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Evaluation of uterine health by endometrial cytology and ultrasonography in the

postpartum and its relationship with conception in alpacas
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la salud uterina de alpacas por citologia
endometrial (CE) mediante las técnicas de citocepillo y lavado uterino, asi como evaluar
las caracteristicas uterinas por ultrasonografia (US) y relacionarlas con la tasa de prefiez.
Se utilizaron 20 alpacas multiparas y 20 primiparas, de laraza Suri, de 29+5 dias de posparto.
Se determind el porcentaje de polimorfonucleares (PMN) con relacion al nimero total de
células presentes en las muestras de CE. Con la ultrasonografia se determiné la ecotextura
uterina, presencia de contenido uterino y el diametro de los cuernos uterinos. Posterior a
la evaluacion uterina se realiz6 el empadre controlado y 35 dias después el diagnostico de
prefiez por US. Se observo un mayor porcentaje de PMN (p<0.05) en las muestras de
citologia endometrial obtenidas con la técnica del citocepillo en comparacion al lavado
uterino. Los cuernos uterinos tuvieron una ecotextura heterogénea y sin presencia de
contenido. El didmetro del cuerno uterino izquierdo fue mayor que el del cuerno uterino
derecho (p<0.05). No hubo relacion del porcentaje de PMN con diametro de cuerno
uterino ni con prefiez. Segun los resultados obtenidos, la CE no permitiria valorar adecua-
damente la salud uterina, pues habria otros factores involucrados en una mayor respues-
ta quimiotactica de los PMN que promueven su migracion hacia ttero. La ultrasonografia
permitié una valoracion objetiva de los cuernos uterinos y de la salud uterina, y permitié
realizar el diagnoéstico temprano de prefiez.
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The aim of this study was to evaluate the uterine health of alpacas by endometrial
cytology (EC) using the cytobrush and uterine lavage techniques, to evaluate the uterine
characteristics by ultrasound (US) and to relate them to the pregnancy rate. Multiparous
(n=20) and primiparous (20) Suri alpacas of 29 + 5 days postpartum were used. The
percentage of polymorphonuclear (PMN) was determined in relation to the total number
of cells present in the EC samples. The uterine ecotexture, presence of uterine content
and the diameter of the uterine horns were determined by ultrasonography. Subsequent
to the uterine evaluation, controlled breeding was performed, and pregnancy diagnosis
was done 35 days later by US. A higher percentage of PMN (p<0.05) was observed in
endometrial cytology samples obtained with the cytobrush technique compared to uterine
lavage. The uterine horns had a heterogeneous ecotexture and no presence of content.
The diameter of the left uterine horn was greater than that of the right uterine horn
(p<0.05). There was no relationship between percentage of PMN and uterine horn diameter
or pregnancy. Based on the results obtained, the EC would not allow an adequate
assessment of uterine health, as there would be other factors involved in a greater
chemotactic response of the PMN that promote their migration to the uterus.
Ultrasonography allowed an objective assessment of uterine horns and uterine health
and allowed early diagnosis of pregnancy.

Key words: alpaca; endometrial cytology; ultrasonography; pregnancy

INTRODUCCION

El Pertl posee la mayor poblacion de
alpacas, cuyo habitat natural se encuentra en
los altos Andes por encima de los 4000 m de
altura; siendo para la mayor parte de sus cria-
dores la tinica fuente de sustento econémico
y la principal fuente de proteina en su dieta
(Huanca et al., 2007). Uno de los inconve-
nientes en su crianza es la baja tasa de ferti-
lidad (Bravo et al., 1995; Tibary et al., 2006),
que podria estar relacionada con el alto por-
centaje de hembras que quedan vacias (14-
54%) después de un periodo de empadre
(Sapana et al., 2012), y la mortalidad
embrionaria que se produciria en los prime-
ros 30 dias de gestacion (Fernandez-Baca et
al.,1970; Bravo y Sumar, 1985; Tibary et al.,
2006). Sin embargo, la baja eficiencia
reproductiva podria también estar relaciona-
da con posibles infecciones uterinas (Tibary
y Anouassi, 2001).
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La endometritis subclinica no manifies-
ta signos clinicos visibles; sin embargo, afec-
ta significativamente el desempefio
reproductivo de los animales (Kasimanickam
et al., 2004; Gilbert et al., 2005), debido a la
inflamacion superficial del endometrio
(Bondurant, 1999). El examen clinico
reproductivo es frecuente en animales domés-
ticos con el fin de evaluar el estado de salud
uterina previa al servicio, siendo la citologia
endometrial un medio de diagnostico acepta-
do (Kasimanickam et al., 2005). La presen-
cia de células inflamatorias en el Gtero, como
los polimorfonucleares (PMN), se asocia di-
rectamente a una posible infeccion (Barlund
et al., 2008). Para el caso de camélidos se
ha reportado que la presencia de 3-5% de
neutréfilos en la muestra uterina seria indica-
tivo de endometritis (Tibary y Anouassi, 2001).

