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RESUMEN

Se estudi6 la expresion de receptores de estrégenos y de progesterona en placentas porcinas
de diferentes periodos gestacionales y su relacion con la concentracion de estrogenos y
progesterona en suero y homogenatos de placenta materna y fetal. La expresion de receptores
de Estrogenos (a0 y B) y de Progesterona (isoformas A y B) se realizé por inmunohistoquimica
y la determinacion de sus ligandos mediante quimioluminiscencia. Se hallaron diferencias
significativas en los valores de estrogenos (Es) a los 17 dg entre los componentes maternos y
fetales placentarios y el suero. Se obtuvieron altas concentraciones de progesterona (P4) en
extractos fetales a los 17 y 70 dg. A los 17 dg se observd inmunomarcacion nuclear del REP
en el epitelio luminal y glandular, RPA en epitelio glandular y tejido conectivo, y REf en
células epiteliales trofoblasticas. Mientras que a los 70 dg se observo expresion de RPA en
epitelio glandular y tejido conectivo, y REPB en células epiteliales trofoblasticas. Los
resultados obtenidos sugieren que los Es fetales interactian con los REB en el epitelio
trofoblastico y la P4 se liga a los RPA en el tejido conectivo endometrial para modular la
expresion de moléculas de sefializacion y sus receptores relacionados con la implantacion, el

mantenimiento de la gestacion y con la remodelacion placentaria. Se postula que la relacion
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temporal entre las concentraciones séricas y tisulares de Es y P4, y la expresion de sus
receptores es determinante para promover la comunicacion entre la hembra porcina y los
conceptuses, y que el descenso de Es hallado entre los 15-20 dias de prefiez que se acompaiia
de un aumento de P4, y de una desaparicion de los RPA en el epitelio luminal uterino es

esencial para la implantacion y la continuidad de la gestacion.
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TITLE Estrogen and progesterone receptors determination in porcine fetal
and maternal placental tissues, and the relationship with the serum

and tissue concentrations
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SUMMARY

Estrogens and progesterone receptors expression and their ligands in porcine placentas of
different gestational periods and their relationship to the serum and tissue concentration
were studied. Estrogen (a and ) and progesterone (isoforms A and B) receptors expression
was performed by immunohistochemistry and the determination of hormones (estrogen,
progesterone) by quimioluminiscence. Significant differences in estrogen (Es) values at 17
gd were found between the placental maternal and fetal components and serum. High
progesterone (P4) concentrations were obtained in fetal extracts at 17 and 70 gd. At 17 gd,
nuclear immunomarcation of ERf in luminal and glandular epithelium, PRA in glandular
epithelium and ERP in trophoblast was observed. While at 70 gd PRA expression was
observed in glandular epithelium and connective tissue and ERP in trophoblast. The results
obtained suggest that fetal Es is interact with ERf in trophoblast and P4 binds to PRA in
endometrial connective tissue to modulate the expression of signaling molecules and its
receptors related to implantation, gestation maintenance and placental remodeling. It is
postulate that the temporal relationship between serum and tissue concentrations of Es and
P4, and expression receptors is decisive in promoting communication between the swine

female and the conceptuses, and that the decrease of Es founded between the 15 — 20 gd that



XXIX

is accompanied with an increase in P4, and the disappearance of PRA in the uterine luminal

epithelium is essential for the implantation and continuity of gestation.



Introduccion

INTRODUCCION

Produccion Porcina

A nivel mundial, la carne porcina es la de mayor consumo, siendo una de las fuentes
importantes de proteina animal. China y la UE son los principales productores y
consumidores, con mas del 70% de la produccion total de carne porcina. Sus caracteristicas de
prolificidad y eficiencia en la conversion de alimento a carne, hacen que esta especie sea la
mas producida a nivel mundial. El aumento de la produccion genera oportunidades para todos
los que participan en la cadena productiva. La comercializacion en los paises en desarrollo
continia viéndose impulsada por el aumento de los ingresos y el crecimiento demografico y
fortalecida por tendencias como la urbanizacion y las variaciones en las preferencias y habitos

alimentarios (Cruzado Ruiz, 2019).

En la Argentina el consumo se encuentra muy por debajo de la carne bovina o aviar, sin
embargo en los ultimos afios comenz6 a transitar un camino de posibilidades que la podrian
llevar al desarrollo y a la consolidacion, intentando dar respuesta a la creciente demanda de
proteina animal que exhibe el mercado mundial. La crisis sanitaria que enfrenta China por la
fiebre porcina africana, al provocar la muerte de al menos un 30% de los rodeos porcinos,
dispard la alarma por su expansion hacia otros paises del sudeste asidtico. Desde los sectores
de la produccion, se estima que los rodeos deberian incrementarse por encima del 40% vy
alcanzar un volumen necesario de 10 millones de cabezas, para atender la demanda global

junto al crecimiento del consumo interno.

En los ultimos afios, Goizueta (2016) observo un crecimiento acelerado de la produccion de

cerdos puesto que en 2015 el sector porcino crecid 9,37% en comparacion con 2014.



Asimismo, sefiala que el consumo per clpita de esta carne se ubicd en 2015 en el récord de
11,33 kg, un 10,65% por encima de los niveles del afio anterior. Este crecimiento se mantuvo
durante los afios 2018-2019 reportandose que el consumo de carne de cerdo per capita llego a
14,37 kg. Esto significa un incremento importante al compararlo con los 6 kg que se
consumian hace 15 afos. Este aumento del consumo esta favorecido por el precio de la carne
vacuna que hizo modificar la dieta de los argentinos en busqueda de alternativas mas

economicas (Culasso, 2019).

En la provincia de La Pampa este nuevo escenario competitivo requiere una adaptacion de los
productores. La adopcion continua de tecnologia, la gestion y el asociativismo seran
herramientas que permitiran a futuro la sostenibilidad productiva, ante un contexto nacional
mas complejo y competitivo. Ademas, achicar la brecha tecnoldgica entre productores,
alcanzar mejores canales de comercializacion de la produccion y trabajar a nivel
organizacional mediante el fomento del asociativismo posibilitaran afrontar la situacion actual

(Mazzola y col., 2017).

Las demandas a nivel mundial y local, la disponibilidad de alimento que conforman la base de
la alimentacion, la ausencia de amenazas sanitarias y la mejora en las escalas productivas

favorecerian un desarrollo de esta produccion, tanto a nivel provincial como a nivel pais.

En este contexto econdmico y productivo, existen numerosas evidencias cientificas sobre la
pérdida embrionaria porcina, y también son variados los parametros que utilizan los distintos
autores en el andlisis de este tema, dado que las pérdidas prenatales limitan la rentabilidad

econdmica en la industria porcina (Freking y col., 2007). En cerdos, la mortalidad



embrionaria temprana sin causa especifica, ya sea infecciosa o toxica, esté situada entre un 30
a 40 %, observandose que la mayoria de las pérdidas ocurren antes del dia 30 de gestacion
(Pope, 1994; Yaful, 2009; Bazer y Johnson, 2014; Ka y col., 2018), variando este porcentaje
hasta en un 50 — 52 % segun otros autores (Bosch y col., 2001). El ambiente prenatal
proporcionado por la cerda y la placenta como 6rgano transitorio son indispensables para el
desarrollo de la gestacion. De ellos no s6lo depende la implantacion del conceptus y el
mantenimiento del mismo, sino que ademas marca la posibilidad de sobrevida postnatal de las

crias (van der Lende y van Rens, 2003).

Reproduccion Porcina

El cerdo (Sus scrofa) ha sido utilizado extensamente en el desarrollo de las ciencias
biomédicas como modelo de investigacion en salud humana. Ha permitido estudiar
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y endocrinoldgicas ademas de
alcoholismo, diabetes, nefropatias y trasplante de organos entre otras (Stachowiak y col.,
2016; Renner y col., 2016; Funke y col., 2019), porque representa las condiciones humanas de
acuerdo a las similitudes en la anatomia, genética, sistema cardiovascular y patofisiologia
(Bazer y Johnson, 2014). En estudios sobre biologia reproductiva, la placenta porcina permite
desentrafiar los mecanismos que subyacen en la fertilidad y el desarrollo en mamiferos. La
cerda gestante es un recurso excepcional para estudiar la supervivencia embrionaria/fetal, el
crecimiento y desarrollo, la placentacion, el intercambio de nutrientes y gases entre el
endometrio materno y el conceptus, la endocrinologia de la prefiez, la mamogénesis y
lactogénesis. Las investigaciones en medicina reproductiva que utilizan el modelo porcino
pueden evaluar, durante un prolongado periodo de peri-implantacion, los cambios especificos

en la expresion génica como respuesta a diferentes sefiales quimicas que son aplicables a la



salud reproductiva humana y que modifican la morfologia celular, la implantacién y las
secreciones de diversos nutrientes, asi como moléculas de adhesion y del citoesqueleto (Bazer

y Johnson, 2014).

Desde el punto de vista reproductivo la cerda es poliéstrica continua, con un ciclo estral de 21
dias (18-24) (Fernandez y col., 2016). Comienza la pubertad cerca de los 7 meses de edad,
tiene una gestacion de solo 114 dias y produce una camada que promedia los 9 a 10 lechones
(Bazer y Johnson, 2014). La pubertad depende de diversos factores: edad, peso, nutricion,
factores genéticos, influencias climaticas, ambiente social, estrés, efecto macho entre otros
(Fernandez y col., 2016). Si bien el ciclo estral comienza con las manifestaciones del estro en
la cerda y la ovulacién ocurre en la tercera parte del mismo, desde los procesos hormonales y
bioquimicos, se consideran dos fases diferenciadas fisiologicamente, la fase folicular y la fase
luteal. En la primera predomina el efecto de los estrégenos (Es) mientras que en la segunda el
predominio hormonal es de la progesterona (P4). En las cerdas, el apareamiento ocurre
durante el estro en las tltimas 24 a 72 horas y la ovulacion se produce aproximadamente 44
horas después del inicio del estro (Bazer y Johnson, 2014). Luego de la fertilizacion, en la
region ampular del oviducto, los cigotos diploides comienzan a segmentarse rapidamente.
Este es un periodo de intensa replicacion sin crecimiento celular (Senger, 2012). El tracto
reproductivo materno sustenta las demandas del embriéon en desarrollo, muchos
investigadores sugieren la presencia de una comunicacion temprana entre las gametas,
embriones y el tracto reproductivo de la hembra antes de la primera sefial de reconocimiento
materno de la prefiez (Bazer y Thatcher, 1977; Ziecik y col., 2017). El conceptus (embrion y
sus membranas placentarias asociadas) porcino se desplaza desde el oviducto hacia el utero en

el estadio de cuatro células, alrededor de 60 a 72 horas después de iniciado el estro (Bazer y



Johnson, 2014). Cuando el embrion llega al estado de morula (3,5 dias), las blastomeras se
compactan entre si estableciendo comunicaciones diferentes entre ellas, que promueven la
formaciéon de una cavidad llena de liquido denominada blastocele (Senger, 2012). El
conceptus se transforma en blastocisto esférico (0,5-1 mm) rodeado por la zona pelucida, no
muestra aumento de tamafo aunque se va expandiendo hacia los dias 5 ¢ 6 por acumulacion
de liquido. La ubicacion de cada célula en relacion a esa cavidad influiria en la diferenciacion
celular. Las células que se localizan en la region central constituyen el macizo celular interno
(MCI) y las que se encuentran en la periferia forman el trofoblasto. En la cavidad uterina las
células epiteliales trofoblasticas sintetizan enzimas proteoliticas que digieren parte de la zona
pelucida (Senger, 2012). Bazer y Johnson (2014) revisan las numerosas investigaciones que
estudian las comunicaciones orquestadas entre el embrion y el endometrio materno,
resaltando que la ausencia de factores esenciales para el desarrollo induce fallos y pérdidas
embrionarias. El conceptus entre el dia 6-7 sintetiza y secreta estradiol, que coincide con la
expansion de 2 a 6 mm, llegando al dia 10 y 11 a sufrir cambios draméaticos en forma y
tamafio elongandose rapidamente desde 100 a 800 mm hacia el dia 16, antes de adherirse al
epitelio uterino para iniciar la formacion de una placenta epiteliocorial no invasiva (Bazer y

Johnson, 2014; Ka y col., 2018).

Si la gestacion persiste, el cuerpo luteo (CL) porcino contintia la secrecion de P4 y se
mantiene hasta el fin de la gestacion (Ziecik y col., 2017; Ka y col., 2018). En la especie
porcina, las sefiales de reconocimiento de la prefiez secretadas por el conceptus previenen al
utero de exhibir efectos luteoliticos sobre el CL (Bazer y Thatcher, 1977; Spencer y Bazer,
2004a; Bazer y Johnson, 2014; Ka y col., 2018). A partir de la hipdtesis propuesta por Bazer y

Thatcher en 1977 sobre el rol de los estrogenos en el reconocimiento materno de la prefiez,



numerosos autores concuerdan que la produccion de Es fetales entre los dias 10-12 de
gestacion es critica para impedir la regresion del CL, al modificar la secrecion de
prostaglandina F2a (PGF20) hacia el lumen uterino, permitir la implantacion de los
conceptuses y constituir la primera comunicacion entre el conceptus y el endometrio materno
para el establecimiento de la gestacion porcina (Ziecik, 2002; Spencer y Bazer, 2004a;
Franczak y Kotwica, 2008; Krzymowski y Stefanczyk-Krzymowska, 2008, Bazer y Johnson,
2014; Ziecik y col., 2017). Por otro lado, nuevos desarrollos tecnologicos permitieron a
Whyte y col. (2018) establecer el rol esencial de la liberacién de interleuquina 1 beta 2
(IL1B2) para la rapida elongacion del conceptus porcino y a Meyer y col. (2019) demostrar
que la produccion de Es fetales por parte de los conceptuses no es esencial en el estadio de
peri-implantacion para la elongacion del conceptus y mantenimiento del CL, pero si es vital
para el mantenimiento de la prefiez mas alld del dia 30 de gestacion. En estudios previos,
Bazer y Johnson (2014) observaron que la secrecion de IL1B por el trofoblasto porcino esta
temporalmente asociada con la elongacion y el inicio de la secrecion de Es por parte del
blastocisto y con la modulacion de la interaccion entre el conceptus y el utero de una manera
autocrina o paracrina.

Hay un considerable conocimiento de la regulacion hormonal y la localizacion y expresion de
genes en el utero y el conceptus durante el periodo de peri-implantacion en los cerdos (Bazer
y Johnson, 2014; Franczak y col., 2017; Ka y col., 2018; Zglejc-Waszak y col., 2019). En un
medio ambiente dominado por la P4, el establecimiento de la prefiez requiere: secrecion de Es
del conceptus, secrecion de histotrofo a partir del epitelio luminal y glandular uterino para
sostener la adhesion, el desarrollo y el crecimiento del conceptus y, remodelacion de la
interfase epitelial uterina y trofoblastica durante la implantacion (Bazer y Johnson, 2014; Ka 'y

col., 2018). Estos eventos complejos se establecen a través de redes de sefializacién que son



producidas por senales moleculares enddcrinas, paracrinas y autdcrinas que permiten la
comunicacion entre el conceptus, el endometrio de la hembra gestante (Wojciechowicz y col.,
2016; Franczak y col., 2017; Zglejc-Waszak y col., 2019) y el miometrio (Wojciechowicz y
col., 2016). Entre otras moléculas, la IL1p, el Interferon gamma (IFNG) y el Interferén delta
(IFND) (Ka y col., 2018), el factor de crecimiento transformante beta (TGFB) y el factor de
crecimiento fibroblastico 7 (FGF7), son sefiales activas cuya expresion esta regulada por las
hormonas de la gestacion y regulan la expresion de otros genes en el trofoblasto y/o el epitelio
o estroma uterino (Bazer y Johnson, 2014).

