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1. Titulo

Influencia del niUmero de partos sobre el endometrio Inter caruncular de

vacas mestizas



2. Resumen

El endometrio se somete a grandes cambios como remodelacion, reparacion y
regeneracion de tejido, a lo largo de la vida reproductiva de la hembra. El presente estudio tuvo
como objetivo, estudiar y comparar histologicamente el endometrio inter caruncular de Uteros
bovinos con diferente nimero de partos. Se utilizaron un total de 20 Uteros de vacas mestizas
en fase de diestro, siendo 10 Uteros de vacas de 2 partos y 10 de 5 partos, de los cuales se
obtuvieron cortes histologicos de la region interacaruncular de ambos cuernos uterinos y fueron
analizados con microscopia éptica. Fue medida la altura del epitelio columnar, del estrato
subepitelial (um) y fue realizado el conteo de glandulas endometriales en el programa Image J.
El anélisis de los datos, se realiz6 con el procesador MIXED SAS (SAS, 2023). Hubo un efecto
del nimero de partos (p = 0,0003), donde vacas de 2 partos tuvieron un epitelio columnar mas
alto que vacas de 5 partos, asi también hubo un efecto de lado (p=0,0019), siendo que el epitelio
del cuerno uterino izquierdo fue mas alto que del lado derecho. Ademas, se observd interaccion
entre el nimero de partos y el lado (p=0,0004), ya que vacas de 2 partos tuvieron en el cuerno
izquierdo mayor altura del epitelio columnar que en el cuerno derecho y que vacas de 5 partos
en ambos lados. Sin embargo, no se observaron diferencias (p>0,05) en la altura o el nimero
de glandulas del estrato subepitelial en vacas de 2 y 5 partos, ni interaccion del lado. EI nimero
de partos altera histologicamente la estructura del endometrio ya que el mayor nimero de partos
disminuye la altura del epitelio columnar del endometrio, pero no interfiere en la altura del

estrato subepitelial ni en el nmero de glandulas

Palabras clave: utero, histologia, gestacion, epitelio, glandulas endometriales.



2.1 Abstract

The endometrium undergoes major changes such as remodeling, repair and tissue
regeneration throughout the reproductive life of the female. The objective of the present
research was to study and compare histologically the intercaruncular endometrium of bovine
uteruses with different number of calvings. A total of 20 uteruses from crossbred cows in the
diestrous phase were used, 10 uteruses from cows with 2 calvings and 10 with 5 calvings, from
which histological sections of the interacaruncular region of both uterine horns were obtained
and analyzed with optical microscopy. The height of the columnar epithelium and subepithelial
layer (um) was measured and the endometrial gland count was performed with Image J. Data
analysis was performed with the MIXED SAS processor (SAS, 2023). There was an effect of
the number of calvings (p=0.0003), where cows with 2 calvings had a higher columnar
epithelium than cows with 5 calvings, as well as an effect of side (p=0.0019), being that the
epithelium of the left uterine horn was higher than that of the right side. Furthermore, interaction
was observed between the number of calvings and side (p=0.0004), since cows of 2 calvings
had greater height of the columnar epithelium in the left horn than in the right horn and cows
of 5 calvings in both sides. However, no differences (p>0.05) in height or number of glands of
the subepithelial stratum were observed in 2- and 5-calving cows, nor side interaction. The
number of calvings histologically alters endometrial structure as the higher number of calvings
decreases the height of the columnar epithelium of the endometrium, but does not interfere with

the height of the subepithelial stratum neither the number of glands

Key words: uterus, histology, gestation, epithelium, endometrial glands.



3. Introduccién

El utero consta de una capa externa tipo serosa o perimetrio, una capa muscular o
miometrio, y una capa mucosa o endometrio (Hansel, 1959). El endometrio esta constituido por
dos biotipos celulares: las células endometriales epiteliales bovinas (CEEP) y las células
endometriales estromales bovinas (CEES) (Lenis et al., 2014). En vaquillonas jovenes, se
presenta con poco espesor y menor cantidad de glandulas mientras que en vacas aumenta el

espesor y se incrementa el nimero de glandulas (Hansel, 1959).

La receptividad uterina depende de interaccion correcta del eje conceptus-cuerpo luteo-
endometrio (Diaz, 1986), por ello los cambios morfoldgicos en el endometrio influenciados por
estrégenos durante el proestro y estro, por la interaccion de por estrégenos y progesterona
durante el metaestro y por progesterona durante el diestro (Ohtani et al., 1993; Dellman y
Carithers, 1996), pueden influir positivamente o negativamente al momento del reconocimiento

embrionario, implantacién embrionaria y por ende a un buen término de la gestacion.

El presente estudio de investigacion generara nuevas lineas de conocimientos con base
cientifica, permitiendo solucionar problemas y tener nuevas alternativas que puedan ser
aplicadas al medio, con el propésito de mejorar la eficiencia en la reproduccién bovina, y por

ende se reflejara en la economia de los productores pecuarios de la region y del pais.

Los objetivos planteados fueron: Estudiar y comparar histolégicamente el endometrio
inter caruncular de Uteros bovinos con diferente nimero de partos; Identificar y comparar
histolégicamente las estructuras del endometrio inter caruncular de Uteros bovinos con diferente
namero de partos, Determinar si mayor nimero de partos altera la estructura histologica del

endometrio inter caruncular de bovinos.

