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1. Titulo

Efecto del plasma rico en plaquetas (PRP) en yeguas con endometritis



2. Resumen

La endometritis es una de las principales causas de infertilidad en yeguas, caracterizada por
una respuesta inflamatoria en el Gtero, que acumula liquido intrauterino (L1U) y atrae células
polimorfonucleares (PMN). El objetivo de este estudio fue determinar si el grado de edema
uterino, la presencia y tamafio de LIU, y el porcentaje de células PMN disminuyen después de
la aplicacion intrauterina de plasma rico en plaquetas (PRP) en yeguas con endometritis. Fueron
utilizadas yeguas mestizas sanas (n = 9) con edades entre 6 a 12 afios, condicion corporal
Optima, con dos ciclos asignados aleatoriamente en un disefio cruzado para recibir infusiones
intrauterinas de solucion de Ringer Lactato (LRS) o PRP aut6logo (37.01 + 12.13 x 10°
plaquetas totales) 4h después de la inseminacién artificial (1A) con semen fresco de baja calidad
espermatica del mismo semental. Todos los animales pasaron por todos los tratamientos. Se
analizo el grado de edema y la presencia de LIU mediante ultrasonografia, y se determino el
porcentaje de PMN mediante citologia endometrial, antes de la inseminacion y 24h después de
la aplicacion del tratamiento. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un modelo mixto (SAS,
2023). ElI PRP no influyo (p > 0.05) sobre el grado de edema uterino, ni el tamafio de LIU, sin
embargo, redujo (p < 0.001) efectivamente el porcentaje de PMN en el tero en comparacion
con LRS. El grado de edema endometrial fue mayor (p < 0.001) antes de la IA, por otro lado,
el tamafo del LIU fue menor (p < 0.049) y se encontraron menos (p < 0.001) células
inflamatorias antes de la 1A que a las 24h después del tratamiento. El plasma rico en plaquetas
mitiga la respuesta inflamatoria en yeguas con endometritis post-inseminacion.

Palabras clave: Inflamacion, Gtero, liquido intrauterino, polimorfonucleares, inseminacion.



2.1. Abstract

Endometritis is one of the leading causes of infertility in mares, characterized by an
inflammatory response in the uterus, which accumulates intrauterine fluid (L1U) and attracts
polymorphonuclear cells (PMN). The aim of this study was to determine whether uterine
edema, presence and size of LIU and the percentage of PMN cells decrease after intrauterine
application of platelet-rich plasma (PRP) in mares with endometritis. Healthy crossbred mares
(n =9) aged 6 to 12 years, with optimal body condition, were used. Two estrous cycles were
randomly assigned in a crossover design to receive intrauterine infusions of Lactate Ringer's
solution (LRS) or autologous PRP (37.01 + 12.13 x 10° total platelets) 4h after artificial
insemination (Al) with fresh semen of low sperm quality from the same stallion. All animals
went through all treatments. Uterine edema and the presence of LIU were analyzed by
ultrasonography, and we determined the percentage of PMN cells by endometrial cytology
before insemination and 24h after treatment. Statistical analysis was performed using a mixed
model (SAS, 2023). PRP did not influence (p > 0.05) the grade of uterine edema or the size of
LIU. However, it effectively reduced (p < 0.001) the percentage of PMN cells in the uterus
compared to LRS. The grade of endometrial edema was significantly higher (p <0.001) before
Al On the other hand, the size of LIU was smaller (p < 0.049), and fewer (p < 0.001)
inflammatory cells were found before Al than 24h after treatment. Platelet-rich plasma
mitigates the inflammatory response in mares with post-breeding endometritis.

Keywords: inflammation, uterus, intrauterine fluid, polymorphonuclear cells, insemination



3. Introduccién

La endometritis es una de las enfermedades maés frecuentes en yeguas (Traub et al.,
1991). Su presencia causa una baja eficiencia reproductiva (Troedsson, 1999; Liu & Troedsson,
2008). El semen del caballo tiende a generar una respuesta inflamatoria aguda (Katila, 2001),
por lo que treinta minutos después de la cubricion, la yegua genera una reaccion fisiologica
normal con la finalidad de eliminar plasma seminal, exceso de esperma y microorganismos
(Troedsson et al., 1998). Por lo contrario, las yeguas que mantienen la endometritis generan
una respuesta inflamatoria uterina prolongada (Troedsson, 1997), que se caracteriza por la
acumulacion de células polimorfonucleares (PMN) y acumulacion de liquido intrauterino,
perjudicando a la supervivencia embrionaria (Bucca et al., 2008) y al establecimiento de la
prefiez (Troedsson, 1997).

Existen una serie de tratamientos para disminuir o modular la respuesta inmunitaria en
la inflamacion uterina post-cubricion (Leblanc & Causey, 2009). Entre ellos se encuentra el
uso de agentes ecbolicos, el lavado uterino (LeBlanc & Causey, 2009), el plasma seminal
(Fedorka et al., 2017), las células madre (Morris et al.,, 2020), los esteroides e
inmunomodulares (Fumuso et al., 2003; Papa, 2008), el plasma rico en plaquetas (Segabinazzi
et al., 2017), entre otros.

La infusion intrauterina de plasma rico en plaquetas (PRP), disminuye la respuesta
inflamatoria post-cubricién (Reghini et al., 2016; Pasch et al., 2021). Es un hemoderivado rico
en péptidos y proteinas de sefializacion (Muir et al., 2019), que inhibe la migracion de
neutrofilos polimorfonucleares (PMN), suprime la expresion de citocinas proinflamatorias
como IL-1 y TNF a y regula la inflamacion intrauterina a través de la disminucion de COX-2
expresion endometrial (Segabinazzi et al., 2017).

Por lo tanto, los objetivos planteados en este estudio fueron: Determinar el efecto del
plasma rico en plaquetas (PRP) en yeguas con endometritis, Identificar a través de citologia
endometrial el porcentaje de células inflamatorias en yeguas antes y después del tratamiento
con PRP, e Identificar a través de ultrasonografia el grado de edema y liquido intrauterino en
yeguas antes y después del tratamiento con PRP.

Como hipotesis planteada en este estudio tenemos: La infusion intrauterina de plasma

rico en plaquetas disminuye la respuesta inflamatoria post cubricion.



4. Marco Tebrico

4.1. Anatomiay Fisiologia Reproductiva de la Yegua

4.1.1. Anatomia

El aparato reproductor de la yegua se divide en dos grupos. Intrinsecos aquellos que se
encuentran sostenidas a través del ligamento ancho del Gtero, tales como ovarios, cuernos
uterinos, Utero, cérvix, vagina, vestibulo y vulva). Extrinsecos, como la glandula pineal, retina,
hipotalamo e hipofisis (Brinsko et al., 2011).

Los ovarios son estructuras en forma de haba oval irregular de consistencia firme
(Brinsko et al., 2011), su funcion exdcrina es liberar 6vulos, y la endocrina producir hormonas
(Hafez, 2002). Los cuernos uterinos o trompa uterina conforman el segmento inicial del tracto
tubular reproductivo de la yegua. Se conforma de tres partes: el infundibulo (parte cercana al
ovario, en forma de embudo), la ampolla (parte media), y el istmo (parte estrecha que conecta
la ampolla de la tuba uterina) (Youngquist & Threlfall, 2007).