La implantacion es el proceso por el cual el blastocisto se adhiere al titero y conduce al
establecimiento de una placenta funcional y a una prefiez exitosa. Durante el periodo de peri-
implantacion, el epitelio uterino y el trofoblasto del conceptus desarrollan competencia para
adherirse (Bazer y Johnson, 2014). Entre los 15 a 17 dias de gestacion (dg) las moléculas de
adhesion remodelan la morfologia del endometrio y del trofoblasto a través del desarrollo de
microvellosidades que permiten la implantacion (Williamson, 2011). Numerosos autores han
investigado la relacion entre las moléculas de adhesion (Vélez, 2017; Ka y col., 2018), la
polimerizacion de los microtibulos de las células epiteliales uterinas y las sefializaciones que
participan en la implantacion (Wetendorf y DeMayo, 2012; Shukla y col., 2019). El proceso
de placentacion incluye el establecimiento de una red de vascularizacion endometrial que se

vuelve distendida y mas densa.

Diferentes estudios reportan que las mayores pérdidas embrionarias se producen en los
primeros 28 dias de la gestacion (Pope, 1994; Yaful, 2009; Bazer y Johnson, 2014; Ka y col.,
2018), donde el “[J [J [oTlentre los epitelios trofobléstico y uterino debe estar sincronizado

para evitar esas pérdidas. Estas células orquestan interacciones bidireccionales espacio -



temporales reguladas en forma enddcrina, pardcrina y autdcrina modulando las interacciones
entre ellas y la matriz extracelular. Las respuestas del endometrio son complejas, ademas de la
remodelacion de las células epiteliales uterinas luminales y glandulares, secreta histotrofo
para nutrir y promover el desarrollo del conceptus. El estroma uterino se transforma para
controlar el movimiento del conceptus a través de la pared uterina durante la implantacion,
mientras se genera un ambiente rico en citoquinas que directamente promueven la
angiogénesis para asegurar suficiente flujo de sangre a la placenta para la nutricion
hemotroéfica y el desarrollo fetal. Los cambios funcionales en el utero son disminucion del
glucocalix apical, la remodelacion del citoesqueleto del epitelio uterino y la pérdida de

polaridad (Bazer y Johnson, 2014).

Las interacciones entre la superficie apical de las células epiteliales uterinas y el trofoblasto
comienzan con: pre contacto no adhesivo, aposicion y adhesion y concluye con la formacion
de una verdadera placenta epiteliocorial que sostiene el desarrollo fetal a través de la
gestacion (Bazer y Johnson, 2014).

La placenta porcina desde el punto de vista anatomico e histoldgico es epiteliocorial, difusa,
adecidua, plegada y no invasiva (Amoroso, 1952; Perry, 1981). Es un 6rgano transitorio que
provee una interfase para el intercambio metabdlico de gases, micronutrientes (aminoacidos,
glucosa) y macromoléculas (proteinas), asi como la produccion de hormonas, citoquinas
(Vélez, 2017) y otras moléculas responsables del mantenimiento de la prefiez; de la
estimulacién del desarrollo de las gldndulas mamarias (Spencer y Bazer, 2004b) y la
promocion del crecimiento fetal (Senger, 2012; Bazer y Johnson, 2014). El trofoblasto
porcino se adhiere directamente al epitelio luminal uterino. La intensa remodelacion para

formar crestas coridnicas y sus correspondientes invaginaciones endometriales resulta en



plegamientos que incrementan el area de intercambio. Hay una progresiva interdigitacion de
las vellosidades (Cristofolini, 2010, Vélez, 2017) sobre el trofoblasto y el epitelio uterino que
cubre la totalidad de la placenta a excepcion de las aperturas de las glandulas uterinas donde
el trofoblasto forma un bolsillo llamado aréola por donde las secreciones de las glandulas
superficiales y profundas son absorbidas y transportadas a través de la placenta por pinocitosis
para liberarse en la circulacion fetal (Bazer y Johnson, 2014).

En el estadio de adhesion, el blastocisto inicia la gastrulacion, el embrion consta de tres capas
germinales discernibles que se transformaran en los primordios de 6rganos embrionarios hacia
el 18 a 20 dg (Sinkora y Butler, 2009). A los 28 — 30 dg comienza la osificacion y el
desarrollo del sistema inmunolégico, a los 30 dg se detectan las primeras células CD3+, segiin
Sinkora y Butler (2009). En este estadio de la gestacion, Vélez (2017) hallo IL1B en la
interfase placentaria porcina, dado su rol proinflamatorio estaria participando como citoquina
reguladora de las moléculas de adhesion, integrina avp3 y fibronectina. Adel] [ [la
organogénesis principal finaliza el dia 35 de gestacion con el higado fetal como constituyente
mayoritario de los tejidos embrionarios. Aunque el sistema linfatico estd fisiologicamente
formado al final de la organogénesis, los elementos linfoides y linfocitos son poco frecuentes
en los diferentes organos hasta que la médula 6sea comienza su actividad hematopoyética
hacia el dia 40 de gestacion. Segiin Sinkora y Butler (2009) el periodo fetal comienza a partir
del dia 36 y puede ser dividido en dos fases de crecimiento, la primera desde el 36 al 55 dg
donde el crecimiento es alométrico y la segunda fase del dia 55 hasta el nacimiento en la cual
el crecimiento es isométrico. A los 70 dg se alcanza el mayor crecimiento placentario y se
terminan de formar las vellosidades secundarias y terciarias de la interfase feto-materna
(Cristofolini, 2010). Ademas, a los 70 dg las placentas inician un estado de meseta en su

desarrollo y los fetos comienzan a crecer de manera exponencial. En este periodo también se
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observa la mayor remodelacion placentaria celular determinada por estudios de apoptosis por
Cristofolini (2010). Por otra parte, Vélez (2017) hall6 una elevacion de la IL1J3 en placenta
fetal a los 60 dg y en placenta materna a los 70 dg sugiriendo que se necesitaria un ambiente
proinflamatorio para regular la apoptosis y la proliferacion celular en la interfase feto-
materna.

Al término de la gestacion, la maduracion del eje hipotdlamo-hipdfiso-adrenal conduce a un
incremento en la secrecion de cortisol fetal, induccién de la secrecidon de Es, oxitocina,
relaxina y prolactina y sus respectivos receptores que son requeridos para la liberacion de la
camada y el inicio de la lactacion (Bazer y Johnson, 2014). Ademas, numerosos autores
(revisado por Vélez, 2017) determinaron un aumento de citoquinas proinflamatorias que
favorecerian la activacion de macréfagos, neutrofilos y células Natural killer (NK). Estas
citoquinas producirian un aumento de prostaglandinas que facilitarian las contracciones
uterinas. Vélez (2017) observé un aumento de IL1J en suero que promoveria un ambiente

utero-placentario proinflamatorio al final de la gestacion.

Hormonas esteroideas

El concepto moderno que establece que las hormonas regulan el crecimiento y la
diferenciacion celular ya fue enunciado hace més de un siglo por Ernest Starling cuando
acufio el término “hormona” para indicar a los mensajeros quimicos que pueden coordinar las
actividades y crecimiento de diferentes partes del cuerpo. Desde los comienzos hubo una
intensa investigacion para conocer la naturaleza quimica y las acciones de las hormonas
(Starling, 1905; Tata, 2005).

En respuesta a la accion de las principales hormonas esteroides secretadas por el ovario, Es y

P4, se produce una serie de modificaciones en el endometrio y el miometrio de la cerda
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gestante que permite la implantacion de los embriones (Hafez y Hafez, 2003; Renthal y col.,
2015; Morales-Léazaro y col., 2019). La accién principal de dichas hormonas sobre el utero
gestante de los mamiferos es la proliferacion y diferenciacion de las células endometriales
(Rider y col.; 1998; Squires, 2006; Senger, 2012). Ademas, el mantenimiento de la prefiez
requiere de interacciones reciprocas entre el conceptus y el endometrio. En los cerdos, el
ambiente uterino estd influenciado por eventos que se superponen inducidos por la secrecion
de Es por el conceptus y la exposicion del epitelio uterino a la P4, la hormona de la gestacion.
Estas dos hormonas y los genes que ellas regulan orquestan los cambios en el desarrollo en el
utero que son apropiados para una implantacion exitosa y la placentacion. Numerosos trabajos
apoyan la hipdtesis que las hormonas placentarias actian directamente sobre el endometrio
uterino regulando la diferenciaciéon y funcién de las células uterinas (Mulac-Jericevic y
Conneely, 2004; Sukjumlong y col., 2005; Sukjumlong y col, 2009; Steinhauser y col., 2017).
La placenta produce una variedad de hormonas, tanto proteicas como esteroides, que actuan
de manera paracrina sobre el endometrio para promover cambios en la expresion de los genes
que soportan el crecimiento y el desarrollo del conceptus (Spencer y Bazer, 2004b;

Wojciechowicz y col., 2016; Ka y col., 2018).

Los estrogenos desempefian un rol imprescindible en la proliferacion y expansion de la
placenta, en el movimiento de agua y electrolitos, en la permeabilidad celular y en la
regulacion del flujo de sangre uterina. Ademas, intervienen en el transporte del embrion hacia
los cuernos uterinos, en la migracion y en el espaciamiento equidistante en el interior de los
cuernos uterinos antes de la elongacion rapida y adhesion a la superficie endometrial (Meyer

y col., 2019). Pueden influir en la descarga de histamina por el endometrio que llevaria a un
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aumento del flujo sanguineo del miometrio y un consecuente aumento de la contractibilidad
de las células musculares (Pope y col, 1982).

En cerdos, los mayores factores que afectan el flujo sanguineo en los vasos que irrigan al
utero son los estrogenos y la progesterona, particularmente la relaciéon Es/P4 y la presencia de
citoquinas, que interactiian para regular la funcidn secretoria del endometrio (Krzymowski y
Stefanczyk-Krzymowska, 2004).

Otras investigaciones detectaron valores altos de Es séricos a los 5 dg contrastandolos con las
concentraciones halladas en cerdas ciclicas, tanto en fase folicular como luteal y hallaron
actividad esteroideogénica en el endometrio uterino desde los 5 dias post-fertilizacion (Yaful,
2009; Geisert y col., 2017) considerando una produccion y liberacion de Es bifasica por el
conceptus porcino hacia el lumen uterino durante el periodo de establecimiento de la prefiez y
la placentacion. Un primer incremento ocurre durante el periodo de elongacion rapida en los
dias 11 a 12 de gestacion y un segundo incremento sostenido durante la adhesion y el
desarrollo de la placenta desde el dia 15 al 25 de gestacion. Los resultados de esas
investigaciones que coinciden con las de Spencer y Bazer (2004a) indican que los Es son
necesarios para prolongar la secrecion de PGF2a, molécula luteolitica, hacia el lumen uterino
(Zeicik y col., 2017). En tanto, Franczak y Kotwica (2008) demostraron que el endometrio y
miometrio porcino producen estradiol en cultivo y que el endometrio produce mas estradiol
que el miometrio durante la prefiez temprana, y ambos pueden incrementar su produccion in
vitro si se proporciona P4 al medio de cultivo.

En la gestacion temprana se determinaron altas concentraciones de Es en el componente
placentario materno (Franczak y Kotwica, 2008), cuya diferencia es significativa cuando se
contrastan con las concentraciones de los extractos placentarios fetales (Yaful, 2009). El

primer reporte de la capacidad del blastocisto porcino de sintetizar y liberar Es durante el
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periodo de mantenimiento del CL y establecimiento de la prefiez data del ano 1973, esta
investigacion fue verificada por numerosos estudios que demostraron la capacidad de
sintetizar estrogenos durante el periodo de elongacion del trofoblasto (Bazer y Johnson, 2014,

Ziecik y col., 2017; Meyer y col. 2019)

Durante la gestacion temprana, los Es placentarios actiian sobre el epitelio endometrial
incrementando la expresion de factores de crecimiento, tales como el factor de crecimiento
semejante a la insulina I (IGF-I), el FGF-7 (Bazer y Johnson, 2014) y la osteopontina
(Spencer y Bazer, 2004a). Estos factores estimulan la actividad mitotica del trofoectodermo
(Wilson y Ford, 2000) y permiten el desarrollo del conceptus mediante acciones paracrinas y
autdcrinas (Persson y col, 1997; Spencer y Bazer, 2004a). Floter y col. (2019) observaron en
el periodo de peri-implantacién una vulnerabilidad a la exposicion de estrogenos en dosis

creciente sobre la expresion génica del endometrio.

Yaful (2009) detect6 aumento de P4 en suero a los 15-20 dg, durante el periodo de
implantacion. Mientras que Knight y Kukoly (1990) observaron que la concentracion de P4
placentaria en cultivos in vitro aumenta linealmente entre los 25 y los 40 dias, pero estos
autores no especifican el componente placentario fetal o materno que la sintetiza. En
contraste, Yaful y col. (2005) determinaron en los extractos placentarios fetales, en el periodo
de post-implantacion, altas concentraciones de P4, y sugirieron que la placenta fetal es una
fuente alternativa de produccion de P4 durante la prefiez porcina.

Yaful (2009) sugiere, ademas de la regulacion sistémica promovida por la P4 y los Es una
regulacion paracrina por parte de estas dos hormonas sobre las glandulas uterinas, ya que

encontraron variaciones significativas en las concentraciones placentarias fetales y maternas;
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por lo que postularon que dicha accidon local se deberia principalmente al componente de

origen fetal debido a su marcada actividad de esteroideogénesis.

Receptores de hormonas esteroideas

Aunque conocemos mucho acerca de los detalles de la maquinaria transcripcional seria
imposible saber como las hormonas regulan la expresion sin conocer sus receptores. Los
receptores de las hormonas han sido comunmente clasificados en dos principales grupos: los
receptores de membrana y los receptores nucleares. La primera evidencia de la existencia de
los receptores nucleares llegd en 1961 cuando un equipo de investigadores marcaron
radiactivamente a estradiol en tejidos sexuales femeninos y hallaron que formaba un complejo
en el nicleo con una proteina que cumplia los criterios para ser un receptor (Tata, 2005).

Los receptores son proteinas especificas que pueden ubicarse en el citoplasma o el nucleo
generando respuestas clasicas o gendmicas que se inducen por la unién de la hormona
esteroidea con receptores nucleares. La interaccion hormona-receptor produce un cambio
conformacional, la dimerizacion del receptor y posterior translocacion al ntcleo. ElI complejo
molecular formado actia como factor de transcripcion inducido por ligando para activar o
reprimir genes claves (Attar, 2000; Tata, 2005), involucrados en muchos aspectos de la
fisiologia y patologia de los mamiferos. Sirven como sensores de estimulos, maestros
reguladores de eventos moleculares que gobiernan complejas redes genéticas regulatorias
(Zhao y col., 2019).

Los efectos de los receptores nucleares en la transcripcion estan mediados por reclutamiento
de moléculas reguladoras, que pueden ser blanco de otras modificaciones tales como
metilacion, acetilacion, ubiquitinacion, sumoilacion o fosforilacion y pueden regular su

actividad, niveles y localizacion.
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También los receptores pueden estar ubicados en la membrana celular y promueven
respuestas no cldsicas o genomicas a través de sefalizaciones rapidas. Por medio de estos
mecanismos “no gendémicos” las hormonas esteroides pueden incrementar el calcio
intracelular o activar las quinasas de proteinas activadas por mitégenos (MAPKSs) o la
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) para provocar efectos celulares.