La biopsia endometrial es una herra-

mienta de diagnostico definitivo de
endometritis; sin embargo, es tediosa y cos-
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tosa (Gilbert et al., 2005; Sheldon et al.,
2006). Se ha venido empleando métodos
menos invasivos y de procedimientos mas
sencillos para la obtencion de células
endometriales, como el citocepillo y el lavado
uterino (Tibary y Anouassi, 2001;
Kasimanickam et al., 2005; Gilbert et al.,
2005) con excelentes resultados, y que han
servido como estandares de comparacion con
otras técnicas de diagnostico como la
ultrasonografia (Barlund ef al., 2008). Esta
ultima es también una herramienta util para
el diagnostico de condiciones patoldgicas que
pueden comprometer la fertilidad y la salud
uterina (Gonzalez-Bulnes et al., 2010); sin
embargo, el nivel de concordancia entre la
citologia y la ultrasonografia es aliin baja
(Kasimanickam et al., 2004).

Por lo general, los investigadores estan
de acuerdo en que la endometritis tiene efec-
tos perjudiciales sobre el comportamiento
reproductivo (Gilbert et al., 2005). No obs-
tante, se han realizado pocos estudios en
camélidos que evalten la salud uterina, asi
como los métodos de diagndstico y citologia
uterina; por tal razon, el presente experimen-
to tuvo como objetivo evaluar el estado de
salud uterina previa al servicio por los méto-
dos de citologia endometrial y ultrasonografia.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Estudio y Animales

El estudio se realizo en el Centro de In-
vestigacion y Produccion Chuquibambilla
(Umachiri, Melgar, Puno, ubicado a 3974
msnm), entre enero y marzo de 2016. Alpacas
Suri con cria, multiparas (n=20) y primiparas
(n=19), clinicamente normales y sin presen-
cia de descargas vaginales anormales fueron
incluidas en el estudio. La ultrasonografia se
realizé antes de la toma de muestras de
citologia endometrial por las técnicas de
citocepillo y lavado uterino.
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Ultrasonografia

La ultrasonografia y toma de muestras
se realizaron a los 29+5 dias posparto. Para
esto, los animales fueron sujetados en posi-
cion decubito ventral sobre una tarima a una
altura de 30 cm respecto del piso. Las ima-
genes de ultrasonografia fueron obtenidas con
el modo B/B a tiempo real realizadas con un
escaner de ultrasonido (WED 3100, China),
conectado a un transductor lineal de 6.5 MHz,
adecuando el procedimiento descrito por You
et al. (2013). Se determinaron las caracte-
risticas ecograficas cualitativas de ecotextura
y contenido uterino y el diametro de cuernos
uterinos (en mm). El tiempo de evaluacion
por animal varid entre 5 y 7 minutos. Todas
las evaluaciones fueron realizadas por el mis-
mo operador.

Citocepillo

Las muestras endometriales para la téc-
nica del citocepillo fueron colectadas adap-
tando el procedimiento descrito por
Kasimanickam et al. (2005). Brevemente, se
utilizé un citocepillo de uso humano, cortado
a 5 cm de la punta del cepillo y se inserto en
un aplicador Cassou 0.25 previamente calen-
tado sobre un mechero. El cepillo fue cubier-
to por una funda para inseminacion y prote-
gido por una camiseta sanitaria. Una vez que
la alpaca estaba inmovilizada en posicion de-
cubito ventral, sin heces en el recto y la zona
perianal lavada y desinfectada, se introdujo
el equipo con el citocepillo por el canal vaginal,
guiado mediante palpacion rectal hasta el Gte-
ro, donde el citocepillo fue expuesto y girado
360° en sentido de las agujas del reloj. Lue-
g0, se le retrajo hacia la funda de insemina-
cion para ser retirado.

