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RESUMEN

La presente Tesis estd basada en 5 estudios, en los que se investigaron aspectos
enddcrino-moleculares, histoldgicos y bioguimicos involucrados con la remodelacién
de la matriz extracelular (MEC) y relajacion del cérvix ovino. Los estudios se
realizaron durante el ciclo estral en estacion reproductiva y durante el anestro
estacional en ovejas inducidas a ovular.

Se utilizaron 46 ovejas Corriedale y se realizaron tres experimentos: 1°) Ovejas
ciclando en estacion reproductiva sacrificadas los dias 1 (n=7), 6 (n=6) o0 13 (n=7) de
detectado estro (Estudios I, 11 y 111). 2°) Ovejas en anestro estacional tratadas con
GnRH para inducir la ovulacion con o sin progesterona (P4) previa y sacrificadas sin
tratamiento (n=4), inmediatamente luego del tratamiento con P4 (n=4) y un dia luego
del tratamiento con GnRH (n=4) o P4+GnRH (n=3) (Estudios IV y V). 3°) Ovejas
en anestro tratadas con P4+GnRH para inducir la ovulacién y sacrificadas los dias 1
(n=6) o 5 (n=5) después del bolo de GnRH (Estudios IV y V). En los 3
experimentos se obtuvieron muestras de sangre para determinaciones de 17-
estradiol (E2) y P4 por RIA y al sacrificio se obtuvieron muestras de cérvix craneal y
caudal para estudios moleculares, histoldgicos y bioquimicos. El transcripto del
receptor de estrogenos subtipo o (ARNm REa) fue determinado por hibridizacion en
solucion y las concentraciones de receptores de estrogenos (RE) y progesterona (RP)
por ensayos de union (Estudios | 'y 1V). Los REa, los receptores de LH (RLH) y de
oxitocina (ROX) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2) se localizaron y cuantificaron en los
epitelios y estromas cervicales por inmunohistoquimica (Estudio I1). Las
metaloproteinasas de la MEC -2 y -9 (MMP-2 y MMP-9) fueron identificadas y
localizadas por inmunhistoquimica y las formas Latente y Activa fueron
determinadas por zimografia en SDS-PAGE. La distribucion de las fibras y la
concentracion de colageno se determinaron por la técnica tricromica de van Giesson
y por la cuantificacion espectrofotométrica de hidroxiprolina, respectivamente
(Estudios 111y V).

Durante el ciclo estral en estacién reproductiva, se encontraron mayores
concentraciones cervicales de ARNm REa, RE y RP alrededor de la ovulacion luego
del pico preovulatorio de E2 y menores concentraciones en fase IUtea a predominio
de P4 (Estudio I). Los niveles de expresion de REa, RLH, ROx y COX-2 fueron
mayores en los epitelios que en los estromas cervicales: para REa la mayor expresion
se encontro en epitelios luminales alrededor de la ovulacion, mientras que para RLH,
ROx y COX-2 la mayor expresion se encontrd en fase lGtea tardia (Estudio I1). La
MMP-2 fue predominante en cérvix ovino, ya que MMP-9 solo fue detectada en
menos del 9% de las muestras. El area ocupada por las fibras de colageno y la
concentracion de colageno disminuyeron alrededor de la ovulacion, asociadas al
aumento de 10 a 20 veces en la concentracion y en la actividad de la MMP-2,
producida por los fibroblastos del estroma (Estudio I11). Se sugiere que los E
preovulatorios, a través del REa epitelial, dirigen la cascada de eventos que llevan al
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incremento de la desagregacion y de la degradacion enzimatica del colageno al estro,
demostrando la coexistencia de estos dos procesos en los mecanismos de
remodelacion de la MEC.

Durante el anestro estacional, con concentraciones basales de E2 y P4 circulantes, el
cérvix mostro expresion constitutiva de ARNm REa, RE, RP y MMP-2, que se
manifestod en forma diferencial en las zonas craneal y caudal (Estudios IV y V). En
el cérvix craneal, las concentraciones de ARNm REa, RE, RP y MMP-2 mostraron el
efecto estimulatorio de E2 inducido por la GnRH vy el efecto inhibitorio de la P4 y
fueron mayores alrededor de la ovulacion inducida que en fase lGtea temprana. Sin
embargo, en el cervix caudal los niveles fueron menores y no fueron afectados por
los tratamientos, sugiriendo que el anestro estacional condiciona la capacidad de
respuesta a los E y el potencial colagenolitico de MMP-2, en forma dependiente de la
zona cervical (Estudios IV y V). Al igual que en ciclo estral, la MMP-2 fue
predominante en cérvix ovino. La concentracién de coldgeno fue menor y la
actividad de la MMP-2 fue mayor alrededor de la ovulacién inducida que en la fase
lutea temprana, sugiriendo que el aumento de los E preovulatorios inducen la
degradacion del colageno a través del estimulo de la actividad enzimética de la
MMP-2 (Estudio V), a diferencia de lo encontrado durante el ciclo estral, donde el
estimulo fue sobre la sintesis y la actividad de MMP-2. Se sugiere que el tratamiento
con GnRH y P4 previa para inducir la ovulacion en anestro, reproduce parcialmente
los mecanismos de degradacion del coldgeno descritos en ovejas ciclando.

