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Resumen

Para lograr una prefiez exitosa es necesario un reconocimiento inmunolégico entre la madre y el
feto. Tal reconocimiento se realizaria a través de sefiales como el Factor precoz de prefiez (EPF)y
de hormonas como la progesterona, que se sintetizan muy tempranamente y poseen actividad
inmunosupresora. En este trabajo, se estudié el comportamiento de ambas sustancias durante toda
la gestacion en porcinos. Se investigé en el suero de 5 cerdas, la actividad de EPF y la concentracion
de progesterona en estro y en los dias 3, 7, 14, 21, 28, 45, 75, 90 y 110 post-servicio. La actividad del
EPF mostré un perfil bifasico. Durante el primer tercio de la gestacion, en todos los casos el valor
maximo de progesterona, aparecié 7 dias después de los valores maximos de la actividad EPF. Por
el contrario, en los dos tercios restantes, los valores maximos de EPF coinciden con los valores
maximos de progesterona. De los resultados obtenidos podemos concluir que el EPF seria un buen
indicador de fertilizacion y trazador de viabilidad embrionaria.
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Introduccién El EPF fue descrito por primera vez en ratén e
identificado luego en diferentes especies tales como
Para lograr una prefiez exitosa debe producirse @wuinos, bovinos, ovinos, equinos y humanos. El tiempo
reconocimiento inmunoldgico entre la madre y el fetale aparicion del EPF varia en las distintas especies ,
(21). Este enigma inmunogenético se focaliza en @n rata se detectd a las 6 hs post-apareamiento (1),
rol de la respuesta inmune materna hacia los antigeners cerda a las 72 hs (14, 16) y en la mujer a las 48 hs
paternos, los del feto y los de la placenta. (5, 6, 11§10).
Este reconocimiento se realiza a través de sefiales
que se producen muy tempranamente la mayoria de Hasta el presente la Gnica técnica desarrollada para
las cuales tendria actividad inmunosupresora (3, 7, B deteccién del EPF es un ensaywitro propuesto
9, 13, 20). Entre ellas podriamos citar a Igpor Morton H., et al., en 1974, que mide de manera
progesterona, las prostaglandinas E2 yoF2 indirecta la actividad del factor (17).
glucoproteinas de alto peso molecular, interleuquinas:
como laIL6, IL10 y la IL1]1, interferones y al Factor Por otra parte, la progesterona, hormona
Precoz de Prefiez (EPF) (1, 2, 4, 5, 9, 11, 15, 16, 18strechamente involucrada en la prefiez de los
19, 22, 23). mamiferos, ya que prepara al endometrio para la
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implantacién y el mantenimiento de la prefiez, es unal en Solucion salina de Hank’s, SSH), preincubados
de las responsables de la disminucion de la actividadn las muestras de sueros, se les agreg6: a 10 tubos,
del sistema inmune (principalmente a nivel fetodiferentes diluciones de SAL (250 ul de SAL 1 X 10
placentario), necesaria para permitir la sobrevivenciaasta 256 x 1%®n SSH) y a dos tubos controles 250

y normal desarrollo del embrion (11, 22, 23) pl de SSH.

El objetivo del presente trabajo fue determinarla A todos los tubos se les agregdé 50 ul de
actividad del Factor Temprano de la Prefiez (EPF) exomplemento (50 pl diluido 1:5 en SSH). Las diluciones
suero a lo largo de toda la gestacion, para conocerd# SAL y complemento fueron realizadas el dia del
perfil de produccion de este factor en porcinos y lansayo. La mezcla se incub6 a 37°C por 60 min.

comparacion con el perfil de progesterona. Terminada la incubacion, la mezcla se estabilizé a
temperatura ambiente durante 10 min. y se les agreg6
Materiales y Métodos 100 pl de globulos rojos de carnero (4 X d€l/ml).