Con los citocepillos conteniendo las
muestras se prepararon dos frotis por hem-
bra en laminas portaobjetos. Las laminas fue-
ron secadas a medio ambiente. Una de las
laminas fue tefiida con Giemsa (Giemsa stain,

1621



H. Deza et al.

Cuadro 1. Diametro de los cuernos uterinos de alpacas primiparas y multiparas al momento del
servicio (promedio =+ error estandar)

Didmetro de cuerno Rango, mm Coeficiente de
uterino, mm variacion, %
Cuerno uterino
Derecho 15.95 +0.50° 10.0 -22.0 2291
Izquierdo 17.89 £ 0.68* 11.0-26.0 23.45
Numero de parto
Primipara 16.47 £ 0.63° 12.0 -26.0 23.39
Multipara 17.37 £ 0.68? 10.0 —24.0 24.18
Interaccién cuerno uterino
X nimero de parto
Derecho - Primipara 15.16 = 0.66 12.0-22.0 18.95
Izquierdo - Primipara 17.79 + 0.99* 12.0 -26.0 24.26
Derecho - Multipara 16.74 £ 0.97* 10.0 —22.0 25.26
Izquierdo - Multipara 18.00 + 0.96* 11.0-24.0 23.28

ab | etras diferentes dentro de columnas indican valores significativamente diferentes (p<0.05)

Sigma Aldrich ®) y la otra con la tincion Diff
Quik (Differential Quik Stain kit, Polysciences
Inc®), siguiendo el protocolo establecido por
cada laboratorio. Las laminas fueron leidas
en un microscopio optico a 400X. Se hizo el
recuento de un minimo de 100 células entre
PMN y células uterinas, y se determino la pro-
porcion de PMN respecto de la cuenta total.

Lavado Uterino

Se adecuo la técnica descrita por Dini
et al. (2015). Brevemente, se utilizé una son-
da Foley 14Fr estéril, a la que se inserto el
mandril del aplicador de Cassou para darle
rigidez. El catéter fue cubierto con una cami-
seta sanitaria. En la hembra, una vez sujeta e
higienizada, se introdujo el catéter en el canal
vaginal, guiado mediante palpacion rectal, y
una vez que la punta del catéter estuvo den-
tro del ttero se fij6 la sonda insuflando 5 ml
de aire a su baldon de goma. Para el lavado
uterino se infundi6 15 ml de fosfato buffer
salino 1X (PBS; Sigma P3813) dentro de la
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cavidad uterina, se realizé un masaje de los
cuernos uterinos y se procedio a recuperar el
liquido infundido en tubos cénicos de 15 ml.

Las muestras fueron centrifugadas a 600
X g por 15 min, se decant6 el liquido y del
pellet del fondo del tubo se aspird 10 ul. Se
hicieron dos frotis por animal.

Empadre Controlado

Luego de la toma de muestras se reali-
z6 el empadre controlado de las alpacas. Se
utilizé un corral de 200 m? (10 x 20 m) donde
se introdujeron las hembras en grupos de 10
animales y dos machos para que realicen el
cortejo. Estos machos no fueron los que rea-
lizaron las montas. Se consideraron recepti-
vas a las hembras que tomaron la posicion de
copula antes de los 2 minutos de cortejo.

Las hembras receptivas fueron llevadas
a un corral contiguo (15 x 20 m), para el
empadre controlado con machos de fertili-
dad comprobada. Se utilizaron 15 machos para
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Figura 1. Polimorfo nucleares PMN (—) en lamina de citologia endometrial. [zquierda: mues-
tra tomada con citocepillo y procesada con tincion Giemsa; Derecha: muestra toma-
da por lavado uterino y procesada con tincion Diff Quik

el empadre de las hembras. Los machos rea-
lizaron solo una monta por dia y con una fre-
cuencia inter diaria. Se registro el tiempo de
copula. El diagnostico de prefiez se realizo
por ultrasonografia a los 35 dias del servicio.
Las imagenes ultrasonograficas proyectaron
la presencia (prenada) o ausencia (vacia) de
la vesicula embrionaria.

