UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

FACULTAD DE VETERINARIA

EFECTO DE LA INMUNOMODULACION SOBRE LA EXPRESION DE LA
CICLOOXIGENASA 2 Y EL CONTENIDO Y DISTRIBUCION DE CELULAS
INMUNES EN ENDOMETRIO DE YEGUAS RESISTENTES A ENDOMETRITIS

Por

Ana Maria DEARMAS MENDEZ
Victor Sebastian PERALTA VENTURINO

TESIS DE GRADO presentada como uno
de los requisitos para obtener el titulo de
Doctor en Ciencias Veterinarias
Orientacién: Medicina Veterinaria

MODALIDAD: Ensayo Experimental

MONTEVIDEO
URUGUAY
2014






AGRADECIMIENTOS

A nuestro tutor Sebastian Acufia, Asistente del Area de Bioquimica, del
Departamento de Biologia Molecular y Celular de la Facultad de Veterinaria. Por sus
criticas constructivas, dedicacion y compromiso en nuestra investigacion.

A la Prof. Dra. Elida Fumuso del Departamento de Fisiologia de la Reproduccion de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de Tandil, Argentina, por la cooperacion
cientifica, sin la cual, este trabajo no hubiera sido posible. A la Dra. Marcela Herrera
por sus aportes y correcciones a este trabajo.

A funcionarios docentes y no docentes del Area de Bioquimica de Facultad de
Veterinaria. En particular al preparador del area, Lic. Rafael Sauto y al Dr. Gonzalo
D’Anatro, que colaboraron de forma desinteresada para la realizacion de esta tesis.

A las funcionarias de Biblioteca y Referencias Bibliograficas que no fallaron nunca a
nuestros pedidos, por la buena voluntad no sélo durante la realizacién de ésta tesis,
sino durante la carrera.

A nuestros familiares, amigos y companieros, quienes estuvieron a nuestro lado en el
transcurso de la carrera y nos apoyaron siempre.



TABLA DE CONTENIDOS

AGRADECIMIENTOS . ..ottt e, 3
LISTA DE FIGURAS, TABLAS, IMAGENES Y GRAFICOS .....oooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 5
1. RESUMEN ..ot ee et 6
2. SUMMARY oottt ettt 7
3. INTRODUGCCION . ..ottt et et 8
3.1 RELEVANCIA DEL TEMA EN EL URUGUAY ......oooeoeeeeeeeeeeeeee e, 8
3.2 ESTACIONALIDAD Y CONTROL ENDOCRINO DEL CICLO ESTRAL DE LA
2 =1C1U ) PSSR 8
3.3 ESTRUCTURAY FUNCION UTERINA . .....ooe oot 10
3.4 BIOPSIA ENDOMETRIAL ... oottt ee e ee e 12
3.5 SISTEMA INMUNE EN ENDOMETRIO DE YEGUAS Y SU RELACION CON
EL CICLO ESTRAL ...ttt et e ettt eee e eee e, 13
3.6 RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A LA ENDOMETRITIS EN YEGUAS..14
3.7 PROSTAGLANDINAS Y CICLOOXIGENASAS .....coviee e, 15
3.8 INMUNOMODULADORES . ... oot 16
4. OBUETIVOS .. oottt 18
5. HIPOTESIS oo e et e ettt ee e eee e, 18
6. MATERIALES Y METODOS ... oottt e, 18
6.1 ANIMALES Y MANEUO ..ottt 18
6.2 DETERMINACION DE COX2 ...t 19
8.3 ANALISIS DE IMAGEN ... .ot 20
6.3.1 EVALUACION DE COX-2 EN TEJIDO ENDOMETRIAL......ooooveeeeeeeeennnn 20
6.3.2 EVALUACION DE PMN Y LM EN TEJIDO ENDOMETRIAL. .. ..oveoeeeeenn... 20
6.4 ANALISIS ESTADISTICOS. . oo, 21
7. RESULTADOS ...ttt et et e ettt ee e eens 21
7.1. EXPRESION ENDOMETRIAL DE COX2 .eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
7.1.1 OBSERVACIONES GENERALES ... ittt 21
7.2 CONTENIDO Y DISTRIBUCION ENDOMETRIALDE PMN Y LM ...ocovvviie, 24
8. DISCUSION . ... ettt ettt et et e e e e ee e, 27
8.1 EXPRESION ENDOMETRIAL DE COX-2. ... eeueeee e 28
8.2 CONTENIDO Y DISTRIBUCION ENDOMETRIAL DE PMN y LM ......cococu.... 32
9. CONCLUSIONES ...ttt ee e, 35
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 36



LISTA DE FIGURAS, TABLAS, IMAGENES Y GRAFICOS

Figura 1: Principales cambios en la concentracion de hormonas plasmaticas durante

elcicloestral de la yegua. ... ... 10
Figura 2: Diagrama esquematico de las capas del utero
=0 U1 o 11

Figura 3: Estructura de la pared celular de Mycobacterium................................. 17

Tabla 1: Sistema propuesto por Kenney & Doig (1986). Interpretacion de cambios

endometriales para el prondstico de prefiez en yeguas...........ccoeeeieiiiiiiniininnnans. 13
Imagen 1: Inmunolocalizacion de COX-2 en endometrio de yeguas........................ 22
Imagen 2: Células inmunes en el endometrio de yeguas..............coooveviiiiiiinennnn. 25

Grafico 1: Intensidad de tincion a COX-2 en epitelio luminal, epitelio glandular
superficial y epitelio glandular profundo profundo en yeguas ciclando resistentes a
BNAOMETIIEIS ... e 24

Grafico 2: Porcentaje de PMN en el epitelio luminal, estrato compacto y estrato
esponjoso en yeguas ciclando resistentes a endometritis ... 26

Grafico 3: Porcentaje de LM en el epitelio luminal, estrato compacto y estrato
€esponjoso en yeguas ciclando resistentes a endometritis...........cccccceeeiiiiieiien, 27



1. RESUMEN

Se estudié el efecto del tratamiento intrauterino de un extracto de pared celular de
Mycobacterium phlei (MCC-V, inmunomodulador) sobre la expresion de la enzima
ciclooxigenasa 2 (COX-2) y el contenido y distribucion de células inmunes en
endometrio de yeguas ciclando resistentes a endometritis. Catorce yeguas Criollas,
fueron asignadas a dos grupos: Grupo 1 (n = 7), tratado con MCC-V y Grupo 2 (n =
7), sin tratamiento o control. Fueron tomadas cuatro biopsias endometriales de cada
yegua, en un mismo ciclo estral. La primera fue tomada al inicio de la fase folicular
(Es), momento en que a las yeguas del Grupo 1 se les administr6 MCC-V, la
segunda fue tomada a las 24 horas de declarado el inicio de la fase folicular
(24hPEs), la tercera a las 24 horas de la ovulacién (24hPOv) y la cuarta al dia 7 de
la ovulacién (d7POv). Las biopsias fueron fijadas en paraformaldehido. La expresion
de COX-2 se determiné por inmunohistoquimica y el contenido de células inmunes
por evaluacion morfolégcia en preparados coloreados con Hematoxilina y Eosina.
Los resultados fueron analizados por ANOVA. El inmunomarcado a COX-2 fue
observado exclusivamente en citoplasma del tejido epitelial endometrial. En ambos
grupos, la expresiéon de COX-2 fue mayor en el epitelio luminal que en los epitelios
glandulares y la cantidad total de células inmunes fue mayor en estrato compacto
que en estrato esponjoso y epitelio luminal. En 24hPEs, la expresion de COX-2 y la
cantidad de células inmunes fueron mayores en el Grupo 1 que en el Grupo 2.
Dichos parametros permanecieron similares entre ambos grupos desde 24hPOv
hasta d7POv. El tratamiento con el MCC-V provocd una respuesta inflamatoria
endometrial, rapida y breve en el tiempo. Los resultados de esta investigacion
sugieren que el MCC-V podria ser utilizado como tratamiento profilactico en yeguas
durante el estro, con el objetivo de preparar al endometrio frente al desafio
inmunoldgico que implica la monta natural o la inseminacion artificial.



2. SUMMARY

Intrauterine treatment with a cell wall extract from Mycobacterium phlei (MCC-V,
immunomodulator) on the ciclooxygenase 2 (COX-2) enzyme expression and the
immune cells content and distribution in endometrium of cycling mares resistant to
endometritis, was studied. Fourteen Criollo mares were assigned to either of two
groups: Group 1 (n = 7), treated with MCC-V and Group 2 (n = 7), untreated or
control. Four endometrial biopsies from each mare in the same estrus cycle, were
taken. The first one was taken at the beginning of follicular phase (Es), moment in
which MCC-V was administrated to Group 1 mares, the second one was taken at 24
hours of the onset of follicular phase (24hPEs), the third at 24 hours after ovulation
(24hPOv) and the fourth at day seven after ovulation (d7POv). The biopsies were
fixed in paraformaldehyde. COX-2 expression was determined by
immunohistochemistry and the immune cells content by morphological evaluation of
Hematoxylin and Eosin-stained slides. Results were analyzed by ANOVA. COX-2
immunostaining was exclusively observed in cytoplasm of the endometrial epithelia.
In both groups, COX-2 expression was higher in luminal epithelium than in glandular
epithelia and the total number of immune cells was higher in stratum compactum
than in stratum spongiosum and luminal epithelium. At 24hPEs, COX-2 expression
and immune cells quantity were higher in Group 1 than in Group 2. Both parameters
remained similar between 24hPOv to d7POv groups. The treatment with MCC-V
caused a fast and short inflammatory endometrial response over time. The results of
this research suggest that the MCC-V could be used as a prophylactic treatment in
mares during estrus, in order to prepare the endometrium to the immune challenge
that involves natural mating or artificial insemination.



3. INTRODUCCION
3.1 RELEVANCIA DEL TEMA EN EL URUGUAY

El stock equino a nivel mundial alcanza los 57 millones de cabezas. Los paises con
mayor poblacion equina son E.E.U.U., México, Brasil y Argentina. Uruguay ocupa el
puesto 21 y el segundo puesto en cuanto a la relacion habitantes por caballo. En
Uruguay, la cantidad de caballos se agrupa en funcion de su uso, en los siguientes
porcentajes: deportes ecuestres 4-5 %, razas funcionales 7-8 %, agro y servicios 87
%, turismo y ensefanza 1-2 %. Los caballos que se comercializan estan destinados
a la faena y a actividades ecuestres (Ferrari et al., 2012).