Por lo tanto, las hormonas esteroideas y sus receptores estan involucradas en eventos
sucesivos como la elongacion del conceptus, la implantacion y la placentacion a través de un
dialogo molecular espacio - temporal especifico y promueven la remodelacion del endometrio

y el trofoblasto.

Receptor de Estréogenos

El primer receptor que ligaba estrogenos (RE), en células de utero de rata, fue caracterizado
en 1966 por un grupo de investigadores que describieron al receptor como una proteina de 66
kDA localizada en el ntcleo y de gran especificidad (Miller y col. 2017). En el afio 1986 dos
grupos de investigacion publicaron los primeros datos que identificaban al RE, su secuencia y
analizaban su estructura. Mas tarde, Kuiper y col. (1996) identificaron el segundo receptor de
estrogenos y fue designado como REP. Investigaciones recientes han mostrado que REa
existe como una de tres isoformas distinguibles de acuerdo a su PM. Sin embargo, los eventos
de sefalizacion asociados con cada uno de esos receptores, asi como las interacciones entre
ellos y el rol de cada uno en la proliferacion celular permanecen confusos.

Los estrogenos ejercen sus efectos mediante la union a RE. Estos fueron aislados de 6rganos
como gonadas, Utero, pulmon, rifion y glandula adrenal en fetos y embriones obtenidos en

diferentes estadios gestacionales (Knapczyk y col., 2008).
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Los RE son proteinas que actian como factor de transcripcion activados por ligando.
Pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares que incluye miembros de los receptores
de esteroides. La estructura funcional es similar al del receptor de progesterona (RP) con una
secuencia de homologia en el dominio de ligamiento al ADN.

Los receptores nucleares para estrogenos REa and REP corresponden a proteinas sintetizadas
a partir de genes diferentes. Reconocen ligandos similares y se caracterizan por tener

diferentes actividades funcionales (Koehler y col., 2005).

En fase folicular, los Es actuan en el Utero a través de interacciones con sus respectivos RE
intracelulares, inducen la sintesis de su propio receptor asi como del RP en diferentes
especies; en contraste, durante la fase lutea, P4 regula negativamente los niveles de RE y RP
(Bazery col., 2010).

El REa el] [presente en el epitelio uterino y glandular entre el dia 12 y 15 del ciclo estral y de
la prefiez en el cerdo (Bazer y Johnson, 2014, Ka y col. 2018). La expresion del ARNm
endometrial es mas alta en el dia 10, declina para el dia 15 y luego se incrementa en el dia 18
del ciclo estral y de la prefiez. Sin embargo, en las cerdas gestantes el REa permanece
suprimido después del dia 18 dg. La proteina se localiza en epitelio luminal y glandular, y en
el estroma durante el estro. Es detectable en epitelio luminal y glandular a los 5 y 15 dias del
ciclo estral y de la prefiez, mientras en el estroma decrece marcadamente (Ka y col., 2018).
Los Es secretados por los conceptuses porcinos se ligan al REa el cual incrementa la
expresion de FGF7 en epitelio uterino, pero esto ocurre solo después de que la P4 desregula la
expresion de sus receptores en epitelio uterino y elimina un bloqueo para la expresion de
genes inducidos por Es (Bazer y Johnson, 2014). El FGF7 estimula la proliferacion,

diferenciacion, migracion y angiogénesis. La regulacion hormonal de la expresion de FGF7
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refleja la complejidad de las interacciones entre las hormonas sexuales esteroideas y sus
receptores en el ambiente uterino de los cerdos y otras especies (Bazer y Johnson, 2014).
Bazer y col. (2018) descubrieron que FGF7 es una estramedina en prefiez temprana expresada
por el epitelio luminal uterino, durante la peri-implantaciéon y cuyo receptor expresado por el
trofoectodermo promueve la adhesion del conceptus.

El REP, es un subtipo de REs que se diferencia fundamentalmente del REa en el dominio de
transactivacion AF1, en el extremo amino terminal de la proteina receptora. La activacion
completa del RE requiere que los coactivadores se liguen simultaneamente a los dos dominios
de transactivacion. En contraste a estos datos, ERP parece poseer una débil actividad
transcripcional AF1 y un dominio AF2 totalmente funcional. Se considera un receptor no
funcional, con efectos antipropliferativos y que promueve la diferenciacion celular en
presencia del ligando (Koehler y col., 2005).

El REP se expresa en epitelio luminal y glandular en el endometrio durante el ciclo estral y la
prefiez, y en el trofoectodermo del conceptus sobre el dia 12 de gestacion, pero la funciéon y la

regulacion no estd completamente dilucidada en cerdos (Ka y col., 2018).

Receptor de Progesterona

La progesterona participa en la regulacion de diversos procesos fisioldgicos en los mamiferos.
La P4 ejerce sus efectos sobre el tejido blanco primariamente via el receptor nuclear de la
progesterona (RP) (Tranguch y col., 2006; Durlej y col., 2010). El RP es una proteina de 946
aminodcidos que actlia como un factor de transcripcion activado por ligando. Pertenece a la
superfamilia de receptores nucleares que incluye miembros de los receptores de esteroides. La
estructura funcional es similar al del receptor de estrogenos (RE) con una secuencia de

homologia en el dominio del ligamiento al ADN. La respuesta biologica a la P4 estd mediada
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por dos isoformas del RP denominadas RPA y RPB. Las isoformas RPA y RPB son
transcriptos a partir de dos promotores diferentes de un mismo gen que son inducidos por los
estrogenos, los cuales poseen efectos fisiologicos diferentes (Mulac-Jericevic y Conneely,
2004; Durlej y col., 2010). La isoforma A carece de 164 aminoacidos contenidos en el
extremo N-terminal de la isoforma B (Wetendorf y col., 2017). Mulac-Jericevic y Conneely
(2004), utilizando al ratéon como modelo, lograron diferenciar los efectos de los dos tipos de
receptores, encontrando que la expresion de RPB permite una normal ovulacion e
implantaciéon, mientras que RPA disminuye severamente la ovulacion, perjudica la
implantacion y la decidualizacion, produciendo infertilidad.

En tejidos humanos, RPA y RPB son co-expresados en forma equivalente. La expresion de
una isoforma predomina en determinados tejidos y circunstancias. El RPA es la mayor
isoforma localizada en el estroma uterino y RPB es la isoforma predominante en las glandulas
endometriales. La mama normal humana puede expresar ambas isoformas del receptor de
progesterona. En la mayoria de las lineas celulares, el RPA funciona como un represor de la
transcripcion, mientras que la funcion de RPB es activar la transcripcion de los mismos genes
(Guerra Araiza y Camacho Arroyo, 2000). También RPA funciona como represor de la

actividad de los RE (Giangrande y McDonnell, 1999).

El crecimiento del conceptus y su implantacién no so6lo estd regulado por la secrecion de
progesterona por el cuerpo liteo sino también por la expresion de receptores de progesterona
en el epitelio y el estroma uterino (Geisert y col., 2006). Las respuestas morfoldgicas y
fisioldgicas de la P4 estan mediadas por la interaccion con receptores hormonales especificos.
Sukjumlong y col. (2005) demostraron que los RP pueden ser inducidos tanto por los

estrogenos como por la progesterona. La presencia de RE se requiere para la sintesis de los
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RP en la célula. El promotor génico para la sintesis de RP es inducido por estrogenos
(Giangrande y McDonnell, 1999).

La expresion del RP en estos compartimentos celulares estd bajo control enddcrino y
temporal. Coordina la comunicacion entre las células del estroma y del epitelio endometrial,
lo cual es critico para el desarrollo y la funcién. Algunos estudios mencionan que los RP no se
detectan en el epitelio luminal entre los dias 12 a 18 de gestacion (Okulicz y col., 1998) ni al
dia 6 durante el periodo de blastocisto (Ying y col., 2000). Sin embargo, la expresion de los
RP fue detectada por PCR en la fase de filamento (Kowalski y col., 2000). Ademas, segun
otras investigaciones los RP también se localizan por inmunohistoquimica en el ntcleo de
todos los tipos celulares del utero durante las diferentes fases del ciclo estral (Ka y col., 2018)
y la gestacion temprana (Sukjumlong y col., 2005; Ka y col., 2018). También en placenta
materna en muestras de periodos gestacionales tempranos se observo marcacion en el epitelio
y en glandulas uterinas (Yaful, 2009).

Por otro lado, otros autores proponen que el crecimiento del conceptus y la implantacion
uterina estan temporalmente asociados con la desaparicion de los RP en el epitelio uterino
(Geisert y col., 2006; Spencer y Bazer, 2004a). La progesterona inhibiria la expresion de sus
receptores mediante la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB). Aunque los estudios in
vivo demostraron la importancia de la expresion del RP en el estroma, no pudieron demostrar
su rol en la funcion uterina en el epitelio luminal (Wetendorf y col., 2017). En ovejas, la
concentracion de P4 regula negativamente la expresion de los RP en el endometrio luminal y
en el epitelio de la superficie glandular (Spencer y col., 2004). Yaful (2009) hall6 aumentada
la expresion de los RP en las glandulas uterinas endometriales durante el periodo de 23 a 49
dias de prefiez acompanandose de bajas concentraciones de P4 en los extractos placentarios

maternos. Mientras que para Geisert y col. (2006), al igual que para Okulicz y col. (1998) y
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Kay col. (2018) la implantacion de los embriones se asocia con una desaparicion temporaria
de los RP del epitelio uterino, indicando que la pérdida del RP en las células epiteliales
uterinas es un pre-requisito para la receptividad uterina a la implantacion, la expresion génica
por el epitelio luminal y el transporte de moléculas para el conceptus en desarrollo.

Kowalski y col. (2000) y Sukjumlong y col. (2005), detectan dichos RP en la fase de la
gestacion temprana en coincidencia con los resultados hallados por Yaful (2009); donde si
bien la expresion de los RP fue marcada a los 15 y 40 dias de prefiez, también se detectd
disminucion de su expresion en el epitelio uterino a los 35 dias.

El RP se localiza en el miometrio a través de todos los dias del ciclo estral y de la prefiez (Ka

y col., 2018).

En todos los mamiferos las hormonas esteroideas y sus receptores son indispensables para
habilitar los cambios que se producen en el ttero durante el ciclo estral y en la prefiez. Los
efectos de las hormonas y sus receptores deben ser comprendidos en el contexto de cambios
temporales y espaciales, que producen factores paracrinos que regulan las funciones de
proliferacion y/o diferenciacion del epitelio endometrial.

Por lo tanto, comprender los mecanismos que posibilitan la prefiez permitird originar
estrategias que incrementen la tasa de sobrevida embrionaria, en esta especie de alto valor

productivo.
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Objetivo General

Determinar la presencia de los receptores para estrogenos y progesterona en tejidos
placentarios fetales y maternos, y estudiar la relacion entre dichos receptores y la
concentracion sérica y tisular de las hormonas esteroides mencionadas que participan en la

gestacion.

Objetivos Especificos

1. Determinar por inmunohistoquimica la localizacion de los receptores de estrégenos y
progesterona en el tejido placentario fetal y materno, y en el Utero no gestante de
hembras porcinas.

2. Establecer las concentraciones de estrogenos y progesterona en suero y en
homogenatos de extractos placentarios maternos (HoPM), fetales (HoPF) y utero no

gestante (HoU).

Hipotesis

La presencia y localizacion de los receptores de estrogenos y progesterona en tejidos

placentarios fetales y maternos, se relacionan con la concentracion sérica y tisular de

estrogenos y progesterona, permitiendo una prefiez exitosa en las hembras porcinas.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 24 tractos reproductivos de cerdas destinadas a faena, entre segundo y tercer
parto, cruza (Landrace x Large White) con periodos gestacionales comprendidos entre los 5 y
72 dias de gestacion (dg) y 8 uteros de cerdas no gestantes (NG), 4 en fase folicular (NGFF) y
4 en fase luteal (NGFL). Los tractos se obtuvieron de frigorificos de la zona de General Pico,
provincia de La Pampa, Argentina (35° 45" y 63° 50" de latitud y longitud, respectivamente).
Todos los animales se encontraban en buen estado de salud con plan sanitario completo. La
sanidad de los animales fue acreditada mediante evaluacion de su historia clinica a través de
una entrevista con el productor. Ademas, se les realizd un examen post- mortem, analisis
clinicos, parasitoldgicos y bacteriologicos, declarandolos en buen estado de salud, libres de

enfermedades diagnosticables.

Tractos Reproductivos

Los tractos reproductivos gestantes (n=16) se obtuvieron de cerdas que se encontraban en
diferentes periodos gestacionales: 5 dg (n=4), 15-20 dg (n=4), 30-35 dg (n=4) y 63-78 dg
(n=4). Se determind la edad gestacional de acuerdo al promedio de la longitud céfalo-caudal
de los embriones/fetos obtenidos de cada cerda segin la tabla desarrollada por Marrable
(1971), utilizando un calibrador y regla manual.

Las muestras se agruparon en cuatro periodos segun etapas relacionadas al desarrollo de la
gestacion porcina: 5 dg; 15-20 dg (en adelante 17 dg); 30-35 dg (en adelante 30 dg); 63-78 dg

(en adelante 70 dg).
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Inmediatamente después de recolectados los tractos reproductivos, se lavaron con solucion
salina de Hank’s (SSH) (Gibco) adicionada con 10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml de
estreptomicina y 2,5 pg/ml de fungizona (Gibco), y se guardaron a 4°C hasta su

procesamiento en el laboratorio.

En las cerdas gestantes (G) de 5 dg los embriones fertilizados se recuperaron y procesaron
segun lo descripto previamente por Soede y col. (1995) con solucion salina tamponada (PBS)
de los cuernos y se contaron a través de una lupa Stemi 2000-CS, Carl Zeiss (Gottingen,
Alemania). Las muestras se tomaron de porciones de endometrio a una distancia de la
bifurcacion de los cuernos uterinos de 7 £ 2 cm.

En cerdas de 17 dg, al no poderse identificar los embriones por palpacion, los cuernos
uterinos se seccionaron por su curvatura mayor para visualizar la posicion de los
filamentos/embriones. En esta fase de gestacion se tomd muestras de placenta materna y de
los filamentos/embriones.

En las cerdas de 30 y 70 dg se realizo la palpacion de los cuernos uterinos para detectar la
ubicacion de los fetos. Luego los cuernos uterinos se incidieron por la curvatura mayor para
observar el sitio de implantacion y recoger las muestras de tejido placentario. Primero se
obtuvieron muestras de la interfase feto-materna, luego se separd facilmente la placenta fetal
de la materna, dado el tipo de placenta no invasiva, para obtener muestras de cada estructura
por separado. Cada placenta fetal fue extraida y colocada en la mesada; se analizd su
estructura anatomica, se la peso, se midid su longitud y se procedidé a la extraccion de
muestras tisulares de la porcion embrionaria. La placenta materna se analizd
macroscopicamente confirmando su estructura normal y se tomaron muestras de la porcion

central de cada unidad feto-materna.
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A las muestras de interfase feto-materna (IFM) se les realizd tratamiento histologico para la
determinacion de receptores de estrégenos y progesterona mediante inmunohistoquimica. Con
respecto a las muestras de placenta fetal y de placenta materna se procedio a realizar extractos
placentarios porcinos: Homogenatos de Placenta Materna (HoPM) y Homogenatos de
Placenta Fetal (HoPF) para la determinacion de los niveles de Es y P4 durante la gestacion.