La hipdtesis nula es a mayor numero de partos altera la estructura histologica del
endometrio inter caruncular de bovinos y la alternativa a mayor nimero de partos no altera la

estructura histologica del endometrio inter caruncular de bovinos



4. Marco Teorico

4.1.  Anatomia del Aparato Reproductor de la Hembra
El aparato reproductor de la vaca estad formado por las siguientes estructuras desde la

parte externa son: vulva, cérvix, vagina, Utero, oviductos y ovarios.

4.1.1. Vulva

Se encuentra conformada por los labios vulvares, los cuales son pliegues cutaneos que
al unirse forman las comisuras dorsal y ventral, con un angulo muy marcado en la comisura
ventral (Lenis et al., 2014). Cumple diferentes funciones como: paso de la orina al exterior,
entrada al pene durante la monta, y salida del feto durante el parto (Sisson & Grossman, 2001).

4.1.2. Cérvix

Corresponde a la parte mas caudal del utero, localizado delante de la vagina, mide de 8
a 10 cm aproximadamente (Inchausti & Tagle, 1980), y comunica el cuerpo del utero con la
vagina, a través del canal cervical (Lenis et al., 2014). Tiene una consistencia firme a la
palpacion, debido a la presencia de anillos o pliegues cartilaginosos (Cortés et al., 2014).

4.1.3. Vagina

Es una estructura tubular fibroeléstica con pliegues longitudinales internos, que al
momento de la cUpula propicia el paso de los espermatozoides hacia el canal cervical; incluso,
al momento del parto, permite la salida del feto gracias a su gran capacidad de expansion (Lenis
et al., 2014). La parte méas caudal se denomina vestibulo vaginal, delimitado por el orificio
uretral externo (ubicado en posicién ventral) (Sisson & Grossman, 2001). El tamafio de la
vagina mide entre 25 y 30 centimetros, sin embargo, puede variar dependiendo de la raza, estado

reproductivo, etc (Inchausti & Tagle, 1980).

4.1.4. Utero

El Utero esta formado por un cuello, un cuerpo y dos cuernos divergentes (Lenis et al.,
2014), donde el cuerpo uterino mide de 2-4 cm y los cuernos miden de 35-45 cm (Inchausti &
Tagle, 1980). En su trayectoria se insertan los cuernos (derecho e izquierdo), y es en uno de
estos donde se va a implantar el embrion. Asi pues, consta de una capa externa tipo serosa o
perimetrio, una capa muscular 0 miometrio, y una capa mucosa o endometrio (Lenis et al.,
2014). Dicha mucosa presenta proyecciones denominadas carunculas, donde se unen los

cotiledones de las membranas durante la gestacion (Lamb et al., 2010).



4.1.4.1.Endometrio

Capa muscular constituido por dos biotipos celulares: las células endometriales
epiteliales bovinas (CEEP) y las células endometriales estromales bovinas (CEES) (Lenis et al.,
2014).

4.1.5. Oviductos

Inmediatamente después de los cuernos uterinos, se encuentran los oviductos (Inchausti
& Tagle, 1980), los cuales constan de una estructura tubular con recorrido tortuoso; su funcion
es transportar los oocitos hacia el utero y propiciar el sitio de encuentro entre los gametos

(masculino y femenino) para que ocurra la fertilizacion (Lenis et al., 2014).
El oviducto consta de:

e Infundibulo: se extiende a lo largo del borde libre del mesosalpinx y es bastante
amplio, de paredes delgadas y engloba la parte lateral del ovario
e Ampolla: continuacion del infundibulo y aqui ocurre la fertilizacion.

e Istmo: comunica el oviducto con los cuernos uterinos (Lenis et al., 2014).

4.1.6. Ovarios

Son glandulas que cumplen basicamente con dos funciones: una exocrina, que es la
liberacion de 6vulos, y otra endocrina, que es la produccion y secrecion de hormonas (Lamb et
al., 2010). Generalmente, se localizan en la parte mas caudal del abdomen cerca al reborde
pélvico ((Leung & Adashi, 2004), tiene una forma ovoide en la mayoria de los casos, sin
embargo, en las diferentes fases del ciclo estral cambia su forma; miden entre 1 a 10 cm de
longitud (Lenis et al., 2014).

4.1.7. Cuerpo luteo

Es una glandula temporal, en la vaca especificamente se desarrolla a partir de las células
de la teca y de la granulosa, formadoras del foliculo ovulatorio que alojan al ovocito (Rodgers
et al., 1988). Se desarrolla rapidamente 2 o 3 dias despues de la ovulacion, fenomeno que es
acompariado por la angiogénesis y la vascularizacion desde el foliculo preovulatorio (Miyamoto
et al., 2009).

La estructura y funcion se ve modificada por diversos factores endocrinos como: LH
(hormona luteinizante), GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas), prolactina y
catecolaminas (Olivera-A M et al., 2007), encargadas de estimular la actividad luteal
impulsando la produccion de progesterona en las Células Luteales Grandes (CLG) y Células
Luteales Pequefias (CLP) (Skarzynski et al., 2000).



Asi pues, las CLG originadas a partir de las celulas de la granulosa y las CLP, originadas
a partir de las células de la teca, forman una estructura de transicion llamada cuerpo
hemorragico (CH), que posteriormente se denomina cuerpo liteo, que sintetiza progesterona
(P4) (Aréchiga-Flores et al., 2019). La produccion de P4, se sintetiza a partir del colesterol,

bajo el dominio de la enzima citocromo P450 (Neuvians et al., 2004).

