava, pequefia,

B ﬂ ‘ . de color eosinofila-naranja y ausencia de nucleo, su

Eritrocitos

a@

-—

presencia esta relacionada con el posparto y procesos

inflamatorios agudos del endometrio.
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Hebras de

moco

Pueden ser transparentes, entremezcladas con células o
grupos de células, y deberian ser mas prominentes en las

muestras recolectadas durante el estro.

Neutrofilos

Son pequefios con nlcleo multilobulado (2 — 5 16bulos)
de color azul, son los primeros que responden ante un

estimulo antigénico.

Linfocitos

Son indicadores de un proceso inflamatorio crénico
cuando aparece un porcentaje significativo (>30%)
respecto a los neutrofilos visualizados. Aparecen como
células pequefias, relativamente oscuras con escaso

citoplasma

Eosinofilos

Son tipicamente mas grandes que los neutréfilos y tienen
una tincion ligeramente rosada, tienen granulos
intracitoplasmaticos grandes y redondos y un ndcleo
lobulado

Macréfagos

Son tipicamente grandes, con citoplasma, de color gris
palido a azul claro, y pueden tener vacuolas en el
citoplasma. Se pueden observar macréfagos,
especialmente en la fase de resolucion de la endometritis

o durante la transicién de primavera u otofio.




Figura 10: Citologia endometrial de Zahira a las 12hrs post-1A con semen fresco, tefiida con
Papanicolau. Flecha negra: eosinofilos; Flecha roja: eritrocitos; Flecha wverde: células
epiteliales endometriales; Flecha azul: neutréfilos; Linea punteada amarilla: hebras de moco

Existen varios métodos para clasificar e interpretar una citologia endometrial, sin embargo, los

maés utilizados son:

e NUmero de PMN por campo (400x): la presencia de dos 0 mas PMN en un campo indica
una respuesta inflamatoria activa, aunque se ha demostrado que esta metodologia no es tan
confiable (Bowen et al., 1987; Dascanio et al., 1997; Knudson, 1964; Ley, 1981).

e Porcentaje de PMN en relacion con las células visualizadas: se hace un conteo de 5 campos
(400x) en la laminilla, clasificando el tipo de inflamacion de acuerdo al % de PMN

encontrados como se muestra en el Cuadro 6 (Card, 2005; Cocchia et al., 2012)

Cuadro 6: Clasificacion de la respuesta inflamatoria endometrial
Clasificacion de la inflamacion | %6PMN

No inflamatorio <5%
Inflamacion aguda leve 5-15%
Inflamacion moderada 15-30 %

Inflamacion severa >30 %
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JUSTIFICACION

Se sabe que los diluyentes solos ocasionan una respuesta inflamatoria considerable en el Utero de
la yegua pero al agregar semen al diluyente se observa una disminucion en la respuesta

inflamatoria, sin embargo, no hay estudios que confirmen si esto ocurre en las burras

HIPOTESIS

El uso de diluyentes con semen modula la respuesta inflamatoria en el endometrio de las burras

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de dos diluyentes de criopreservacion con y sin semen de burro sobre la respuesta

inflamatoria endometrial post IA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar la cantidad de PMN en el endometrio post-1A utilizando dos diluyentes sin
semen: uno comercial (BotuCRIO®) y uno a base de LDL elaborado en el departamento de
reproduccion de la FMVZ-UNAM.

2. Comparar la cantidad de PMN en el endometrio post-1A, utilizando los dos diluyentes

antes mencionados con semen de burro

3. Determinar el tiempo de la respuesta inflamatoria endometrial post-I1A , a las 0 hrs., 8 hrs.,

12 hrs., 24 hrs. y 48 hrs. con los dos tipos de diluyentes mencionados con y sin semen

4. Comparar los resultados de las citologias endometriales utilizando dos tinciones una de
tipo Romanowsky (Diff-Quick) y otra tipo tricromica (Papanicolaou) para determinar la

sensibilidad de cada una

5. Monitorear ultrasonograficamente la cantidad de fluido uterino acumulado a las Ohrs, 8hrs,

12hrs, 24 y 48hrs
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizd en la “Clinica de Reproduccion de Equidos” de la FMVZ UNAM ubicada en
el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccién Animal en  Altiplano

(CEIEPAA), en el Municipio de Tequisquiapan, Estado de Querétaro de Arteaga, México.