Los uteros de cerdas NG en fase folicular (NGFF) y en fase luteal (NGFL), fueron utilizados
como control. Las muestras se extrajeron de la curvatura mayor tanto del cuerno izquierdo
como del cuerno derecho. Se realizd la toma de muestra en forma pareada para la confeccion
de preparados para microscopia oOptica y homogenatos de tutero porcino (HoUP) para la

determinacion de las hormonas esteroideas Es y P4.

Extraccion de sangre

Luego de extraida la sangre, por corte de la vena yugular de las cerdas G y NG, se la mantuvo
en bafio termostatizado a 37°C hasta lograr la adecuada retraccion del codgulo y el exudado
del suero. Una vez trasvasado el mismo, a fin de clarificar el suero, se lo centrifugd a 1800
rpm (500 g) durante 10 minutos. Se fracciono el suero en alicuotas, se rotuld y conservo a —

20°C hasta su uso.

Obtencion de homogenatos de placenta materna (HoPM), homogenatos de placenta fetal
(HoPF) y de utero no gestante porcino (HoUP)

Los extractos placentarios se obtuvieron de la siguiente manera: se extrajeron del tracto
reproductivo muestras de aproximadamente 5 g de tejido placentario porcino maternoy de 5 g
de placenta fetal, y se tritur6 y macerd por separado cada tejido, con tres partes de solucioén
fisiologica a fin de obtener una masa homogénea. Luego se centrifugd el tejido

homogeneizado a 1800 rpm (500 g) por 10 minutos por 2 veces consecutivas, y el
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sobrenadante se alicuotd y conservd a —20°C. Con este procedimiento se realizaron los HoPM
y los HoPF (Koncurat y col., 1999).

Los extractos de utero no gestante (HoUP), se extrajeron de cada cuerno uterino, en la zona de
la curvatura mayor, una muestra de 5 g de tejido. Luego, dichas muestras extraidas fueron

procesadas con la misma técnica previamente descripta.

Determinacion de hormonas esteroideas en sueros y extractos placentarios

La determinacién de Es y P4 en suero, HoOPM, HoPF y HoUP, se realiz6 por Inmunoensayo
Enzimatico Quimioluminiscente (Broes y LeBlanc, 2014) en fase so6lida en un equipo DPC
(Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA).

Cada unidad de analisis de la hormona respectiva, contiene una bola recubierta de anticuerpos
policlonales de conejo anti-hormona. El anticuerpo anti-hormona se encuentra unido a una
perla de poliestireno y encerrado en una copa de reaccion denominada ImmuliteTest Unit®. La
muestra compite en la Test Unit® con hormonas marcadas con un “ligando” durante 30
minutos. El material no unido se descarta por lavado centrifugo. En una segunda etapa se
agrega un anticuerpo “anti-ligando” marcado con la enzima fosfatasa alcalina. La TestUnit®
se incuba por otros 30 minutos y el material no unido nuevamente se descarta por lavado
centrifugado. Posteriormente, se agrega un sustrato (éster fosfato de adamantyl dioxetano)
cuya hidrolisis generard un compuesto quimioluminiscente (emision de luz) el que se lee en
un fotomultiplicador incorporado en el equipo. Esta técnica consiste en un sistema que
automaticamente maneja muestras, reactivos, incubaciones, separacion, medicion y célculo de
concentraciones y posteriormente los calculos se realizan automaticamente en una curva

maestra que se recalibra antes de usar.
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Todas aquellas muestras en las que se obtuvieron concentraciones que estaban por encima del
intervalo de calibracion del ensayo se diluyeron. El factor de correccion de dicha dilucion se

realiz6 manualmente.

Analisis microscopico de la estructura de la placenta y utero

Se realizaron cortes histologicos para microscopia optica. Se extrajeron muestras de 1 cm? de
tejido placentario, tanto materno como fetal y se las fijé en formol tamponado con fosfato al
10% (Luna, 1968) durante 12 a 24 hs. Luego las muestras fueron lavadas con agua de grifo,
durante una a dos horas (Celani y col., 1984) y fueron deshidratadas de la siguiente manera:
se las coloco en alcohol 70° por 10 horas; a continuacion en alcohol 96° (Bialcohol®,
Argentina) por 4 horas, nuevamente en alcohol 96° 4 horas, luego se las colocd en alcohol
100° dos horas por dos veces, a continuacion se colocaron en Benzoato de bencilo durante
toda la noche, finalmente se las sumergi6 en xilol (Dorwil®, Argentina) una hora por dos
veces. Seguidamente las muestras se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de cada
muestra con un espesor de aproximadamente 5 pum, montando dos o tres cortes en cada
portaobjetos positivado (Genex, USA); previamente al montaje se colocaron los cortes en un
bafio termostatizado a 40°C con agua. Seguidamente se colorearon con Hematoxilina-Eosina
(Luna, 1968), un preparado de cada placenta de cada periodo de gestacion analizado y de
utero NG. Las muestras fueron observadas con un microscopio Axiophot (Carl Zeiss,
Gottingen, Alemania) y la adquisicion de imagenes se realizd con una cdmara Canon,

PowerShot G20, de 7.1 megapixeles (Canon, Tokio Japon).
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Determinacion de receptores de hormonas esteroideas en tejidos placentarios y
endometrio porcino

Se determino la expresion de receptores de estrogenos (o y B: REa y REP) y de progesterona
(isoformas A y B: RPA y RPB) por inmunohistoquimica y sobre los resultados obtenidos se
realiz6 la cuantificacion de imdégenes para la determinaciéon del porcentaje de area

inmunomarcada (%AIM).

Inmunohistoquimica

Debido a la escasa disponibilidad de anticuerpos anti-receptores hormonales especificos para
porcinos, se trabajo con anticuerpos que reaccionan con la especie humana, porcina y murina,
ya utilizados por Durlej y col. (2010), Jankowski y col. (2001) y Tang y col. (2018). Sobre los
cortes histoldgicos de cada periodo de gestacion se realizo la técnica de inmunohistoquimica

indirecta LSAB (Labeled Streptavidin Biotin Method).

Receptor de Estrogenos

Determinacion de Receptor de Estrogeno o

La desparafinacion de los cortes se realizd mediante 3 bafios con xilol (Dorwil®, Argentina)
durante 10 min cada bafio y luego se sumergio los cortes en una bateria de alcoholes con
graduacion decreciente (alcohol 100°, dos bafios de 5 min cada uno; alcohol 96°, dos bafios de
5 min cada uno y alcohol 70°, un bafio de 5 min). Luego de desparafinar los cortes se lavo el
tejido con solucion salina tamponada (PBS) sumergiendo los cortes dos veces durante 10 min,
se agregd peroxido de hidrégeno al 5% en PBS (para bloquear la peroxidasa endogena)
durante 20 min y se lavé con PBS (dos bafios de 5 min cada uno, en adelante: 2x5). Se realizo

tratamiento de recuperacion antigénica, con este fin se utilizd6 un microondas de uso
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doméstico, en el que se sometid los cortes, en bafio térmico con buffer citrato 0.01 M, pH 6.0
(Durlej y col.,, 2010) por 3 min a 100% de potencia y 9 min al 50% de potencia;
posteriormente las muestras se dejaron enfriar 20 min a temperatura ambiente y se lavaron
con PBS (2x5). Se colocé bloqueante de biotina enddgena (Avidin-biotin-blocking-reagents,
Cell Marque, USA): primero se incub6 por 10 min con avidina y luego de un bafio de 5 min
con PBS se incub6 por 10 min con biotina. Se lavo el tejido con PBS (2x5). Se utilizé Triton
X-100 al 0.1% en PBS, durante 5 minutos para permeabilizar las membranas celulares. Se
lavo el tejido con PBS (1x5). Se utilizo suero de caballo al 1% en PBS por 30 min a fin de
bloquear las uniones inespecificas (Durlej y col., 2010). Se agregd un anticuerpo de raton
anti-receptor de estrogenos o humano monoclonal REa (F-10): sc-8002 (Santa Cruz
Biotechnology, USA), (Jankowski y col., 2001) dilucion 1:100, incubando aproximadamente
20 horas a 4°C. Luego de la incubacion, se dejaron los cortes a temperatura ambiente por 10
min y se los lavd con PBS (2x5). Se agregé un segundo anticuerpo biotilinado,
inmunoglobulina anti-anticuerpos de conejo, raton y cabra (Cytoscan Biotinylated Link, Cell
Marque, USA), se incubd durante 30 min y se lavo con PBS (2x5). Se colocd estreptavidina-
peroxidasa de rdbano picante (Cytoscan™ HRP DetectionSystem, Cell Marque, USA), se
incubd durante 30 min y se lavdo con PBS (2x5). A continuaciéon se cubridé con solucion
cromogena diaminobencidina (DAB Substrate Kit, Cell Marque, USA) durante 15 min (bajo
control de microscopio Optico), se cortd la coloracion con un pasaje de agua corriente, luego
se lavo con agua destilada (un pasaje) y se contrastd con hematoxilina activada por 1 min
(Biopur, Argentina). Luego se sumergio en agua destilada 5 min para viraje. A las muestras se
las deshidrat6 (usando una bateria de alcoholes de graduacion creciente, 1 min en alcohol 70°,
y un pasaje por cada siguiente bafio: dos veces en alcohol 96°, dos veces en alcohol 100° y

dos veces en xilol), y se las montd con un cubreobjetos utilizando un medio de montaje
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sintético (Canadax®, Biopur, Argentina). El control negativo se trat6 igual que las muestras,

solo que no se agrego el anticuerpo primario, en su reemplazo se utilizé PBS.

Determinacion de Receptor de Estrogenos 8

Para la determinacion de REP se utilizé un anticuerpo de raton anti-receptor de estrogenos [3
humana-babuino monoclonal, [14C8] ab288 (Abcam, Cambridge, Reino Unido) (Tang y col.,
2018), dilucion 1:250. Se utilizd la misma técnica descripta para la determinacion de la
expresion del REa. El control negativo se trato igual que las muestras, sélo que no se agrego

el anticuerpo primario sino PBS.

Receptor de Progesterona

Determinacion de Receptor de Progesterona isoforma A

Para la determinacion del Receptor de progesterona isoforma A (RPA) se agreg6 el anticuerpo
de raton monoclonal anti-receptor de progesterona isoforma A, clone 16, NCL-L-PGR-312
(Leica Biosystems, Novocastra Lab, Newcastle, United Kingdom), dilucion 1:100 (Durlej y
col., 2010).

Hasta la incubacion del anticuerpo primario, se utilizd la misma técnica descripta para la
determinacion de la expresion del receptor de estrogeno a; s6lo que luego de la incubacion del
anticuerpo primario, se agregd el segundo anticuerpo biotilinado (inmunoglobulina anti-
anticuerpos de conejo, raton y cabra, Dako Cytomation, Dinamarca) y se incubd durante 20
min a temperatura ambiente. Se colocod estreptavidina-peroxidasa de rdbano picante
(Streptavidin- HRP, Dako Cytomation, Dinamarca) y se incub6d durante 20 min a temperatura

ambiente. Luego se procedid con la misma técnica descripta para el REa. Los controles
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negativos se trataron igual que las muestras, s6lo que no se agregd el anticuerpo primario, se

agreg6 PBS. Se utilizé6 miometrio de cada muestra como control positivo.

Determinacion de Receptor de Progesterona isoforma B

Para la determinacién del receptor de progesterona isoforma B (RPB) se agreg6 el anticuerpo
de raton monoclonal anti-receptor de progesterona isoforma B, NCL-L-PGR-clone SAN 27
(Leica Biosystems, Novocastra Lab, Newcastle, United Kingdom), dilucién 1:100 (Durlej y
col., 2010).

Hasta la incubacion del anticuerpo primario, se utiliz6 la misma técnica descripta para la
determinacion de la expresion del receptor de estrogeno a; s6lo que luego de la incubacion del
anticuerpo primario, se agreg6d el segundo anticuerpo biotilinado (inmunoglobulina anti-
anticuerpos de conejo, raton y cabra, Dako Cytomation, Dinamarca) y se incubd durante 20
min a temperatura ambiente. Se colocod estreptavidina-peroxidasa de rabano picante
(Streptavidin- HRP, Dako Cytomation, Dinamarca) y se incub6d durante 20 min a temperatura
ambiente. Luego se procedid con la misma técnica descripta para el REa. Los controles
negativos se trataron igual que las muestras, s6lo que en lugar de agregar el anticuerpo

primario, se agregd PBS.

Observaciones microscopicas de las inmunohistoquimicas

Los resultados de las inmunohistoquimicas se observaron en un microscopio Axiophot (Carl
Zeiss, Alemania) montado con una cdmara Canon PowerShot G20 (Tokio, Japon). Se analizd
el corte a bajo aumento (40x) y luego se realizaron microfotografias (n=5) a 100x con el fin
de demostrar homogeneidad de tincion y las estructuras placentarias en general. A

continuacion, se tomaron microfotografias (n=20) a 400x, de cada estructura estudiada
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(epitelio luminal endometrial, gldndulas, tejido conectivo y trofoblasto), de todas las
muestras. Los resultados de la determinacion de la expresion de los receptores fueron
expresados en forma semicuantitativa, considerandose como coloracion positiva, la
observacion de un desarrollo de coloracion marrén en los nucleos celulares, dentro de las
estructuras analizadas, con una escala elegida en funcion de la expresion detectada,
determinando que: (+) expresion nuclear con diferentes grados de positividad, (-) negativo.

A fin de poder evaluar cuantitativamente la expresion de los receptores de estrogenos y
progesterona en la interfase placentaria porcina en los periodos de gestacion seleccionados,
fueron tomadas imagenes de los resultados de la inmunohistoquimica para su posterior
analisis morfométrico. Se utilizd la técnica de cuantificacion de imagenes utilizando el
software ImageJ (Ferreira y Rasband, 2012).

El proceso de seleccion de campos microscopicos, con el fin de efectuar después las
cuantificaciones histométricas, se realiz6 teniendo en cuenta los siguientes criterios: las areas
seleccionadas para las cuantificaciones fueron aquellas que, habiendo sido valoradas por tres
observadores experimentados, se consideraron adecuadas, rechazandose aquellos campos
microscopicos con artefactos de corte. En cada campo microscépico, tomado con un objetivo
de 400x, se realizaron las diferentes determinaciones morfométricas de cada una de las
estructuras seleccionadas, utilizando preparaciones inmunomarcadas con anticuerpos anti-
receptor de estrogenos o, anti-receptor de estrogenos [, anti-receptor de progesterona
isoforma A y anti-receptor de progesterona isoforma B.

Todas las muestras histoldgicas fueron fotografiadas con un microscopio Carl Zeiss Axiophot
(Carl Zeiss, Alemania) equipado con una camara digital Canon PowerShot G20 (Tokio,
Jap6n), adquiridas con el software Axiovision (AxioVision 4.8, Carl Zeiss) y procesadas en

formato TIFF. Todas las fotografias fueron realizadas con el objetivo de 400x. A fin de
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analizar la interfase feto-materna, de cada preparado se extrajeron imagenes del epitelio
luminal (EL) y glandular (EG) y estroma endometrial (TC) del ttero no gestante (NG); de la
placenta materna se observo el EL, EG y TC, y de la placenta fetal, el trofoblasto (Tr). Estas

imagenes se procesaron con el software Image].