Inmediatamente los tubos se centrifugaron 5 min a
Se utilizaron cerdas jovenes, mestizas de ed&0g. El sedimento celular se resuspendi6é suavemente
uniforme, provenientes de la Granja Experimental dg se conté por duplicado las rosetas formadas en
la Escuela de Agronomia de la ciudad de Rio Cuartcdmara cuentagldbulos sobre un total de 200 células.
a las que se les sincronizé el celo con RegumateBl nimero de rosetas en cada dilucién de SAL, se
(Alil Trembolona) administrandole la droga por via oratalcul6 como un porcentaje del valor de rosetas de
en una dosis de 19 mg/dia/cerda durante 13 dias; luegs tubos controles.
de 5 dias se comenz6 a controlar el ciclo estral.
Para evitar la subjetividad inherente al sistema el
Se considerd dia cero del ciclo al momento en quecuento se realizé por una sola persona que
la cerda desarroll6 el reflejo de quietud por medio ddesconocia la procedencia de la muestra. El titulo de
la presién del lomo ejercida por el operador. inhibicion de rosetas (RIT) se definié como la mayor
dilucién de SAL capaz de inhibir formacion de rosetas
Atodos los animales se les extrajo muestras de sang@ lo menos en un 25% comparado con los tubos
por puncién de la vena de la oreja durante el estrocpntroles.
recibieron 3 servicios naturales controlados con diferentes
verracos. Posteriormente, se obtuvieron muestras de Se expresé como lgde la inversa de la dilucion
sangre alos 3, 7, 14, 21, 28, 45, 75, 90 y 110 dias pode SAL. Se procesé de manera similar y paralelamente
servicio. Los sueros se separaron por centrifugacion $0eros controles de actividad EPF positiva y negativa,
min. a 200g y se conservaron en a-20°C hasta el momentdizando sélo los datos de los ensayos en los que
de utilizacién. En todas las muestras se determiné éstos controles dieron el resultado esperado. Los
actividad EPF por la técnica de inhibicion de formaciomesultados se expresaron de la siguiente manera:
de rosetas (RIT) y la concentracién de progesterona por
radioinmunoanalisis (RIA). RIT=14 presencia de actividad EPF en suero.
RIT=12 resultado dudoso. No permite asegurar la
Técnica de inhibicion de formacion de rosetas presencia de actividad EPF en suero.
(RIT): La actividad EPF se midi6 por la prueba de RIT=10 ausencia de EPF en suero.
inhibicion de formacion de rosetas validada en nuestro
laboratorio (12). Valoracién de progesterona séric&e realizd
con equipo comercial (Coat-A-Count. Progesterone-
Esta prueba se fundamenta en la capacidad diihgnostic Products Corporation - Los Angeles-USA).
EPF, en presencia de complemento, de potenciar B coeficiente de variacion (CV) intraensayo fue de
accién de un suero antilinfocitario (SAL) sobre 1a7.23% y el de interensayo 7.93%.
formacion de rosetas activas entre linfocitos de cerdo
y eritrocitos de carnero. Resultados

A una serie de 12 tubos conteniendo linfocitos De las cinco cerdas estudiadas, solo tres la N°1,
periféricos de cerdos castrados (100 ul, 45c&ld  N°2y N°230 completaron el periodo gestacional luego
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de 114, 114y 112 dias y con una camada de 4, 10 y\u&8ores elevados, con respecto a la N° 3, alrededor del
lechones vivos respectivamente. De las restantes,dé& 14 con una concentracion entre 48 y 64 ng/ml. En
N° 3 aborto entre los 28 y 45 dias post-apareamieng intervalo comprendido entre los dias 21 y 28 los

y la N° 160 repitié el celo a los 20 dias. Los titulos dealores descienden bruscamente. A partir del dia 21,
inhibicién de rosetas (RIT) en las muestras de sueta concentracion de progesterona vuelve a elevarse
obtenidas previo al servicio, estuvieron comprendidogara alcanzar un valor maximo de 64 ng/ml entre los
en un rango de 10 a 12. En el suero de la cerda M% y 90 dias. En el dia 90 las concentraciones
160, se detecto actividad EPF francamente positivdescienden, fendbmeno que no se observa en la cerda
(RIT=20) a las 72hs. del servicio. N°1 (Figura 2).

En todos los casos estudiados, en el dia 7 se pudieronDiscusion
comprobar valores de RIT con niveles correspondientes
a la prefiez. Los titulos de RIT mostraron un maximo, Algunos autores sugieren que el perfil sérico del
en todos los casos, alrededor del dia 14 seguido por kactor Precoz de Prefiez (EPF) en porcinos es diferente
marcado descenso de la actividad alrededor del dia 21as de otras especies de interés productivo, sin embargo
con valores de RIT de hasta 12. todos los estudios al respecto se basan en
investigaciones de distintos lotes de animales en los
A partir de la segunda mitad de la gestacion, sdiferentes estadios de la gestacion (14).
observa una menor variacion entre los perfiles séricos
de actividad del Factor Precoz de Prefiez de los distintos En nuestro trabajo determinamos la actividad del
casos (cerda N° 1, cerda N° 2 y cerda N° 230EPF en un mismo lote de cerdas durante toda la prefiez.
Alcanzando valores de RIT de hasta 28 en el caso dellas niveles séricos de actividad EPF positiva se
cerda N° 2, en el dia 75, con un moderado descensonantuvieron hasta el final de la gestacién, con valores
partir del dia 90 y hasta el dia 110 aproximadamentgue descienden alrededor del momento de la
Una excepcion la constituye la cerda N°1 que mantuvionplantacion (16). Esto evidenciaria una clara sintesis
niveles elevados por lo menos hasta los 90 dias. La celifisica del EPF (17), descartando el caracter polifasico
N°230 mostro6 el mismo perfil que las cerdas anteriorepropuesto por otros autores quienes observaron que
pero con valores de RIT inferiores (Figura 1). en los primeros 28 dias de prefiez tanto la progesterona
como el RIT aumentan entre los 7 y 14 dias
Con respecto a la concentracion de progesteropasteriormente ambos factores incrementan sus valores
séricaenlas cerdas N° 1, N° 2y N° 230 se encontrarfinctuando, con valores maximos hacia el dia 75 (14).
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Figura 1. Actividad del Factor Temprano de la Prefiez (RIT) en las cerdas estudiadas.
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Figura 2. Concentracién de progesterona (ng/ml) en las cerdas estudiadas.