De esta manera, el desarrollo embrionario estd condicionado por los niveles de
progesterona emitidos por el cuerpo lateo (CL), controlando el ambiente del oviducto y del
utero (Auad et al., 2019).

4.2. Fisiologia Reproductiva de la Hembra bovina

El funcionamiento del aparato reproductor es regulado por la intercomunicacion de
varios organos, entre ellos: eje hipotdlamo - hipofisis, ovario y utero (Lamb et al., 2010); de
esta manera las sustancias producidas en el Sistema Nervioso Central (SNC) denominadas
hormonas, circulan por via sanguinea para ejercer su efecto sobre los ovarios y el utero (Rippe
& Veterinario, 2009). Por ende, los ovarios ejercen respuesta a estas hormonas, y producen
otras sustancias que actdan sobre el Gtero, diferentes tejidos y sobre el mismo SNC (Soares &

Junqueira, 2019), como se indica en la Figura 1. (Rippe, 2009)

Hipotalamo
Retroalimentacion Retroalimentacion

Positiva GnRH Negativa
¥

Pituitaria Anterior

++

|Crec|mlentn Folicular "‘| Ovulacion |
! !
Foliculo Pre-ovulatorio Cuerpo Luteo
| ‘ | | |
Estradiol Progestemna
A

Figura 1. Fisiologia reproductiva de la hembra bovina

4.3.Hormonas

4.3.1. GnRH
Hormona Liberadora de Gonadotropinas, es un decapéptido producido en las neuronas
del area ventromedial y del area preoptica del hipotdlamo (Lamb et al., 2010), se propaga a
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través de los capilares al sistema hipofisiario luego a las células de la hipdfisis anterior, en
donde su funcion es estimular la produccién y secrecién de las hormonas hipofisiarias Hormona
Foliculo Estimulante (FSH) y Hormona Luteinizante (LH) entre otras (Soares & Junqueira,
2019).

4.3.2. Hormonas glicoproteicas

4.3.2.1.Hormonas hipofisiarias

Hormona luteinizante (LH): interviene en el proceso de ovulacion, formacion y
mantenimiento del cuerpo lateo (Dubby, 1996).

Hormona foliculo estimulante (FSH): es la encargada del proceso de esteroideogénesis

ovarica, crecimiento y maduracion folicular (Dubby, 1996).

4.3.2.2.Hormonas placentarias

Hormona coriénica gonadotropa (hCG): tiene una accion luteinizante, ya que ademas
transforma el cuerpo luteo estral en cuerpo lGteo de gestacién, estimula la produccién de
androgenos Yy es utilizada en caso de quistes foliculares (Salmon, 2012).

Tirotropina placentaria: aceleran el desarrollo morfologico y la produccion de
surfactante en animales (Bricefio-Pérez & Fuenmayor, 2007), sus efectos son mediados por
receptores nucleares pulmonares especificamente, indicando que a concentraciones fisioldgicas

son estimulantes del pulmén fetal (Sackett et al., 2000).

4.3.2.3.Hormonas gonadales

Inhibina: es una hormona proteica producida por el foliculo dominante, participa
regulacion de la secrecion de FSH (Salmon, 2012), generando una retroalimentacion negativa
sobre la hipo6fisis anterior produciendo una menor secrecion de FSH (Rippe, 2009)

4.3.3. Esteroides reproductivos

4.3.3.1.Estrégenos

Producidos en el foliculo, actian en el sistema nervioso central para estimular el celo
(Rippe, 2009) generan una retroalimentacion positiva sobre el hipotdlamo produciendo la
liberacion de GnRH que a su vez inducira la liberacién de FSH y LH en la hipdfisis anterior
(Lamb et al., 2010).

4.3.3.2.Progesterona
Producida en el cuerpo lateo por accion de la LH (Rippe, 2009); encargada de la

preparacion del utero para permitir la implantacién del embrién y de mantener la gestacién, sin



embargo, produce un efecto de retroalimentacion negativa sobre el hipotadlamo (Lamb et al.,
2010).

4.3.3.3.Prostaglandina

Se produce en el endometrio uterino, debido a la interaccion estradiol-oxitocina
(Aréchiga-Flores et al., 2019), asi es liberada por via hemética al ovario donde ejerce su accion,
la luteolisis y regular el tiempo del CL en las diferentes especies domésticas (Ungerfeld, 2020).

4.4.Ciclo estral

La hembra bovina es un animal poliéstrico anual, es decir, cicla todo el afio; cada ciclo
dura 21+ 4 dias y el celo 6 a 18 horas. La ovulacion tiene lugar 24 a 30 horas después de
comenzado el estro (Erickso, 1966). El ciclo estral esta regulado por diferentes hormonas entre
ellas: hipotalamo (hormona liberadora de gonadotrofina, GnRH), la pituitaria anterior (hormona
foliculo estimulante, FSH y hormona luteinizante, LH), los ovarios (progesterona, P4; estradiol,
E2 e inhibinas) y el utero (prostaglandina F2a, PGF) (Lamb et al., 2010), como se indica en la
Figura 2. (Shearer, 2003)

Tabla 1. Fases del ciclo estral

Fase Dia Duracion Evento

Estro 0 10-12h I\/_Iaduracic')n folicular, altos niveles de Estrdgeno y
pico de LH

Ovulacion (dentro de las 12-18 hrs.) formacion del
Cuerpo hemorragico que no responde a la PGF2a
Maduracion del Cuerpo Lateo - Altos niveles de
Progesterona