Determinacion del Porcentaje de Area inmunomarcada (%AIM)

Para el analisis morfométrico del area ocupada por las moléculas, en relacion con el area total,
tanto de los tejidos endometriales como del trofoblasto, se procedié a determinar el %AIM.
En cada imagen primero se ajust6 brillo y contraste en forma automatica por el software y
luego se realiz6 la separacion de colores mediante la herramienta “color deconvolution” lo
cual permitié separar la imagen original en tres imagenes monocromaticas (rojo-verde-azul:
RGB, siglas en inglés), que contienen los colores del método inmunohistoquimico de
Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) utilizando la opcion H-DAB. Entre las imagenes
RGB, se cred una imagen correspondiente al revelado con DAB de color marrén. Debido a
que las regiones de interés son aquellas que expresaron una tincion de color marrén, sélo la

imagen de 8-bit DAB fue conservada (Figura 1).

Figura 1: Trofoblasto de 70 dg (Imagen de 8-bit DAB; 400x).
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Con las imagenes de 8-bit DAB se procedi6 a delimitar el area a analizar, que para el presente
trabajo fue el epitelio luminal y glandular asi como el estroma endometrial, y el trofoblasto.
Seguidamente se realizd la segmentacién de la imagen a cuantificar, mediante el uso de la
herramienta “threshold” (umbral), con el fin de separar los pixeles mas oscuros que el valor

de umbral (Figura 2).
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Figura 2: Trofoblasto de 70 dias de gestacion (Imagen de 8-bit; 400x). A. Marcacién en rojo
del area inmunomarcada. B. Ventana donde se observa el porcentaje de marréon que ocupd el

area previamente establecida (epitelio).

A partir de esta seleccidon, se tuvieron en consideracion las 4reas que presentaron
inmunotinciodn, para distinguirlas de aquellas con tincién negativa; asi, entonces, se procedio a
cuantificar el 4rea correspondiente a la superficie total del epitelio luminal, glandular y
estroma en la imagen y el 4rea de la inmunoexpresion de los receptores de las hormonas
esteroideas estudiadas. El resultado se expres6 como la proporcion entre el area
especificamente marcada (nucleos positivos) y el area total del tejido de cada imagen:
porcentaje de area inmunomarcada (%AIM; Figura 2) y se los colocd en una planilla de

Excel. Los resultados finales del porcentaje de drea inmunomarcada de cada estructura y de
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cada periodo de gestacion, se expresaron como el promedio de los datos obtenidos de las 20

fotos analizadas.

Analisis estadisticos

Para realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos de la determinacion de hormonas
esteroideas en sueros, extractos placentarios y extractos de utero no gestante, éstos fueron
ordenados en los 4 periodos de gestacion elegidos: 5 dg, 17 dg, 30 dg y 70 dg, y cerdas no
gestantes (NG). Las diferencias entre las concentraciones de las hormonas esteroideas de los
diferentes periodos de gestacion fueron analizadas mediante un analisis de varianza y el test
de Tukey (p<0,05), una prueba de comparaciones multiples. En los casos en que no se
cumplié el supuesto de homogeneidad de varianzas, se utiliz6 el test de varianza no
paramétrica, Kruskal-Wallis.

A la observacion de los resultados de la expresion de los receptores (REa, REB, RPA, RPB)
primero se realizo un andlisis cualitativo, con una escala elegida en funcion de la coloracion
detectada, determinando que: (+) = expresion nuclear con diferentes grados de positividad, (-)
= negativo. Luego, a las microfotografias de 400x se las analiz6 mediante el software de
imagenes Image] (Ferreira y Rasband, 2012) expresando los resultados de un modo
cuantitativo (Vasconcellos y col., 2014). Se determin6 sobre la interfase placentaria el
porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de los receptores de estrégenos y progesterona
(REa, REB, RPA, RPB). Las areas a analizar fueron el epitelio luminal, glandular y tejido
conectivo endometrial y trofoblasto. Los resultados fueron analizados mediante un analisis de
varianza y el test de Tukey (p<0,05); y en los casos que no se cumplio el supuesto de

homogeneidad de varianzas, se utilizo un test no paramétrico, Kruskal-Wallis.
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RESULTADOS

TRACTOS REPRODUCTIVOS

Se recolectaron 24 tractos reproductivos provenientes de cerdas en diferentes estadios de
gestacion, comprendidos entre 5 a 70 dias de gestacion, y de cerdas no gestantes.
De los 24 tractos reproductivos:

e Ocho correspondieron a uteros de cerdas no gestantes en las diferentes fases del ciclo
estral, cuatro en fase folicular y cuatro en fase luteal. Las mismas se tomaron como
controles.

e El resto de los tractos reproductivos (16) fueron placentas provenientes de cerdas
gestantes en diferentes periodos gestacionales tempranos.

Los tractos reproductivos fueron procesados con los diferentes métodos y técnicas descriptas
en el apartado Materiales y Métodos.

La gestacion se considerd en este trabajo en cuatro periodos: 5 dias que se corresponderia con
el periodo de pre-implantacion, el 2do periodo entre 15 a 20 dias fin de la “ventana de
implantacioén”, el 3er periodo de 30 a 35 dias como post-implantacional y el 4to periodo de 68

a 72 dias como fin de las remodelaciones placentarias.
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DETERMINACION DE HORMONAS ESTEROIDEAS
En este estudio la determinacioén de la concentracion de hormonas estrogenos y progesterona

se realizd mediante la técnica de quimioluminiscencia.

DETERMINACION DE ESTROGENOS
Se determind la presencia de estrégenos en sueros, en homogenatos de uteros de cerdas NG
(HoUP) y en homogenatos de extractos placentarios maternos (HoPM) y fetales (HoPF) de

los distintos periodos gestacionales seleccionados.

Determinacion de Estréogenos en suero

Se realizd un analisis de la varianza y un test de Tukey de las concentraciones de Estrogenos
en muestras de suero de cerdas no gestantes y gestantes de los diferentes periodos de
gestacion (Tabla 1, Anexo). Se observaron diferencias significativas entre cerdas NGFF en
relacion con NGFL (31 + 2 vs 18 £ 7,79 pg/ml; p<0,0001). (Figura 3; Tabla 1a, Anexo). Con
respecto a la gestacion, se hallaron diferencias significativas entre las concentraciones de Es
de las cerdas de 70 dg comparadas con los periodos de 17 dg 'y 30 dg (50 vs 31 y 31,60 pg/ml,

respectivamente; p<0,0001).
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Concentracién de Estrégenos (pg/ml) en suero de cerdas gestantes
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Figura 3: Concentracion de Estrogenos (pg/ml) en suero de cerdas no gestantes (NGFF y
NGFL) y cerdas gestantes (G) de los periodos gestacionales seleccionados. Barras con

diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Determinacion de Estrogenos en Homogenatos de Placenta Materna (HoPM)

Se realiz6 un andlisis de la varianza entre las medias de las concentraciones de Estrogenos en
extractos de utero no gestante (HoUP) y gestante (HoPM) en distintos periodos de gestacion.
Se observaron diferencias significativas en la concentracion de Es en HoPM entre los
diferentes periodos gestacionales. La concentracion de Es en el HoPM se hallo

significativamente mas elevada a los 30 dg comparada con los periodos de 5, 17 y 70 dg y
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utero no gestante (NGFF y NGFL) (974,96 vs 346,8; 581,12; 571,94 y 567 y 530,25 pg/ml,

respectivamente; p<0,0001). (Figura 4; Tabla 2a, Anexo).

Concentracién de Estrégenos (pg/ml) en extractos de placenta porcina materna
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Figura 4: Concentracion de Estrogenos (pg/ml) en Homogenatos de cerdas no gestantes
(NGFF y NGFL) y HoPM de cerdas gestantes (G) de los periodos gestacionales

seleccionados. Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).
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Determinacion de Estrogenos en Homogenatos de Placenta Fetal (HoPF)

Se realiz6 un analisis de la varianza de las concentraciones de Es en Homogenatos de Placenta
Fetal (HoPF) en distintos periodos de gestacion. Se observd diferencias significativas en la
concentracion de Es en placenta fetal a los 17 dg (7398,75 pg/ml) con respecto a la
concentracion hallada a los 30 y 70 dg (2064; 2632,25 pg/ml, respectivamente; p<0.0001)

(Figura 5; Tabla 3a, Anexo).

Concentracién de Estrogenos (pg/mi) en extractos de placenta fetal
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Figura 5: Concentracion de Estrogenos (pg/ml) en Homogenatos de placenta fetal (HoPF) de
cerdas gestantes (G) de los periodos gestacionales seleccionados. Barras con diferentes letras

denotan diferencias significativas (p<0.05).
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DETERMINACION DE PROGESTERONA
Se determind la concentracion de Progesterona (P4) en sueros, en homogenatos de uteros de
cerdas NG y en homogenatos de extractos placentarios maternos (HoPM) y fetales (HoPF) de

los distintos periodos gestacionales seleccionados.

Determinacion de Progesterona en suero

Se realizd6 un andlisis de la varianza y un test de Tukey de las concentraciones de
Progesterona en muestras de suero de cerdas NG y G de los diferentes periodos de gestacion
(Tabla 4, Anexo). Se observaron diferencias significativas entre cerdas NG en fase folicular y
fase luteal (0,59 ng/ml vs 21,09 ng/ml; p<0,0001). Respecto a la gestacion, se observd un
incremento en la concentracion de P4 en suero a los 17 dg cuya diferencia es significativa con
los valores hallados en las cerdas G de 5, 30 y 70 dg (38,36 vs 25,99; 26,09 y 25,72 ng/ml,
respectivamente; p<0,0001). No se hallaron diferencias significativas entre la concentracion
de P4 en suero de cerdas NGFL y cerdas G de 5, 30 y 70 dg (p>0,05). (Figura 6; Tabla 4a,

Anexo).
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Concentracion de Progesterona (ng/ml) en suero de cerdas gestantes
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Figura 6: Concentracion de Progesterona (ng/ml) en suero de cerdas no gestantes (NGFF y
NGFL) y cerdas gestantes (G) de los periodos gestacionales seleccionados. Barras con

diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Determinacion de Progesterona en Homogenatos de Placenta Materna (HoPM)

Se realiz6 un andlisis de la varianza entre las medias de las concentraciones de Progesterona
en extractos de utero no gestante (HoUP) y gestante (HoPM) en distintos periodos de
gestacion. Se hallaron diferencias significativas en la concentracion de P4 en homogenatos de
placenta materna de 70 dg (2,25 ng/ml) comparados con los homogenatos de cerdas NGFF

(0,57 ng/ml) y con los HoPM de 5 dg (0,98 ng/ml); p<0.0001). A los 17 dg (1,79 ng/ml) como
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a los 70 dg (2,25 ng/ml), se observo un aumento de la P4 en HoPM, pero las diferencias no
fueron significativas con respecto a los 30 dg (1,35 ng/ml) y a los extractos uterinos en fase
luteal (1,36 ng/ml) (Figura..; p>0,05). No se observd diferencias significativas entre las
concentraciones de P4 en HoUP comparadas con los HoPM de 5 dg (0,57 y 1,36 ng/ml vs
0,98 ng/ml; p>0,05). (Figura 7; Tabla 5a, Anexo).

Concentracion de Progesterona (ng/ml) en extractos de placenta porcina materna
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Figura 7: Concentracion de Progesterona (ng/ml) en Homogenatos de cerdas no gestantes
(NGFF y NGFL) y HoPM de cerdas gestantes (G) de los periodos gestacionales

seleccionados. Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).
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Determinacion de Progesterona en Homogenatos de Placenta Fetal (HoPF)

Se realiz6 un andlisis de la varianza de las concentraciones de P4 en Homogenatos de
Placenta Fetal (HoPF) en distintos periodos de gestacion. Se hallaron diferencias
significativas entre los HoPF de 17 dg (72,45 ng/ml) y 70 dg (73,14 ng/ml) cuando se
compararon con los extractos fetales de 30 dg (31,14 ng/ml), pero no se observaron

diferencias entre los valores hallados a los 17 dg y 70 dg. ; p<0.05) (Figura 8; Tabla 6a,

Anexo).
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Figura 8: Concentracion de Progesterona (ng/ml) en Homogenatos de placenta fetal (HoPF)
de cerdas gestantes (G) de los periodos gestacionales seleccionados. Barras con diferentes

letras denotan diferencias significativas (p<0.05).



44

DETERMINACION DE LA EXPRESION DE RECEPTORES DE ESTROGENOS

MEDIANTE EL USO DE INMUNOHISTOQUIMICA

Receptores de Estrogenos o

Se determind la presencia del receptor de estrogenos o mediante la técnica de
inmunoperoxidasa indirecta sobre cortes desparafinados de uteros de cerdas no gestantes y en
muestras de placenta materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados.

Los resultados de la inmunohistoquimica realizada, se detallan en la Tabla 1.

Tejido
Dias Gestacion (dg) Epitelio luminal Epitelio glandular | . pectivo | Trofoblasto

NGFF - + +

NGFL - + -

5dg - -

17 dg - - -

30 dg - - -

70 dg -

Tabla 1: Expresion del receptor de estrégenos o sobre epitelio luminal y glandular, tejido
conectivo y trofoblasto; en tutero de cerda no gestante y placenta de cerda de diferentes
periodos de gestacion. NGFF: cerda no gestante, fase folicular. NGFL: cerda no gestante, fase
luteal.

(+): Expresion nuclear con diferentes grados de positividad, (-): Negativo.
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La inmunoexpresion nuclear positiva para el receptor de estrogenos o (REa) se localizo en el
epitelio glandular en las cerdas NGFF y NGFL y so6lo en tejido conectivo de las cerdas
NGFL.

En el resto de los periodos estudiados y tejidos analizados no se observo inmunoexpresion.

Receptores de Estrogenos 3
Los resultados de la inmunohistoquimica para la determinacion de la expresion del receptor

de estrogenos P realizada sobre cortes desparafinados de diferentes periodos de gestacion, se

detallan en la Tabla 2.
: o : - Tejido
Dias Gestacion (dg) Epitelio luminal Epitelio glandular | . pectivo | Trofoblasto
NGFF + + +
NGFL + + -
5dg + + i
17 dg - + ) +
30dg - + i -
70 dg _ _ - +

Tabla 2: Expresion del receptor de estrégenos B sobre epitelio luminal y glandular, tejido
conectivo y trofoblasto; en Utero de cerda no gestante y placenta de cerda de diferentes
periodos de gestacion. NGFF: cerda no gestante, fase folicular. NGFL: cerda no gestante fase
luteal.

(+): Expresion nuclear con diferentes grados de positividad. (-): Negativo.
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En las cerdas NGFF y NGFL se hallo6 inmunomarcacion nuclear del receptor de estrogenos 3
(REP) en el epitelio luminal y glandular endometrial, y s6lo en tejido conectivo de las cerdas
NGFF.

En las cerdas de 5 dg la inmunomarcacion nuclear del RE se localizé en el epitelio luminal y
glandular endometrial. Se hallé6 expresion del REP en epitelio glandular endometrial y en
células epiteliales trofoblasticas de las cerdas de 17 dg.

En las cerdas de 30 dg se hall6 expresion nuclear del REP en epitelio glandular endometrial.
Mientras que en las cerdas de 60-70 dg la inmunotincion se localizéd en las células epiteliales
trofoblasticas (Figura 9B)

En el resto de los tejidos analizados no se hallé inmunoexpresion (Figura 9A).

Figura 9: Placenta porcina. (A) Interfase placentaria de 30 dg negativa a REf (400x).