El Gtero es un 6rgano muscular hueco que esta formado por dos cuernos, un cuerpo en
forma de T 0 Y, y un cérvix (Sisson & Grossman, 1982); compuesto por tres capas. La capa
mas interna (endometrio) es glandular y secretora, se encarga de regular la funcién luteal
durante el ciclo estral y la prefiez (Youngquist & Threlfall, 2007). La capa media (miometrio)
es gruesa y es la responsable de la variacion del tono muscular del Gtero. La capa mas externa
(perimetrio), formada por tejido conectivo (Sisson & Grossman, 1982; Brinsko et al., 2011).

El cérvix es un drgano dindmico, con forma de semicono plano que se proyecta
caudalmente hacia la vagina (Hafez, 2002). Cuenta con un alto nimero de células ciliadas y
productoras de mucus, que permiten crear una barrera fisica para proteger el Gtero (Samper et
al., 2007; Brinsko et al., 2011). La vagina es un 6rgano copulatorio tubular que se extiende
horizontalmente, desde el orificio externo del cérvix hasta el pliegue transversal que recubre el
orificio uretral externo (Brinsko et al., 2011). La vagina continGa caudalmente con el vestibulo,
que es la parte terminal del tracto genital (Sisson & Grossman, 1982). Finalmente, la vulva es
la abertura externa del tracto reproductivo femenino, esta formada por dos labios que se
encuentran en las comisuras dorsal y ventral, y que cuentan con una musculatura subyacente

que funciona para cerrar la abertura vulvar (Dyce et al., 2009).

4.1.2. Fisiologia

Las yeguas se consideran poliéstricas estacionales de dias largos, su temporada de



reproduccion dura de abril a octubre en el hemisferio sur, aunque puede existir una variacién
significativa en las yeguas (Morel, 2020). Algunos aspectos pueden influir en la temporada de
reproduccion, tales como el fotoperiodo, la raza, la nutricion y la condicion corporal (Skinner
et al., 2001).

El fotoperiodo (duracion del periodo luz/dia), ejerce un efecto mediante la produccion
de la melatonina producida por la glandula pineal en los periodos de oscuridad, la cual bloquea
la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) a través del hipotalamo
(Ginther, 1992); mientras que cuando se presenta un incremento en las horas luz al dia se
produce periodos cortos con altas concentraciones de melatonina, que incrementan la
frecuencia de liberacion de pulsos de gonadotropinas (Palmer et al., 1982).

El inicio de la actividad reproductiva de la hembra equina empieza alrededor de los 14
meses (rango de 8 a 27 meses), y se caracteriza por la presentacion del primer celo conductual,
la primera ovulacién determinada por los niveles elevados de progesterona y la presencia de
un cuerpo lateo (CL) (Brown et al., 2010).

41.1.1. Ciclo Estral. El ciclo estral equino dura en promedio 21 dias (rango 20-
22 dias), se divide en dos fases: estro y diestro (Andrade et al., 2011). El
estro es el periodo durante el cual la yegua es receptiva sexualmente, dura
normalmente alrededor de 5 a 6 dias (rango 4,5 a 8,9 dias), el celo
conductual es estimulado por la elevacion de los niveles de estradiol que
produce el foliculo dominante en ausencia de la progesterona. La
ovulacion ocurre generalmente entre 24 a 48 horas antes del final del estro.
El diestro conductual rechaza las insinuaciones sexuales y dura
normalmente entre 15 a 16 dias, que se caracteriza por la elevacion de los
niveles de progesterona producida por la presencia de uno o varios cuerpos
luteos (Neely et al., 1989; Dascanio & McCue, 2021).

4.1.1.2. Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Gbénada. La actividad de las gonadas de la
yegua esta bajo el control del hipotadlamo y de la adenohipofisis. El
hipotalamo tiene nacleos, que secretan hormonas peptidicas que controlan
la actividad de la hipofisis. La hipofisis se divide en adenohipdfisis, pars
intermedia 'y neurohipofisis. La adenohipdéfisis produce dos

gonadotropinas importantes, la hormona foliculo estimulante (FSH) y la



41.1.3.

4.1.1.4.

hormona luteinizante (LH), encargadas del desarrollo y ovulacion de los
foliculos del ovario (Klein, 2020).

Los foliculos producen inhibina y estradiol. La inhibina genera
retroalimentacién negativa sobre la adenohipdfisis para detener la
produccion de FSH y el estradiol genera retroalimentacion positiva sobre

el hipotadlamo para que la hembra ovule (Ginther et al., 2008).

Fotoperiodo-Melatonina. EIl fotoperiodo influye en la secrecion de
melatonina a través de la via neuroendocrina; la yegua capta el estimulo a
través de la retina, y luego pasa al nicleo supraquiasmatico (NSQ) del
hipotdlamo, ganglio cervical superior (GCS) y glandula pineal (GP)
(Corteés et al., 2018). La melatonina es secretada a través de la glandula
pineal en dos fases: fotofase (dia) y escotofase (noche). A medida que
aumenta la duracion del dia, se elimina la inhibicion del eje, lo que permite
producir GnRH, e impulsa la secrecion de LH y, en menor medida de la
FSH (Morel, 2020). Su funcion es actuar en el hipotdlamo para regular la
secrecion de GNRH.

Fisiologia del Edema Uterino. Cuando la yegua se encuentra bajo la
influencia de altos niveles de estrdgenos, se presenta el aumento del
edema uterino, la apariencia de Utero se asemeja a una rueda de carro 0 a
una naranja partida por la mitad, hiperemia de labios vulvares y vagina, y
la relajacion de la vagina y cérvix. La aparicion y desaparicion del edema
se relaciona con los niveles de estrogenos y progesterona; cuando la yegua
se acerca a la ovulacion y los estrogenos llegan al nivel méximo, el edema
comienza a disminuir; su clasificacion se visualiza en la Tabla 1 (Samper,
2009).



Tabla 1. Clasificacion del edema en grados seguin su magnitud.

Grado Caracteristicas del grado de edema uterino

0 Homogeneidad en la pared del Gtero, presencia de un cuerpo lteo y cérvix cerrado.

1 Presente en yegua entrante al celo, cérvix suave a palpacion, pliegues uterinos dificiles
de detectar y un foliculo de 25-35 mm, dependiendo de la raza y tamafio de la yegua.

2 Cérvix con forma de esqueleto de pez, pliegues uterinos distinguibles y foliculos mayores
a 35 mm.

3 Pliegues uterinos gruesos faciles de reconocer y foliculos con un tamafio de 38 mm
aproximadamente.

4 AUn se visualiza edema en forma de Ilanta, mayor incremento en el ancho de los pliegues
uterinos, con bordes hiperecoicos y centro hipoecogénico, se espera foliculos > 40 mm.

4.1.15. Ovulacién. El hipotdlamo produce GnRH, la misma que estimula a la

secrecion de las gonadotropinas (FSH y LH) (Alexander & Irvine, 1987;
Morel, 2020). Las gonadotropinas estimulan el desarrollo de los foliculos
hasta cierta etapa; la FSH hasta la desviacion y la LH hasta el nivel
preovulatorio; los foliculos producen estradiol que genera
retroalimentacion positiva sobre el hipotdlamo para estimular la liberacion
de las gonadotropinas, e inhibina que genera retroalimentacion negativa
sobre la adenohipofisis para reducir la produccion de FSH. Cuando las
yeguas no han quedado prefiadas, han tenido mas horas luz, las
ovulaciones se repiten cada 21 dias (Ginther et al., 2008; Klein, 2020).