El Sector equino, genera un valor agregado bruto para la economia Uruguaya de
casi un punto del PBI, aportando mas de US$ 330 millones al afio, US$ 29 millones
en exportaciones, US$ 106 millones en empleo, distribuidos en 18.000 puestos de
trabajo directo (Ferrari et al., 2012). La poca explotacion del sector equino en
relacidon con las otras especies domésticas se debe, entre otros factores, a que es
una especie con baja eficiencia reproductiva. Su pubertad ocurre entre el primer y el
segundo afo de vida, sus primeros celos suelen ser anovulatorios y tiene una
gestaciéon de 11 meses, por lo cual no se puede obtener una cria hasta los tres afos
de edad de la yegua aproximadamente (Sharma et al., 2010; Aurich, 2011). Ademas,
las yeguas presentan tasas de aborto por gestacion gemelar de alrededor de un
90 % vy alta susceptibilidad a endometritis post-coital, causante de grandes pérdidas
reproductivas y por tanto econémicas (Zent et al., 1998; Coutinho da Silva, 2008).

En Uruguay, existen pocos estudios que hayan abordado aspectos inmuno-
enddcrino-reproductivos relacionados a las yeguas. En 2010, fue evaluado el efecto
del tratamiento intrauterino con iodopovidona sobre la expresion endometrial de
receptores esteroideos en yeguas ciclando (Kalpokas et al., 2010). Posteriormente,
en 2012, se caracterizd la expresion de receptores de progesterona y se estudio la
distribucion de linfocitos, macréfagos y polimorfonucleares presentes en el
endometrio de yeguas ciclando, sanas y resistentes a endometritis (Cilintano, 2012).
Por ultimo, en 2013, se caracterizé la presencia y distribucién tisular de receptores
de estrogenos endometriales en leucocitos polimorfonucleares y mononucleares en
endometrio de yeguas ciclando resistentes a endometritis (Nufiez, 2013).

Los estudios a nivel reproductivo que se realicen en yeguas podrian contribuir a
mejorar la eficacia reproductiva en esta especie.

3.2 ESTACIONALIDAD Y CONTROL ENDOCRINO DEL CICLO ESTRAL DE LA
YEGUA

Las yeguas son reproductoras poliéstricas estacionales de dia largo, por lo cual
presentan actividad ovarica maxima en primavera y verano, cuando las horas luz
son mayores. Durante el invierno, la actividad ovarica es reducida o nula, lo que se
conoce como anestro estacional. El factor determinante de la actividad ovarica es la
duracién del periodo luz/dia, proceso conocido como fotoperiodo. En el caso de las
yeguas, estas son fotoperiodo positivas. Sin embargo, otros factores como nutricion,
temperatura y estado sanitario pueden alterar los patrones ciclicos estacionales y la
edad de entrada a la pubertad (Romano, 1998; Aurich, 2011). La pubertad de la
hembra equina ocurre entre los 12 y 18 meses de vida. Cuando se incrementan las
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horas con luz, cesa el efecto inhibitorio de la melatonina sobre el eje hipotalamo-
hipdfisis-gonadal. EI aumento en la secrecion de GnRH hipotaldmica promueve la
liberacion hipofisaria de FSH y LH que controlan la actividad ovarica y de esta
manera, comienzan a producirse ciclos reproductivos o estrales (Neely et al., 1991;
Arthur, 1991). El ciclo estral, se define como el periodo entre dos ovulaciones. La
duracion del ciclo estral en las yeguas es de 21 dias en promedio, de los cuales 5 a
7 dias corresponden a la fase folicular o estro y 15 a 17 dias a la fase luteal o
diestro. La fase folicular se caracteriza por la presencia de foliculo ovarico dominante
y elevadas concentraciones de estrégenos plasmaticos que provocan receptividad a
la monta, relajacion del cérvix y edema en el tracto reproductivo. Posteriormente,
durante la fase luteal, que se caracteriza por la presencia de un cuerpo luteo y
elevados niveles de progesterona plasmatica, se produce estrechamiento cervical,
desaparicion del edema del tracto reproductor y rechazo a la monta (Aurich, 2011).

La FSH es la encargada de inducir la emergencia de ondas foliculares y de
mantener el desarrollo continuo de los foliculos. Presenta dos picos plasmaticos
caracteristicos en las yeguas, uno asociado al pico de LH y otro hacia la mitad del
diestro, el cual prepararia la nueva generacion de foliculos del siguiente ciclo
(Blanchard et al., 2003; Ginther et al., 2005; Aurich, 2011). El crecimiento folicular
ovarico se presenta en ondas con dos patrones tipicos: una onda folicular mayor,
que posee foliculos dominantes y subordinados, pudiendo normalmente iniciarse en
la segunda mitad del ciclo estral y terminar con la posterior ovulacion y una onda
folicular menor, donde el foliculo mayor no alcanza el didmetro necesario para
promover la divergencia entre los futuros foliculos subordinados, iniciandose al final
del estro hasta el inicio del diestro (Andrade Souza et al., 2011). Al comienzo de la
fase folicular, el diametro de los foliculos ovaricos es de 10 a 30 mm y al momento
de la ovulacién, el foliculo dominante puede alcanzar un diametro de 70 mm (Neely
et al., 1991; Aurich, 2011). Sin embargo, la mayoria de las yeguas ovulan foliculos
entre 40-45 mm, 24-48 horas antes del final de la fase folicular. El foliculo dominante
suprime las concentraciones circulantes de FSH, probablemente debido al aumento
en la sintesis folicular de estrégenos e inhibina (Aurich, 2011). El incremento de la
concentracién sérica de LH ocurre de forma lenta y sostenida, alcanzando una
concentraciéon maxima 24 horas post-ovulacion (Andrade Souza et al., 2011; Aurich,
2011). El aumento en la produccion de LH, estimula a las células de la granulosa a
producir progesterona y al desarrollo del cuerpo luteo en la cavidad del foliculo
colapsado. Este evento, marca el final del celo y el inicio de la fase luteal. Poco
antes del pico post-ovulatorio de LH, hay un pico de estrégenos, el cual produce una
retroalimentacion positiva sobre la liberacion de LH (Aurich et al, 2011). A su vez, el
aumento del tamano folicular esta relacionado con un aumento en la concentracion
de estrogenos plasmaticos de origen tecal. Las concentraciones plasmaticas de
estrégenos, son maximas entre los dos dias pre-ovulacion y los dos dias post-
ovulacion (Arthur et al, 1991; Aurich, 2011). Las yeguas pueden mostrar fuertes
signos de celo hasta 48 horas post-ovulacion (Samper, 1997). Por otra parte, la
progesterona comienza con niveles plasmaticos basales entre los dias uno y tres
post-ovulacion, alcanzando niveles maximos alrededor del dia seis post-ovulacién,
dia clave en la yegua prefiada por ser el momento en que el embrion arriba al dtero
(Townson et al., 1989; Neely et al., 1991). Luego, los niveles de progesterona se
mantienen relativamente constantes hasta el dia 15 de la ovulacién, momento en
que ocurre la lutedlisis, debido a la secrecion endometrial de prostaglandina F2 alfa
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(PGF2a), en caso que la yegua no resulte prenada (Arthur, 1991; Aurich, 2011). En
la Figura 1, se representan los eventos endocrinos mas relevantes del ciclo estral de
la yegua, asociados a los perfiles hormonales en plasma.

------- LH +++++ FSH
Cestradiol-17R oo PGF.

—— U'Z_il“i-u['i-!r'i.:lrl'_‘

-

Plasma hormmons concantralion

T T I T T | I I | ;
4 6 8 10 12 14 16 18 20 21
Tima (days) }-— Costrus 1|

Cre

Figura 1: Principales cambios en la concentracion de hormonas plasmaticas durante
el ciclo estral de la yegua. Tomado de Davies Morel (2003).

3.3 ESTRUCTURA Y FUNCION UTERINA

El utero es un 6rgano musculo-tubular que esta unido hacia caudal al cérvix y hacia
craneal a las trompas uterinas (Davies Morel, 2003). En la yegua, los cuernos
uterinos estadn situados por completo en la cavidad abdominal y divergen
considerablemente entre si. El cuerpo uterino esta localizado en su parte craneal en
el abdomen y en su parte caudal en la pelvis (Dyce K. M., 1999). El tamafo del utero
esta afectado por la edad y paricién; yeguas mas viejas y con multiples partos,
tienden a tener el utero mas grande (Davies Morel, 2003).

La estructura histolégica uterina se organiza en tres capas: perimetrio 0 serosa
externa, que se continua con los ligamentos anchos, miometrio 0 capa muscular
central, que consiste en dos capas de musculo liso (una longitudinal y otra
transversal) y endometrio, que es el revestimiento mucoso interno (Davies Morel,
2003). El endometrio esta compuesto por epitelio luminal, estroma, glandulas y sus
conductos. En el estroma, se puede distinguir un estrato compacto sub-epitelial con
alta celularidad y un estrato esponjoso con menos celularidad, que contiene las
glandulas endometriales (Ricketts, 1975; Kenney & Doig, 1986). En la Figura 2, se
muestra la estructura histologica del utero equino.
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Figura 2: Diagrama esquematico la estructura histologica del utero equino. Tomado
de Kenney & Doig (1986).

Las caracteristicas histolégicas endometriales varian con la estacion del afio y
resultan de cambios en los niveles circulantes de esteroides ovaricos (Kenney &
Doig, 1986). El epitelio luminal, que consiste en una hilera unica de células, varia en
altura desde cubicas altas a cilindricas altas, siendo cilindrico durante la fase
folicular y cuboidal durante la fase luteal (Kenney & Doig, 1986; Van Camp, 1988). El
estroma endometrial durante la fase folicular se observa edematoso, parece menos
denso y las glandulas se observan elongadas y en poca cantidad. El epitelio
glandular en esta etapa es alto. En la fase luteal, hay menos edema presente, por lo
que el estroma parece mas denso. Esto otorga a las glandulas un aspecto mas
concentrado y tortuoso. El epitelio glandular disminuye su altura (Van Camp, 1988).
Por lo tanto, la tortuosidad glandular puede ser util para estimar la etapa del ciclo. El
endometrio en anestro, es caracterizado por epitelio luminal y glandular cuboidales y
glandulas rectas, mas que tortuosas (Kenney & Doig, 1986).

Las variaciones citologicas y vasculares del utero le permiten proporcionar sustento
al embrion durante la prefiez, participando de la recepcién del blastocisto, su
implantacion y nutricién, asi como la formacion de la porcién materna de la placenta.
En la prefiez temprana, durante los primeros dias que el blastocisto se une al
endometrio, las células conjuntivas fusiformes del estroma se transforman en
grandes células deciduales pélidas que contienen en su citoplasma abundante
glucégeno vy lipidos (Fawcett, 1995). Al dia 35 de la gestacion, aparecen las copas
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endometriales, que son responsables de secretar gonadotrofina coriénica equina,
encargada de la formacion del cuerpo luteo suplementario y mantener el resto de la
prefiez (Blanchard et al., 2003).

Cuando el endometrio equino esta alterado por patologias tales como endometritis,
se ve afectado el normal desarrollo de la gestacién, dado que el trofoblasto en
yeguas es nho invasivo y las secreciones uterinas son esenciales para el
mantenimiento, crecimiento y supervivencia del embrion (Arthur, 1991; Hafez &
Hafez, 2002).