Regresion del Cuerpo Luteo, maduracion del
foliculo e incremento de estrdgenos

Metaestro 1-3 5-7dias

Diestro 5-18 10-15dias

Proestro 19-21 3 dias

4.4.1. Proestro

Inicia con la regresion del CL en respuesta a la secesion de PGF del Gtero que llega al
ovario a través de un mecanismo de contracorriente y termina con el inicio del estro o celo
(Ginther, 1974). Tiene una duracién de 2 a 3 dias y se caracteriza especialmente por un
incremento notable en la frecuencia de los pulsos de LH, lo que conduce a la maduracion final
del foliculo ovulatorio y al incremento del E2 (Colazo & Mapletoft, 2017). En el ciclo estral,
comprende los dias 17, 20 y 21 del ciclo, la hormona predominante en esta fase es la FSH
(Rippe & Veterinario, 2009).



4.4.2. Estro
Se define como un periodo de actividad y receptividad sexual (Shearer, 2003),
manifestandose signos como, receptividad, inquietud, notable inflamacién de la vulva,

secrecion de moco claro y transparente (Rippe & Veterinario, 2009).

Es importante mencionar que los sintomas de celo manifestados se deben
especificamente por los altos niveles de estrdgenos (Wiltbank et al., 2002), pero también
involucran a centros endocrinos como el hipotalamo que controla la liberacion de GnRH del
hipotdlamo y, por ende, la liberacion de FSH y LH de la adeno-hipdfisis (Rippe & Veterinario,
2009). La LH es considerada como la gonadotropina primaria responsable de la ovulacion, sin
embargo, la FSH se involucra en la ovulacion y formacion del tejido luteal (Lamb et al., 2010).
Tiene una duracion de 12 a 24 horas y la hormona predominante en esta fase es la LH y Estradiol
(Rippe & Veterinario, 2009).

4.4.3. Metaestro

Periodo comprendido desde el final del celo hasta la formacion del cuerpo luteo (Lamb
et al., 2010), es decir, que, de 12 a 24 horas desde el comienzo del celo, el sistema nervioso
central hace refractario a los estrégenos y todas las manifestaciones de celo o calor desaparecen
(Rippe, 2009). Durante el metaestro que tiene una duracion de 3 a 5 dias ocurre la ovulacion,
que tiene lugar entre 24 a 30 horas después de comenzado el estro (Erickso, 1966), o entre 10
a 15 horas de haber cesado los signos de celo en respuesta al pico preovulatorio de LH (Rippe,
2009).

Después de la ovulacidn, se produce una hemorragia donde el foliculo se llena de sangre,
transformandose en una estructura conocida como cuerpo hemorragico (Rippe, 2009). Luego
ocurre la luteinizacién de las células foliculares transformandose en células luteales, formado
un cuerpo lateo; dichos cambios ocurren entre el dia 5 a 7 del ciclo, finalizando asi la fase de

metaestro e iniciandose la fase lutea o diestro (Lamb et al., 2010).

4.4.4. Diestro

Se caracteriza por la presencia y dominio del cuerpo lateo y la produccién de P4 (Lamb
et al., 2010), comprende desde el dia 5 del ciclo estral al dia 18. Durante esta fase los niveles
de P4 en sangre aumentan progresivamente debido a la formacion de CL, para el
establecimiento y mantenimiento de la prefiez o la reanudacion del ciclo estral (Niswender et
al., 2000). Durante esta fase hay un crecimiento folicular, sin embargo, dichos foliculos no

ovulan ya que la P4 ejerce una retroalimentacion negativa sobre la GnRH, donde los pulsos de
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LH tienen mayor amplitud, pero menor frecuencia, inadecuados para el foliculo dominante
(Rahe et al., 1980).

Los niveles progesterona mas altos, se encuentran en el 10, manteniéndose hasta el dia
16 o0 18 del ciclo estral dependiendo de la presencia o ausencia del embrién (Rippe, 2009). Si
la vaca esta prefiada el CL se mantiene y los niveles séricos de P4 bloquean la aparicion de
celos (Lamb et al., 2010), en torno al dia 16 se produce el reconocimiento maternal, que
mediante las células embrionarias bloquea la produccion de PGF2a por parte del tutero
impidiendo la regresion del CL (Rippe, 2009). Por otro lado, si la vaca no esta prefiada, la
PGF2a tiene una accion directa e indirecta causando luteolisis o regresion del Cl en rumiantes,
causando la disminucién e P4 y la fase final del diestro, para el reinicio del proestro (Lamb et
al., 2010).

4.5.Reconocimiento de la prefiez

Se define como el periodo critico en el cual el conceptus da sefiales de su presencia a la
madre (Spencer & Bazer, 2004). Para ello es necesario que el conceptus cambie de forma
esférica a elongada esto ocurre aproximadamente en el dia 10 a 13 del proestro (Gray et al.,
2002), para un mayor contacto con el epitelio uterino, desencadenando asi la produccion del
factor antiluteolitico IFN-t (Binellii et al., 2001).

Dicho interferdn es producido en las células mononucleares del trofoblasto embrionario
entre los dias 10 y 21 (Reese et al., 2020). Alcanza su maxima produccién en los dias 14 y 16
hacia el lumen uterino, encontrdndose en una fase de precontacto donde las células del
trofoectodermo se caracterizan por su organizacion en columnares y sinciciales, ademas de

esperar la accion del IFN-t antiluteolitica (Spencer & Bazer, 2004).