Animales y tratamientos

Se usaron 8 burras criollas adultas con fertilidad probada, con una edad de entre 5 - 24 afios, las
cuales se encontraban clinicamente sanas y con una condicion corporal promedio de 3.5 en escala
del 1 al 5 (Svendsen, 2008). Las burras se mantuvieron en condiciones de confinamiento,
recibiendo una dieta balanceada con forraje de avena, asi como agua ad libitum. En cada una de
las 8 burras se evaluaron seis tratamientos diferentes administrados en ciclos estrales sucesivos,
para evaluar la respuesta inflamatoria provocada por cada uno de ellos. El orden de los
tratamientos fue diferente para cada burra, por lo que el experimento sigui6 un disefio de bloques
al azar, en el que la burra actu6 como bloque. Todos los tratamientos fueron administrados por
inseminacién artificial profunda, el volumen que se uso fue de 2ml, lo equivalente a 4 pajillas, en
el caso de los tratamientos que contienen semen cada pajilla contenfa 200 x10%spmz, usando una

dosis inseminante total de 800x10°spmz, los tratamientos fueron los siguientes:

- AD: agua desionizada estéril.

- B: diluyente comercial de criopreservacion que contiene GLY (BotuCrio®, Botupharma,

Botucatu, Brasil)

- LDL: diluyente de criopreservacion que contiene lipoproteinas en lugar de GLY (un
diluyente a base de LDL elaborado en el departamento de reproduccion de la FMVZ-
UNAM).

- SF: Semen fresco: primero se realizé la evaluacién del semen y obtuvo un 92.3% motilidad
total (MT) y 80.6% motilidad progresiva (MP), el semen fue diluido en diluyente de
centrifugacion INRA96 (IMV Technologies, Francia), se centrifugo de 500-600
gravedades por 10 minutos para eliminar el plasma seminal, el sobrenadante se desechd y

la pastilla se resuspendié con el mismo diluyente de centrifugacién y se realizo el
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empaquetado en pajillas de 0.5ml a una concentracién por pajilla de 200 x 10°

espermatozoides/ml

- BS: semen criopreservado con el diluyente comercial BotuCrio® (Botupharma, Botucatu,
Brasil). La congelacion de las pajillas se realizd de acuerdo a lo informado por Alvarenga
et al. (2016), y fueron almacenadas en un tanque con nitrégeno liquido a una temperatura
de -196 °C hasta ser descongeladas a 37°C por 1 minuto en bafio maria (Alvarenga et al.
2016) inmediatamente antes de la inseminacion con un 54.8% MT y 41.3% MP a la

descongelacion.

- LDLS: semen criopreservado con un diluyente a base de LDL elaborado en el
departamento de reproduccién de la FMVZ-UNAM. La congelacion de las pajillas se
realizé de acuerdo a lo informado por Alvarenga et al. (2016), y fueron almacenadas en un
tanque con nitrdgeno liquido a una temperatura de -196 °C hasta ser descongeladas a 37 °C
por 1 minuto en bafio maria (Alvarenga et al. 2016) inmediatamente antes de la

inseminacion. Con un 60.5% MT 43.8% MP a la descongelacion.

Antes de aplicar cada uno de los tratamientos en cada burra, se realizé la deteccion diaria de
estros, y a partir del inicio del estro se evalud ultrasonograficamente el edema uterino y el
crecimiento del foliculo dominante. A partir de la deteccion ultrasonografica de un foliculo igual o
mayor a 30 mm de diametro (Pugh et al. 2002; Tibary et al. 2006) se realizé la programacion de la
ovulacion mediante la administracion de 1.7mg de acetato de deslorelina por via IM (Chévez et al.,
2018; Yang et al., 2020). A las 24 hrs post-aplicacion de la hormona se realiz6 el seguimiento de
las hembras cada 4 h hasta detectar la ovulacion (Jaramillo y Pérez, 2013; Oliveira 2012),
momento en el cual se realizé la IA profunda de los tratamientos (Canisso et al. 2011). Después de
cada tratamiento las burras se monitorearon ultrasonograficamente a las 0, 8, 12, 24 y 48 horas

para determinar la cantidad de fluido uterino acumulado en cada periodo.