3.4 BIOPSIA ENDOMETRIAL

El analisis histolégico del utero, realizado a través de la biopsia endometrial, es una
herramienta de gran utilidad diagndstica, ya que permite detectar alteraciones
tisulares inflamatorias, cambios degenerativos y modificaciones a nivel vascular, asi
como para emitir prondstico de gestacion (Kenney & Doig, 1986; Rosciani et al.,
2000). Sin embargo, el diagnéstico clinico de una patologia o la prediccion de la
capacidad de gestacién exitosa, no debe basarse sélo en la interpretacion de la
biopsia, sino en el contexto de la historia clinica reproductiva, exdmenes rectales y
vaginoscopicos, cultivos de raspados endometriales y citologia endometrial (Kenney
& Doig, 1986).

Dada la facilidad de dilatacion del cérvix equino, el procedimiento puede ser
realizado en cualquier estadio del ciclo estral y fuera de éste. Independientemente
del momento, la persona que evalua la biopsia deberia ser informada del estadio del
ciclo reproductivo y de los hallazgos fisicos de las posibles patologias al momento
en que la muestra sea obtenida (Kenney & Doig, 1986). Si no se presentan
anomalias uterinas durante el examen fisico del utero, la biopsia deberia ser
obtenida en la union del cuerpo con los cuernos uterinos, sitio de implantacion del
embrion, siendo una unica muestra representativa del endometrio como un todo,
salvo cuando se aprecian areas variables mediante palpacion, con lo cual se deberia
tomar una muestra de dichas areas, ademas de una muestra de un area uniforme.
La muestra debe tener un tamafio de 20 x 3 x 3 mm (Van Camp, 1988).

El efecto de la biopsia endometrial sobre el ciclo reproductivo de la yegua ha sido
investigado. Hurtgen & Whitmore demostraron en 1979, que la biopsia endometrial
podria ser responsable del mejoramiento del diestro prolongado asociado con un
cuerpo luteo persistente, posiblemente a través de la liberacion de prostaglandinas
endogenas; mientras que la lutedlisis prematura fue inducida mediante la extraccion
de biopsias en el dia 4 post-ovulacién. Baker y col. mostraron en 1981 que este
efecto que produce la biopsia podria ser prevenido con antibiéticos como el sulfato
de gentamicina en el momento de la biopsia. También, en relacién a la infeccién al
realizar biopsia endometrial, es importante que la muestra se tome en condiciones
de esterilidad, previa asepsia de la zona perineal y utilizando instrumentos estériles;
ademas se sabe que el utero de la yegua en estro es mas resistente a la
introduccion accidental de bacterias durante estos procedimientos (Van Camp,
1988).

En 1986, Kenney & Doig propusieron un sistema para la interpretacion predictiva de
prefiez en yeguas de acuerdo al estatus endometrial, basado en cuatro categorias
histopatoldgicas, clasificadas segun el grado de alteraciones tisulares. Este sistema
de clasificacién histopatoldgica es utilizado en la actualidad. Tabla 1.
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Clas{ficacion Histopateldgica de Kenney 1 Dolg

Categoria I: El endometno no presenta cambios patoldgicos (como imflamacién 6 fibrosis) v si los
fiens son oy leves v esporfdicos, Mo se encuadra dentro de esta categorin wm endometno
hipoplasico o arofico

Categoria IT: Presencia de mfilrado mflamatonio difuso, de leve a moderado en el estrano compacto;
& focos inflamatorios dispersos pero frecuentes del estrato compacto v el esponjoso.  Cambios
fbroticos aslados, con grado varable de sevendad (de 2 a 3 capas alrededor de midos glandulares)
Lagimas linfaticas palpables v atrofia endometnal paorcial, tardia en la estacion reproductiva
fistologica

Coregorio [i4: La presencia de uno de estos cambios ubica al endometrio estdiado en esta caregona,
Ceategaria I8: En ella se meluyen las muestras con mas de uno de estos cambuos,

Categoria ITI: Inflamacion severa difusa, generalizada; fibrosis penglandular generalhizada: lagunas
linfaticas palpables e hipoplasia endometmal

Tabla 1: Clasificacion histopatologica del endometrio de yeguas, propuesto por
Kenney & Doig (1986). Tomado de Rosciani et al. (2000).

Segun la categoria histopatolégica a la que se le asigna, de acuerdo a la escala
Kenney & Doig, el porcentaje de prefiez es el siguiente; Categoria I: 80-90 %.
Categoria IlA: 50-80 %. Categoria IIB: 10-50 %. Categoria Ill: 10 % (Van Camp,
1988).

3.5 SISTEMA INMUNE EN ENDOMETRIO DE YEGUAS Y SU RELACION CON EL
CICLO ESTRAL

El tracto reproductor presenta barreras fisicas y quimicas, asi como defensas
celulares y humorales, encargadas de mantener el normal funcionamiento y
tendientes a prevenir la entrada de agentes infecciosos provenientes del medio
externo (Wira et al., 2010).

En diferentes especies, ha sido demostrado que las células inmunes del endometrio
presentan cambios temporales y espaciales durante el ciclo estral, influidos por los
niveles de esteroides sexuales (Hunt et al., 1998; Wira et al., 2010). Los estrégenos
y la progesterona influyen sobre la migracion de macréfagos, linfocitos B y T,
afectando la expresion de factores quimiotacticos y moléculas de adhesion. Ademas,
estas hormonas participan en la produccion de citoquinas y prostaglandinas por
parte de células epiteliales, células del estroma y células inmunes presentes (Wira et
al., 2010). En yeguas, los linfocitos y polimorfonucleares endometriales durante la
fase folicular, presentan mayor actividad fagocitica que en fase luteal (Liu &
Troedsson, 2008). En endometrio de yeguas sanas no fueron encontradas
diferencias entre estro y diestro con respecto a la cantidad de linfocitos B, CD4+ y
CD8+; sin embargo, yeguas con endometritis presentaron al estro, mayores
cantidades de linfocitos en relacion a yeguas sanas (Watson & Thomson,1996). Por
otro lado, se encontré mayor cantidad de polimorfonucleares y macrofagos en
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estrato esponjoso que en estrato compacto y ausencia de estas células en el tejido
epitelial, tanto en yeguas sanas como en yeguas con endometritis (Summerfied &
Watson, 1998).

Las células endometriales, en respuesta al contacto con espermatozoides y plasma
seminal, sintetizan y liberan citoquinas, como por ejemplo las interleuquinas (IL) y
otros mediadores involucrados en la quimiotaxis de polimorfonucleares (Katila,
2012). Es conocido que dentro de los mediadores inflamatorios, las citoquinas son
los mas importantes y que los esteroides ovaricos controlan la expresion de las
mismas en el endometrio (Kelly et al.,, 2001; Katila, 2012). A su vez, células
endoteliales, células epiteliales, polimorfonucleares y mononucleares producen IL-8
que es una potente citoquina pro-inflamatoria. Ademas, fue demostrado que en
yeguas ciclando resistentes a endometritis, los niveles IL-8 e IL-10 son mayores en
la fase folicular a predomino de estrogenos que en la fase luteal, donde predomina la
progesterona (Fumuso et al., 2007).

3.6 RESISTENCIAY SUSCEPTIBILIDAD A LA ENDOMETRITIS EN YEGUAS

En la yegua, el semen es depositado en el utero y luego de la monta natural o
inseminacion artificial, se desarrolla una inflamacion endometrial. Esta inflamacién
es una respuesta fisiologica del tejido endometrial a la entrada de elementos
exogenos al organismo, como lo son el semen o los microorganismos invasores
(Troedsson et al., 2001; Robertson, 2007). Cuando las células epiteliales del
endometrio toman contacto con el semen o los microorganismos invasores, se
producen y liberan citoquinas pro-inflamatorias y prostaglandinas, provocando un
aumento de neutrdfilos polimorfonucleares, los cuales son responsables de la
fagocitosis de bacterias y espermatozoides (Troedsson et al., 2001; Katila, 2012). La
respuesta inflamatoria generada es necesaria para la remocién de detritos, bacterias
y exceso de fluidos, asi como espermatozoides de la luz uterina (Troedsson, 2006).
De esta manera, permite al organismo volver a la homeostasis.

Las yeguas pueden ser clasificadas como resistentes o susceptibles a endometritis
post-coital de acuerdo a su capacidad de resolver dicha inflamacion. Yeguas
consideradas como resistentes son capaces de resolver la endometritis dentro de las
48 horas luego de la monta o inseminacion artificial, mientras que yeguas
susceptibles no resuelven la inflamacién en dicho plazo o la resolucién se encuentra
demorada (Katila, 1995; Brinsko et al., 2003). Una depuracién uterina comprometida
causada por actividad miometrial deficiente, que conduce a acumulacién de fluido y
respuesta inflamatoria sostenida, parece ser el factor clave en la patogénesis de la
endometritis persistente (Troedsson et al., 1993).

Se debe tener presente que el embridn arriba al utero alrededor del dia 6 post-
ovulacion, por lo tanto la inflamacion uterina debe ser controlada a las 96 horas post-
ovulacion para la supervivencia del embrion (Card, 2005). Si el proceso inflamatorio
no se resuelve en dicho plazo, el aumento en la sintesis de PGF2a, mediador de la
respuesta inflamatoria, puede causar una lutedlisis prematura y la subsecuente
pérdida del embrién (Troedsson, 1999).
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3.7 PROSTAGLANDINAS Y CICLOOXIGENASAS

Las prostaglandinas actian como mediadores quimicos durante el proceso
inflamatorio, produciendo vasodilatacién y activaciéon de los leucocitos (Vane et al.,
1998; Tizard, 2009). Tienen como precursor directo al acido araquiddnico, fosfolipido
presente en la membrana celular que se convierte en prostaglandina a través de la
accion de las enzimas ciclooxigenasas (Vane et al., 1998). Las prostaglandinas son
lipidos insaturados, que tienen un anillo con oxigeno y dos cadenas alifaticas y junto
a los tromboxanos forman parte de la familia de los prostanoides (Martinez Canabal
& Ribas Arancibia, 2005). Las prostaglandinas se pueden dividir en tres series
biolégicas (1, 2 y 3), dependiendo de sus caracteristicas estructurales y su precursor
especifico (Vane et al., 1998). La serie 2 es la mas importante en mamiferos por sus
funciones y se caracteriza por ser moléculas de vida media corta, que actian como
mensajeros autdcrinos, paracrinos y endoécrinos (Martinez Canabal & Ribas
Arancibia, 2005).