Las CEEP (Células endometriales epiteliales) y las CEES (Células estromales
epiteliales) poseen en su membrana plasmatica el receptor IFNAR para bIFNT (Guzeloglu et
al., 2004), por ende, el IFN-t se acopla a dicho receptor para inducir una sefial intracelular que
genera la produccion de proteinas, entre las mas destacadas: IRF - 1 (Factor regulador del
Interferon 1), IRF - 2 (Factor regulador del Interferon 2), proteina Mx y B2 microglobulina
(Olivera et al., 2006).

El IRF - 2, actia como inhibidor del receptor de estrégenos (ER2a) en las células
endometriales epiteliales (CEEP), eludiendo la union hormona - receptor, necesaria para la
sintesis de receptores de oxitocina (ROT) (Spencer & Bazer, 2004) (Guzeloglu et al., 2004), de

esta manera no hay receptores para estimulos de produccion de PGF2 (Demmers et al., 2001).
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La produccion de IFN-t por el embrion, esta determinada por el efecto de la union de
progesterona a sus receptores en el trofoblasto, para activar los genes de respuesta a retrovirus
(JSRV) (Spencer & Bazer, 2004). Por lo que la mayoria de ligandos para JSRV, estan presentes
en las membranas de CEEP y CEES, asi también en glandulas endometriales, lo que incide en
la unién del embrion a la pared del endometrio para desencadenar funciones fisioldgicas, como
las luteotropicas y la diferenciacion y funcién de la placenta (Spencer & Bazer, 2004); (Arosh
etal., 2004).

Durante la fase lutea la P4 tiene una doble funcion en la regulacién de la expresion de
receptores para la concentracion de oxitocina (OT), especificamente en la regién
intercaruncular, induciendo la presencia de altos niveles de receptores para P4 en el endometrio
(modulacion en alta), con lo cual se inhibe la expresion de los receptores para estrogenos (RE)
y para oxitocina (ROT), fendmeno que se conoce como el “bloqueo de la P4” (Roberts et al.,

1999).

Sin embargo, al ejercer una regulacién en el epitelio luminal (modulacion baja), pierde
habilidad para suprimir la expresién endometrial de los RE y ROT, por lo cual en el caso de
existir preiiez el embrion debe extender el “bloqueo de la P4”, para prevenir la produccion

pulsatil de PGF2a mediante la secrecion de IFN-t (factor luteotropico) (Burghardt et al, 1997).

Por lo antes mencionado del efecto antiluteolitico del IFN-t, mantiene la produccion de
progesterona por el cuerpo luteo (Burgess et al., 1990), mientras el embridn continda con la
fase de aposicion en los dias de 18 a 19, donde ya hay contacto célula a célula (Spencer &
Bazer, 2004).

Finalmente ocurre la fase de adhesion, donde se marca la fusion de las membranas

trofoblasticas con membranas de las células endometriales (Aplin, 1997).

4.6.Funciones de la placenta

La placenta del bovino es de tipo corioalantoidea, puesto que la capa externa del
alantoides se fusiona con el corion, por ende, los vasos sanguineos toman contacto con las
arterias y venas umbilicales localizadas en el tejido conectivo entre el corion y el alantoides
(Bartolomé, 2009)(King et al., 2011).

12



4.6.1. Funciones esteroidales
4.6.1.1.Progesterona

Secretada por el cuerpo luteo y a partir del segundo mes comienza a ser secretada por
la placenta (Skarzynski et al, 2003). La mayor parte de la progesterona pasa a la circulacion
materna; parte de esta es captada por el feto y se utiliza como sustrato para la sintesis de
corticoides fetales (Chavatte-Palmer & Tarrade, 2016).

4.6.1.2.Estrégenos

Tienen efecto proliferativo especificamente en tejidos maternos, como: aumento de
tamafio del Gtero, mamas y genitales externos; cambios orientados a un normal desarrollo de la
gestacion (Gude et al., 2004).

4.6.2. Funcion de intercambio
La placenta se encarga especificamente del intercambio fisioldgico entre la madre y el
feto, siendo el intercambio gaseoso la funcidén primordial de este 6rgano, seguida por la

absorcion de nutrientes y la excrecion de productos de desecho (Watson & Cross, 2005).

La actividad de intercambio de la madre al feto es intensiva, considerando el paso de
diferentes sustancias nutritivas, tales como oxigeno, agua, glucosa, lactato, aminoéacidos, acidos
grasos libres, vitaminas, electrolitos, hormonas, anticuerpos, incluso farmacos y pat6genos
(Roa et al., 2012). Por otro lado, el intercambio del feto hacia la madre, son productos finales

del metabolismo, tales como urea, anhidrido carbonico (Gude et al., 2004).

4.6.3. Funcion inmune

Anteriormente se asumid que el embridn era como un aloinjerto para la madre que en
principio debia cumplir las leyes de aceptacion y rechazo de los trasplantes (Oliva, 2005), sin
embargo en la actualidad se ha demostrado que la madre establece un mecanismo
compatibilizador que impide el rechazo al producir una serie de factores inmunosupresores e
inmunomoduladores por parte de la placenta (Moffett & Loke, 2006), incluso en estadios
tempranos (trofoblasto), y por una adaptacion en la respuesta inmune materna frente a los

antigenos de histocompatibilidad fetal (Auad et al., 2019).