Analisis Estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al
azar (DCA) con un arreglo factorial de 2x2
(mimero de parto [primipara, multipara] y
cuerno uterino [izquierdo, derecho) para la
evaluacion del diametro de la pared uterina.
Los porcentajes de neutréfilos fueron con-
vertidos a valores angulares usando la trans-
formacion arco seno y luego sometidos a la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para deter-
minar la normalidad y homosedasticidad con
un 95% de confianza. Estos valores fueron
analizados con un DCA con un arreglo
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factorial de 2x2x2 (nimero de parto
[primipara, multipara] x técnica empleada
[citocepillo, lavado uterino] x técnica de
tincion [Giemsa, Diff Quik). La prueba de
medias se realizé con la prueba de Tukey y
se determino diferencia significativa cuando
p<0.05.

RESULTADOS

El didametro de los cuernos uterinos se
muestra en el Cuadro 1. El diametro del cuer-
no uterino izquierdo fue mayor, tanto en
primiparas como multiparas (p<0.05) en com-
paracion con el cuerno uterino derecho. No
hubo diferencias significativas en el didmetro
promedio de los cuernos uterinos entre
primiparas y multiparas. La ecotextura ob-
servada de los cuernos uterinos previo al ser-
vicio fue heterogénea, tanto en primiparas
como en multiparas, sin que se haya obser-
vado presencia de contenido uterino.
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Cuadro 2. Recuentos de polimorfonucleares
(PMN) de muestras uterinas previo al
servicio (29 + 5 dias posparto), segun el
método de coleccion de la muestra y de la
tincién, en alpacas primiparas y multiparas

Media, Valor

% maximo,
%
Numero de parto
Multipara (M) 13.7*  0-57.2
Primipara (P) 10.9*  0-694
Técnica de obtencion de
muestras
Citocepillo (CB) 19.1*  0-694
Lavado uterino 47°  0-30.6
(LU)
Técnica de tincion
Diff Quik (DQ) 11.6* 0-56.6
Giemsa (G) 13.0*  0-694
Interacciones
P-CB-DQ 129*  0-56.6
P-CB-G 16.0* 0-694
P-LU-DQ 6.8° 0-304
P-LU-G 7.12 0-30.6
M-CB-DQ 23.0° 1.0-554
M-CB-G 24.6* 1.6-57.2
M-LU-DQ 2.5° 0-12.8
M-LU-G 2.5° 0-13.8

ab |etras diferentes dentro de columnas y
variables indican valores significativamente
diferentes (p<0.05)

Los resultados de las lecturas de las
muestras de citologia endometrial previo al
servicio indican mayor porcentaje de PMN
en las muestras obtenidas con la técnica de
citocepillo respecto de la técnica de lavado
uterino (p<0.05). Por otro lado, el nimero de
parto y el método de tincion de las muestras
no tuvieron efecto significativo sobre los re-
cuentos de PMN (Cuadro 2).

No hubo diferencia significativa en el

porcentaje de PMN en las muestras de
citologia endometrial ni en el diametro de los
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cuernos uterinos al ser comparados entre
alpacas que concibieron y aquellas que que-
daron vacias; sin embargo, se pudo observar
una tendencia a un mayor porcentaje de PMN
y un menor didmetro de los cuernos uterinos
en alpacas que llegaron a concebir.

DiSscUusION

La diferencia en el diametro de los cuer-
nos uterinos observados en la ecografia no
necesariamente es indicativa de inflamacion
uterina. El incremento del tamafio puede re-
flejar dafio fisico, pero también varia por efec-
to de laraza, edad y nivel nutricional (Sheldon
et al., 2006). Mas aun, esta diferencia no solo
obedeceria al hecho de que la gestacion en la
alpaca se da en el 98% de los casos en el
cuerno uterino izquierdo (Bravo et al., 1995;
Ferrer, 2014), sino mas bien, a que esta dife-
rencia se da desde la etapa fetal (Mendoza
etal., 2013).