Las enzimas ciclooxigenasas son proteinas ensambladas y transportadas en el
reticulo endoplasmico, que luego se insertan en las membranas celulares y alli
forman complejos funcionales llamados hemodimeros; cada proteina de este
complejo cuenta con un canal de acceso por donde entra el acido araquidénico
(Vane et al., 1998). Las ciclooxigenasas presentan dos isoformas (1 y 2), que tienen
un origen comun y son muy similares en estructura, pero con diferencias desde el
punto de vista de su distribucion en los tejidos y de su funcion especifica (Vane et
al., 1998; Gonzalez Pérez et al., 2002). La ciclooxigenasa 1, considerada una
enzima constitutiva, realiza funciones de homeostasia, manteniendo el normal
funcionamiento del rindn y la integridad de la mucosa gastrica (Vane et al., 1998). La
ciclooxigenasa 2 (COX-2), puede ser expresada practicamente por cualquier célula o
tejido y es considerada una enzima inducible, es decir, capaz de incrementar sus
niveles frente a estimulos fisiolégicos, inflamatorios o farmacoldgicos (Gonzalez
Pérez et al., 2002). Entre los factores que pueden estimular la COX-2 y funcionar por
lo tanto como inductores de la misma, estan las interleuquinas, el factor de
crecimiento de los fibroblastos b, el factor de crecimiento de transformacion beta, el
factor de necrosis tumoral alfa y los lipopolisacaridos (Delgado et al., 2001). A su
vez, existen diferentes farmacos utilizados en la clinica tradicional que también
pueden modular la respuesta inflamatoria a través de la COX-2, un claro ejemplo de
esto son los antiinflamatorios no esteroideos -AINEs-, que actuan impidiendo la
transformacion del acido araquidonico a prostaglandina por su selectividad hacia la
ciclooxigenasa (Vane et al.,1998). En tal sentido, se ha comprobado que la
administracion de flunixin de meglumine (AINE), inhibe la respuesta inflamatoria en
endometrio de yeguas receptoras de embriones, aumentando asi el éxito de la
transferencia de embriones. El flunixin de meglumine disminuyd la cantidad de
células tefidas positivamente a COX-2 en el epitelio endometrial de yeguas
receptoras de embriones, lo que representd un marcado descenso en las
concentraciones de prostaglandina, provocando una menor respuesta inflamatoria
del endometrio (Koblischke et al., 2008).

Diversos trabajos han abordado el estudio de la expresion y distribucion de COX-2 y
su rol en el proceso inflamatorio en endometrio. En yeguas a las que se les
administro diferentes diluyentes de semen y desarrollaron respuesta inflamatoria, el
mensajero de COX-2 fue mayor que en los controles sin inflamacion endometrial
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(Palm et al., 2008). En burras inseminadas con semen sin plasma seminal, se
reportd un aumento en la cantidad de polimorfonucleares, asociado a una mayor
expresion endometrial de COX-2, mientras que la inseminacion con semen con
plasma seminal no aumento la expresion de COX-2 en relacion a los controles (Vilés
et al., 2013). En Shetland pony, al momento del parto, se observé un aumento
significativo en la expresion de COX-2 en el alantocorion, sugiriendo que el proceso
inflamatorio que se produce en esta membrana fetal puede ser clave en el parto
(Palm et al., 2013).

Por otro lado, los niveles de COX-2 en endometrio pueden ser modulados por las
hormonas sexuales. Durante el ciclo estral en yeguas sanas, la COX-2 se mantuvo
en valores constantes, pero al dia 15 del ciclo, la expresion de esta enzima aumenté
de manera significativa en yeguas no prefadas, lo que incrementa la produccion de
PGF2a por parte del endometrio dando lugar al proceso de lutedlisis (Aurich, 2011).
Tal es asi, que diversos estudios han comprobado que los cambios en la sintesis de
prostaglandina endometrial, son precedidos por la modulacion de la expresion de
COX-2 y que la sintesis de COX-2 y PGF2a son localizadas mayormente en células
epiteliales del endometrio, sugiriendo que estas células son clave en la sintesis de
prostaglandinas (Boerboom et al., 2004). Por lo tanto, la cuantificacion de la
expresion de COX-2, es una medida indirecta de la cantidad de prostaglandina
sintetizada por el endometrio.

3.8 INMUNOMODULADORES

La endometritis en las hembras domésticas ha sido tratada en forma tradicional
utilizando antibidticos, oxitocina y lavajes uterinos. Los antibioticos son considerados
un factor importante para la resolucion de dicha patologia. Sin embargo, la utilizacion
de los mismos puede provocar resistencia bacteriana, disminucién de los
mecanismos de defensa, ademas de tener alto costo y dejar residuos (Singh et al.,
2000). En tal sentido, desde hace algunos afnos, se buscan alternativas terapéuticas
para la prevencion o resolucion de endometritis; entre dichas alternativas se ha
estudiado el uso de inmunomoduladores (Fumuso et al., 2007; Christoffersen et al.,
2012).

En vacas, la infusion intrauterina en estro de lipopolisacaridos de E.coli (estimulador
del sistema inmune), resulté en un aumento del 100 % del total de leucocitos
intraluminales y un aumento significativo en las tasas de concepcion en vacas
tratadas durante los celos siguientes (Singh et al., 2000). Por otro lado, se demostro
que el uso de interleuquina humana recombinante en vacas, fue efectiva atrayendo
neutréfilos y favoreciendo su migracion dentro del utero (Zerbe et al., 2003).

En yeguas sanas, los lipopolisacaridos de E.Coli usados en infusion intrauterina,
produjeron un aumento de influjo de neutréfilos dentro del lumen uterino (Willamson
et al., 1987). En yeguas con endometritis, se demostré la capacidad de la
dexametasona para restaurar el ambiente uterino a través de la regulacion de
citoquinas tanto pro-inflamatorias como antiinflamatorias (Christoffersen et al., 2012).
Los inmunomoduladores no especificos, como el extracto de pared de
Mycobacterium phlei, son moléculas completamente ajenas a los vertebrados que
tras su aplicacién tienen un efecto inductor sobre los macrofagos los cuales
producen mayor cantidad de citoquinas pro-inflamatorias, estimulando una respuesta
inmune mediada por células (Lunn & Rush, 2004). El Mycobacterium phlei contiene
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tres formas de acido micdlico, siendo los a micolatos los que se encuentran en
mayor proporcion. Los micolatos oxigenados (keto y metoximicolatos) tienen un
anillo de ciclopropano que se ubica en configuracién cis o trans y se encuentran
unidos en forma covalente a la linea de arabinogalactano, la cual se une a la linea
de peptidoglicano. Ademas, el extracto de pared celular de Mycobacterium contiene
lipidos como los acilglicopéptidos, sulfolipidos y lipidos libres, posee también
lipoarabinomanano, que se presenta unido a la membrana plasmatica con una unién
fosfodiester (Figura 3). Estos componentes estructurales del extracto de pared
celular de Mycobacterium phlei son considerados potentes patrones moleculares
asociados a patdégenos y provocan una respuesta en el sistema inmune tras su
aplicacién (Underhill et al., 1999).

Se ha estudiado cada componente estructural de este inmunomodulador y se sabe
que el lipoarabinomanano estimula la sintesis de factor de necrosis tumoral y de
varias citoquinas, ademas de ser una sustancia de quimiotaxis para mononucleares
y polimorfonucleares. El acido micdlico produce una rapida estimulacion de los
polimorfonucleares ademas de estimular el factor de necrosis tumoral, interferén
gamma, IL-6, IL-2 y disminuir la sintesis de IL-10 (Korf et al., 2005).

surface glycolipids i i i s
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\ peptidoglycan

lipid bilayer

Figura 3: Estructura de la pared celular de Mycobacterium. Tomado de: http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/roese-lars-2004-06-09/HTML/chapter1.html

El extracto de pared celular de Mycobacterium phlei aplicado de forma intrauterina
en yeguas susceptibles a endometritis, provoco parametros inmunoldgicos similares
al encontrado en yeguas resistentes, medido a través de la expresiéon de IL-8, IL-10,
Complejo Mayor de Histocompatibilidad 1l y cantidad de linfocitos T vy
polimorfonucleares encontrados en el tejido endometrial (Fumuso et al., 2007).
Ademas, ha sido utilizado en yeguas susceptibles a endometritis y se ha demostrado
su efecto modulador sobre el acumulo de fluido intrauterino (Christoffersen et al.,
2012).
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Hasta el momento, no ha sido estudiado el efecto del extracto de pared celular de
Mycobacterium phlei en términos de la expresion de COX-2 o el contenido y
distribucion de células inmunes en el endometrio de yeguas ciclando resistentes a
endometritis. Este estudio pretende investigar si la aplicacion intrauterina de un
extracto de pared celular de Mycobacterium phlei, produce cambios en la expresiéon
de la COX-2 y en las poblaciones de células inmunes presentes en el endometrio.
De esta forma, se intenta obtener mayor conocimiento sobre el mecanismo de
accion y efecto del extracto de pared celular de Mycobacterium phlei.

4. OBJETIVOS

Estudiar el efecto del tratamiento de un inmunomodulador intrauterino sobre la
expresion de la COX-2 en endometrio de yeguas ciclando resistentes a endometritis.

Estudiar el efecto del tratamiento de un inmunomodulador intrauterino sobre el
contenido y distribucidn de células del sistema inmune en endometrio de yeguas
ciclando resistentes a endometritis.

5. HIPOTESIS

La expresion de COX-2 y el contenido y distribucion de células inmunes en
endometrio de yeguas ciclando resistentes a endometritis son afectados por el
tratamiento con un inmunomodulador intrauterino.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 ANIMALES Y MANEJO

La seleccion de las yeguas y la obtencion de biopsias endometriales fue realizada en
el Departamento de Fisiopatologia de la Reproduccion de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de Tandil-Argentina (37° S, 59° E y altitud 188 m snm), a cargo de la Prof.
Dra. Elida Fumuso y bajo la supervision del Comité de Bienestar Animal.

Durante la estacion reproductiva, yeguas Criollas de 3 a 12 afios y 330 a 500 Kg de
peso vivo, fueron inseminadas artificialmente con semen muerto luego de detectado el
estro, con el objetivo de evaluar la susceptibilidad a la endometritis. Las yeguas que
fueron capaces de eliminar el fluido 48 horas luego de la inseminacion, presentaron
citologia exfoliativa y cultivo negativo, fueron consideradas como yeguas resistentes a
endometritis (Brinsko et al., 2003). Las yeguas seleccionadas (n = 14), estuvieron
libres de enfermedades mientras se desarrolld el estudio. Las mismas fueron
mantenidas con pastura y suplementadas con heno y alimento peleteado. El agua
estuvo disponible ad-libitum.

El estatus ovarico y uterino fue seguido diariamente por ultrasonografia transrectal con
Ecografo veterinario Berger LC-2010 plus, utilizando un transductor de 5 MHz. El estro
fue inducido por 2 inyecciones intramusculares de prostaglandina de 500 ug
(Estroplan® Clorprostenol sédico) con 14 dias de diferencia entre dosis. A través de
palpacién transrectal y ultrasonografia se confirmo la presencia de cérvix dilatado
acompafnado de tono uterino flacido, edema endometrial, foliculo ovarico dominante
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=2 30 mm, con lo cual las yeguas fueron consideradas en fase folicular.
Posteriormente, la ausencia del foliculo dominante y presencia del cuerpo
hemorragico determiné la ovulacién y declaré el inicio de la fase luteal.