Al llegar al dia 5 post-ovulacion las burras fueron tratadas con 5 mg de PGF2a (Lutalyse) por via
IM para ocasionar el retorno al estro (Sabatani, 2013) e iniciar la programacion del siguiente

tratamiento. A partir de la administracion de la prostaglandina se reinicié la deteccidn de estros
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con el objetivo de repetir todo el proceso descrito anteriormente (desde la deteccion de estros hasta
la obtencion de las muestras de citologia) con el siguiente tratamiento asignado a cada burra, y asi
sucesivamente hasta que cada burra recibiera cada uno de los 6 tratamientos y se obtuvieran las
muestras de citologia con cada uno de ellos.

Citologias endometriales

De cada burra se obtuvieron muestras de citologia endometrial utilizando el cepillo citolégico de
Minitube® (Mexitube Alemania, S.A. de C.V.) alas 0 horas (antes de la inseminacion), 8, 12, 24
y 48 h post-tratamiento. Las citologias se realizaron utilizando el protocolo de Cocchia et al.
(2012). Primero se lavo la region perineal y posteriormente se realiz6 la obtencion de la muestra
endometrial, protegiendo al cepillo antes de sacarlo del tracto reproductivo (Vasquez et al. 2000).
Inmediatamente después se realizaron frotis en 2 portaobjetos de cristal (Nufiez et al. 2007); uno
de ellos se fijo al aire para ser tefiido con Diff-Quik (D-Q) (Sabatani 2013; Vasquez et al. 2000;
Viles et al. 2013; Card 2005) y el otro se fijo en alcohol etilico durante 10 minutos, para ser
teflido con Papanicolaou (PAP) (J6rundsson et al. 1999). La lectura se realizo por dos
evaluadores, se observo 1 laminilla de cada tincion, en cada una se eligié un total de 5 campos al
azar y se observaron al microscopio con el aumento 400X., en los que se contd el nimero total de
células polimorfonucleares (PMN), asi como el niumero total de células de cualquier tipo en los 5
campos. Para la interpretacion de las citologias se obtuvo el porcentaje de PMN (%PMN) usando

la siguiente férmula:

% PMN = #PMN X 100%
# Células totales

Estadistico

Los porcentajes de PMN obtenidos en las citologias fueron analizados mediante el procedimiento
“modelos lineales generalizados” del programa SPSS, utilizando estimadores de mdéxima
verosimilitud. Los factores de prediccion fueron el tratamiento, el tiempo post-tratamiento, la
interaccidn tratamiento x tiempo, la tincion y la burra (blogue). Para las comparaciones multiples

se utilizo el método de Bonferroni.



[45]

RESULTADOS

Porcentaje de PMN en los tratamientos

Al promediar el %PMN a lo largo de las horas de la toma de muestra (Grafica 1) se observa que la
respuesta inflamatoria en los tratamientos con diluyente sin semen, B (43%) y LDL (36%),
obtuvieron un mayor %PMN que los tratamientos que usaron diluyente con semen, LDLS (25.3%)
y BS (26.9%), siendo estos dos dltimos los que tuvieron un %PMN significativamente menor
(p<0.05) a todos los tratamientos, y aquellos en los que se observd una mayor reaccion
inflamatoria fueron los tratamientos AD (44.8% PMN), B (43%) y S (39.6%). Se observa que con
respecto al tratamiento con SF se obtuvo un mayor %PMN (S 39.6%) en comparacion con los

tratamientos en los que se utilizo el semen congelado (LDLS 25.3% y BS 26.9%)
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Gréfica 1: Gréfica que representa el promedio del %PMN a lo largo de las horas de toma de
muestra de cada uno de los tratamientos

Duracion de la inflamacién

En la Gréfica 2 se muestra la duracion de la inflamacion donde en todos los tratamientos el pico
maximo ocurrié a las 8hrs, a excepcién del tratamiento con SF que fue a las 12hrs, mientras que
con LDLS duro menos observandose una notable disminucion desde las 8 h, los tratamientos LDL
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y BS su inflamacion se mantuvo alta a las 12hrs y empezo a disminuir a las 24h, los tratamientos
B y SF se observo una disminucion de la inflamacién hasta las 48hrs hrs y el AD es el tratamiento

que mantuvo un alto %PMN hasta las 48h.
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Gréfica 2: Representa la media + error estandar del porcentaje de PMN por hora y por tratamiento.
Los asteriscos indican los momentos en los que el % de PMN es significativamente mayor.