La ovulacion consiste en la desintegracion de la pared folicular
para liberar el ovocito y el fluido folicular. El ovocito se dirige hacia el
oviducto y el liquido folicular se sitia en la cavidad abdominal (Bergfelt
et al., 1991). Luego de la ovulacion, se desarrolla un cuerpo luteo que
produce progesterona (P4) y que ejerce retroalimentacion negativa sobre
el hipotadlamo inhibiendo la liberacién de las gonadotropinas. La
neurohipofisis produce oxitocina y estimula a que el endometrio
produzca prostaglandina (PFG2-a) que se encarga de destruir el cuerpo
luteo y, por lo tanto, disminuir los niveles de P4, hasta que la yegua
conciba otro ciclo (Ginther et al., 2008).

El crecimiento folicular tiene por objetivo establecer un



ambiente propicio para la maduracion y preparacion del ovocito en el
momento de la fertilizacion. Este proceso se realiza a traves de oleadas
ovulatorias y anovulatorias. Las ondas ovulatorias inician su desarrollo
en la parte media del intervalo inter ovulatorio y culmina con la
ovulacion; y la oleada anovulatoria llega a contar con foliculos que
miden entre 22 a 23 mm de diametro y luego se atresian (Ginther et al.,
2008).

La produccién de FSH continua, permitiendo que los foliculos
aumenten su tamafio de forma diaria (2.8 a 3 mm/dia), sin tener que
influenciar uno en el otro para el crecimiento de los demas. Sin embargo,
solo uno o dos lograran continuar con su crecimiento y participar en las
siguientes fases. Posteriormente los niveles de FSH disminuyen,
bajando su capacidad de promover el desarrollo de todos los foliculos, a
excepcion del foliculo dominante luego produce estradiol para mantener
su crecimiento (Checura et al., 2009).

El incremento de la sintesis de estradiol por parte del foliculo
dominante permite que se desarrollen los receptores de LH de las células
de la granulosa, lo que le permite continuar creciendo y convertirse en
un foliculo dominante, mientras que los demas foliculos sufren atresia.
La yegua ovula entre 24 a 48 horas antes del final del estro, con una
variacion en el tamafio folicular de 35 a 55 mm y con un foliculo en
forma de pera (Kimura et al., 2005; Morel, 2020).

4.2. Mecanismos de Defensa Uterinos

El aparato reproductor femenino cuenta con barreras fisicas y quimicas, defensas
celulares y humorales que previenen la entrada de agentes infecciosos provenientes del medio
externo (Wira et al., 2010; Hansen, 2016). Sin embargo, en ocasiones los mecanismos de
defensa no son suficientes para prevenir la colonizacién de microbios, y las infecciones
resultantes pueden causar infertilidad o esterilidad de forma temporal o permanente, o incluso
poner en riesgo la vida de la hembra (Hansen, 2016).

La respuesta inmune innata es la responsable de activar a los receptores del
reconocimiento de patdgenos (PRR) durante la infeccion, inflamacion y dafio tisular (Kawai &

Akira, 2010). ElI endometrio cuenta con células provenientes del sistema inmunologico que



presentan cambios temporales y espaciales durante el ciclo estral, influidos por los niveles de
esteroides sexuales (Hunt et al., 1998; Wira et al., 2010). Las células epiteliales, del estroma e
inmunes del Utero, funcionan como intermediarias para que hormonas como la progesterona y
estrégenos produzcan prostaglandinas y citoquinas que influyen sobre la migracién de
macrdfagos, linfocitos By T, afectando la expresién de factores quimiotacticos y moléculas de
adhesion (Herath et al., 2006; Silva et al., 2010; Wira et al., 2010; Cronin et al., 2012; Marth
etal., 2015).

En yeguas, el semen se deposita en la luz uterina, independiente del método de servicio.
Una vez superadas las barreras fisicas, el esperma, las proteinas del plasma seminal, las
bacterias en el semen y el pene del semental toma contacto con el endometrio y se produce la
respuesta inflamatoria que libera citoquinas pro-inflamatorias IL 1B, TNF-a, IL-6, quimioquina
IL-8 y prostaglandinas (Bucca et al., 2008; Christoffersen et al., 2012; Woodward et al., 2013).
La activacion de los polimorfonucleares (PMN) provoca la liberacion de PGF-2a que genera
una segunda contraccién del miometrio facilitando la limpieza del Gtero (Troedsson et al.,
1995).

El endometrio de la yegua esta poblado por linfocitos T, y células del complemento
CD4+ y CD8+ que predominan en el estrato compacto del dtero (Waltson & Thomson, 1996).
En 1983, Williamson y colaboradores, aislaron inmunoglobulinas IgA, 1gG e IgM de
secreciones uterinas; por lo cual se sefiala que la actividad fagocitaria y bactericida de los PMN

depende del complemento (C3) y de las IgG (Watson et al., 1987b).

4.2.1. Prostaglandinas

Las prostaglandinas son lipidos insaturados, formados por un anillo con oxigeno y dos
cadenas alifaticas (Martinez & Rivas, 2005). Actian como mediadores quimicos durante el
proceso de inflamacion, produciendo vasodilatacion y activacion de leucocitos (Tizard, 2009).
En lamembrana celular se inicia su formacién debido a que el &cido araquiddnico, fosfolipidico
luego se convierte en prostaglandina (Vane et al., 1998). Las prostaglandinas se clasifican
dependiendo sus caracteristicas estructurales y su precursor especifico, se divide en tres series
bioldgicas (1, 2 y 3), siendo la serie 2 la mas importante al actuar como mensajero autocrino,

paracrino y endocrino (Martinez & Rivas, 2005).

4.2.2. Ciclooxigenasas

Las ciclooxigenasas son proteinas enzimaticas que se ensamblan y transportan en el

reticulo endoplasmatico, donde posteriormente se insertan en la membrana celular y forman
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complejos funcionales llamados homodimeros (Vane et al., 1998). Estas enzimas presentan
dos isoformas (1 y 2) (Gonzalez et al., 2002). La ciclooxigenasa 1 (COX-1) es una enzima
constitutiva que mantiene el funcionamiento normal del rifién y la integridad de la mucosa
gastrica (Vane et al., 1998). La ciclooxigenasa 2 (COX-2) es una enzima inducible, que es
capaz de incrementar sus niveles frente a estimulos fisioldgicos, inflamatorios o
farmacologicos (Gonzélez et al., 2002), a través de la utilizacion de inductores, como las
interleuquinas, el factor de crecimiento de fibroblastos B, el factor de crecimiento de
transformacion beta, el factor de necrosis tumoral alfa y los lipopolisacaridos (Delgado et al.,
2001).

4.3. Inflamacion del Utero

La endometritis se define como la respuesta inmunoldgica normal tras la introduccion
de semen en el tracto reproductivo de la yegua durante la cobertura (LeBlanc, 2010; Troedsson
& Woodward, 2016; Canisso et al., 2020). En yeguas sanas y fértiles, la inflamacion fisioldgica
tras la cobertura se resuelve dentro de las primeras 48 horas, gracias a la eliminacién de fluido
uterino, de semen y de bacterias. Sin embargo, si esta inflamacion no se logra resolver luego
de 48 horas, se considera como endometritis persistente post-cobertura (PBIE) (Canisso et al.,
2020). Para lograr diagnosticar una posible PBIE se debe detectar liquido uterino mayor a 2
cm a través de ecografia, durante el estro (Brinsko et al., 2003) o 36 horas posteriores al
apareamiento (LeBlanc, 2010).

Existen tres vias de respuesta para solucionar la inflamacion uterina. Primero, la via
mecanica que consiste en la generacion de contracciones miometriales para evacuar facilmente
los desechos inflamatorios. Segundo, la respuesta inmune innata, que elimina el exceso de
espermatozoides y bacterias, siendo esta la mas eficiente. Tercero, la respuesta inmunologica
antigeno-anticuerpo, se considera minima para resolver la inflamacion (Pycock & Allen, 1990).