Para el desarrollo de esta tesis, las yeguas fueron asignadas a dos grupos. Un grupo
fue tratado con una emulsién de extracto de pared celular purificado de Mycobacterium
phlei (MCC-V, SETTLE™, Bioniche Animal Health, USA), al momento del estro (Grupo
1, n = 7) mientras que al grupo control no se le realizé tratamiento (Grupo 2, n = 7).

Las biopsias fueron tomadas para cada grupo de yeguas en cuatro momentos
diferentes de un mismo ciclo estral. Dos biopsias fueron tomadas durante la fase
folicular y las otras dos en la fase luteal. Las mismas se extrajeron de la union del
cuerpo con los cuernos uterinos. En el mismo momento en que fueron tomadas las
biopsias, fue registrado el estatus ovarico (medida del tamano folicular) y uterino
(edema, tono y pliegues).

En ambos grupos de yeguas, la primer biopsia fue tomada al inicio de la fase folicular
(Es), momento en que las yeguas presentan edema endometrial y foliculo ovarico
dominante > 30 mm. En ese mismo momento las yeguas del Grupo 1 fueron tratadas.
El tratamiento consistio en 1,5 mg de MCC-V administrado en 25 mL de diluyente
Kenney en forma intrauterina. La segunda biopsia fue tomada a las 24 horas de
declarado el inicio de la fase folicular (24hPEs). La tercera biopsia fue tomada a las 24
horas de la ovulacion (24hPOv), momento en que no se detectd foliculo dominante y
se observd un cuerpo hemorragico. Finalmente la cuarta biopsia fue tomada al dia 7 de
la ovulacion (d7POv).

Todas las biopsias fueron colocadas en paraformaldehido al 4 % por 24 horas y
almacenadas en alcohol 70 %, hasta su procesamiento histolégico. Se realizé la
inclusion en bloques de parafina y los mismos se cortaron en secciones de 5 ym que
luego fueron montadas en laminas de vidrio StarFrost®.

Las biopsias fueron coloreadas con Hematoxilina y Eosina para evaluarlas de
acuerdo con la escala de Kenney & Doig (1986) y para la determinacion de células
inmunes. Posteriormente se realizaron ensayos de inmunohistoquimica, para la
determinacién endometrial de COX-2.

6.2 DETERMINACION DE COX-2

Para evaluar la presencia y distribucion de COX-2 en el tejido endometrial, se utilizé la
técnica inmunohistoquimica de la avidina-biotina-peroxidasa puesta a punto en el
laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Veterinaria de Uruguay y adaptada para
COX-2 de acuerdo con Palm et al. (2013).

Las secciones de biopsias, fueron desparafinadas con xilol durante 10 min,
rehidratadas con etanol y tratadas en microondas a 900 Wts de potencia, sumergidas
en citrato de sodio 0,01 M, pH = 6,0 por 10 min, dejandose enfriar posteriormente
durante 20 min. Después de un lavado con buffer (PBS 0,01 M, pH = 7,4) se realizé el
bloqueo de la actividad inespecifica de las peroxidasas enddgenas del tejido, con
peréxido de hidrogeno (H20,) al 3 % en metanol por 10 min a temperatura ambiente.
Las secciones fueron enjuagadas por 10 min en buffer PBS y posteriormente fueron
incubadas por 30 min en camara humeda con suero bloqueante de burro (Stocking
serum, ABC-Staining Sistem, Lot # E2212, Santa Cruz Biotechnology) al 1,5 % diluido
en buffer PBS con el fin de disminuir las uniones no especificas.
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Luego de realizar un nuevo lavado con buffer PBS con tritén al 0,1 %, las secciones
fueron incubadas en camara humeda con un anticuerpo primario policlonal de cabra
anti-COX-2 (N-20: sc-1746; Santa Cruz, CA, USA) diluido 1/250 en PBS por 60 min. En
paralelo se realizaron controles negativos de los ensayos utilizando IgG no
inmunomarcada (cat#sc-2025, Santa Cruz, California, USA).

Luego de la union al anticuerpo primario, se realizé un lavado con buffer PBS con
tritdn, las secciones fueron incubadas por 60 min en camara humeda con una solucion
de IgG biotinilado de burro anti-cabra (ABC-Staining Sistem, Lot # E2212, Santa Cruz
Biotechnology) diluida en suero bloqueante de burro 1/150.

Posteriormente fueron incubadas por 60 min con un complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Vectastain ABC kit, Elite; Vector) dilucion 1/50.

Para la visualizacion del sitio de unién del complejo enzimatico, se realizd la coloracién
con 3,3’ diaminobenzidina en H,O, (DAB kit, cat# sk-4100 Vector Laboratories), un
cromogeno que produce un precipitado de coloracidn marrén insoluble cuando se
incuba junto con la enzima peroxidasa.

Las secciones fueron contracoloreadas con Hematoxilina y deshidratadas en
concentraciones crecientes de etanol antes de ser montadas con cemento sintético. La
inmunohistoquimica fue realizada en el mismo ensayo para todas las secciones de
biopsias endometriales del disefio experimental.

6.3 ANALISIS DE IMAGEN
6.3.1 EVALUACION DE COX-2 EN TEJIDO ENDOMETRIAL

La expresiéon de COX-2 en las biopsias endometriales, fue estimada por dos
observadores independientes, quienes no conocian la resefia de los animales al
momento de evaluar los preparados (método de doble ciego). La intensidad del
inmunomarcado fue evaluada en las localizaciones endometriales donde se detecto
tincion en forma especifica: epitelio luminal (EL), epitelio glandular superficial (EGs) y
epitelio glandular profundo (EGp). Para ello se utilizdé el microscopio éptico Olympus
BX41, instalado en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Veterinaria.

Diez campos de cada localizacion tisular fueron evaluados en lente de inmersion a
1000 aumentos. El inmunomarcado fue clasificado como positivo o negativo, de
acuerdo a la presencia o ausencia de tinciéon especifica. El positivo fue clasificado
segun su intensidad como leve, moderado e intenso y llevado en proporcion en una
escala de 0 a 10. El promedio de intensidad de inmunomarcado (PI) fue calculado
como: (1xn1+2xn2+3xn3)/10, siendo “n” la proporcion de células por campo que
exhibieron tincién leve (1), moderada (2) e intensa (3). Adaptado de Boos et al. (1996).
El porcentaje total de inmunomarcado (%T, incluye todas las localizaciones
endometriales), se obtuvo multiplicando la proporcion promedio de inmunomarcado
(sin tener en cuenta la intensidad de tincién) por 10.

6.3.2 EVALUACION DE POLIMORFONUCLEARES Y MONONUCLEARES EN
TEJIDO ENDOMETRIAL

En cada biopsia, previamente coloreada con Hematoxilina y Eosina, se evaluaron por
separado la presencia de polimorfonucleares (PMN), linfocitos (L) y macréfagos (M) en
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los estratos endometriales: epitelio luminal (EL), estrato compacto (EC) y estrato
esponjoso (EE).

Un total de 10 imagenes para cada estrato endometrial fueron tomadas a 400
aumentos, utilizando el software compatible con la camara Capture Infinity: Infinity
Capture Imaging instalado en el microscopio éptico del Area de Bioquimica.

En cada imagen, se contaron y registraron en planillas previamente elaboradas, los
PMN, L y M, teniendo en cuenta la resefia y localizacion tisular. Esto fue realizado por
el método de doble ciego. Los L y M fueron agrupados como mononucleares (LM) en
razén de su morfologia.

6.4 ANALISIS ESTADISTICOS

El porcentaje total (%T) y el promedio de intensidad (Pl) a COX-2 fueron analizados
por ANOVA, incluyendo efecto observador, momento del ciclo estral, localizacion
endometrial e interaccion entre ellos.

Los polimorfonucleares y mononucleares, fueron analizadas por ANOVA, incluyendo
efecto observador, momento del ciclo estral, estrato endometrial, tipo celular e
interaccion entre ellos.

Los resultados se expresaron como media + EE y el nivel de significacion considerado
fue P < 0,05.

La cantidad de polimorfonucleares y mononucleares se expresaron como porcentajes.
Estos no se expresaron en funcién de las células de sostén del tejido conjuntivo o
epitelial. Se expresaron en funcion de la cantidad total de lo contabilizado en el ensayo.

7. RESULTADOS

Al examen ecografico, todas las yeguas exhibieron caracteristicas ovaricas y
endometriales compatibles con la fase del ciclo estral. La ovulacion fue confirmada
en todas las yeguas y el edema endometrial fue indicador de la accion de los
estrogenos durante la fase folicular. Se comprobd la ausencia de endometritis,
endometriosis u otras lesiones tisulares. Todas las biopsias fueron incluidas en
Categoria |, de acuerdo a la escala de Kenney & Doig (1986).

7.1 EXPRESION ENDOMETRIAL DE COX-2
7.1.1 OBSERVACIONES GENERALES

El inmunomarcado a COX-2 fue observado en forma especifica en el citoplasma del
tejido epitelial. En los controles negativos no fue observado inmunomarcado
especifico a COX-2. La ausencia de tincion especifica en los controles negativos,
cuando el anticuerpo especifico para COX-2 fue sustituido por IgG no
inmunomarcada, demostro especificidad a COX-2.

El inmunomarcado a COX-2 mostroé diferentes grados de intensidad de tincion, por lo

que fue posible su clasificacién en leve, moderado e intenso, tal como se habia
previsto. Imagen 1.
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Imagen 1: Inmunolocalizacion de COX-2 en endometrio de yeguas ciclando
resistentes a endometritis. (A) Control negativo. (B-I) muestras positivas a COX-2.
Localizaciones tisulares: epitelio luminal (EL), epitelio glandular superficial (EGs),
epitelio glandular profundo (EGp). Fotos A y B: se observan las tres localizaciones
endometriales. Fotos A-C: 100 aumentos; Fotos D-I: 400 aumentos.

Sobre el porcentaje total de inmunomarcado a COX-2 (%T) no hubo efecto de
observador, ni de momento del ciclo estral, siendo similar en los cuatro momentos
estudiados.

Sobre el promedio de intensidad de inmunomarcado a COX-2 (PI), no fue hallado
efecto de observador y fueron hallados efecto de grupo (P = 0,0005), de momento del
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ciclo (P < 0,0001), de localizaciones endometriales (P < 0,0001) e interaccién entre
grupo, momento del ciclo y localizaciones endometriales (P < 0,0001).

En el grupo control, el Pl a COX-2, fue mayor en el epitelio luminal que en los epitelios
glandulares en los cuatro momentos del ciclo (P < 0,0001). A los momentos Es y
24hPEs, el Pl a COX-2 tuvo tendencia a ser mayor en EGs que en EGp, mientras que
a los momentos 24hPOv y d7POv fue similar entre ambos.