4.7.Estructura histoldgica del endometrio
En el corte histologico del Gtero bovino se distinguen 3 capas: endometrio, miometrio y
perimetrio, ademas en hembras que alcanzan la madurez sexual el endometrio aumenta su

espesor y por ende el namero de glandulas (Hansel & Convey, 1959).
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El endometrio, se encuentra constituido por dos biotipos celulares: las celulas
endometriales epiteliales bovinas (CEEP) y las células endometriales estromales bovinas
(CEES) (Lenis et al., 2014).

En general las células endometriales epiteliales y estromales tienen propiedades
morfologicas y funcionales similares, aunque sus respuestas a los estimulos varian en funcién
de su localizacidn, ya sea en sitios carunculares o intercarunculares (Asselin et al., 1998). Asi
pues, en respuesta al estimulo de oxitocina, la produccion de prostaglandinas F2a (PGF2a) y
E2(PGE 2a) es mayor en las células epiteliales que en las estromales del endometrio
intercaruncular que en las de la porcion caruncular, probablemente porque la expresion génica
de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) esta regulada de forma diferente por la oxitocina en estos dos
sitios (Dhaliwal et al., 2002).

Se distinguen diferentes estratos o capas:

La primera capa denominada epitelio, esta recubierta por una capa celular columnar alta

(Bastos Aires et al., 2014) mientras que la capa subepitelial el estroma se distingue en

e Region CAR, 3 estratos:
1. Estrato subepitelial delgado y menos celular
2. Estrato grueso altamente celular de tejido conectivo laxo
3. Estrato vascular profundo, con tejido conectivo denso lleno de vasos
arteriales y venosos grandes.
e Region IC 2 capas
1. Carece de estrato celular
2. Contiene glandulas tubulares abiertas al Cl (Bastos Aires et al., 2014)

De la misma manera se menciona:

e Region inter caruncular

MacroscOpicamente se observan como superficies planas (Denicol et al., 2012). El
endometrio intercaruncular bovino es una estructura fisiologicamente muy activa,
puesto el crecimiento uterino en los primeros seis meses después del parto se debe casi
por completo a la proliferacién de tejido estromal en la region intercaruncular, donde se
produce el primer desarrollo glandular (Atkinson et al., 1984). En pequefios rumiantes
la masa de tejido intercaruncular aumenta en un 74% durante el ultimo mes de gestacion
(Denicol et al., 2012).

e Region caruncular
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Macroscopicamente se observa como protuberancias redondas, sobre la superficie
uterina (Denicol et al., 2012). EI endometrio caruncular es el sitio principal para
mantener la posicion fisica de la placenta dentro del Utero y el intercambio gaseoso y de
pequefias moléculas (Atkinson et al., 1984).

Microscopicamente, se distinguen varias proyecciones vellosas endometriales pequefias
y regulares que aumentaron en forma de dedos hacia el lumen, mientras que, en el
estrato subepitelial las células cuboidales de extienden hasta cubrir el epitelio (Bastos
Aires et al., 2014).

4.7.1. Glandulas endometriales

Tienen como funcion secretar sustancias que nutren al embrion hasta que se formen los
plancetomas, todo ello regulado por los niveles de progesterona del cuerpo luteo (Pefia et al.,
1999).

Se ha sefialado que el nimero de glandulas endometriales no cambia durante el ciclo
estral en diferentes especies (Johannisson et al., 1987), mientras que en bovinos el area de la
glandula es el tnico parametro que difiere (Dhaliwal et al., 2002), dado que en una fase folicular
la densidad de los conductos glandulares se reduce, aunque la disminucion del area de la
glandula durante la transicion de la fase folicular a lutea se refleja con una reduccion en el

edema asociado al celo (Wang et al., 2007).

Los cambios endometriales son influenciados principalmente por estrégenos durante el
proestro y estro, la interaccion de estrogenos y progesterona durante el metaestro y por

progesterona durante el diestro (Ohtani et al., 1993; Dellman y Carithers, 1996).

En la fase lutea disminuye el edema y aumenta la produccion glandular, ademas de ser
mas enrolladas (Asdell et al, 1949; Cullinan-Bove 1993).

Durante el proestro la mucosa uterina aumenta de grosor, las glandulas uterinas
aumentan adn mas en tamafio y se ramifican, mientras que el epitelio uterino y glandular

continta aumentando en altura (Ohtani et al., 1993; Dellman y Carithers, 1996).

En el metaestro la mucosa uterina se encuentra en su maxima altura y las glandulas

uterinas contintan ramificandose (Ohtani et al., 1993; Dellman y Carithers, 1996).

En el diestro tardio los niveles de P4 disminuyen, causando un aumento elevado en la
altura del endometrio, las glandulas entran en regresién cambiando su configuracion tortuosa y
se acortan, y las células epiteliales superficiales y glandulares cesan la secrecién (Dellmann y

Brown, 1987; Ohtani et al., 1993; Dellman y Carithers, 1996).
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5. Metodologia
5.1. Area de estudio

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en la Cuidad de Yantzaza, localizada en el
sureste del Ecuador, en la provincia de Zamora Chinchipe con coordenadas 3°51'S 78°45'0 / -3.85, -
78.75, la recoleccion de las muestras se realizo en el “Camal Municipal de la ciudad de Yantzaza”. El
estudio histoldgico se lo ejecutod en el Laboratorio de Diagndstico Integral Veterinario de la Carrera de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables
Universidad Nacional de Loja.
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Figura 2. Mapa del (A) Camal Municipal de Yantzaza. (B)Laboratorio de Diagndstico
Integral Veterinario de Loja

5.2. Procedimiento

5.2.1. Enfoque metodoldgico

Esta investigacion es un estudio de enfoque cuantitativo

5.2.2. Disefio de la investigacion

El disefio fue de tipo observacional descriptivo y con muestreo por conveniencia

5.2.3. Tamafio de la muestra y tipo de muestreo

Se utilizaron un total de 20 Uteros de vacas mestizas en fase de diestro, con cuerpo lUuteo
entre 7 y 12 dias. Los Uteros fueron divididos en dos grupos, 10 de vacas de 2 partos y 10 de 5
partos.