Durante la cobertura el cuello uterino es estimulado, como consecuencia la vagina
libera oxitocina que genera contracciones del miometrio durante 6 a 12 horas, para expulsar
los fluidos desde el lumen uterino (Risco et al., 2009) hacia el exterior (Troedsson, 1997).
Luego de la ovulacion y del cierre del cuello uterino, los restos de particulas uterinas, el edema
y las células inflamatorias se drenan a traves de los vasos linfaticos dentro del endometrio
(LeBlanc et al., 1995). Sin embargo, este proceso mecanico se afecta por defectos anatémicos
adquiridos como la mala conformacién perineal, estiramiento de la vagina, un cérvix

imcompetente, Gtero penduloso o defectos degenerativos del miometrio o del endometrio.
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La susceptibilidad para que estos procesos sucedan se asocia directamente con el
apareamiento y los partos repetidos o el aumento de la edad de la yegua (LeBlanc et al., 1989).
Ademas, algunas hembras pueden tener reduccion en la actividad mioeléctrica del miometrio,
influenciada por la combinacidn de factores de la yegua y factores inmunoldgicos, endocrinos
y quimicos que se asocian a la inflamacién (Troedsson, 1999). Es por ello que la interferencia
en la evacuacion de fluidos uterinos a través del cérvix y de los vasos linfaticos después de la
cobertura, contribuye a la progresion de cambios degenerativos del endometrio (Reilas et al.,
2016).

La endometritis resultante se convierte en un circulo vicioso que genera una
inflamacion grave que produce fibrosis y posteriormente acumulacion de liquido. Una
defectuosa respuesta mecanica predispone a una posible endometritis bacteriana o fungica
(Katila, 2016). Cuando una yegua se aparea o es inseminada la abertura vulvar, la union vagino-
vestibular y el cérvix se abren permitiendo el ingreso de bacterias (Caslick, 1937). Existen dos

tipos de endometritis:

4.3.1. Endometritis no Infecciosa

Todas las yeguas experimentan cierto grado de endometritis fisiologica post cobertura.
Esta inflamacion se produce como respuesta a la monta o inseminacion artificial (Hughes &
Loy, 1969).

4.3.2. Endometritis Infecciosa

4.3.2.1. Endometritis Bacteriana. En ocasiones la yegua no logra resolver su
endometritis fisioldgica, desarrollando PBIE. Si la inflamaciéon se
combina con un desafio concurrente de organismos patogenos, puede
progresar a una endometritis infecciosa. En el afio 2009, LeBlanc &
Causey reportaron que el 60% de las yeguas estériles fueron
diagnosticadas con endometritis bacteriana. Las bacterias mas comunes
aisladas del utero de yeguas incluian Escherichia coli y Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus (Davis et al., 2013; Cristoffersen et al., 2015).

4.3.2.2. Endometritis Fangica. Este tipo de endometritis es menos frecuente
(Zafraca, 1975). Dascanio et al (2001), reportaron que su ocurrencia es
del 1-5% en yeguas diagnosticadas con endometritis infecciosa. Se

presenta con mayor frecuencia por el uso indiscriminado de antibidticos
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(Zafraca, 1975) y por condiciones fisicas como neumovagina, urovagina,
disminucion del aclaramiento de liquido uterino, defectos cervicale,
inmunosupresion, focos necréticos y defectos perineales (Dascanio et al.,
2001; Stout, 2008). El uso de antibioticos para tratar y/o prevenir PBIE
altera la flora normal del tracto reproductor caudal de la yegua, facilitando
la colonizacion fangica de la boveda vaginal, la fosa del clitoris y los senos
del clitoris (Zafraca, 1975; Blue, 1987). Los organismos fungicos aislados
con mayor frecuencia son levaduras, candida y organismos como

Aspergillus spp. y Mucor spp (Coutinho da Silva & Alvarenga, 2011).

4.3.3. Diagnostico de Endometritis

El diagndstico de endometritis post cobertura implica examinar el tracto reproductivo

dentro de las 48 horas posteriores al servicio (LeBlanc, 2010). Los signos fisicos de

endometritis incluyen secrecion vulvar, secrecion cervical visualizada a través del espéculo

vaginal y la acumulacion de liquido uterino detectado por ultrasonografia (Gallacher et al.,

2018).

4.3.3.1.

4.3.3.2.

4.3.3.3.

Examen Transrectal y Ultrasonografia. El ultrasonido permite evaluar
la acumulacién de liquido uterino durante la ovulacion. La presencia de
liquido uterino de 2 0 mas cm durante el estro o entre 6 a 36 horas después
de la cria, indica que la hembra es susceptible a PBIE o incapaz de limpiar
el Gtero después del parto (Ginther & Utt, 2004). Por otra parte, la
presencia de este fluido durante el diestro es un claro indicativo de
endometritis (Adams et al., 1987). El fluido uterino por lo general
contiene Streptococcus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y

algunas levaduras (Pozor & McDonnel, 2004).

Vaginoscopia. Evalta la mucosa vestibular y vaginal, identificando si la
condicién es normal (rosada, palida, himeda), o si hay alguna alteracion
(hiperemia, isquemia, cianosis) (Blanchard et al., 1998). Ademaés, se
examina la presencia de flujo vaginal y la condicion del orificio externo
del cérvix (Greenhoff et al., 1975).

Citologia. La citologia utiliza un cepillo que permite analizar las células
epiteliales, leucocitos (PMNNs neutréfilos y monocitos), eritrocitos,

bacterias, levaduras, hifas, entre otras (LeBlanc, 2010; Ferris, 2016). Se
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4.3.3.4.

debe realizar entre el tercer y quinto dia de estro, debido a que en cualquier
otro momento del ciclo estral se podria producir un falso negativo tras la
accion que realiza la progesterona al disminuir la salida de células hacia
la luz uterina (Walter et al., 2012). La severidad de la inflamacion se
estima con el contaje de PMN observados e hiper-segmentados representa
inflamacién no séptica (Riddle et al., 2007); PMN con picnosis,
carioquisis, cariorrexis y cariolisis representan infeccion severa o séptica;
la presencia de linfocitos representa inflamacion cronica (Davis et al.,
2013).

La endometritis se clasifica segun el tipo y nimero de células.

Endometritis aguda tras identificar mas de dos neutrofilos por campo,
endometritis cronica al identificar linfocitos, endometritis fangica al
identificar hifas y esporas, endometritis irritativa al identificar eosinofilos
(LeBlanc & Causey, 2009).
Cultivo y Antibiograma. Al cultivo y antibiograma se considera la
técnica de diagnosticar mas importante para identificar el agente causal
infeccioso (Overbeck et al., 2011). Esta técnica se puede realizar al
principio del estro, tiempo en el que el cérvix esta relajado, facilitando la
entrada hacia el Gtero (Liu & Troedsson, 2008). Es importante realizar un
muestreo consciente y responsable para evitar falsos negativos por la toma
de una muestra erronea, o falsos positivos que son consecuencia del uso
de material infectado, por contaminacién de la vulva y vagina (LeBlanc &
Causey, 2009).

Los patdgenos méas comunes aislados son Streptococcus f3-
hemolitico, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Streptococcus
equi subsp. zooepidermicus y en menor medida Staphylococcus,

Klebsiella, hongos y levaduras (Tibary et al., 2014).