En el grupo control, el Pl a COX-2 en EL, fue similar entre Es y 24hPOv y ambos
fueron mayores que al d7POv (Es vs 24hPOv, P = 0,93; Es vs d7POv, P = 0,0002;
24hPOv vs d7POv, P = 0,0003). EI Pl a COX-2 en EL tuvo tendencia a ser menor en
24hPEs, en relacion a los momentos Es y 24hPOv (24hPEs vs Es, P = 0,064; 24hPEs
vs 24hPQOv, P = 0,053), y tuvo tendencia a ser mayor que al d7POv (P = 0,08). No
hubo diferencias significativas en el Pl a COX-2 entre momentos del ciclo, en los
epitelios glandulares.

En el grupo tratado, el Pl a COX-2, fue mayor en EL, intermedio en EGs y menor en
EGp en los momentos Es, 24hPEs y 24hPOv (P < 0,03). Al momento d7POv, el Pl a
COX-2 fue mayor en EL que en los epitelios glandulares (P < 0,0001) y similar entre
ellos (P =0,41). EI Pl a COX-2 en los epitelios superficiales (EL y EGs), fue mayor a las
24 horas después del tratamiento con MCC-V (24hPEs), en relacion al resto de los
momentos del ciclo (P < 0,003). El PI a COX-2 en EL al momento d7POv, fue menor
que al dia Es (P = 0,003) y similar al momento 24hPOv (P = 0,2). El Pl a COX-2 en el
EGs, fue similar entre los momentos Es, 24hPOv y d7POv. El Pl a COX-2 en EGp, fue
similar en los cuatro momentos del ciclo.

Las diferencias en el Pl a COX-2 entre el grupo control y tratado, se muestran en el
grafico 1.
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Grafico 1: Intensidad de tincion a COX-2 en epitelio luminal (EL), epitelio glandular
superficial (EGs) y epitelio glandular profundo (EGp), en endometrio de yeguas
tratadas (T) o sin tratar (Control-C). Momentos del ciclo estral: inicio de la fase
folicular (Es); 24 horas de declarado el inicio de la fase folicular o del tratamiento con
MCC-V (24hPEs), 24 horas de la ovulaciéon (24hPOv), dia 7 de la ovulacién (d7POv).
Las flechas indican diferencias significativas (P < 0,05), en la intensidad de tincion a
COX-2 entre el grupo tratado y el grupo control, para el mismo momento del ciclo y
localizacion endometrial.

7.2 CONTENIDO Y DISTRIBUCION ENDOMETRIAL DE PMN Y LM

Se encontré efecto de grupo (P < 0,005), de estrato endometrial (P < 0,0001) y de
tipo celular (P < 0,0001), sobre el total de células inmunes (PMN y LM). El total de
células inmunes fue menor al d7POv que en Es, 24hPEs y 24hPOv (P < 0,001) y
similar entre Es, 24hPEs y 24hPOv. La cantidad total de PMN y LM fue mayor en el
estrato compacto, intermedio en el estrato esponjoso y menor en el epitelio luminal
(P < 0,05). La cantidad total de PMN fue mayor que la de LM (P < 0,0001).
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En la imagen 2 se muestran los diferentes estratos endometriales estudiados y las
células inmunes observadas en los mismos.

Imagen 2: Células inmunes en el endometrio de yeguas ciclando resistentes a
endometritis. Fotos A-B: estratos endometriales: epitelio luminal (EL), estrato
compacto (EC) y estrato esponjoso (EE). Fotos C-H: flechas punteadas:
polimorfonucleares y flechas continuas: mononucleares. Fotos A-B: 100 aumentos;
Fotos C-H: 400 aumentos.
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En los graficos 2 y 3, se muestran los perfiles de PMN y LM encontrados en las
yeguas ciclando resistentes a endometritis.

100 - OEL oEC mEE

- 75 - l’
= T
o

Q

©

Q,

©

y = 50 A

(0]

o

O

o

25 - l,

TI'L‘ ,Ilﬁ Tllﬁ T i IJT'IFL% Illlli f.li Tl
C ’ T ‘ C ‘ T ‘ C ‘ T
Es 24hPEs 24hPOv d7POv
Grafico 2: Porcentaje de PMN en epitelio luminal (EL), estrato compacto (EC) y
estrato esponjoso (EE), en yeguas ciclando resistentes a endometritis tratadas (T) o
sin tratar (C) con MCC-V. Momentos del ciclo estral: inicio de la fase folicular (Es), 24
horas de declarado el inicio de la fase folicular (24 horas del tratamiento con MCC-V,
para T, 24hPEs), 24 horas de la ovulacién (24hPOv), dia 7 de la ovulaciéon (d7POv).

Las flechas indican diferencias en el porcentaje de PMN entre el grupo tratado y el
grupo control, para el mismo momento de ciclo y estrato endometrial.
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Grafico 3: Porcentaje de LM en epitelio luminal (EL), estrato compacto (EC) y estrato
esponjoso (EE), en yeguas ciclando resistentes a endometritis tratadas (T) o sin
tratar (C) con MCC-V. Momentos del ciclo estral: inicio de la fase folicular (Es), 24
horas de declarado el inicio de la fase folicular (24 horas del tratamiento con MCC-V,
para T, 24hPEs), 24 horas de la ovulacién (24hPOv), dia 7 de la ovulaciéon (d7POv).
Las flechas indican diferencias en el porcentaje de LM entre el grupo tratado y el grupo
control, para el mismo momento de ciclo y localizacion tisular.

8. DISCUSION

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que reporta los cambios en las
poblaciones de células inmunes en relacion con la expresion de COX-2, en el
endometrio de yeguas ciclando resistentes a endometritis, tratadas con un
inmunomodulador intrauterino (MCC-V).

La mayor intensidad de inmunomarcado a COX-2 y la mayor cantidad de
polimorfonucleares y mononucleares endometriales a las 24 horas del tratamiento
con MCC-V, en las yeguas tratadas en relacion al control, indican una respuesta de
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tipo inflamatorio generada por la administracion de dicho imnunomodulador. Esta
inflamacién fue de corto tiempo y al analisis histolégico todas las biopsias fueron
incluidas en la escala | de Kenney & Doig (1986), indicando un endometrio saludable
después del tratamiento con MCC-V.

8.1 EXPRESION ENDOMETRIAL DE COX-2

En el presente estudio, el inmunomarcado a COX-2 fue observado en citoplasma de
las células epiteliales del endometrio, en acuerdo con lo reportado por otros
investigadores. En endometrio de ovejas ciclando o prefadas, fue detectado por
medio de hibridizacion in situ € inmunohistoquimica, el mensajero de COX-2 y su
proteina uUnicamente en el tejido epitelial (Kim et al., 2003). Posteriormente, en
endometrio de yeguas durante el diestro y la prefiez temprana utilizando Northern
Blotting e inmunohistoquimica, Boerboom et al. (2004), demostraron la presencia del
mensajero de COX-2 y su proteina en las células epiteliales. Mediante
inmunohistoquimica y PCR en tiempo real, fue demostrada la proteina de COX-2 y
su mensajero en el citoplasma epitelial del endometrio de yeguas prefiadas y en el
tejido trofoblastico de sus embriones respectivamente (Willmann et al., 2011).
Similares resultados, fueron reportados en membranas fetales y endometrio en
yeguas pony al momento del parto (Palm et al., 2013). Aunque gran parte de los
investigadores han reportado la presencia de COX-2 en el tejido epitelial del
endometrio, dicha enzima también ha sido observada en células del estroma
endometrial de yeguas con endometritis subclinica tratadas con antiinflamatorios no
esteroideos y de burras inseminadas artificialmente (Koblischke et al., 2008; Vilés et
al., 2013).

Los reportes demuestran que la expresion de COX-2 puede ser modificada por
estimulos inflamatorios endégenos y exégenos. En la revision de Gonzalez Pérez et
al. (2002), los autores mencionan que la COX-2 es una enzima inducible que puede
ser expresada practicamente por cualquier célula o tejido. La COX-2, expresada en
células del estroma del endometrio de burra y yegua, asi como el gen de COX-2
hallado en macréfagos, células endoteliales y condrocitos, responden a estimulos
inflamatorios (Delgado et al., 2001; Koblischke et al., 2008; Vilés et al., 2013). En
contraste con estos reportes, en el presente estudio no hemos detectado
inmunomarcado especifico a COX-2 en células o tejidos diferentes al epitelio
endometrial, ni siquiera tras la aplicacion del MCC-V.

El inmunomarcado a COX-2 hallado en citoplasma de las células epiteliales del
endometrio de las yeguas, concuerda con el ensamblaje, transporte y sitio de accion
de esta proteina. La COX-2 es ensamblada en el reticulo endoplasmico y
transportada a través del citoplasma hacia las membranas celulares, donde forma
complejos funcionales para catalizar el pasaje de acido araquidoénico a
prostaglandina (Vane et al., 1998). Hay considerable informacién que sugiere que la
sintesis endometrial de prostaglandinas es regulada por la actividad y expresion de
COX-2, siendo el tejido epitelial, el encargado de la mayor producciéon de
prostaglandinas (Asselin et al., 1997; Arosh et al., 2002; Boerboom et al., 2004; Atli
et al., 2010). En yeguas en diestro tardio cercano a la lutedlisis, aumentos en la
expresion COX-2 y PGF2a endometrial fueron positivamente correlacionados. Las
proteinas COX-2 y PGF sintasa fueron co-localizadas en las células epiteliales del
endometrio (Boerboom et al., 2004). Similares correlaciones entre la expresion de
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COX-2 y la sintesis de PGF2a, fueron demostradas en endometrio de yeguas
tratadas con antiinflamatorios no esteroideos (Palm et al., 2008; Koblischke et al.,
2008). En el presente estudio, no fueron determinados niveles de prostaglandinas
endometriales; sin embargo, apoyandonos en los reportes mencionados, los
cambios en el inmunomarcado a COX-2 en el epitelio endometrial de las yeguas
incluidas en este estudio, deberian resultar en cambios en la sintesis de
prostaglandinas.

En el presente estudio, no fue encontrado efecto de momento del ciclo estral sobre
porcentaje de células positivasa COX-2 (%T). Sin embargo, fueron encontrados
efectos altamente significativos de momento del ciclo estral y de localizacion
endometrial, sobre la intensidad de inmunomarcado a COX-2 (Pl). Estos efectos
sugieren que la expresion de COX-2, dependié del tipo y localizacion de tejido
endometrial (epitelio luminal, o epitelio glandular superficial o glandular profundo) y
respondieron en forma diferencial y especifica a los cambios enddcrinos del ciclo
estral. En términos generales, el Pl a COX-2 en el epitelio luminal fue mayor que en
epitelio glandular en todos los momentos del ciclo estral, en ambos grupos de
yeguas. Similares resultados fueron reportados en endometrio de yeguas al dia 15
de la ovulacion, donde mayores niveles de COX-2 fueron detectadas en epitelio
luminal en relacion al epitelio glandular (Boerboom et al., 2004). En yeguas con
endometritis subclinica, el porcentaje de células positivas a COX-2 fue mayor en
epitelio luminal que en epitelio glandular (Koblischke et al., 2008). En llamas
ciclando, al momento de la ovulacion el inmunomarcado a COX-2 fue mayor en
epitelio glandular que en epitelio luminal, mientras que a los dias 8, 10, y 12 de la
ovulacion fue mayor en epitelio luminal que en epitelio glandular (Bianchi et al.,
2013). La mayor expresiéon de COX-2 en el epitelio luminal, en contraparte con la
menor expresion de COX-2 en el epitelio glandular profundo, sugiere una funcién
especifica del tejido epitelial de revestimiento del endometrio, en términos de
respuesta inflamatoria.