5.2.4. Técnicas

5.2.4.1.Recoleccidn de muestras
Se localizo la region inter caruncular de ambos cuernos uterinos (derecho e izquierdo)
de cada vaca y seguidamente con un bisturi se extrajo una muestra de 2 x 2 cm. Las muestras

se conservaron en tubos de ensayo con su respetiva identificacion, en solucién de formaldehido
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bufferado para su conservacion y traslado a un laboratorio particular para realizar los cortes

histopatoldgicos

5.2.4.2.Toma de Medidas Microscopicas

El epitelio columnar, fue medido en micrometros (um) desde la superficie del epitelio,
solamente la primera camada celular con la objetiva de 40x con un aumento de 400x, en el
microscopio de contraste de fase (ACCU-SCOPE, EXC-120Series, Nueva York, USA) y
camara (AmScope Microscope Digital Camera 5MP aptina color CMOS ULTRA-FINE
COLOR ENGINE INSIDE “MU503B”, China), y el programa AmScope

Para la altura del estrato sub epitelial, se tomaron tres medidas desde la superficie del
epitelio hasta el estrato vascular, medido con la objetiva de 4x aumento de 40x, obteniendo los
valores en micrometros (um), del microscopio optico (Labomed ®, laboAmerica, inc, USA) y
en el programa Motic Images Plus 2.0.

Para el nimero de glandulas, se utiliz6 una imagen del corte histolégico con el objetivo
de 4x y aumento de 40x colocando un recuadro de 800x400 en el programa Image J para realizar

el conteo de las glandulas de forma ordenada.

5.2.4.3.Variables de estudio

e Altura del epitelio columnar (um)

e Altura del estrato subepitelial (um)

e Numero de glandulas endometriales
5.2.4.4.Procesamiento y andlisis de la informacion

Para analizar los datos se utilizé un analisis de varianza con el procesador MIXED
DSAS (SAS en Denmond for Academics) donde los efectos fijos fueron considerados los
grupos y el efecto aleatorio el animal anidado al grupo.

Para comparar las medidas se utilizaron un T-TST donde el P valor menor a 0,05 fueron
considerados como significativos
5.2.4.5.Consideraciones éticas
Los animales fueron manejados con las normas para el cuidado y uso de animales en
investigacion segin el “Codigo Organico del Ambiente” (ROS N° 983, Ecuador). Se debe

considerar que fueron utilizadas piezas de camal.
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6. Resultados

Al ser evaluados los cortes histoldgicos del endometrio inter caruncular de vacas mestizas,
se verifico un efecto del nimero de partos (p = 0,0003), donde vacas de 2 partos tuvieron un
epitelio columnar mas alto (42.01+ 3.73) que vacas de 5 partos (31.41+ 3.68) (Tabla 2). Asi
también hubo un efecto de lado (p=0,0019), siendo que el epitelio del cuerno uterino izquierdo
fue mas alto (40.72+ 3.58) que del lado derecho (32.70+ 3.72). Ademas, se observo interaccion
entre el nimero de partos y el lado (p=0,0004), ya que vacas de 2 partos tuvieron en el cuerno
izquierdo mayor altura del epitelio columnar que en el cuerno derecho y que vacas de 5 partos
en ambos lados. Sin embargo, no se observaron diferencias (p>0,05) en la altura o el numero
de glandulas del estrato subepitelial en vacas de 2 y 5 partos, y no hubo diferencias entre ambos
lados, derecho o izquierdo de los cuernos uterinos.

Tabla 2. Media + error estindar de medidas del endometrio Inter caruncular de vacas mestizas con
diferente nimero de partos

Mediadas Vacas de 2 partos Vacas de 5 partos

Izquierdo Derecho Izquierdo Derecho

Altura del epitelio

50.66+3.917 33.37+ 4.39° 30.78+4.04° 32, 04+4.04°
columnar (um)

Alturadel estrato o o3 L 7666 77844+ 7866 75023 + 78.66 824.47 + 78.66

subepitelial (um)
NUmero de

glandulas del estrato 108,40+9,26 96,20£9,26 106,40£9,26 99,10+9,26
subepitelial.

ab etras minfisculas demuestran diferencias estadistica (p < 0,05)
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Ademas, es importante mencionar que, en los cortes histolégicos estudiados, no hubo la
presencia de infiltrado inflamatorio o evidencia de alteraciones del tejido glandular.

L=19.61um
L=24.92um

L=2626um | -3403um ¢ L=3493um

Figura 3. Cortes histologicos de endometrio caruncular de vacas en diestro (tincion
hematoxilina — eosina) (400x) A: Altura del epitelio columnar del cuerno uterino derecho de
vaca de 2 partos B: Altura del epitelio columnar del cuerno uterino derecho de vaca de 5 partos
C: Altura del epitelio columnar del cuerno uterino izquierdo de vaca de 2 partos D: Altura del

epitelio columnar del cuerno uterino izquierdo de vaca de 5 partos.