Tratamientos para Reducir la Inflamacion del Utero

La endometritis en hembras domésticas se ha tratado tradicionalmente con antibioticos,

oxitocina y lavajes uterinos. El uso de antibiéticos es importante para resolver patologias
infecciosas, pero puede provocar resistencia bacteriana, disminucion de los mecanismos de

defensa, dejar residuos y tener un alto costo (Singh et al., 2000; Torres & Zarazaga, 2002). Por
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ello, a lo largo de los afios se han buscado alternativas terapéuticas para prevenir y resolver este
problema (Fumuso et al., 2007; Christoffersen et al., 2012).

4.4.1. Antiinflamatorios Esteroideos

Los corticoides son utilizados para disminuir la respuesta inflamatoria que aparece en
yeguas con PBIE (Bucca et al., 2008). Su uso influye en la respuesta inmune no solo
suprimiendo, sino que también potenciando los mecanismos locales de defensa a través de la
accion inmunomoduladora (Wolf et al., 2012). Ademas, disminuye el edema uterino, el liquido
intrauterino y aumenta la claridad del fluido uterino (Johnson et al., 2002). Uno de los més

efectivos es la dexametasona que aumenta las tasas de prefiez (LeBlanc, 2010).

4.4.2. Antiinflamatorios no Esteroideos (AINES)

La enzima ciclooxigenasa (COX) tiene dos isoformas, COX-1y COX-2. La COX-1 se
expresa en la mayoria de tejidos, a comparacién de la COX-2 que se expresa en las zonas de
inflamacion, neoplasias u otras circunstancias; ademas, se la considera la precursora de la
endometritis (Palm et al., 2008). Es por ello, que se ha confirmado que los AINEs al inhibir
esta enzima disminuyen la inflamacion del endometrio, inhiben la migracion de PMN al
endometrio (Koblischke et al., 2008).

4.4.3. Agentes Ecbdlicos

En yeguas que presentan celo, el aclaramiento uterino mejora tras administrar farmacos
echolicos como la oxitocina y prostaglandina. La inyeccion de oxitocina a una dosis
recomendada de 10 a 25 unidades produce contracciones miometriales de gran amplitud
durante un periodo de 30 minutos (LeBlanc et al., 1994; LeBlanc & Causey, 2009). Sin
embargo, el éxito de la oxitocina se reduce cuando la yegua tiene anormalidades anatdmicas
como un Utero penduloso o cérvix cerrado, que no permiten el drenaje uterino (LeBlanc &
Causey, 2009). Por otro lado, el uso de cloprostenol analogo de la PGF2a genera contracciones
uterinas mas débiles que la oxitocina, pero las mantiene durante 4 horas. Sin embargo, no se
recomienda utilizarlo como ecbdlico tras la ovulacion, ya que genera efectos perjudiciales
sobre la luteinizacion y la secrecion de progesterona necesarias para el mantenimiento de la
prefiez (LeBlanc & Causey, 2009).

4.4.4. Lavado Uterino
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El lavado uterino después de la inseminacion representa una estrategia para prevenir y
tratar PBIE, permite eliminar de forma fisica los liquidos y restos inflamatorios. Esta técnica
es empleada cuando existe acumulacion de liquido intrauterino hiperecoico o liquido
intrauterino libre mayor a 2 0 mas cm (LeBlanc & Causey, 2009). Para realizarla se utiliza
solucion salina esteril o Ringer lactato (Allen et al., 2007). Es importante elegir el momento
adecuado para aplicar esta técnica, debido a que se ha demostrado que realizarla antes de la
inseminacion (Vanderwall & Woods, 2003) o a las 4 horas después de la inseminacién no es
perjudicial para la fertilidad, mientras que realizarla 0,5 a 2 horas después de la inseminacién
disminuyd las tasas de prefiez (Brinsko et al., 1990).

4.45. Plasma Seminal

El plasma seminal tiene un rol inmunomodulador al facilitar el transito de
espermatozoides a través del Utero. Las proteinas que lo componen como la lactoferrina
representa una opcion de tratamiento, ya que se comprobd que utilizar lactoferrina
recombinante humana (hrLF) durante la inseminacion, redujo la expresion de ARNmM
endometrial del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) después de la cobertura (Fedorka et
al., 2017) y de la interleucina 6 a 24 horas después de la cobertura (Coutinho da Silva et al.,
2017).

4.4.6. Células Madre

La infusion de células madre mesenquimales endometriales (eMSC) ayuda a tratar
PBIE (Morris et al., 2020) ya que genera efectos inmunomoduladores que reducen la influencia
de PMN neutrofilos y aumentan la induccion de citocinas anti-inflamatorias (IL-6, IL-8, MCP-
1, CCL5, TLR4) en el atero (Rink et al., 2018).

4.4.7. Extracto de Pared Celular de Mycobacterium

El extracto de pared celular de Mycobacterium se considera un inmunomodulador ya
que comprende dos ingredientes primarios, el inmunomodulador dimicolato de trehalosa y
dipéptido de muramilo. Estos se dirigen hacia los monocitos y macrofagos, modulando la

produccion de varias citoquinas (Fumuso et al., 2007).

4.4.8. Plasma Rico en Plaquetas

El plasma rico en plagquetas (PRP) fue desarrollado en 1970 por expertos hematdlogos,

como un producto para la transfusion de sangre en el tratamiento de trombocitopenia (Alves &
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Grimalt, 2018). Es un hemoderivado, con alto contenido de plaquetas superior a la del plasma
en condiciones basales; se produce en el laboratorio a traves de centrifugaciones sucesivas
(Chicharro et al., 2018). Es rico en péptidos y proteinas de sefializacion, proporciona una fuente
de factores de crecimiento, quimiocinas y citocinas (Muir et al., 2019).

Las proteinas actdan a nivel de la adhesion celular (fibrina, fibronectina, y vitronectina),
proporcionando el soporte estructural indispensable para la migracién celular, la proliferacién
y el crecimiento tridimensional de los tejidos sobre los que actia (Mehta & Watson, 2008). Por
otro lado, las plaquetas secretan continuamente factores de crecimiento como: factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) (incluye isomeros aa, BB, y afp), factor de
crecimiento transformante (TGF)-B (incluye isomeros B1 y B2), factor plaquetario 4 (PF4),
interleuquina (IL)-1, factor angiogénico derivado de las plaquetas (PDAF), factor de
crecimiento endotelial (VEGF), epidérmico (EGF), endotelial derivado de las plaquetas
(PDEGF), de células epiteliales (ECGF), insulina-like (IGF), osteocalcina, osteoconectina,
fibrindgeno, vitronectina, fibronectina y trombospondina (TSP)-1 (Welsh, 2000; Bhanot &
Alex, 2002; Marx, 2004).

El PRP tiene efecto sobre las células diana para los factores de crecimiento y sobre la
matriz extracelular para la estimulacién de la reparacion y/o regeneracion del tejido de forma
global (Mehta & Watson, 2008). Se ha comprobado que su uso inhibe la migracién de
neutrofilos polimorfonucleares (PMN), suprime la expresion de citocinas proinflamatorias
como IL-1 y TNF a y regula la inflamacién intrauterina a través de la disminucion de COX-2
expresion endometrial (Segabinazzi et al., 2017). Ademas, posee propiedades antimicrobianas,
y su inoculacién intrauterina reduce las posibilidades de infeccidén uterina después de la

cobertura en yeguas (Segabinazzi, 2021).
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5. Material y Métodos

5.1. Area de Estudio

El presente estudio se llevo a cabo en dos lugares diferentes de la ciudad de Loja,
Ecuador. El estudio y colecta de muestras en la “Caballeria Cazadores de los Rios” ubicada al
sureste de la ciudad de Loja, con coordenadas 4°00'36.6"S 79°11'13.9"W a una altitud
promedio de 2101 msnm, con temperatura media 16,1°C, la humedad relativa 76,7%,
precipitacion 0,07 mm y nubosidad de 70%. El analisis de muestras y procesamiento de PRP
se realizaron en el Centro de Biotecnologia, Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad
Nacional de Loja. Este estudio se llevo a cabo desde septiembre a diciembre del 2022.