(B) Epitelio trofoblastico de 70 dg con inmunomarcacion positiva a REp (400x).
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DETERMINACION DE LA EXPRESION DE RECEPTORES DE PROGESTERONA

MEDIANTE EL USO DE INMUNOHISTOQUIMICA

Receptores de Progesterona isoforma A

Los resultados de la inmunohistoquimica para la determinacion de la expresion del receptor
de progesterona isoforma A realizada sobre cortes desparafinados de diferentes periodos de

gestacion, se detallan en la Tabla 3.

Tejido
Dias Gestacion (dg) Epitelio luminal Epitelio glandular coneJctivo Trofoblasto

NGFF + + +
NGFL - + +
5dg - - -
_l’_

17 dg - + -
+

30dg - + -

70 dg ) n + -

Tabla 3: Expresion del receptor de progesterona isoforma A sobre epitelio luminal y
glandular, tejido conectivo y trofoblasto; en ttero de cerda no gestante y placenta de cerda de
diferentes periodos de gestacion. NGFF: cerda no gestante, fase folicular. NGFL: cerda no
gestante, fase luteal.

(+): Expresion nuclear con diferentes grados de positividad. (-): Negativo.

En cerdas NGFF y NGFL se hall6 inmunotincién nuclear del receptor de progesterona
isoforma A (RPA) en el epitelio glandular y tejido conectivo; y s6lo en el epitelio luminal de

las cerdas NGFF (Figura 10).
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En las cerdas de 5 (Figura 11), 17 (Figura 12), 30 y 60-70 dg se hallé expresion nuclear del
RPA en epitelio glandular y tejido conectivo, mientras que solo se observo expresion nuclear
en epitelio luminal de cerdas de 5 dg (Figura 11 A y B).

En todos los periodos analizados se observo inmunoexpresion de RPA en el nucleo de las
c¢lulas miometriales y se consider6 un control positivo en las experiencias de IHQ porque en
el miometrio gestante, el RPA es imprescindible para disminuir la motilidad uterina que
conduce a un mantenimiento de la gestacion exitoso.

No se hallé inmunotincion en el resto de los tejidos analizados.

Figura 10: Utero de cerda NGFF. Epitelio luminal y glandular y tejido

conectivo expresan inmunomarcacion con RPA (400x).
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Figura 11: Placenta porcina de 5 dg. (A) Epitelio luminal y glandular, tejido conectivo expresan
inmunomarcaciéon con RPA (100x). (B) Inmunomarcaciéon positiva en epitelio luminal y

glandular, tejido conectivo con RPA (400x).

Figura 12: Placenta porcina de 17 dg. (A) Epitelio glandular, tejido conectivo y miometrio expresan
inmunomarcacién con RPA (100x). (B) Inmunomarcacioén positiva en epitelio glandular con RPA

(400x)
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Receptores de Progesterona isoforma B
Los resultados de la inmunohistoquimica para la determinacién de la expresion del receptor
de progesterona isoforma B, realizada sobre cortes desparafinados de diferentes periodos de

gestacion, se detallan en la Tabla 4.

Tejido
Dias Gestacion (dg) Epitelio luminal Epitelio glandular conéctivo Trofoblasto

NGFF + + +
NGFL - - -
5dg - - -

17 dg - - ) -
+

30dg - - -

70 dg i i - i

Tabla 4: Expresion del receptor de progesterona isoforma B sobre epitelio luminal y
glandular, tejido conectivo y trofoblasto; en utero de cerda no gestante y placenta de cerda de
diferentes periodos de gestacion. NGFF: cerda no gestante, fase folicular. NGFL: cerda no
gestante, fase luteal.

(+): Expresion nuclear con diferentes grados de positividad. (-): Negativo.

En las cerdas NGFF y NGFL se hallé6 inmunotincion del receptor de progesterona isoforma B
(RPB) en epitelio luminal, glandular y tejido conectivo endometrial.

Se observo inmunotincion del RPB en tejido conectivo endometrial, en cerdas de 30 dg.

En el resto de los periodos estudiados y tejidos analizados no se observé inmunoexpresion

nuclear.

DETERMINACION DE LA EXPRESION DE RECEPTORES DE ESTROGENOS Y

DE PROGESTERONA 1}/IEDIANTE CUANTIFICACION DE IMAGENES:




51

PORCENTAJE DE AREA INMUNOMARCADA EN UTERO Y PLACENTA

PORCINA

El andlisis del area inmunomarcada (%AIM) de los receptores de Estrogenos (REa, REP) y de
los receptores de Progesterona (RPA y RPB), se realizo en el epitelio luminal y glandular, y
tejido conectivo endometrial de utero porcino no gestante (NG) y sobre la interfase
placentaria porcina: epitelio luminal (EL), epitelio glandular (EG) y tejido conectivo (TC)

endometrial de placenta materna, y trofoblasto (Tr) de la placenta fetal.

DETERMINACION DEL AREA INMUNOMARCADA DEL RECEPTOR DE
ESTROGENOS ¢

Se determind la presencia del receptor de estrogenos o (REa) mediante la técnica de
inmunoperoxidasa indirecta sobre cortes desparafinados de uteros de cerdas NG y en muestras

de placenta materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se

establecio su %AIM.

Receptor de Estréogenos a en epitelio luminal endometrial
No se observo expresion del REa en epitelio luminal endometrial de las cerdas NG y G de los

distintos periodos seleccionados.

Receptor de Estrogenos o en epitelio glandular endometrial

Se realizé un analisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RE a
en epitelio glandular en muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion.
Se hall¢ diferencias significativas entre el %AIM del REa en el epitelio glandular endometrial

de cerdas NGFF (21,98%) y NGFL (20,21%) cuando se comparan con los %AIM del epitelio
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glandular de la placenta materna de los diferentes periodos de gestacion (1,11; 0,36; 0,64 y

0,59%) (p<0,0001) (Figura 13; Tabla 7a, Anexo).

%AIM de REa en epitelio glandular endometrial durante la gestacion porcina
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Figura 13: Determinacion del %AIM de REa en el epitelio glandular endometrial no gestante
(NG) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Receptor de Estrogenos a en tejido conectivo endometrial

Se realiz6 un an(lisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del REa en
muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion. Se hallé diferencias
significativas entre el %AIM del REa en el tejido conectivo endometrial de cerdas NGFF
(5,32%) cuando se compara con los %AIM del tejido conectivo endometrial de cerdas NGFL
(0,26%) y de la placenta materna de los diferentes periodos de gestacion (0,03; 0,42; 0,05 y

0,16%) (p=0,0009). (Figura 14; Tabla 7a, Anexo).
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%AIM de REa en tejido conectivo endometrial durante la gestacion porcina
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Figura 14: Determinacion del %AIM de REa en el tejido conectivo endometrial no gestante
(NQ) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Receptor de Estrogenos a en Trofoblasto
No se hallo expresion del REa en Trofoblasto de las cerdas G de los distintos periodos

seleccionados.

DETERMINACION DEL AREA INMUNOMARCADA DEL RECEPTOR DE

ESTROGENOS
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Se determind la presencia del receptor de estrégenos [ (REP) mediante la técnica de
inmunoperoxidasa indirecta sobre cortes desparafinados de uteros de cerdas NG y en muestras
de placenta materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se

establecio su %AIM.

Receptor Estrogenos p en tejido epitelial luminal endometrial

Se realiz6 un anllisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RE B
en muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion. Se hallo diferencias
significativas entre el %AIM del epitelio luminal de las cerdas NGFF (15,73%) cuando se
compar6 con la expresion en las cerdas G de 17, 30 y 70 dg (0,61; 0,71 y 0,44%,
respectivamente; p=0,0045). No se observé diferencias significativas entre los %AIM de las

cerdas NGFF vs NGFL y de 5 dg (15,73 vs 12,31 y 7,22%; p>0,05) (Figura 15; Tabla 8a,

Anexo).
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Figura 15: Determinacion del %AIM de REP en el epitelio luminal endometrial no gestante
(NG) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Receptor de Estrogenos p en epitelio glandular endometrial

Se realiz6 un anllisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RE B
en el epitelio glandular en muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion.
Se observaron diferencias significativas en el %AIM del REB en epitelio glandular del
endometrio de cerdas NG y G. Los valores mas elevados se determinaron en NGFF, NGFL,
17 dg y 30 dg (22,31%; 19,89%; 20,58% y 19,98%; respectivamente, p<0,0001). A los 70 dg

el area de expresion fue significativamente menor (0,59%, p<0,0001) (Figura 16; Tabla 8a,

Anexo).
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Figura 16: Determinacion del %AIM de RE en el epitelio glandular endometrial no gestante
(NG) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Receptor de Estrogenos p en tejido conectivo endometrial

Se realiz6 un anllisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RE B
en el tejido conectivo en muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion.
Se observaron diferencias significativas entre el %AIM en el tejido conectivo de cerdas NGFF
cuando se comparan con la expresion en las cerdas G de 5, 30 y 70 dg (3,16% vs 0,03%;

0,05% y 0,16%; respectivamente, p=0,0001) (Figura 17; Tabla 8a, Anexo).
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Figura 17: Determinacion del %AIM de REP en tejido conectivo endometrial no gestante
(NG) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).
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Receptor de Estréogenos a en Trofoblasto

Se realiz6 un anllisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RE B
en el trofoblasto de muestras de cerdas G de distintos periodos de gestacion. Se observaron
diferencias significativas entre el %AIM de la expresion de REP en cerdas G de 17 y 70 dg vs
las cerdas G de 30 dg (15,71%; 26,70% vs 0,45%; respectivamente, p=0,0001) (Figura 18;

Tabla 8a, Anexo).

2%AIM de REbD en trofoblasto durante la gestacion porcina
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Figura 18: Determinacion del %AIM de REP en trofoblasto de cerdas gestantes (G) de los
periodos gestacionales seleccionados (17 dg, 30 dg, 70 dg). Barras con diferentes letras

denotan diferencias significativas (p<0.05).

DETERMINACION DEL AREA INMUNOMARCADA DEL RECEPTOR DE

PROGESTERONA ISOFORMA A
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Se determino la presencia del receptor de progesterona isoforma A (RPA) mediante la técnica
de inmunoperoxidasa indirecta sobre cortes desparafinados de uteros de cerdas NG y en
muestras de placenta materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y

luego se establecio su %AIM.

Receptor de Progesterona isoforma A en tejido epitelial luminal endometrial

Se realiz6 un andlisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RPA en
muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion. Se hallé diferencias
significativas en el %AIM del epitelio luminal de las cerdas NGFF (39,18%) cuando se
compard con la expresion en las cerdas G de 17, 30 y 70 dg (0,61; 0,71 y 0,44%,
respectivamente; p<0,0001). No se observéd diferencias significativas en el %AIM de las
cerdas NGFF vs las cerdas de 5 dg (39,18% vs 32,77%; p>0,05). Se hall6 diferencias
significativas entre las cerdas NGFF y NGFL (39,18% vs 0,58%; respectivamente, p<0,0001)

(Figura 19; Tabla 9a, Anexo).
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%AIM de RPA en epitefio luminal endometrial durante la gestacion porcina
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Figura 19: Determinacion del %AIM de RPA en el epitelio luminal endometrial no gestante
(NQ) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Receptor de Progesterona isoforma A en epitelio glandular endometrial

Se realiz6 un analisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RPA en
el epitelio glandular en muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion. En
las cerdas G se observd un incremento en los valores del %AIM a los 17 dg (46,28%) para
disminuir a los 30 y a los 70 dg (9,5; 13,33%; respectivamente, p<0,0001). No se observo
diferencias significativas en el %AIM del RPA del epitelio glandular, entre NGFFy Gde S5y
17 dg (47,12% vs 34,03% y 46,28%; respectivamente, p>0,05). En las cerdas NG se hallo
diferencias significativas en la expresion entre NGFF vs NGFL (47,12% vs 20,49%;

p<0,0001) (Figura 20; Tabla 9a, Anexo).
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%AIM de RPA en epitelio glandular durante la gestacion porcina
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Figura 20: Determinacion del %AIM de RPA en el epitelio glandular endometrial no gestante
(NG) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Receptor de Progesterona isoforma A en tejido conectivo endometrial

Se realiz6 un analisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RPA en
el tejido conectivo en muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion. A
los 5 dg se observa el mayor valor de %AIM en el tejido conectivo (5,21%) disminuyendo en
cerdas G de 17, 30 y 70 dg (3,70; 2,85 y 2,72 %; respectivamente, p<0,0001). Se hallo
diferencias significativas entre el %AIM entre cerdas de 5 dg y NG, 30 dg y 70 dg (5,21 vs

3,12; 3,39; 2,85 y 2,72 %; respectivamente, p<0,0001) (Figura 21; Tabla 9a, Anexo).
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%AIM de RPA en tejido conectivo endometrial durante la gestacion porcina
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Figura 21: Determinacion del %AIM de RPA en tejido conectivo endometrial no gestante
(NG) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Receptor de Progesterona isoforma A en Trofoblasto
No se hall6 expresion del RPA en Trofoblasto de las cerdas G de los distintos periodos

seleccionados.

DETERMINACION DEL AREA INMUNOMARCADA DEL RECEPTOR DE

PROGESTERONA ISOFORMA B
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Se determino la presencia del receptor de progesterona isoforma B (RPB) mediante la técnica
de inmunoperoxidasa indirecta sobre cortes desparafinados de tteros de cerdas no gestantes y
en muestras de placenta materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados

y luego se establecio su %AIM.

Receptor de Progesterona isoforma B en tejido epitelial luminal endometrial

Se realiz6 un andlisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RPB en
muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion. Se hallo diferencias
significativas en el %AIM del epitelio luminal de las cerdas NGFF (22,56%) cuando se
comparo6 con la expresion en las cerdas NGFL (0.58%) y las cerdas G de 5, 17, 30 y 70 dg
(0,66; 0,61; 0,71 y 0,44%, respectivamente; p<0,0001). No se observo diferencias
significativas en el %AIM de las cerdas NGFL vs las cerdas G de los distintos periodos
seleccionados (0,58% vs 0,66; 0,61; 0,71 y 0.44%; respectivamente, p>0,05) (Figura 22;

Tabla 10a, Anexo).
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2%AIM de RPB en epitelio luminal endometrial durante la gestacion porcina
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Figura 22: Determinacion del %AIM de RPB en el epitelio luminal endometrial no gestante
(NG) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Receptor de Progesterona isoforma B en epitelio glandular endometrial

Se realiz6 un analisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RPB en
el epitelio glandular en muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion. Se
observo diferencias significativas en el %AIM del RPB del epitelio glandular, entre NGFF y
NGFL y G de los periodos gestacionales seleccionados (24,52% vs 0,71; 1,11; 0,36; 0,64 y

0,59%; respectivamente, p<0,0001) (Figura 23; Tabla 10a, Anexo).
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Figura 23: Determinacion del %AIM de RPB en el epitelio glandular endometrial no gestante
(NG) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Receptor de Progesterona isoforma B en tejido conectivo endometrial

Se realiz6 un analisis de la varianza entre las medias de los %AIM de la expresion del RPB en
el tejido conectivo en muestras de endometrio NG y G de distintos periodos de gestacion. No
se observo diferencias significativas entre el %AIM del RPB en cerdas NGFF (3,43%) y

cerdas de 30 dg (4,03%; p>0,05) (Figura 24; Tabla 10a, Anexo).
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%AIM de RPB en tejido conectivo endometrial durante la gestacion porcina
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Figura 24: Determinacion del %AIM de RPB en tejido conectivo endometrial no gestante
(NG) y gestante (G) de los periodos gestacionales seleccionados (5 dg, 17 dg, 30 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Receptor de Progesterona isoforma B en Trofoblasto
No se hall6 expresion del RPB en Trofoblasto de las cerdas G de los distintos periodos

seleccionados.
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DISCUSION

Pocos estudios investigan la relacion entre los receptores nucleares de estrogenos y
progesterona y la concentracion de las hormonas esteroides en la gestacion porcina temprana.
La progesterona y los estrogenos proporcionan un medio ambiente uterino favorable que
aumenta la tasa de sobrevida prenatal en esta especie. Las experiencias de este trabajo de tesis
fueron planificadas para identificar las relaciones entre las localizaciones de los receptores en
diferentes tejidos placentarios endometriales y trofoblastico y su rol como blanco de accion de
ligandos que promueven respuestas celulares especificas para permitir la implantacion y

mantener la gestacion.