En el Cuadro 8 se encuentran todo los valores promedios del %PMN encontrados en los frotis de
cada uno de los tratamientos (AD, B, LDL, SF, BS y LDLS) antes (0 h) y después de la IA (8, 12,
24 y 48 h), observandose una diferencia significativas a las 8 h en el tratamiento con LDLS donde
hubo menor %PMN (44.9%) que el tratamiento con B (80.2%); de igual manera a las 12 h con
LDLS hubo menor %PMN (30.8%) en comparacién con los tratamientos con SF, AD y B que
obtuvieron un mayor % PMN con 66.7%, 64.7% y 62.3% respectivamente. Mientras que el resto
de las horas (0, 24 y 48) no se observaron diferencias significativas. En la figura 11 y 12 se
muestra la comparacion entre los campos de las citologias de los diluyentes By BS y los de LDL y
LDLS a diferentes horas,
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Cuadro 7: Valores promedio del porcentaje de células PMN encontradas en los frotis de las burras que recibieron
cada uno de los tratamientos, las letras indican diferencias significativas entre tratamientos

Hora AD* B2 LDL® SF* BS® LDLS®
0h 8.2+5.3 65+53  12.1+53 1.3+57 0.1+5.3 75+53
8h 70.3+53ab 80.2+53b 614+53ab 623+57ab 57.9+53ab 44.9+53a
12 h 64.7+53b 623+53b 581+53ab 66.7+57b 425+53ab 30.8+5.3a
24 h 409+53 371+53 37.1+53  420+57  123+53 304%53
48 h 39.8+53 286+53 11.1+53  254+57  217+53 12.8%53

Promedio 44.8+24c 43.0%x24c 36.0+24bc 396%x26¢c 269+24ab 253+24a

1 AD Agua desionizada; 2 B BotuCRIO; 3 LDL Lipoproteina de baja densidad; 4 SF Semen fresco ; 5 BS Botucrio
con semen; 6 LDLS Lipoproteina de baja densidad con semen.
Los valores que no comparten por lo menos una literal son estadisticamente diferentes (p<0.05)

Comparacion entre tinciones

Se realiz6 un andlisis de regresion entre ambos métodos de tincion que se muestra en la grafica 3,
y se observd que el coeficiente de correlacion entre ambos métodos es altamente significativo

(p<0.001), el coeficiente de determinacidon indica que existe un 98 % de coincidencia entre ambas

tinciones.

100 - PAP = 0.4208 + 0.9737 (D-Q)
2= 0.980 (p< 0.001

4

PAP (% de PMN)

0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

D-Q (% de PMN)

Grafica 3: Analisis de regresion entre los valores obtenidos al utilizar las tinciones de Diff Quick o
Papanicolau. El coeficiente de correlacién (0.980) es altamente significativo (p<0.001).



Figura 12: Citologia Domino 1A Ohrs LDL; 1B 8hrs LDL; 1C 48hrs LDL; 2A Ohrs LDLS; 2B 8hrs LDLS; 2C 48hrs LDLS
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DISCUSION

En relacion a los resultados obtenidos en éste estudio se confirma que la combinacion del
diluyente con semen (LDLS 25.3% y BS 26.9%) actua en conjunto para inducir y modular una
respuesta inflamatoria leve (Gorgens et al., 2005 y Kaotilainen et al, 1994) y que el diluyente sin
semen (LDL 36% y B 43%) provoca una mayor respuesta inflamatoria, porque al igual que con los
espermatozoides, las células endometriales que entran en contacto con este liquido inseminado se
activan para sintetizar y liberar citocinas y otros mediadores, lo que causa la quimiotaxis de PMN
(Robertson 2007), provocando asi una reaccion inflamatoria exacerbada parecida a los resultados
que se obtendrian si se inocula un agente bacteriano (Jasko et al., 1992 y Williamson et al., 1987),
estos datos concuerdan con la investigacién hecha por Taylor et al 2009 quienes realizaron
estudios en cerdas y perras observando que habia mayor cantidad de PMN solo con los diluyentes,

que en los diluyentes con semen.