La diferencia en diametro entre los cuer-
nos uterinos observados en este estudio es
menor a la reportada en estudios post morten
(3.08£0.54 cm, Mendoza et al., 2013), posi-
blemente como consecuencia de las técnicas
utilizadas para estimar el diametro de los cuer-
nos uterinos. Es factible observar diferencias
de hasta 1 cm entre la valoracion por
ultrasonografia y otros métodos como la pal-
pacion rectal en ganado bovino (Sheldon y
Owens, 2017)

La ecotextura heterogénea de los cuer-
nos uterinos de las alpacas puede estar rela-
cionada con los niveles séricos de estradiol,
que se mantienen lo suficientemente altos
como para propiciar la receptividad sexual
de las hembras (Vaughan, 2011). Tales con-
centraciones en otras especies y en camélidos
pueden producir edematizacion e inflamacion
de los cuernos uterinos (Gonzalez-Bulnes et
al.,2010; Rodriguez et al., 2014), generando
una apariencia ultrasonografica pobremente
definida y predominantemente hipoecogénica
(Gonzalez-Bulnes et al., 2010).
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La ausencia de contenido uterino no
solo indicaria que, en el caso de multiparas,
la involucion uterina fue completa al momento
de la evaluacion ultrasonografica, hecho que
estuviera acorde con reportes previos (Bra-
vo et al., 1995; Tibary y Anouassi, 2001), sino
ademas, haria suponer la ausencia de un pro-
ceso inflamatorio en ttero (Sheldon y Owens,
2017), pues la presencia de contenido uteri-
no esta directamente relacionada con desa-
rrollo bacteriano (Mateus et al., 2002).

Las diferencias en el porcentaje de
PMN entre las técnicas de citocepillo y la-
vado uterino obedeceria a las diferencias en
los procedimientos de cada una de ellas. El
citocepillo toma muestras directamente de la
pared del cuerno uterino a través de un ras-
pado suave, mientras que el lavado uterino
recupera las células que se desprenden de la
pared uterina tras la infusion de la solucion
de lavado en el itero. Por otro lado, la obten-
cion de un mayor numero de células, que ade-
mas se encuentren bien preservadas, es in-
dicativo de una mayor eficiencia de la técni-
ca, haciéndola adecuada para realizar un diag-
noéstico (Barlund et al., 2008). En el presen-
te experimento, el citocepillo ofreceria un me-
jor diagnostico y, posiblemente, los resulta-
dos podrian ser mas repetibles
(Kasimanickam et al., 2005). Ademas, se
caracteriza por ser una prueba rapida, espe-
cifica, sensible y econdmica, lo que la con-
vierte en una herramienta valiosa para la in-
vestigacion sobre el rol y la importancia de la
endometritis (Gilbert et al., 2005). No obs-
tante, se debe considerar que la técnica de
lavado uterino tiene por ventaja la recupera-
cion de células de una mayor superficie de
area de la luz uterina, de alli que podria pro-
veer una muestra mas representativa del con-
tenido uterino (Bonnett et al., 1991;
Kasimanickam et al., 2005).

Respecto a las técnicas de tincion, tan-
to Diff Quik como Giemsa generaron una
adecuada coloracién de las células
endometriales; asi mismo, proveen una bue-
na nitidez de las células al momento de ser
observadas al microscopio (Figura 1), hecho
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también reportado en bovinos (Kasimanickan
et al., 2004; Gilbert et al., 2005; Melcher et
al.,2014; Pascottini et al., 2015, Pascottini y
Opsomer, 2016). Sin embargo, segun
Pascottini ef al. (2015), mas del 90% de los
estudios utilizan la técnica de tincion Diff Quik
(Wright — Giemsa modificada) por su
practicidad y fiabilidad.