En la cerda gestante cada conceptus debe transformarse rapidamente para poder implantarse
en un darea especifica de cada cuerno uterino; asi como también el endometrio,
particularmente el epitelio luminal y glandular uterino, debe estar preparado para permitir la
nidacion y la continuidad de la prefiez. En esta interaccion entre los conceptuses y el
endometrio gestante, las sefiales quimicas provenientes de cada uno son responsables de los
cambios especificos en la expresion génica que producirdn el remodelamiento celular, la
implantacion y las secreciones de diversos nutrientes, asi como de la expresion de moléculas

de adhesion (Williamson, 2011; Vélez, 2017) y del citoesqueleto (Bazer y Johnson, 2014).

Las principales hormonas esteroides secretadas por el ovario, Es y P4, producen una serie de
modificaciones en el endometrio y el miometrio de la cerda gestante que permiten la

implantacion de los embriones (Rider y col.; 1998; Senger, 2012).
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Los estrogenos desempefian un rol imprescindible en la proliferacion y expansion de la
placenta, en el movimiento de agua y electrolitos, en la permeabilidad celular y en la
regulacion del flujo de sangre uterina. Ademas, intervienen en el transporte del embrién hacia
los cuernos uterinos, en la migracioén y en el espaciamiento equidistante en el interior de los
cuernos uterinos antes de la elongacion rapida y adhesion a la superficie endometrial (Bazer y

Johnson, 2014; Ka y col., 2018; Meyer y col., 2019).

Los valores de Es sistémicos encontrados en nuestro trabajo indican concentraciones altas en
cerdas NG en fase folicular, datos que acuerdan con las observaciones de Sukjumlong y col.
(2009), mientras que las concentraciones elevadas en cerdas gestantes de 5 dias (Viglierchio y
col., 2017) coinciden con las informadas por Williamson y col. (2008), Yaful (2009),
Williamson (2011) y Ka y col. (2019). Las concentraciones disminuyen a los 17 dias para
aumentar nuevamente a los 30 dias. Estas variaciones en los niveles de estrogenos serian
necesarias para la proliferacion y diferenciacion endometrial asi como para la remodelacion

del trofoblasto durante la fase de implantacion y post-implantacion.

Las determinaciones de Es en los extractos maternos de las cerdas de 5 dg fueron menores
que en los extractos uterinos de cerdas ciclicas ya sea en fase folicular como luteal, lo que
indica actividad esteroidogénica en el endometrio uterino, datos informados por Franczak y

Kotwica (2008), Yaful (2009), Williamson (2011), Whyte y col. (2018), Meyer y col. (2019).

Durante la etapa de pre- implantacion y elongacion de los conceptuses entre los 17 a 20 dias
determinamos diferencias significativas entre las concentraciones de Es en el componente

placentario materno cuando se contrastan con las concentraciones de los extractos



68

placentarios fetales y los valores séricos en coincidencia con Franczak y Kotwica (2008),
Yaful (2009) y Williamson (2011), siendo las concentraciones de Es del componente fetal
mas altas que en los extractos maternos. Estos datos reafirman la capacidad de sintetizar
estrogenos del trofoblasto durante el periodo de elongacion, resultados informados por Bazer
y Thatcher en 1977, Bazer y Johnson (2014), Ziecik y col. (2017), Meyer y col. (2019). El rol
de los estrogenos en esta etapa de la gestacion segliin la hipotesis propuesta por Bazer y
Thatcher (1977) es esencial para el reconocimiento materno de la prefiez, e impedir la

regresion del CL, al modificar la secrecion de PGF2a hacia el lumen uterino.

En los extractos maternos a los 30 dg se obtuvieron concentraciones de Es que se
incrementaron en las etapas estudiadas a medida que se desarrolla la prefiez, sin embargo los
valores fueron claramente inferiores a los encontrados en extractos placentarios fetales
provenientes de 17, 30 y 70 dg (Viglierchio y col., 2017), estos resultados concuerdan con
investigaciones realizadas previamente por nuestro grupo de investigacion (Williamson y col.,
2008; Yaful, 2009; Williamson, 2011). Esos estudios sugieren que la presencia de Es es
importante durante toda la gestacion (Williamson, 2011), mas alld del periodo de
implantacion en acuerdo con lo demostrado por Bazer y Thatcher en 1977 y propuesto por
Whyte y col. (2018), Chatuphonprasert y col. (2018) y Meyer y col. (2019). Postulamos que
la esteroidogénesis endometrial es esencial para proveer de estrogenos al endometrio uterino
asi como precursores o intermediarios que seran utilizados por los conceptuses para la sintesis

de estrogenos fetales

Ademas de los estrogenos, en la mayoria de las especies mamiferas la presencia de la

progesterona es critica en todos los estadios de la gestacion, incluyendo fertilizacion,
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implantacion, decidualizacion y mantenimiento de la gestacion (Squires, 2006; Wetendorf y

col., 2017).

En nuestras investigaciones determinamos que la concentracion de P4 en suero en cerdas no
gestantes en fase folicular fue inferior a la hallada durante la gestacion temprana (Viglierchio
y col., 2014) y a los valores hallados en las cerdas no gestantes en fase luteal. Estos datos
coinciden con las determinaciones de Sukjumlong y col. (2009) y concuerdan con la
luteinizacion y esteroidogénesis de progesterona por los cuerpos liteos y el mantenimiento de

los mismos a través de los periodos estudiados.

Con respecto a las concentraciones de P4 en suero de las cerdas gestantes observamos que las
cerdas de 5 dg tuvieron menor concentracion que las cerdas de 17-20 dg, estos resultados
acuerdan con Yaful (2009), Sukjumlong y col. (2009) en sugerir que su rol a nivel sistémico
es esencial para habilitar los cambios que permiten la adhesion e implantacion (Viglierchio y
col. 2014), y proveer de un utero quiescente, resultante de la union de la P4 a sus receptores
en el miometrio para promover una baja actividad miometrial en las diferentes etapas de la

gestacion.

Observamos una mayor concentracion de P4 en suero durante los 17-20 dg, siendo este valor
superior al hallado en cerdas de 5, 30 y 70 dg, estos datos sugieren un rol sistémico de la
progesterona que se explicaria con la esteroidogénesis producida en los cuerpos luteos y
consistente con el aumento de peso de los mismos, determinado por Yaful en 2009. Este

aumento de P4 y el descenso de estrogenos durante la fase de implantacion permitirian
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explicar el rol conjunto de estas dos hormonas para habilitar los cambios necesarios y permitir

la adhesion e implantacion de los conceptuses.

En nuestro laboratorio, a diferencia de los valores séricos hallados se obtuvieron altas
concentraciones de P4 en extractos fetales a los 17 y 70 dg, sin embargo los valores fueron
claramente inferiores a los encontrados en extractos placentarios maternos provenientes de
cerdas de 5, 17, 30 y 70 dg. Acordamos con Yaful y col. (2005) que determinaron altas
concentraciones de P4 en los extractos placentarios fetales en el periodo de post-implantacion,
cuando sugirieron que la placenta fetal es una fuente alternativa de produccion de P4 durante
la prefiez porcina, en tanto diferimos con Knight y Kukoly (1990) que observaron que la
concentracion de P4 placentaria en cultivos in vitro aumenta linealmente entre los 25 y los 40
dias, puesto que estos autores no especifican el componente placentario fetal o materno que la
sintetiza.

Algunos estudios con los cuales este grupo de investigacion acuerda sugieren, ademas de la
regulacion sistémica promovida por la P4 y los Es, una regulacion paracrina por parte de estas
dos hormonas sobre las glandulas uterinas, ya que detectaron variaciones significativas en las
concentraciones placentarias; por lo que postularon que dicha accion local se deberia
principalmente al componente de origen fetal debido a su marcada actividad de
esteroidogénesis (Yaful, 2009). Por otro lado, Hafez y Hafez (2003) expresan que el rol de la
P4 sérica es aumentar la actividad secretora de las glandulas del endometrio (Wetendorf y
DeMayo, 2012) e inhibir la motilidad del miometrio por alteracion de la permeabilidad ionica
de los musculos del miometrio, provocando la disminuciéon de la excitabilidad de la célula

(Renthal y col., 2015; Morales-Lazaro y col., 2019).
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Los Es y la P4 regulan la expresion génica al ligarse a proteinas especificas que actian como
receptores. Los receptores hallados en el presente trabajo corresponden a receptores nucleares
que actuan como factor de transcripcion activados por ligando (REa, REB, RPA y RPB)
(Mulac-Jericevic y Conneely, 2004; Sukjumlong y col.,, 2005; Koehler y col., 2005;
Knapczyk y col., 2008; Sukjumlong y col, 2009; Durlej y col., 2010; Wetendorf y DeMayo,

2012; Steinhauser y col., 2017; Wetendorf'y col., 2017).

Los receptores nucleares para estrogenos (REa y REB) corresponden a proteinas sintetizadas a
partir de genes ubicados en cromosomas diferentes que reconocen ligandos similares, tienen
alta homologia en la secuencia y se diferencian por su actividad transcripcional. Mientras que
los REa se consideran receptores que ejercen efectos proliferativos e inductores de la
expresion de los RP (Knapczyk y col., 2008), el REP es un subtipo de REs no funcional, con
efecto antiproliferativo y que promueve la diferenciacion celular en presencia de ligando

(Koehler y col., 2005).

En las cerdas NG observamos que la inmunoexpresion nuclear positiva para el receptor de
estrogenos o (REa) se localiz6 en el epitelio glandular en las cerdas NGFF y NGFL y so6lo en
tejido conectivo de las NGFL, estos resultados coinciden con Sukjumlong y col. (2009);
Bazer y Johnson (2014) y Ka y col. (2018) cuando manifiestan que el REa e[ [presente en el
epitelio glandular entre el dia 12 y 15 del ciclo estral y con las investigaciones que detectan
expresion del ARNm endometrial més altas en el dia 10, disminuye al dia 15 y luego se
incrementa en el dia 18 del ciclo estral (Citado por Ka y col, 2018). Otros autores observaron

inmunoexpresion REa en epitelio uterino del ciclo estral (Knapczyk-Stwora y col., 2011;
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Citado por Ka y col, 2018), resultados que no concuerdan con las determinaciones obtenidos

en nuestras investigaciones.

En cerdas gestantes no observamos expresion de REa en el endometrio de los periodos
estudiados, resultados que acuerdan con Ka y col. (2018) que manifiestan que este receptor
permanece suprimido después del dia 18 dg, a diferencia de Knapczyk-Stwora y col. (2011)

que hallaron expresion de REa durante la gestacion en el endometrio.

Con respecto a la inmunoexpresion nuclear del REB en cerdas no gestantes, los datos
obtenidos en nuestros estudios indican una mayor expresion del REP en fase folicular en
epitelio luminal y glandular endometrial que en fase luteal y solo en tejido conectivo de las
cerdas NGFF. Estos resultados acuerdan con investigaciones que detectan niveles bajos de
ARNm de REP en todas las etapas del ciclo estral (Sukjumlong y col., 2009) y con los
estudios que localizan baja intensidad de expresion de REP en fase luteal temprana

(Knapczyk-Stwora y col., 2011).

En las cerdas gestantes de 5 y 17 dg observamos inmunomarcacion de REP en el epitelio
luminal y glandular endometrial. Estos resultados coinciden con Sukjumlong y col. (2009) y
Knapczyk-Stwora y col. (2011), que hallan expresion endometrial en cerdas gestantes
similares a las cerdas de fase luteal temprana. Por otra parte, en nuestro estudio hallamos
localizacion de REP en células epiteliales trofoblasticas en gestaciones de 17 dg, mientras que
en otras investigaciones hallan REP sobre el dia 12 de gestacion en el trofoblasto del
conceptus sin dilucidar la funcion y la regulacion en los cerdos (Ka y col., 2018). En base a

estos hallazgos postulamos que los estrogenos de los conceptuses se ligan a los REB en el
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epitelio trofoblastico y en el epitelio glandular endometrial para promover la sintesis y
liberacion de moléculas que participan en un didlogo espacio - temporal entre los embriones y

la hembra porcina que permitan la adhesion e implantacion.

En las cerdas de 30 dg observamos expresion nuclear del REB en epitelio glandular
endometrial, datos que coinciden parcialmente con las investigaciones de Knapczyk-Stwora y
col. (2011), puesto que estos autores detectan REP también en epitelio luminal y ademas
observan expresion esporadica en las células estromales en esta fase de gestacion. Teniendo
en cuenta resultados previos de nuestro laboratorio de investigacion, sugerimos que la
expresion de RE puede estar relacionada con la observacion de Vélez en 2017 de IL-1B en la
interfase placentaria porcina que por su comportamiento proinflamatorio estaria participando

como regulador de las moléculas de adhesion.

Observamos a los 70 dg en epitelio trofl] [] [ico inmunomarcacion de RE hipotetizando que
los estrogenos fetales se ligan a los REP para promover la sintesis y liberacion de moléculas
de sefializacion relacionadas con el remodelamiento placentario (Viglierchio y col., 2017). La
inmunoexpresion de REP coincide con la observacion de Vélez en 2017 de un pico de
concentracion de IL- 1P en la placenta fetal y un aumento de expresion de la integrina avf3 a
los 60 dg. Sugerimos una dependencia de la citoquina proinflamatoria y de la molécula de
adhesion con los Es y su receptor REP con su rol de modulacion de cambios fisiologicos,
previos a la intensa remodelacion placentaria a los 70 dg en la que predomina un ambiente

proapoptoético (Cristofolini, 2010; Vélez, 2017).
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El crecimiento del conceptus y su implantacion no solo esta regulado por la secrecion de
progesterona por el cuerpo liteo sino también por la expresion de receptores de progesterona
en el epitelio y el estroma uterino (Geisert y col., 2006; Wetendorf y DeMayo, 2012;
Steinhauser y col., 2017; Wetendorf y col. 2017). Las respuestas morfologicas y fisiologicas
de la P4 estdn mediadas por la interaccion con receptores hormonales especificos. El RP
inhibe la proliferacion epitelial inducida por estrogenos y activa genes claves de

progestamedinas que regulan la implantacion.

Con respecto a las isoformas del RP (RPA y RPB), RPA actiia como un represor dominante
de la isoforma B y ademas disminuye la respuesta a otras hormonas esteroideas tales como
androgenos y estrégenos. Mientras que RPB actlia como una isoforma activadora de genes

claves de progesterona (Attar y col., 2000; Wu y DeMayo, 2017; Steinhauser y col. 2017).