El agua desionizada (AD) es aquella que pasa por un proceso de cambio ionico para quedar libre
de sales y minerales, con lo que se logra una mayor pureza (Valdivia et al., 2010), y en este
estudio se utilizd para evaluar la respuesta inflamatoria por si sola, ya que es un ingrediente que se
utiliza en el diluyente de LDL, sin embargo encontramos que el uso de este ingrediente por si solo
produce un mayor %PMN (AD 64.7%), puesto que al ser considerada una solucion hipoténica, al
entrar en contacto con el tejido endometrial provocd un incremento en la permeabilidad de la
membrana celular causando que el agua penetre en la célula hasta provocar una ruptura de la
misma (Smeltzer y Bare, 2005) y una mayor migracion de PMN al sitio, sin embargo, se necesitan
mas investigaciones sobre el efecto del AD en el endometrio debido a que es el primer trabajo en
donde se emplea éste tipo de solucion; en otros estudios se ha utilizado solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) y se ha reportado que causa una menor respuesta inflamatoria (95%), aunque
no hay diferencias significativas si se compara con otros diluyentes como el de yema de huevo
(84%) y leche descremada (97%) (Nikolakopoulos y Watson, 1997; Palm et al., 2008; Williamson
etal., 1987)

En el presente trabajo se observé a las 8hrs que el semen fresco (SF 62.3%) causé una mayor
respuesta inflamatoria que los tratamientos con semen congelado (LDLS 44.9% y BS 57.9%), en

las yeguas se ha observado que a las 6hrs tiene una mayor respuesta inflamatoria con semen
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congelado con el diluyente BotuCRIO (65%) que con semen fresco (38.3%)(Kaotilainen et al.,
1994; Recalde, 2014); este incremento del %PMN en semen fresco en nuestro estudio puede
deberse a la presencia del INRA 96 debido a que contiene componentes de la leche, ya que se ha
reportado que los diluyentes que contienen leche descremada provocan una mayor inflamacion
endometrial que los diluyentes con YH, por las proteinas que contiene la leche (Kotilainen et al.,
1994; Palm et al., 2008).

En éste estudio la duracion de la inflamacion varia entre tratamientos: En el tratamiento con AD a
las 8hrs ocurri6 el pico maximo con 70.3%PMN, disminuyendo paulatinamente a las 12hrs con
64.7%PMN, a las 24hrs con 40.9%PMN vy a las 48hrs con 39.8%PMN, en comparacién con los
demaés tratamientos fue en el que se observd una mayor respuesta inflamatoria a ésta hora. Al ser el
primer estudio en el que se evalla la reaccion inflamatoria con AD no hay datos que confirmen lo
encontrado. En el tratamiento con B a las 8hrs ocurrid el pico maximo con 80.2%PMN siendo éste
tratamiento el que mayor respuesta inflamatoria tuvo a ésta hora; empezando a disminuir a las
12hrs con 62.3%PMN, a las 24hrs se observé una marcada disminucion con 37.1%PMN vy a las
48hrs con 28.6%PMN, sin embargo, ain no hay estudios que evallen la respuesta inflamatoria del
diluyente GLY sin semen. En el tratamiento con LDL a las 8hrs ocurrié el pico méximo con
61.4%PMN, comenzo a disminuir a las 12hrs con 58.2%PMN, a las 24hrs con 37.1%PMN vy a las
48hrs con 11.1%PMN; de los 6 tratamientos fue el que tuvo una menor inflamacion a esta hora.
Palm et al (2008) en su estudio también observo que el diluyente que contenia YH tuvo un menor
%PMN a las 8hrs (84%) en comparacion con el diluyente hecho a base de leche descremada
(97%). En el tratamiento con SF a las 8hrs se observa un 62%PMN, a diferencia de los otros
tratamientos, su pico maximo ocurrié a las 12hrs con 66.7%PMN, empezando a disminuir a las
24hrs con 42%PMN y alcanzando un 25.4%PMN a las 48hrs; Kotilainen et al. (1994) observaron
que en las yeguas el pico maximo de inflamacion ocurrid a las 6hrs con SF teniendo 38.3%PMN.
En el tratamiento con BS a las 8hrs ocurrié el pico maximo con 57.9%PMN, dismuyendo a las
12hrs con 42.5%PMN, notandose una marcada disminucion a las 24hrs con 12.3%PMN, sin
embargo, a las 48hrs esta inflamacion vuelve a incrementar a 21.7%PMN. Sabatani (2013)
encontré que al evaluar la respuesta inflamatoria con GLY a las 8hrs tiene un 63.2%PMN, a las
10hrs llegd a su pico maximo con 68.6%PMN y a las 24hrs se observé una disminucion con
53.5%PMN. En el tratamiento con LDLS a las 8hrs ocurrié el pico maximo con 44.9%PMN,
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disminuyendo a las 12hrs con 30.8%PMN, siendo este tratamiento el que menor respuesta
inflamatoria tuvo a estas horas, sin embargo, se nota una ligera disminucion a las 24hrs con
30.4%PMN vy a las 48hrs esta inflamacion disminuyo6 hasta 12.8%PMN, siendo el primer estudio