Para el diagnostico de endometritis en
camélidos, Sandoval et al. (2015) y Tibary y
Anousassi (2001) sefalan que la presencia
de 3-5% de neutrofilos PMN en muestras de
citologia endometrial en alpacas indican la
ocurrencia de endometritis. De acuerdo con
ello, un alto porcentaje de alpacas, especial-
mente cuando las muestras son tomadas con
citocepillo (82.50%) serian positivas a
endometritis; sin embargo, los resultados de
la evaluacion ultrasonografica no se relacio-
nan con los porcentajes de PMN, dado que
no se aprecio contenido uterino y las tasas de
prefiez fueron similares entre alpacas con alto
(e»3%)y bajo porcentaje (<3%) de PMN.
Esto podria sugerir que el porcentaje de PMN
en muestras de citologia endometrial podria
tener otro rol en el mantenimiento de la salud
uterina en alpacas, aspecto que requiere ser
investigado mas ampliamente. La baja rela-
cion entre el porcentaje de PMN y la
ultrasonografia (r*=0.02) también fue obser-
vada por Kasimanickam et al. (2005) en va-
cas, posiblemente a consecuencia de que es-
tas técnicas miden dos factores causales di-
ferentes (la citologia endometrial mide la res-
puesta celular y la ultrasonografia mide el
grosor y contenido del titero).

Los resultados del presente experimen-
to muestran un considerable porcentaje de
PMN en ttero, y si se considera que su pre-
sencia en el ambiente uterino es la primera
respuesta del sistema inmune innato frente a
una infeccion bacteriana, dicho incremento
podria reflejar una endometritis subclinica, tal
y como se considera en vacunos y ovinos
(Gabler et al., 2010); sin embargo, esta mo-
vilizacion de los PMN en alpacas podria de-
berse a efectos endocrinos, debido a que la
quimiotaxis es afectada por el momento
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Cuadro 3. Citologia endometrial (polimorfonucleares [PMN]) y diametro de cuernos uterinos
alpacas previos al servicio que resultaron prenadas y vacias

Técnica de evaluacion Prefiadas Vacias

Lavado uterino, %PMN Media 7.07% 4.04?
Rango 0-30.40 0-30.60

Citocepillo, %PMN Media 27.10° 13.40?
Rango 4.20 - 69.40 0-37.20

Diametro uterino, mm Media + EE 16.71 £ 0.85* 17.30+0.72°
Rango 10.50 —22.50 13.00 —22.50

0
Alpacas con 23% de PMN Porcentaje 52.0* 48.0°

en citologia, %

2 Superindices iguales dentro de filas indican ausencia de significancia estadistica (p>0.05)

posparto en el que se evalia a la hembray a
las etapas del ciclo estral. Gabler et al. (2010)
reportaron un pico en la proporcion de PMN
entre los 10 y 24 dias posparto en vacas, he-
cho que fue relacionado al incremento en la
expresion RNAm de muchos factores
proinflamatorios y sustancias quimioa-
trayentes secretadas por las células epiteliales,
las que dirigen a los PMN al lugar de infla-
macion.

Esto haria suponer que la regulacion de
los PMNy la infiltracion de los mismos en el
utero de las alpacas no necesariamente obe-
deceria a un proceso inflamatorio como la
endometritis subclinica; sino podria ser efec-
to de una sinergia entre los eventos posparto
que se acompaiia de cambios endocrinos y
metabolicos, los que modulan la capacidad
fagociticay la expresion genética de los PMN
(Sheldon et al., 2009). Dada la particularidad
reproductiva de la alpaca, que constantemente
tiene un foliculo capaz de producir suficien-
tes niveles de estrogenos y siendo estos los
que jugarian un rol importante en la modula-
cion de la respuesta quimiotactica de los
PMN, tal vez una proporciéon mayor al 3%
de estas células en las muestras de citologia
endometrial no implicaria la ocurrencia de una
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endometritis subclinica y como tal no afecta-
rian las tasas de prefiez, tal como se observo
en el presente experimento.

CONCLUSIONES

e Lacitologia endometrial no seria de ayu-
da diagnostica en la evaluacion la salud
uterina, pues habria otros factores
involucrados en una mayor respuesta
quimiotactica de los PMN, que promue-
ven su migracion hacia ttero.

e La ultrasonografia permite una mejor
valoracion de la salud uterina, ademas
de ser muy eficiente en el diagndstico
temprano de prefiez.
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