La expresion de COX-2, sintesis de prostaglandinas y su vinculo con el epitelio
luminal del endometrio en la respuesta inflamatoria y eventos reproductivos como la
lutedlisis, han sido reportados en diversas especies. En yeguas, el contacto del
semen o microorganismos con el epitelio luminal de revestimiento del endometrio,
promueve la liberacion de citoquinas y prostaglandinas, las cuales a su vez inducen
aumentos en la expresion epitelial de COX-2 (Troedsson et al., 2001; Katila, 2012).
En epitelio luminal del endometrio de mujeres, los antigenos son reconocidos por
receptores denominados toll-like (TLR). Estos, actian en la proteccién inmune a
través del reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos e
inducen la secrecion de quimioquinas y citoquinas, que regulan la presencia y
actividad de células inmunes (Wira et al., 2005). Las citoquinas son mediadores
inflamatorios que inducen la expresion de COX-2 en las células o tejidos
produciendo el aumento en la sintesis de prostaglandinas (Martinez Canabal & Rivas
Arancibia, 2005). En nuestro estudio, similarmente a lo reportado, el aumento en la
expresion de COX-2 en los epitelios y el aumento en la cantidad de leucocitos
polimorfonucleares y mononucleares, provocados por el tratamiento intrauterino con
MCC-V, pudo haber sido mediado a través de receptores similares a TRL y
quimioquinas y citoquinas. Aun no ha sido estudiado en células equinas, sin
embargo se ha demostrado que uno de los mecanismos de accién del MCC-V es la
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union a los TRL-2 y TRL-4, lo cual induce sefales para la produccion de citoquinas
pro- inflamatorias (Underhill et al., 1999).

Por otro lado, no puede obviarse que la funcion de las células epiteliales en
endometrio es regulada a través de las hormonas sexuales en forma directa sobre
las mismas e indirecta, a través de senales paracrinas, desde las células del
estroma (Wira et al.,, 2005; Lea & Sandra 2007; Ochiel et al., 2008). Ademas del
tratamiento con MCC-V, las variaciones ciclicas de las hormonas esteroideas
plasmaticas, pueden haber influido sobre la expresion de COX-2 y poblaciones
leucocitarias del endometrio. En el presente estudio, fue encontrado efecto del
momento del ciclo estral sobre el Pl a COX-2, indicando que las variaciones en los
niveles ciclicos en las hormonas sexuales, influyeron sobre la expresion de COX-2
endometrial. Esto podria explicar por qué en el grupo control, el Pl a COX-2 en el
epitelio luminal, fue mayor en fase folicular que al dia 7 de la ovulacién. Sin embargo
no hubo diferencias significativas en el Pl a COX-2 entre momentos del ciclo, en los
epitelios glandulares. Estos resultados sugieren una especificidad tisular en respuesta
a las hormonas sexuales, en términos de COX-2.

Los estrogenos y la progesterona ejercen su accion a través de sus receptores
especificos (RE y RP), que pueden actuar como factores de transcripcién y regular
la actividad celular (De Franco, 2002). En estudios previos, no fueron encontradas
variaciones ciclicas en la distribucion tisular de REa en endometrio de yeguas
ciclando con endometritis, sin embargo en yeguas resistentes a endometritis tanto
RE como RP, tuvieron mayor expresién en el epitelio glandular y estroma inter-
glandular a las 24 horas de detectado el estro en relacion al dia 7 de la ovulacion
(Acufia et al., 2011; Nunez et al., 2013).

El rol de las hormonas sexuales y sus receptores ha sido ampliamente abordado en
el mecanismo luteolitico en diversas especies. Si bien las biopsias endometriales de
las yeguas del presente estudio no fueron tomadas cercano al momento de la
lutedlisis, la influencia de los estrogenos y la progesterona sobre la expresion de
COX-2 debe ser tenida en cuenta. El papel de RE y RP, comunicaciones autdcrinas
y paracrinas endometriales con la participacion de células epiteliales para la
liberacion de oxitocina, COX-2 y PGF2a, han sido documentados en relacion a la
regulacion enddcrina de la lutedlisis de rumiantes (Spencer & Bazer 1995; Robinson
et al., 2001; Kim et al., 2003). En endometrio de vacas ciclando, Asselin et al. (1997),
reportaron que la oxitocina sobre-regula la expresion génica del mensajero de COX-
2 y que la respuesta a la oxitocina se limita al epitelio. En yeguas, al momento de la
lutedlisis, las mayores concentraciones de oxitocina circulantes estimulan la
expresion de COX-2 endometrial, via receptores de oxitocina (ROx) en el epitelio,
con el consecuente aumento y liberacién de PGF2a epitelial (Starbuck et al., 1998;
Aurich, 2011). Sharp et al. (1997), encontraron en yeguas una correlacion positiva
entre la liberacion de PGF2a, la concentracion de ROx endometrial y la
concentracién plasmatica de oxitocina, sugiriendo que el aumento de PGF2a, fue
inducido por la oxitocina y mediado por ROx endometriales. Asimismo, Penrod et al.
(2013), utilizando cultivos de células endometriales de yeguas, demostraron que la
secrecion epitelial de PGF2a puede ser inhibida a través de un antagonista ROx
(Atosiban), sugiriendo que la activacion de ROx desencadena la cascada de sintesis
de PGF2aq, a través de COX-2. En un estudio previo, realizado en yeguas ciclando
resistentes a endometritis, se encontré que al dia 7 post-ovulacién, el tejido epitelial
del endometrio, tuvo menor expresion de RP y ROx en relacién a la fase folicular,
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sugiriendo que los mayores niveles de progesterona al dia 7 post-ovulacion,
inhibieron la expresion de ambos receptores, como ha sido documentado para
rumiantes y equinos (Acuia et al., 2011). En el presente estudio, la menor expresién
de COX-2 hallada en el epitelio luminal del endometrio de las yeguas control al dia 7
post-ovulacién, podria estar relacionado al vinculo entre RE, RP y ROx. Ademas ha
sido reportado que cuando la progesterona se encuentra en altas concentraciones
plasmaticas, la expresion de COX-2 y sintesis de prostaglandina disminuyen (Kelly &
Smith, 1987; Ishihara et al., 1995). Ha sido sugerido que la progesterona estimula la
prostaglandina 15 deshidrogenasa, la cual cataliza la oxidacion de la prostaglandina,
lo que resulta en su inactivacién, mientras que los estrégenos estimulan la expresion
de PGF2a (Graham & Clarke, 1997).

Pero, ;como desestimamos la influencia hormonal sobre la expresion endometrial
de COX-2 al momento de evaluar la respuesta al tratamiento con MCC-V?
¢ Podemos descartar que el MCC-V no modificé la sensibilidad del endometrio a
hormonas sexuales? En el presente estudio se determiné el efecto del tratamiento
con MCC-V intrauterino sobre la expresion endometrial de COX-2, al ser
comparadas con yeguas control a las cuales no se les administr6 MCC-V. Se
observo aumento en el Pl a COX-2 en el epitelio luminal y glandular superficial del
endometrio, a las 24 horas del tratamiento con MCC-V en las yeguas tratadas en
comparacion con las yeguas del grupo control. Como fuera mencionado, los cambios
en los epitelios superficiales reafirman la importancia de éstos en respuesta a la
inflamacién. Ademas, la similar expresién de COX-2, hallada en el epitelio glandular
profundo a lo largo del ciclo estral, al ser comparados ambos grupos de yeguas,
sugiere que en esta localizacién la expresién de COX-2 no fue modulada por las
hormonas ovaricas.

Los cambios en el Pl a COX-2 en epitelio luminal, provocados por el tratamiento con
MCC-V, pueden haber sido mediados a través de citoquinas que modifican la
expresion de COX-2 y sintesis de prostaglandinas. Al comparar la respuesta al
tratamiento intrauterino con MCC-V entre yeguas susceptibles y yeguas resistentes
a endometritis, fue observado que la expresion endometrial de IL-10 fue mayor en
yeguas susceptibles que en yeguas resistentes, mientras que la IL-8 fue mayor en
yeguas resistentes (Fumuso et al., 2003). Las yeguas resistentes a endometritis
incluidas en el presente estudio, respondieron a la inmunomodulacién provocada por
el tratamiento con MCC-V, aumentando la expresion de COX-2 y el numero de
células inflamatorias, probablemente debido a los patrones moleculares asociados a
patoégenos aportados por el extracto de pared celular del Mycobacterium. El
lipoarabinomanano presente en el MCC-V, se une a TLR-2 epiteliales, provocando
su activaciéon y aumentando la sintesis de factor de necrosis tumoral y la liberacion
de citoquinas, también actua como factor de quimiotaxis para polimorfonucleares y
mononucleares (Underhill et al., 1999; Briken et al., 2004). El acido micélico, también
presente en el MCC-V, produce una rapida estimulacion de los polimorfonucleares,
ademas de estimular el factor de necrosis tumoral, interferon gamma, IL-6, IL-2 y
disminuir la sintesis de IL-10 (Korf et al., 2005). Las citoquinas pro-inflamatorias
tienen efectos sobre la sintesis de prostaglandinas (Erkinheimo et al., 2000). El
aumento en la expresion de COX-2 epitelial podria haber sido mediado a través de
la modificacién de citoquinas provocadas por el MCC-V, lo cual podria llevar al
aumento en la sintesis de prostaglandinas. En el presente estudio, tales eventos
debieron ser breves en el tiempo ya que el tratamiento con MCC-V provocd una
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respuesta inflamatoria endometrial de tiempo corto, debido a que la expresion de
COX-2 a las 24 horas post-ovulacion, al dia 7 post-ovulacion y al inicio de la fase
folicular, fueron similares. Los efectos provocados por el MCC-V, podrian resultar
beneficiosos para el ambiente uterino al momento de la monta natural o
inseminacion artificial y cuando el embrién arriba al utero alrededor del dia 6 de la
ovulacién.