Por el contrario, Koch y Ellendorf detectaronla concentracién de progesterona, reiniciando con esto
diferencia en la aparicion de los valores maximos del ciclo estral. Este fenémeno, se produjo
progesterona y de EPF en 1,5 a 4 dias (14). tempranamente comenzando antes de los 10 dias y

por consiguiente al faltar la sefial proveniente de los

En las cerdas que completaron el periodembriones, los cuerpos lGteos regresaron como para
gestacional, cerdas N° 1, N° 2 y N° 230, el valor maximaepetir el celo (3, 5, 9, 16, 21).
de progesterona durante el primer tercio de la gestacion
aparecio 7 dias después de los valores maximos de RITLa sintesis de EPF en porcinos se realiza en el
correspondientes a esta etapa. En los dos tercimanscurso de la prefiez a partir de dos fuentes
restantes de gestacion, los valores maximos déferentes, siendo la primera de origen materno
progesterona son paralelos a los valores maximos ¢ibesde la fertilizacion y hacia el perido
RIT. perimplantacional) y la segunda fetal (desde el

periodo perimplantacional y hasta el parto). Las

La cerda N°3 mostré en el dia 14 un aumento en faayores fluctuaciones que se observan en el perfil
concentraciéon de progesterona, pero con un valde produccion de EPF en los primeros 28 dias se
ligeramente inferior al de las cerdas que completarateberian a que la sintesis del factor la empezarian a
el periodo gestacional, cayendo la concentracion (2@mandar los fetos y la madre ya no intervendria en
ng/ml) antes del dia de la pérdida embrionaria. Lia sintesis del mismo. Los proximos estudios se basan
muerte embrionaria se habria producido entre los 28y investigar algunos aspectos de la probleméatica
45 dias. Posiblemente la falta de estimulo embrionargnteriormente planteada. Con base en estos
ocasionaria el descenso brusco de la progesteraesultados podemos concluir que en porcinos, la
originando entonces finalmente el aborto (11, 13, 22ctividad sérica EPF se detecta a lo largo de toda la
23). gestacion, cayendo sus niveles a valores negativos

en los casos de aborto o repeticidon de celo. El perfil

En la cerda N°160, que repitid el celo, en ningusérico del EPF tiene un caracter bifasico
momento se observo un aumento significativo de kncontrandose actividad EPF positiva a las 72 hs
concentracién sérica de progesterona, registrandgsest-servicio, y con una semana de anticipacion a la
en el periodo de muestreo de la misma concentraciorsgsaricion de los niveles gestacionales de
no mayores de 34 ng/ml, esto permite suponer quepaogesterona. Por lo que el EPF podria ser
tasa ovulatoria pudo ser baja, lo que llevo a que tansiderado como un buen indicador de fertilizacion
masa de tejido luteal fuera baja y consecuentementérazador de viabilidad embrionaria.
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Summary
Serum Early Pregnancy Factor (EPF) activity during gestation in sows

To achieve a successful pregnhancy is necessary an immunological maternal recognition among
the mother and the fetus. This recognition is realized by early embryonic signals e.g. early pregnancy
factor (EPF) and progesterone. The appearance of early pregnancy factor and progesterone were
studied through the pregnancy in sows. In the serum from five sows EPF activity and progesterone
concentration was measured in oestrus and 3, 7, 14, 21, 28, 45, 75, 90y 100 days post-mating. EPF
activity shows a biphasic profile. During the first third of pregnancy, the highest progesterone values
always followed elevated EPF activity with a delay of 7 days. During the two third last of pregnancy
the highest values of progesterone were coincident with highest serum EPF activity. Itis concluded
that EPF is a good marker to detect successful fertilization and embryonic viability.

Key words: Early Pregnancy Factor, EPF, porcine, pregnancy.
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