Fuente: Google Earth Fuente: Google Earth

. - Caballeria |
Cazadores “
de los Rios

Figura 1. Mapa de Caballeria Cazadores de los Figura 2. Mapa del Centro de Biotecnologia
Rios. UNL.

5.2.  Procedimiento

5.2.1. Enfoque metodoldgico

Esta investigacion es un estudio de enfoque mixto de medidas repetidas. Los resultados

se expresaron de forma cuantitativa.

5.2.2. Procesamiento y Analisis de la Informacion

Para las variables no paramétricas (células polimorfonucleares endometriales), se
utilizé una regresién logistica por medio del procedimiento GLIMMIX del SAS (SAS on
Demand for Academics) considerando una distribucion binomial y los resultados fueron
transformados a una escala logaritmica. Los factores fijos fueron el tratamiento, el momento y

la interaccidn de estos factores; y como variable aleatoria la yegua.

18



Para las variables paramétricas: edema endometrial y liquido intrauterino, se utilizo un
modelo de medidas repetidas utilizando el procedimiento MIXED del SAS. Donde los factores
fijos fueron el tratamiento, el tiempo y la interaccion de estos factores; y como variable
aleatoria, la yegua anidada al tratamiento. Se utilizo una matriz de varianza covarianza de tipo
simétrica compuesta.

Para comparar las medias se utilizo un t-test protegida.

La probabilidad de p < 0,05 indica que hubo diferencia significativa, y la probabilidad

de 0,05 <p <0,1 indica que la diferencia se aproximo6 de ser significativa (hubo tendencia).

5.2.3. Disefio de la investigacion

La presente investigacion fue de tipo experimental, implementando el disefio case-
crossover. Se realizo el acompafiamiento de dos ciclos estrales de las yeguas, donde todos los
animales pasaron por todos los tratamientos (Plasma rico en plaquetas o Ringer Lactato). En el
primer ciclo 5 yeguas fueron sujetas al tratamiento con PRP y 4 yeguas fueron mimetizadas

(control). En el segundo ciclo se intercambiaron los tratamientos.

5.2.4. Tamafo de la muestra y tipo de muestreo

Para el desarrollo de esta investigacion, las yeguas fueron seleccionadas por medio de
su historial reproductivo y de examen ginecologico, el cual incluyé la palpacion rectal y el
examen ultrasonografico. Tras ello se selecciond una poblacion de 9 yeguas, ciclicas, sin raza
definida, con un rango de edad entre 5 a 15 afios, condicion corporal 3, con el mismo manejo,
pertenecientes a la caballeria Cazadores de los Rios. Los animales durante el dia tenian una
alimentacion comprendida en libre pastoreo, méas 4 kg de concentrado dividido en tres raciones
al dia, y con heno de avena dos veces al dia; ademas recibian suplemento de sal mineral una

vez al dia 'y agua ad libitum.

5.2.5. Técnicas

5.25.1. Acompafiamiento del Desenvolvimiento Folicular. El desarrollo
ovarico folicular de las yeguas se monitore6 diariamente mediante
palpacion y ultrasonografia transrectal utilizando un ecdgrafo (modelo
DP-50Vet, marca Mindray®, China) con sonda lineal transrectal (5.0

mHz). Durante la examinacion se buscaba la presencia de un foliculo 2 a

35 mm (Morel, 2020) y edema uterino grado 3 (Samper, 2009) para iniciar
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5.25.2.

la toma de muestras. Asi mismo, fue evaluado la presencia o ausencia de
liquido intrauterino (inflamacion uterina >2cm) (Brinsko et al., 2003;
LeBlanc, 2010). El procedimiento se repitio a las 24 horas, tras haber sido

aplicado el tratamiento (PRP o RL).

Evaluacion del Proceso Inflamatorio Uterino: Citologia Endometrial.
Inmediatamente tras haber concluido el estudio ecogréafico, fue realizado
un examen citolégico endometrial. Fue utilizado un aparato adaptado para
citologia endometrial con cepillo ginecoldgico estéril. Una vez dentro del
cuerpo del utero, se expuso al cepillo ginecoldgico para que entre en
contacto con la pared del utero, se lo giré con cuidado varias veces
procurando que entre en contacto con las células endometriales, luego se
lo retrajo hacia el aparato. EI material recolectado en el cepillo fue
extendido de forma cuidadosa sobre tres laminas de portaobjetos y

posteriormente tefiidas con el kit de tincion rapida Kit Diff — Quick.

Las laminas fueron analizadas en un microscopio éptico (modelo
EXC-120, marca ACCU-SCOPE, USA) en aumento de 400x, contando
cuatrocientas células por lamina, clasificandolas en células endometriales
(células cuboides o columnares con nacleo basofilo redondeado) (Fig. 3A)
y células inflamatorias, principalmente  neutr6filos  (células
polimorfonucleares) (Fig. 3B), determinando el porcentaje de células
polimorfonucleares. El procedimiento se repitio a las 24 horas, tras haber
sido aplicado el tratamiento (PRP o Ringer Lactato). A fin de calcular el
grado de respuesta inflamatoria uterina, se consideraron los siguientes

criterios de clasificacion expuestos en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion citoldgica segn Brook, 1993 y Nielsen et al., 2010.

Neutrofilos  Grado de inflamacion uterina
(%)
<5 Normal (caracteristico de yeguas en celo o en ausencia del mismo).
5a15 Leve
15a30 Moderado
> 30 Severo
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Figura 3. Citologia uterina de yeguas; A: Células endometriales recolectadas durante el estro antes de
la inseminacion artificial; B: Presencia de células polimorfonucleares recolectadas 24 h después de
haber aplicado el tratamiento (Ringer Lactato o PRP).

5.2.5.3.

Recoleccion de Semen e Inseminacion Artificial. Para esta técnica se
utiliz6 un Unico semental sin raza definida de cinco afos. Para la seleccion
se tuvo en cuenta la historia reproductiva y el examen androlégico
completo, en el cual se evalué el comportamiento sexual, medicion del
perimetro escrotal, palpacion de la consistencia testicular y
espermiograma completo, verificando asi su capacidad reproductiva.

Antes de cada colecta, fue necesario higienizar el pene y prepucio
del garafion con ayuda de gasas empapadas en agua tibia. Para estimular
al garafidn se presentd una yegua en celo, con sus extremidades maneadas.
La recoleccion de semen se realiz6 a través de vagina artificial modelo
Botucatu (Botupharma® — SP — Brasil). Una vez colectada la muestra
seminal, los espermatozoides fueron sometidos a flash frozen, causando la
lesion de la membrana, ausencia de motilidad, obteniendo un semen de
baja calidad que genera inflamacion endometrial, utilizando una dosis de
1 000 x10°sptz.

La inseminacion artificial (IA) fue realizada inmediatamente
después de la citologia endometrial. Se realizé en el cuerpo del Utero
utilizando una pipeta rigida para inseminacion artificial (Provar®, Provar

Comercial, Sdo Paulo, SP-Brasil), de 60 cm de largo.
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5.2.54. Extraccion, Preparacién y Colocacion de Plasma Rico en Plaquetas.