8.2 CONTENIDO Y DISTRIBUCION ENDOMETRIAL DE PMN y LM

En el presente estudio, sobre la cantidad total de leucocitos polimorfonucleares y
mononucleares, se encontré efecto de estrato endometrial, lo que sugiere una
distribucion especifica de estas células en el tejido endometrial. Fue encontrada
mayor cantidad de polimorfonucleares y mononucleares en el estrato compacto, en
comparacion con el estrato esponjoso y el epitelio luminal, en todos los momentos
del ciclo estral y en ambos grupos de yeguas. Estos resultados estan en acuerdo
con lo hallado por Nufiez (2013), quien encontr6 mayor cantidad de leucocitos
polimorfonucleares y mononucleares en estrato compacto, en relacion al estrato
esponjoso y el epitelio luminal, en endometrio de yeguas sanas ciclando. Ademas,
en endometrio de yeguas sanas, fue reportado que la cantidad de linfocitos CD4+ y
CD8+ en estrato compacto fue mayor que en estrato esponjoso (Watson &
Thompson, 1996). En 1986, Kenney & Doig, describieron en endometrio de yegua
mayor celularidad en el estrato compacto en relacién al estrato esponjoso.
Asimismo, Priedkalns (1993), menciona en su descripcién del tejido endometrial, que
el estrato superficial del endometrio, consta de tejido conjuntivo laxo vascularizado,
con abundantes fibroblastos, macrofagos, neutrofilos y linfocitos. Las células
inmunes residentes, en determinado momento ingresan al endometrio a través del
torrente sanguineo. Por otro lado la capa profunda del endometrio (estrato
esponjoso), consta de tejido conjuntivo laxo, con menor celularidad que el estrato
superficial. La mayor cantidad de células inmunes presentes en el estrato superficial
del endometrio de la yegua, podria estar vinculada a los mecanismos de defensa
inmune frente a la invasién por microorganismos o semen provocados por la monta.

En el presente estudio, en las yeguas control, fue encontrada mayor cantidad de
leucocitos polimorfonucleares y mononucleares endometriales en fase folicular y 24
horas post-ovulacion, en relacion al dia 7 post-ovulacion. Estos resultados estan en
acuerdo con el efecto estimulatorio de los estrogenos sobre el sistema inmune vy el
efecto depresor de la progesterona sobre el mismo. Los estrégenos tienen efecto
pro-inflamatorio en el utero, generando un influjo de leucocitos y aumento de
citoquinas pro-inflamatorias; mientras que la progesterona tiene efecto
antiinflamatorio (Lea & Sandra, 2007). La progesterona tiene accion sobre la
proliferacion, diferenciacion y trafico de leucocitos y puede actuar como modulador
negativo de la actividad de macrofagos, reduciendo su migracion en el utero (Hunt et
al., 1998; Wira et al., 2010), mientras que los estrogenos, aumentan la migracion y la
actividad fagocitica de polimorfonucleares (Wira et al., 2010). Inthan-Sheameha et
al. (2010), reportaron en endometrio de ovejas ciclando, mayor numero de linfocitos
en fase folicular en relacién con la fase luteal. En endometrio de yeguas ciclando
resistentes a endometritis, fue reportada mayor cantidad de linfocitos vy
polimorfonucleares en estro, en relacion al diestro (Fumuso et al., 2007). Sin
embargo, previamente en desacuerdo con lo reportado, Watson & Thomson (1996),

32



encontraron similares cantidades de linfocitos en estro y en diestro en endometrio de
yeguas sanas. En el presente estudio, el mayor contenido de células inmunes
halladas a las 24 horas post-ovulacién, en relacién al dia siete de la misma, podria
deberse al efecto estimulatorio de los mayores niveles de estrogenos foliculares, que
se continua aun a las 24 horas de comenzado el diestro. En apoyo a esto, en
yeguas, las concentraciones maximas de estrogenos se mantienen hasta el dia dos
post-ovulacion (Athur et al., 1991; Aurich 2011). La mayor expresiéon de COX-2 y
cantidad de leucocitos hallados en fase folicular en endometrio de las yeguas del
grupo control, podrian estar vinculados al efecto pro-inflamatorio que ejercen los
estrogenos sobre el endometrio (Lea & Sandra, 2007).

Ha sido sugerido que el control hormonal del sistema inmune, podria ser mediado a
través de los receptores hormonales presentes en células inmunes. La presencia de
receptores de estrogenos fue demostrada en células linfoides del endometrio de
mujeres, sugiriendo que los estrogenos pueden regular directamente la actividad de
células inmunes en los tejidos reproductivos (Tabibzadeh & Satyaswaroop, 1989;
Stygar et al., 2001). La presencia de receptores de estrogenos y de progesterona,
fue reportada en polimorfonucleares, linfocitos y macrofagos del endometrio de
yeguas sanas Y resistentes a endometritis (Cilintano, 2012; Nufiez, 2013).

En el presente estudio, hubo efecto de grupo sobre la cantidad de leucocitos
polimorfonucleares y mononucleares, indicando que el tratamiento con MCC-V
modificdé la cantidad de células inmunes del endometrio. A las 24 horas de la
administracion intrauterina del MCC-V, en las yeguas tratadas, la cantidad de
polimorfonucleares en estrato compacto y de mononucleares en estratos compacto y
esponjoso fue mayor que en el endometrio de las yeguas del grupo control. La
respuesta al MCC-V fue mas importante en estrato compacto que en estrato
esponjoso probablemente por via de administracion intrauterina del mismo. Estos
hallazgos podrian relacionarse con el aumento en la expresion de COX-2 hallada en
las yeguas tratadas en relacion con sus controles. El aumento de la expresién de
COX-2 sugiere un aumento en la sintesis de prostaglandina endometrial (Boerboom
et al., 2004). La prostaglandina posee diversos efectos en el sistema inmune, sobre
leucocitos produce su activacion y favorece su migracion (Vane et al., 1998). En
acuerdo con esto, yeguas tratadas con antiinflamatorios no esteroideos, los cuales
disminuyeron la sintesis de COX-2 y por lo tanto la cantidad de prostaglandina
sintetizada, presentaron menor cantidad de polimorfonucleares en el tejido
endometrial (Koblischke et al., 2008), mientras que yeguas que fueron inseminadas
utilizando diferentes diluyentes, presentaron mayores niveles de expresion de COX-
2 en el endometrio, acompanado de un aumento en la cantidad total de células
inmunes (Palm et al., 2013).

La respuesta inflamatoria endometrial en término de células inmunes, provocada por
el tratamiento con inmunomoduladores, ha sido reportada en vaca y yegua. Estudios
realizados en vacas durante el estro, tratadas con lipopolisacaridos de E.Coli e IL-8
humana recombinante, detectaron aumento en la cantidad de polimorfonucleares
endometriales en relacion a los controles sin tratamiento (Singh et al., 2000; Zerbe et
al., 2003). En acuerdo con el mecanismo de accion propuesto para el MCC-V, la
inmunoestimulacién hallada en las yeguas del presente estudio podria deberse al
efecto directo del MCC-V sobre los leucocitos o efectos indirectos a través de la
sintesis y liberacion de mediadores inflamatorios. En forma directa, los
acilglicopéptidos presentes en el MCC-V prolongan la sobrevida y estimulan la
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movilizacion de macréfagos hacia los tejidos, mientras que el acido micélico provoca
un rapido estimulo de la actividad de polimorfonucleares (Korf et al., 2005). En
acuerdo con esto, en el presente estudio, el aumento en la cantidad de
polimorfonucleares y mononucleares fue evidente a las 24 horas después del
tratamiento con MCC-V. Ademas, se ha sugerido que la administracion del MCC-V
en yeguas produce activacién de leucocitos mononucleares del endometrio, los
cuales a su vez aumentan la sintesis y liberacion de citoquinas (Fumuso et al.,
2003). En tal sentido, fue demostrado que en cultivo de macréfagos de roedores, la
administracion del lipoarabinomanano presente en el MCC-V, provocé un efecto pro-
inflamatorio, mediante el aumento en la liberacion de citoquinas las cuales a su vez
podrian inducir el aumento en la sintesis de COX-2 (Vane et al., 1998; Briken et al.,
2004).

Los efectos producidos por el MCC-V sobre la expresiéon de mediadores
inflamatorios, como las interleuquinas, han sido objeto de estudio por varios
investigadores. En tejidos respiratorios tratados con acido micdlico vy
acilglicopéptidos, fue hallado una activacion directa de macrofagos y un estimulo en
la secrecidén de interleuquinas (Korf et al., 2005). La IL-8 es responsable de la
quimiotaxis, migracion y activacion de polimorfonucleares, monocitos y linfocitos en
tejido inflamado (Miller & Krangel, 1992). En yeguas ciclando, se reportd el aumento
en la expresion de IL-8 endometrial tras la administracion del MCC-V (Fumuso et al.,
2003). En acuerdo con lo reportado y en funcion del aumento en la cantidad de
leucocitos polimorfonucleares y mononucleares y en la expresion de COX-2
endometriales, a las 24 horas de aplicado el MCC-V en las yeguas tratadas, sugiere
que efectos directos e indirectos de los componentes del inmunomodulador, pueden
haber operado en el endometrio de las yeguas de este estudio.

La mayor estimulacion de los polimorfonucleares encontrada luego de la aplicacion
de MCC-V, esta en acuerdo con lo reportado por Nash et al. (2010), quienes
encontraron mayor cantidad de polimorfonucleares en relacion a mononucleares, en
respuesta al inoculado intrauterino de semen inactivado, en yeguas fértiles. Los
polimorfonucleares son las primeras células inmunes que arriban a los tejidos en
respuesta a la inflamacion mediada a través de citoquinas y factores quimiotacticos
(Katila, 2012).

La respuesta inflamatoria al tratamiento con MCC-V, en términos celulares y
moleculares, fue acotada a las 24 horas post-ovulacion. Los perfiles en la cantidad y
distribucion de las células inmunes y expresion de COX-2 en endometrio de las
yeguas tratadas, fueron similares entre los dias 24 horas post-ovulacion y dia 7 post-
ovulacion. Ademas, en estos dias ambos parametros fueron similares entre yeguas
tratadas y yeguas control. Estos resultados sugieren que el MCC-V, aplicado previo
al momento de la inseminacion artificial o monta natural, genera un estimulo
inflamatorio corto en el tiempo, que podria favorecer la remodelacion celular y las
condiciones uterinas. El adecuando ambiente uterino hallado al dia 7 de la ovulacion
es favorable para el desarrollo del embrion, que llega al utero alrededor del dia 6
post-ovulacion.
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9. CONCLUSIONES

El tratamiento intrauterino con MCC-V a yeguas sanas y resistentes a endometritis,
provoco una respuesta de tipo inflamatorio en términos de expresion de COX-2 y
contenido de leucocitos polimorfonucleares y mononucleares.

La respuesta inflamatoria endometrial, provocada por el MCC-V, fue rapida y breve
en el tiempo.

Los resultados de esta investigacion sugieren que el MCC-V podria ser utilizado
como tratamiento profilactico en yeguas durante el estro, con el objetivo de preparar
al endometrio frente al desafio inmunolégico que implica la monta natural o
inseminacion artificial.

Son necesarios mas estudios para caracterizar los mecanismos inmuno-enddcrinos
involucrados en la respuesta endometrial, frente al tratamiento con MCC-V.
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