en el que se evalua la reaccion inflamatoria con LDL no hay datos que corroboren lo encontrado

A diferencia de las yeguas en las que se ha demostrado que la inflamacion se resuelve de las 32-
48 hrs post-1A, en el caso de las burras aln no se sabe a las cudntas horas se puede considerar que
ésa inflamacion se ha resuelto o si ya se trata de una endometritis persistente, ya que al ser el
primer estudio que evalUa la duracion de la inflamacion en burras desde las 0 hrs hasta las 48 hrs

encontramos que ésta continda en todos los tratamientos.

En ésta investigacion, al comparar los resultados de las citologias endometriales, utilizando una
tincion de tipo Romanowsky (Diff-Quick) y otra tipo tricrdmica (Papanicolaou) se observo que
hay un 98% de coincidencia entre los resultados de ambas tinciones, esto quiere decir que las dos
técnicas son igual de eficaces y no afecta en la calidad de los resultados como lo menciona
Jorundsson et al., (1999), por lo que en el futuro se sugiere utilizar la técnica que resulte méas

accesible y practica,

En este estudio no se encontré ninguna relacion en la cantidad de liquido uterino acumulado post-
servicio y lo encontrado con el %PMN (Anexo 1), éstos resultados concuerdan con lo investigado
por Sabatani (2013) en donde se observé que no hay relacion con la cantidad de PMN vy la

presencia o ausencia de liquido uterino.
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CONCLUSION

En el presente estudio se demostrd que los diluyentes en conjunto con el semen modulan la
respuesta inflamatoria en las burras y que no s6lo los espermatozoides son los responsables de la
quimioatracciéon de PMN, sino que también ingredientes como los diluyentes o el agua

desionisada.

También se demostré que ambas técnicas de tincion (D-Q y PAP) para realizar las citologias

endometriales son igualmente eficaces para determinar la inflamacion.

Estos resultados abren las puertas a futuras investigaciones para determinar en qué momento se

resuelve la inflamacién en las burras.
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ANEXO 1

Cuadro 9: Comparacion de los valores obtenidos en todos los tratamientos en las citologias (%PMN) y lo encontrado
en el ultrasonido (USG)

Oh 8.2 1 6.5 1 0.1 1 12.1 1 7.5 1 1.3 1
8h | 703 1 80.2 1 57.9 2 61.4 2 44.9 2 62.3 2
12h | 64.7 2 62.5 2 42.5 1 58.9 1 30.8 1 66.7 1
24h | 40.9 1 37.1 1 12.3 1 37.1 1 30.4 1 42 1
48 h | 39.8 1 28.6 1 21.7 1 111 1 12.8 1 25.4 1
X 44.8 1 43 1 26.9 1 36 1 25.3 1 39.6 1

1 AD Agua desionizada; 2 B BotuCRIO; 3 BS Botucrio con semen; 4 LDL Lipoproteina de baja densidad; 5 LDLS
Lipoproteina de baja densidad con semen; 6 S Semen fresco.

*USG: 1 Sin alteraciones; 2 Liquido 4mm cuerpo Utero
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