Luego de la inseminacién artificial, se recolectaron 100 mL de sangre de
cada yegua a través de una venopuncion de la vena yugular con aguja
vacutainer 21G, en 20 tubos de tapa azul con citrato de sodio 3,2%
(anticoagulante) de 5 mL. Las muestras fueron centrifugadas
(Eppendorf® 5702, Germany) a 2315 x g durante 15 min. Dentro de la
cabina de flujo laminar ((Biotraza® BSC-1300 Il A2-X, China) se aspiro
de cada tubo 2 mL del plasma que se encontraba por encima de la capa
leucocitaria y de hematies, luego se transfirié a tubos de tapa roja de 10
mL y nuevamente se centrifug6 a 579 x g durante 10 min.

Después de la segunda centrifugacion, se conservaron 2 mL de
plasma del fondo de cada tubo y fueron transferidos a tubos falcon,
completando un volumen de 20 mL de plasma del fondo de cada tubo y
fueron transferidos a tubos falcon, completando un volumen de 20 mL

de plasma rico en plaquetas (PRP). La concentracion de plaquetas
promedio fue de 1850.5x70° en un rango que varfa de 1402,5 - 2885
x103/uL y el total de plaquetas aplicadas de la misma forma que la IA

sobre el endometrio fue de 37.01 + 12.13x10°.

5.2.5.5. Colocacion de Ringer Lactato. Para el grupo de yeguas con

DIESTRO

mimetizacion, fue colocado 20 mL de Ringer Lactato (RL) en el cuerpo

del dtero, igual que en la 1A.

Foliculo
> 35 mm
Edema grado 2-3

ESTRO

OH 4H 28H
1 1 1
1.US—LIU PRP 1.US—LIU
2. US — Edema 1-4 v 2. US — Edema 1-4
3. Citologia % PMN RL 3. Citologia % PMN

4. 1A

Figura 4. Esquema experimental simplificado. US (ultrasonografia endometrial); PMN (células
polimorfonucleares); IA (inseminacion artificial); PRP (plasma rico en plaquetas); RL (ringer lactato);

H (horas).
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6. Resultados

A continuacion, se presentan los resultados del grado de edema endometrial, tamafio de
liquido intrauterino, evaluados mediante ecografia transrectal y porcentajes de células PMN de
citologia endometrial de yeguas (n=9), durante el estro antes de la inseminacién artificial y 24
horas después de haber aplicado Ringer Lactato (RL) o Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

6.1. Edema endometrial

No se logré evidenciar un efecto (p > 0.05) del tratamiento sobre el grado de edema
endometrial (Fig. 4), hubo un efecto del tiempo (p < 0.001) y no hubo interaccién del
tratamiento por el tiempo. El edema endometrial antes de la IA tuvo un grado entre 2,77 a 2,88
y a las 24 horas tras haberse aplicado el tratamiento (RL o PRP), el edema disminuy0 en un

37% en ambos grupos.
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Figura 5. Medias * desviacion estandar del grado de edema endometrial de yeguas (n=9) durante el
estro antes de la inseminacion artificial y 24 horas después de la aplicacion de Ringer Lactato (RL) o
Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

a,b Letras diferentes sobre las barras indican diferencia estadistica (p < 0,05).

6.2.  Acumulacion de liquido intrauterino

No se observo un efecto significativo del tratamiento (p > 0.05) (Fig. 6). Por otro lado,
hubo efecto del tiempo (p < 0.049), donde el tamafio de liquido intrauterino fue menor antes
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de la A para el tratamiento con Ringer lactato que después de la aplicacién del tratamiento con
PRP, resultado fisiolégicamente no relevante, ya que no existieron diferencias entre el antes y
el después de cada tratamiento respectivamente. No hubo interaccion del tratamiento por el

tiempo.
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Figura 6. Medias * desviacion estandar del tamafio de liquido intrauterino de yeguas (n=9) durante el
estro antes de la inseminacion artificial y 24 horas después de la aplicacion de Ringer Lactato (RL) o
Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

a,b Letras diferentes sobre las barras indican diferencia estadistica (p < 0,05).

6.3. Citologia endometrial

Se logro evidenciar un efecto del tratamiento (p < 0.001) (Fig. 7), donde el porcentaje
de células polimorfonucleares presentes en el Gtero de yeguas fue menor tras la aplicacion del
tratamiento con PRP en comparacion con RL. También hubo efecto del tiempo (p < 0.001), el
porcentaje de células polimorfonucleares endometriales fue menor antes de la 1A que después
de haberse aplicado cualquiera de los tratamientos. No se observé interaccion del tratamiento

por el tiempo.
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Figura 7. Media del porcentaje de células polimorfonucleares del Gtero de yeguas (n=9) durante el estro
antes de la inseminacion artificial y 24 horas después de la aplicacion de Ringer Lactato (RL) o Plasma
Rico en Plaquetas (PRP).

a,b Letras diferentes sobre las barras indican diferencia estadistica (p < 0,05).
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7. Discusion

En condiciones normales el grado de edema uterino esta relacionado a la fisiologia
reproductiva de la yegua (Henry et al., 1981; Ginther, 1992; Pelehach et al., 2000). Durante el
crecimiento folicular, las células de la granulosa producen estrégenos (Ginther et al., 2008).
Esta hormona esta presente durante toda la fase estral de la yegua, pero su mayor concentracion
se presenta dos dias antes de la ovulacidn; después disminuye notoriamente (Jacob et al., 2009).
Cuando existe una mayor cantidad de estrogenos circulando, los receptores de progesterona
endometriales aumentan, la progesterona trabaja a través de estos receptores, generando la
disminucion del edema uterino antes de que se presente la ovulacién (Pelehach et al., 2000);
sugiriendo que la reduccion del edema endometrial se evidencia a través del tiempo.

Las yeguas enfermas que padecen endometritis persistente inducida por cubricion
(PBIE), se caracterizan por presentar inflamacion endometrial junto con un edema excesivo,
luego de la cubricion (Brito & Barth, 2003; Bucca et al., 2008). En el afio 2017, Segabinazzi y
colaboradores, experimentaron utilizando yeguas susceptibles a PBIE; sus resultados
sugirieron que la aplicacion de plasma rico en plaquetas (PRP) no influye sobre el aumento o
reduccion del edema endometrial. En el presente estudio, el edema endometrial disminuy6 de
manera fisioldgica, tras haber trabajado con yeguas reproductivamente sanas.

El proceso de cubricion genera una endometritis fisioldgica, ya que los espermatozoides
del caballo estimulan al activar la cascada del complemento, aumentando la C3b y C5a,
leucotrienos y prostaglandinas, que producen quimiotaxis de los polimorfonucleares hacia el
atero (Pycock & Allen, 1990; Katila, 2001). Inmediatamente se genera una respuesta
inflamatoria aguda, que elimina el exceso de espermatozoides, plasma seminal y contaminantes
antes de que el embrion entre al Gtero (Katila,1995, Canisso et al., 2020).

Cuando microorganismos ingresan al lumen uterino, se liberan metabolitos del acido
araquidonico como prostaglandina (PGE2) y leucotrieno B4, los mismos que activan las células
del endotelio vascular, que conducen a la formacion de arteriolas y dilatacion de vénulas en los
sitios afectados; incrementando la permeabilidad vascular, y generando el influjo de proteinas
séricas y neutrdfilos hacia el lumen uterino (Watson et al., 1987a; Williamson et al, 1987,
Pycock & Allen, 1990).

En yeguas sanas a las 8 horas posterior a la cubricion se muestra un pico de
concentracion de liquido intrauterino (LIU) (Katila, 1995), este cuando acumulado se elimina
al cabo de 6-12 horas gracias a las contracciones del miometrio (Troedsson, 1997). Después de

48 horas post inseminacién, no se suele evidenciar la presencia de liquido a través de ecografia
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(Pycock & Newcombe, 1996). Sin embargo, las yeguas susceptibles acumulan LIU y retienen
edema endometrial durante 3 a 5 dias después de la inseminacion artificial (IA) (Allen &
Pycock, 1988; LeBlanc et al., 1989; Causey 2006).