19



Figura 4. Cortes histologicos de endometrio caruncular de vacas en diestro (tincion
hematoxilina — eosina) (40x) A: Altura del estrato subepitelial (um) del cuerno uterino
izquierdo de vaca de 2 partos B: Altura del estrato subepitelial (um) del cuerno uterino derecho
de vaca de 5 partos C: Glandulas endometriales de cuerno uterino izquierdo de vaca de 2 partos

D: Glandulas endometriales de cuerno uterino izquierdo de vaca de 5 partos.
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7. Discusion

El estudio histopatoldgico es un método que emite una clara perspectiva del ambiente
uterino, tanto en el desarrollo (altura epitelial, concentracion glandular, tipo de glandulas,
mitosis, reaccion pseudodecidual, etc.) como en inflamacion (fibrosis, grado de infiltracion
leucocitaria, célula inflamatoria predominante, etc.) e infeccion (aislamientos bacterianos)
(Zeledon, 2007; Gilbert et al, 2005)

El endometrio intercaruncular bovino es una estructura fisiolégicamente muy activa, ya
que el crecimiento uterino en los primeros seis meses después del parto se debe casi por
completo a la proliferacion de tejido estromal en la region intercaruncular, donde se produce el
primer desarrollo glandular (Atkinson et al., 1984).

El epitelio endometrial es pseudoestratificado columnar (Dellmann & Brown, 1987),
donde la altura y la estructura de las células epiteliales estan relacionadas con la secrecion de
hormonas durante las fases del ciclo estral (Bibbo, 1997). Hay variaciones de altura del epitelio,
altura del epitelio glandular, tamafio del lumen glandular, desarrollo glandular, secrecién
glandular y edema estromal (Dellmann & Brown, 1987), influenciadas por estrogenos en fase
de proestro y estro, de estrdgenos y P4 en metaestro y finalmente por P4 en el diestro (Dellmann
& Brown, 1987; Ohtani et al., 1993; Dellman y Carithers, 1996).

En fase de proestro y estro el endometrio esta engrosado, las glandulas uterinas
aumentan de tamario y el epitelio uterino y glandular tiende a aumentar en altura (Dellman y
Carithers, 1996). Sin embargo, en el diestro hay un drastico aumento de la altura del
endometrio, las glandulas entran en regresion y cesa la secreciéon glandular (Bibbo, 1997).
Siendo que, en vacas ceb( durante la fase luteal, hubo un aumento significativo del desarrollo
del epitelio de revestimiento endometrial, con mayor altura del epitelio, ya que los niveles de
P4 (hormona predominante) induce un mayor crecimiento epitelial en el endometrio bovino
(Diaz et al., 1986). Ademas, la superficie de células epiteliales es dispersa y hay una alta y
activa proliferacion de glandulas uterinas y secrecion de histétrofo (Mitko et al, 2008). En el
presente trabajo fueron estudiados endometrios de vacas de 2 y 5 partos con presencia de cuerpo
luteo entre 7 y 12 dias, encontrandose en fase diestro, donde a pesar de no haber diferencias en
la altura del estrato subepitelial entre los grupos si fue posible determinar que a mayor nimero

de partos existe una disminucion de la altura epitelial.

Las glandulas uterinas presentes en las areas endometriales intercarunculares secretan y
liberan histétrofos que son cruciales para la supervivencia y el crecimiento de la concepcién

(Grey et al., 2001). Ademas, en hembras bovinas jovenes, el endometrio se presenta con poco
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espesor y con menor cantidad de glandulas, mientras que en vacas aumenta el espesor e
incrementa el ndmero de glandulas (Hansel, 1959). En este estudio, el nimero de partos no
interfirio en la cantidad de glandulas endometriales, es posible que el desarrollo de estas
aumente después del primer parto y se mantenga posteriormente. Sin embargo, conforme la
hembra alcanza la madurez sexual, el Utero comienza a presentar cambios estructurales y

fisioldgicos, que inducen a mayor contenido de glandulas y espesor (Madoz et al., 2016).

El presente trabajo no se realizo la asociacion del lado del corte histopatolégico con el
lado de la presencia de cuerpo IUteo, sin embargo, en vacas cebu, no se encontraron diferencias
significativas en el desarrollo morfologico del endometrio al comparar zonas equivalentes de
los cuernos Ipsi y contralateral a un foliculo o un CL (Diaz et al., 1986), posiblemente a que en

la fase luteal los niveles de P4, se distribuyen de manera uniforme por todo el endometrio.
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8. Conclusiones

Después de identificar y comparar histolégicamente el endometrio intercaruncular de
uteros bovinos, se pudo determinar que mayor nimero de partos altera histologicamente su
estructura. La altura del epitelio columnar del endometrio es mas alta en vacas de 2 partos en
comparacion con vacas de 5 partos. Asi podemos concluir que, a mayor nimero de partos,
disminuye la altura del epitelio columnar del endometrio. Por otro lado, el nimero de partos no

interfiere en la altura del estrato subepitelial ni en el nimero de glandulas de este.
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9. Recomendaciones

Realizar investigaciones en con mayor numero de animales, para determinar la
funcionalidad del endometrio mediante histologia como técnica precisa.

Al realizar estudios histopatoldgicos tomar el cuidado necesario para evitar que los
tejidos endometriales sufran alteraciones por la manipulacion durante el procesamiento.

Asociar el lado del corte histoldgico al lado de la presencia de cuerpo luteo.
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