En las cerdas NGFF y NGFL observamos inmunotincion nuclear del receptor de progesterona
isoforma A (RPA) en el epitelio glandular y tejido conectivo; y solo en el epitelio luminal de
las cerdas NGFF (Viglierchio y col., 2013), determinaciones que coinciden con otras
investigaciones que localizan los RP por inmunohistoquimica en el ntcleo de todos los tipos
celulares del utero durante las diferentes fases del ciclo estral (Sukjumlong y col., 2005;
Steinhauser y col. 2017; Ka y col., 2018). En contraste, no acordamos con Sukjumlong y col.
(2009) que observaron una baja expresion del ARNm del RP en el endometrio, sin embargo

coincidimos en la expresion de RPA y en los altos niveles del ARNm de RP en el miometrio.
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En las cerdas gestantes de 5 dg determinamos expresion de RPA en epitelio luminal y
glandular, estroma y miometrio (Viglierchio y col., 2013), en coincidencia con Sukumlong y
col., 2005; Steinhauser y col. (2017) y Ka y col. (2018) y en discrepancia con los estudios de
Ying y col. (2000) que al dia 6 de gestacion en periodo de blastocito, no observaron RP en

epitelio luminal.

Los datos obtenidos en las cerdas de 17 dg manifiestan inmunoexpresion de RPA en epitelio
glandular y tejido conectivo y no en epitelio luminal. Postulamos que el crecimiento y la
implantacion de los conceptuses estan asociados con la desaparicion temporal de los RPA en
epitelio luminal uterino, a pesar de las altas concentraciones de progesterona sérica detectada
en este periodo de gestacion. Esta ausencia de RPA se considera un pre- requisito para la
receptividad uterina a la implantacion, la expresion génica del epitelio luminal y es
consistente con la expresion de moléculas de adhesion que promueven la interaccion entre el
epitelio trofoblastico y el epitelio materno. La progesterona inhibiria la expresion de sus
receptores mediante la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB). Otros estudios in vivo
demostraron la importancia de la expresion del RP en el estroma, no pudieron demostrar su
rol en la funcion uterina en el epitelio luminal (Wetendorf y col., 2017). En ovejas, la
concentracion de P4 regula negativamente la expresion de los RP en el endometrio luminal y

en el epitelio de la superficie glandular (Spencer y col., 2004b).
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En las cerdas de gestaciones de 30 y 60-70 dg hallamos expresion nuclear del RPA en epitelio
glandular y tejido conectivo, estos datos coinciden con Okulicz y col., 1998; Ying y col.,
2000; Sukjumlong y col., 2005; Yaful, 2009; Steinhauser y col., 2017; Ka y col., 2018 que
hallaron expresion de RP, sin embargo es importante remarcar que esas investigaciones no

discriminan entre la isoforma RPA ni RPB.

Nuestros resultados determinan la presencia de RPA en cerdas gestantes y observamos a partir
de la fase de pre-implantacion una disminucion de la expresion de RPA en intensidad y en los
diferentes tejidos analizados, de manera que entre los 30 a 70 dg la expresion se mantiene en

el estroma pero disminuye hasta desaparecer en glandulas uterinas.

En las cerdas NGFF y NGFL se hallo inmunotincion del receptor de progesterona isoforma B
(RPB) en epitelio luminal, glandular y tejido conectivo endometrial. Se observo

inmunotincién del RPB en tejido conectivo endometrial, en cerdas de 30 dg.

Finalmente nuestros resultados determinan que la expresion del RPA es mayor que la
expresion de RPB, siendo la isoforma A la predominante en las cerdas gestantes en los tejidos
analizados. Ademés la inmunoexpresion del RPA disminuye en los tejidos analizados a

medida que avanza la gestacion.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos de la expresion de los receptores de Es y P4 y las
concentraciones de las hormonas esteroideas analizamos el didlogo entre las hormonas Es y
P4 y sus receptores y observamos en las cerdas no gestantes en fase folicular una tendencia a

incrementar la expresion de RPA cuando aumenta la concentracion de Es en el HoM y de P4
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en el suero, por lo que hipotetizamos que son los Es los que a través de su interaccion sobre
sus receptores especificos (REa y REP) inducen la sintesis en el endometrio uterino de RPA

para preparar la union de la progesterona a sus receptores.

Con respecto a las cerdas de 15 a 17 dg observamos una diferencia significativa entre los
valores sistémicos de P4 y Es en suero, HoM y HoF con predominio de la concentracion de
esteroides en el homogenato fetal. En esta etapa gestacional el didlogo entre las hormonas
esteroideas y sus receptores especificos en los conceptuses y el endometrio adquiere un rol
crucial en el reconocimiento materno de la prefiez y en la implantacion exitosa. Proponemos
que los Es fetales interactian con los REP expresados en el epitelio trofoblastico y glandular
endometrial; estableciendo una via de sefalizacién que promueve la diferenciacion en la
interfase entre los epitelios modulando la expresion de integrinas y sus ligandos para lograr
una exitosa implantacion y mantenimiento de la gestacion. Ademas, los Es fetales podrian
promover un cambio de polaridad en la célula epitelial luminal para permitir la excrecion de
la PGF2a hacia la luz uterina, impidiéndose de esta manera la luteolisis. Por otro lado,
participando en forma conjunta con los Es, la P4 sérica y fetal se une especificamente a los
RPA del estroma, del epitelio glandular y del miometrio para habilitar los cambios necesarios
en el epitelio uterino que permiten el contacto, la adhesion, la implantacion y la nutricion
histotrofica de los conceptuses. Sugerimos que este didlogo espacio temporal especificamente
regulado en la interfase entre la cerda y los embriones forma parte de las sefiales de
reconocimiento materno de la gestacion en la especie porcina y promueve la inmunotolerancia
por parte del endometrio induciendo la expresion de moléculas que modulan el

comportamiento del tejido materno.



78

En las cerdas gestantes de 70 dg el aumento de los niveles de P4 en suero y Es y P4 en los
homogenatos fetales, se corresponde con la inmunoexpresion de RPA endometriales y de REf
en epitelio trofoblastico. A partir de esta interaccion, P4 - RPA en el componente placentario
materno y Es - REP en el componente placentario fetal, aseveramos que esta comunicacion
sostiene la gestacion y promueve la sintesis y liberacion de moléculas de sefalizacion y sus

receptores relacionadas con la remodelacion placentaria en esta etapa de la gestacion.

Nuestros resultados sugieren que en la hembra gestante las células del estroma uterino
controlan o regulan la respuesta de las células epiteliales para permitir el acercamiento y
contacto del conceptus. Didlogo que se establece a través de redes de sefalizacion que son
producidas por sefiales moleculares endocrinas, paracrinas y autdcrinas que promueven la

comunicacion entre el conceptus y el endometrio permitiendo una gestacion exitosa.
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CONCLUSIONES

Es de remarcar que aunque la progesterona es la hormona de la gestacion, la expresion
de sus receptores nucleares de respuesta genémica no se relaciona en forma directa con la
concentracion de su ligando en suero o en los tejidos maternos y fetales, particularmente a los
15-20 dias de gestacion, donde el incremento de P4 es significativo y los receptores
especificos no se encuentran en el epitelio endometrial. La ausencia de inmunolocalizacion de
RPA en el epitelio uterino, en fase de perimplantacion y postimplantacion, es un marcador de
receptividad ya que permite la expresion de moléculas que intervienen en el anclaje y

posterior adhesion e implantacion de los conceptuses.

Por los resultados hallados en este estudio se postula que durante la gestacion
temprana es determinante la relacion temporal entre las concentraciones séricas de Es y P4, y
la expresion de los receptores nucleares especificos ya que la expresion temporo - espacial de
los receptores promueve las sefializaciones de cada hormona y que el descenso de Es hallado
entre los 15-20 dias de prefiez que se acompafia de un aumento de P4, y de una desaparicion
de los RPA en el epitelio luminal uterino es importante para la implantacion de los productos
y la continuidad de la prefiez, dado que las concentraciones sistémicas son las que

acondicionarian el organismo de la cerda para mantener la gestacion.

Ademas, existiria en esta especie una regulacion paracrina especial en la interfase feto
materna por parte de las hormonas esteroideas, donde los Es placentarios, principalmente los

de origen fetal provocan la diferenciacion del estroma uterino durante la gestacion temprana,
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proceso necesario para estimular y regular la sintesis de los receptores de progesterona y de

factores de crecimiento.

Se hipotetiza que los cambios en los parametros reproductivos uterinos estarian
determinados no solo por la concentracion sérica de las hormonas gestacionales sino también,
y de manera determinante, por la presencia de P4 y Es en la interfase feto materna, hormonas
producidas de manera regulada por la placenta, principalmente por el componente de origen
fetal. Y que esas hormonas para poder expresar su potencial de informacion génica deben
ligarse a un receptor especifico, por lo tanto la presencia de los receptores permite la
transduccion de la informacion en una cascada de sefalizacion cuyo resultado sera la

expresion o represion de la informacion génica.

Las dos hormonas esteroides por su composicion quimica lipidica difunden a través de
las membranas plasmaticas. Por lo que se postula que la P4 sintetizada por la placenta ejerce
su accion principalmente sobre el endometrio gestante y la interfase feto-materna sobre los
RPA. En tanto que los Es fetales, ademés de regular la expresion de sus propios receptores
REP y otras moléculas de la interfase como citoquinas y factores de crecimiento, serian
necesarios para los embriones/fetos durante la prefiez temprana.

Se postula que las altas concentraciones de progesterona placentaria fetal contribuirian
en la interfase feto materna para inducir particularmente la diferenciacion glandular a través
de la unién con los RPA y la secrecion de proteinas uterinas, por lo que su uso seria

estrictamente local, metabolizandose en la interfase.
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Se remarca el hallazgo de la expresion del receptor nuclear de estrogenos 3 que junto a
las hormonas sintetizadas y secretadas por la placenta fetal, marcan una intensa actividad
esteroidogénica y de modulacién de la proliferacion del embrion/feto como de la respuesta en
el endometrio materno, tanto en la etapa de implantacién como en la etapa de finalizacion de
las remodelaciones placentarias. Los estrogenos fetales actuarian durante la gestacion
temprana principalmente a nivel de la interfase feto-materna para permitir una gestacion

exitosa.

Al determinar que la placenta fetal es fuente de Es y P4, futuros desarrollos podrian

contribuir a discernir el rol conjunto de la placenta fetal y de los cuerpos luteos.
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ANEXO

Determinacion de Estréogenos en suero

Tabla 1a: Concentracién de Estrégenos (pg/ml) en sueros de cerdas no gestantes en fase
folicular y luteal, y de cerdas gestantes de distintos periodos de gestacion. dg: dias de

gestacion.

Estado Fisioldgico

Estrogenos (pg/ml)

NGFF 52
NGFL 18
5dg 34,86
17 dg 31
30 dg 31,60
70 dg 50

Determinacion de Estrogenos en Homogenatos de Placenta Materna (HoPM)
Tabla 2a: Concentracion de Estrogenos (pg/ml) en homogenatos de titero no gestante (HoUP)
de cerdas no gestantes en fase folicular y luteal, y de cerdas gestantes (HoPM) de distintos

periodos de gestacion. dg: dias de gestacion.

Estado Fisiologico Estrogenos (pg/ml)
NGFF 567
NGFL 530,25
S5dg 346,8
17 dg 581,12
30 dg 974,96
70 dg 571,94
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Determinacion de Estrogenos en Homogenatos de Placenta Fetal (HoPF)
Tabla 3a: Concentracion de Estrogenos (pg/ml) en Homogenatos de placenta fetal de cerdas

gestantes (HoPF) de distintos periodos de gestacion. dg: dias de gestacion.

Estado Fisiologico Estrogenos (pg/ml)
17 dg 7398,75
30 dg 2064
70 dg 2632,25

Determinacion de Progesterona en suero
Tabla 4a: Concentracion de Progesterona (ng/ml) en sueros de cerdas no gestantes en fase
folicular y luteal, y de cerdas gestantes de distintos periodos de gestacion. dg: dias de

gestacion.

Estado Fisiolégico Progesterona (ng/ml)
NGFF 0,59
NGFL 21,09
5dg 25,99
17 dg 38,36
30 dg 26,09
70 dg 25,72




Determinacion de Progesterona en Homogenatos de Placenta Materna (HoPM)
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Tabla 5a: Concentracion de Progesterona (ng/ml) en homogenatos de utero no gestante

(HoUP) de cerdas no gestantes en fase folicular y luteal, y de cerdas gestantes (HoPM) de

distintos periodos de gestacion. dg: dias de gestacion.

Estado Fisioldgico Progesterona (ng/ml)
NGFF 0,57
NGFL 1,36
5dg 0,98
17 dg 1,79
30 dg 1,35
70 dg 2,25

Determinacion de Progesterona en Homogenatos de Placenta Fetal (HoPF)

Tabla 6a: Concentracion de Progesterona (ng/ml) en Homogenatos de placenta fetal de

cerdas gestantes (HoPF) de distintos periodos de gestacion. dg: dias de gestacion.

Estado Fisiolégico

Progesterona (ng/ml)

17 dg 72,45
30 dg 31,14
70 dg 73,14
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Determinacion del Receptor de Estrogenos a

Tabla 7a: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) del Receptor de Estrogenos o (REa)
del epitelio luminal y glandular y tejido conectivo endometrial en distintos periodos de
gestacion. NGFF: no gestante fase folicular; NGFL: no gestante en fase luteal. dg: dias de

gestacion.

Dias ?;gs)taci()n Epitelio luminal gllzll:ll:le:;;)r C(;l;:aél:tii(:’o
NGFF 1,03 2198 2
NGFL 0.58 20,24 020

s do 0,66 1,11 0,03
17 dg 0,61 036 o
30 dg o1 hot "
70 dg 0,44 0,59 0.16
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Determinacion del Receptor de Estrogenos

Tabla 8a: Porcentaje de drea inmunomarcada (%AIM) del Receptor de Estrogenos  (REP)
del epitelio luminal y glandular, tejido conectivo endometrial y trofoblasto en distintos
periodos de gestacion. NGFF: no gestante fase folicular; NGFL: no gestante en fase luteal. dg:

dias de gestacion.

Dias Gestacion Epitelio Tejido
(dg) Epitelio luminal glandular conectivo | Trofoblasto
NGFF 15,73 22,31 3,16
NGFL 12,31 19,89 0,26
5 dg 7,22 6,74 0,03
17 dg 0,61 20,58 0,42 15,71
30 dg 0,71 19,98 0,05 0.45
70 dg 0,44 0,59 0,16 26.70
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Determinacion del Receptor de Progesterona isoforma A

Tabla 9a: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) del Receptor de Progesterona
isoforma A (PRA) del epitelio luminal y glandular, y tejido conectivo endometrial en distintos
periodos de gestacion. NGFF: no gestante fase folicular; NGFL: no gestante en fase luteal. dg:

dias de gestacion.

Dias ((}degs;acién Epitelio luminal g]lzal::(tiﬂ:gr c(;l;leéll(tli(z’o
NGFF 3918 i 2
NGFL 0.58 2049 >3

5 dg 32,77 34,03 5,21
17 dg 0.61 46,28 3,70
30 dg 0.71 >0 H
70 dg 0,44 13,33 2,72
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Determinacion del Receptor de Progesterona isoforma B

Tabla 10a: Porcentaje de 4area inmunomarcada (%AIM) del Receptor de Progesterona
isoforma B (PRB) del epitelio luminal y glandular, y tejido conectivo endometrial en
distintos periodos de gestacion. NGFF: no gestante fase folicular; NGFL: no gestante en fase

luteal. dg: dias de gestacion.

Dias ((}degs;aci(')n Epitelio luminal gf:a[:ll(tiel::gr C(;l;:aélz(tii(:’o
NGFF 22,56 222 i
NGFL 0.58 071 020

s dg 0,66 11 0,03
17 dg 001 0% e
30 dg 071 hod o
70 dg 0,44 0 o