La inoculacion de PRP a nivel uterino, reduce la acumulacion de liquido en yeguas con
endometritis persistente post cubricion (PMIE) (Reghini et al., 2014), yeguas estériles y yeguas
con endometritis crénica degenerativa (CDE) (Metcalf, 2014; Reghini et al., 2016; Segabinazzi
et al., 2021). Sin embargo, en un estudio realizado en yeguas, que presentaban acumulacion de
liquido (> 10 mm) 24 h después de la IA, niUmero exacerbado de neutrofilos (> 20 %) 48 h
después de la IA, y bajas tasas de recuperacion embrionaria (< 30%), se administro PRP en el
endometrio, en sus resultados no se obtuvo diferencia en la acumulacion de LIU; asociandolo
a la gran variabilidad que existia entre las yeguas, con una desviacion estandar alta entre sus
resultados (Segabinazzi et al., 2017).

Otros estudios mostraron resultados similares utilizando inmunomoduladores, donde
disminuyeron los marcadores inflamatorios uterinos, pero no se evidencié cambios en tamafio
de LIU; asociandolo a fallos en la contractilidad miometrial (Troedssonn et al., 1993; Leblanc
etal., 1998; Reitzenstein et al., 2002). En este estudio, se evidencid que el proceso de cubricion
genera acumulacion de liquido intrauterino. A las 24h luego de haber aplicado el tratamiento,
continud la presencia de LIU en el 38% de las yeguas; el mismo que podria haber desaparecido
si se hubiese realizado ecografia a las 48h, tras haber trabajado con yeguas reproductivamente
sanas.

Como consecuencia de la endometritis se genera quimioatraccion de los
polimorfonucleares (PMN), mediada principalmente por la citoquina CXCL8 (Bendinelli et
al., 2010; Van Buul et al., 2011). Se ha comprobado que la aplicacion de plasma rico en
plaquetas tiene efecto inmunomodulador a través de la inhibicion del NF-xB (Bendinelli et al.,
2010; Van Buul et al., 2011), como consecuencia se inhibe la migracién de neutrofilos al tejido
inflamado, regula las moléculas de adhesion celular vascular (VCAM) (Mazzoca et al., 2013)
y la expresion de citoquinas proinflamatorias (Kim et al., 2014; Sundmn et al., 2013; Wu et
al., 2011) en el endometrio de las yeguas (Metcalf et al., 2012; Segabinazzi et al., 2017). En
este estudio se evidencid que el PRP reduce el porcentaje de células polimorfonucleares de la
mucosa endometrial en comparacién con la aplicacion de Ringer lactato después de la
cubricion.

La técnica de preparacién del PRP influye sobre la concentracion de plaquetas.

Segabinazzi, (2021) utilizo la sangre de 18 yeguas sanas para procesar PRP a travées de tres
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métodos. En el primer método empled dos centrifugaciones a diferentes velocidades (400 x

g/15 min; 1000 x g/10 min) y obtuvo una concentracion de 425-960 x10° plaquetas/pL, en el
segundo realizé una unica centrifugacion (120 x g/10 min) con una concentracion de 230-
460x10° plaquetas/uL y en el tercero probo la sedimentacion de plaquetas sobre la propia
jeringa durante 4 hrs, obteniendo una concentracion de 180-435x10° plaguetas/pL; concluye
que las tres técnicas concentran 3 plaquetas y no afectan a la viabilidad de las mismas. EI primer
método tuvo mayores concentraciones de plaquetas en comparacion con el método 2y 3.

Otro estudio utilizé una primera centrifugacion a 120 x g/10 min, y una segunda a 240
X /10 min obtuvo una concentracion de 250 x10° plaquetas/pL, concluyeron que esta cantidad
modula la respuesta inflamatoria después de inseminar a yeguas con endometritis cronica
degenerativa (CDE), al reducir la entrada de células polimorfonucleares a la luz uterina y
prevenir la retencion de LIU (Reghini et al., 2016). En otra investigacion, la primera
centrifugacion fue a 400 x g/15 min y la segunda a 1000 x g/ 10 min con una concentracion de
622.9 x10° plaguetas/pL, sugirieron que el PRP mitiga la respuesta inflamatoria uterina post-
cubricién en yeguas donantes de embriones susceptibles a PBIE (Segabinazzi et al., 2021).

Las altas concentraciones de plaquetas en PRP se alcanzan mediante la combinacion de
altas velocidades de centrifugado, bajas temperaturas y varios ciclos de centrifugado (Alsousou
et al., 2013; De Pascale et al., 2015). Lo que puede influir sobre la integridad de las plaquetas,
al ser posible que su capacidad regenerativa sobre tejidos se altere y no garantice una alta
concentracion de factores de crecimiento (Etulain, 2018). Sin embargo, en este estudio, se
utilizé una primera centrifugacion a alta velocidad (2315 x g/15min), seguida de una segunda
a menor velocidad (579 x g/10min), donde efectivamente se obtuvo un mayor nimero de
plaquetas (1402,5 - 2885 x10° plaguetas/uL), que al ser aplicadas sobre el tejido endometrial

resultaron eficientes para reducir el porcentaje de células polimorfonucleares.
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8. Conclusién

El plasma rico en plaquetas inoculado a nivel intrauterino disminuye el proceso
inflamatorio en yeguas post-cubricion, tratamiento que resulta efectivo para mitigar la
endometritis. Este disminuye de forma eficiente el porcentaje de células polimorfonucleares en
la mucosa endometrial.

Por otro lado, el plasma no altera el grado de edema endometrial y no influye en el

tamario de liquido intrauterino de yeguas con endometritis fisiologica post inseminacion.
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9. Recomendaciones

Se recomienda para futuras investigaciones realizar el estudio ultrasonografico a las Oh,
24h, 48h, 72h, para evidenciar la presencia de liquido intrauterino a través del tiempo en yeguas

sanas.
Se recomienda utilizar un kit de tincion rapida efectivo, que permita evidenciar de
forma clara las células endometriales y las células polimorfonucleares.
Se recomienda implementar la inoculacion de plasma rico en plaquetas sobre otras

especies para mitigar respuestas inflamatorias en diferentes tejidos.
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11. Anexos

Anexo 1. Palpacion rectal para examen Anexo 2. Ultrasonografia reproductiva de
ginecologico equino. yegua, edema grado 2-3.

Anexo 3. Ultrasonografia rectal de yegua en Anexo 4. Ultrasonografia rectal de yegua,
estro; *foliculo dominante. liquido intrauterino.

42



Anexo 5. Evaluacion microscépica de semen
de caballo.

1

Anexo 7. Toma de muestras citologicas Anexo 8. Aplicacion intrauterina de Ringer
intrauterinas. Lactato.
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Anexo 9. Preparacion de plasma rico en Anexo 10. Centrifugacion de plasma rico en
plaquetas, dentro de camara de flujo laminar. plaquetas.

Anexo 12. Aparato de citologia intrauterina

Anexo 11. Aplicacién intrauterina de plasma de yegua

rico en plaquetas.
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Anexo 13. Consideraciones éticas
Los animales fueron manejados con las normas para el cuidado y uso de animales en
investigacion segun el “Cddigo Organico del Ambiente” (ROS N° 983, Ecuador).

Anexo 14. Certificado de traduccion de resumen del Trabajo de Integracion Curricular
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