En todos los estudios realizados durante el ciclo estral en estacion reproductiva y el
ciclo inducido en anestro estacional se encontraron marcadas diferencias
histomorfoldgicas y/o en la expresion de REa, RP, RLH, ROx, COX-2 y MMP-2
entre cérvix craneal y caudal, lo que refleja distintos roles fisiologicos para estas
zonas cervicales.

En conclusion, se demuestra que la mayor capacidad de respuesta a los E del cérvix
ovino alrededor de la ovulacién se asocia con mayor actividad colagenasa y mayor
desagregacion de las fibras y degradacion de colageno, tanto en ciclo estral natural
como inducido en anestro estacional. Se infiere que la desagregacion de las fibras y
degradacién de colageno estimuladas directa o indirectamente por los E, estan
involucradas en la remodelacién de la MEC y contribuyen a la relajacion, dilatacion
y aumento de la penetrabilidad del cérvix al momento de la ovulacién.
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SUMMARY

This thesis is based on five studies, in which, endocrine-molecular, histological and
biochemical aspects involved in the remodeling of extracellular matrix (ECM) and
relaxation of the cervix were investigated. The studies were conducted in ewes
during the estrous cycle in the breeding season and in ewes induced to ovulate during
seasonal anestrus.

Forty six Corriedale ewes were used to perform three experiments: 1) Cycling sheep
during the breeding season were sacrificed on days 1 (n=7), 6 (n=6) or 13 (n=7) after
the estrus detection (Studies I, Il and I11). 2). Seasonal anestrus sheep treated with
GnRH with or without progesterone (P4) priming to induce the ovulation were also
used and were sacrificed without treatment (n=4), when the P4 was removed (n=4) or
one day after the GnRH bolus injection with (n=3) or without (n=4) P4 priming
(Studies 1V and V). 3) Seasonal anestrous ewes treated with the same P4+GnRH
treatment used in the experiment 2 were used and were sacrificed on days 1 (n=6) or
5 (n=5) after GnRH bolus injection (Studies IV and V). In the 3 experiments, blood
samples were collected for estradiol-17p (E2) and P4 determinations by RIA.
Samples of cranial and caudal cervix were obtained at sacrifice for molecular,
histological and biochemical studies. The transcript of estrogen receptor o (ERa
mRNA) was determined by solution hybridization. Estrogen and P4 receptors (ER
and PR, respectively) concentrations were determined by binding assays (Studies |
and 1V). The ERa, LH (LHR) and oxytocin (OXR) receptors and cyclooxygenase-2
(COX-2) in cervical epithelia and stroma were located and quantified by
immunohistochemistry (Study I11). The ECM metalloproteinases -2 and -9 (MMP-2
and MMP-9) were identified and located by immunohistochemistry and the Latent
and Active forms were determined by SDS-PAGE zymography. The collagen fibers
distribution and the collagen concentration were determined by van Giesson
trichrome technique and hydroxyproline spectrophotometric quantification,
respectively (Study 111 and V).

During the estrous cycle in the breeding season, higher cervical ERo mMRNA, ER and
PR concentrations around ovulation -after the E2 preovulatory peak- and lower
concentrations during the luteal phase —under P4 predominance- were found (Study
I). The levels of expression of ERa, LHR, OxR and COX-2 were greater in the
cervical epithelia than in the stroma: increased expression of REa was found in
luminal epithelia around the ovulation, while the highest expression for LHR, OxR
and COX-2 was found during the late luteal phase (Study Il1). The MMP-2 was the
predominant gelatinase in cervix since that the MMP-9 was only detected in less than
9% of the samples. The area occupied by collagen fibers and the collagen
concentration decreased around ovulation, associated with 10 to 20 times increased
in the MMP-2 concentration and activity, produced by stromal fibroblasts (Study
I11). Thus, the preovulatory E, acting through the epithelial ERa, trigger the cascade
of events that induce the increase in collagen disaggregation and enzymatic
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degradation at estrus, showing the coexistence of these two processes in ECM
remodeling mechanisms.

During the seasonal anoestrus, with basal levels of circulating E2 and P4, the ovine
cervix showed a constitutive expression of ERa mRNA, ER PR and MMP-2, which
are expressed differentially in the cranial and caudal zones (Studies 1V and V). In
the cranial cervix, the concentrations of ERo mMRNA, ER, PR and MMP-2 showed
the stimulatory effect of E2 induced by GnRH treatment and the inhibitory effect of
P4, and were higher around the induced ovulation than in the early luteal phase.
However, in the caudal cervix, these levels were lower than in the cranial zone and
were not affected by the treatments, suggesting that the seasonal anoestrus affects the
capacity of response to the E and the collagenolytic potential of MMP-2 dependently
in the cervical zone (Studies IV and V).

As during the estrous cycle, MMP-2 was the predominant gelatinase in the cervix of
sheep in seasonal anestrus. The collagen concentration was lower and the activity of
MMP-2 was higher around the induced ovulation than in the early luteal phase,
suggesting that the increase of preovulatory E, induce the collagen degradation by
stimulating the MMP-2 activity (Study V), while the increase of MMP-2 -E
dependent- during the estrous cycle was demonstrated on both the synthesis and
activity. It is suggested that the P+GnRH treatment to induce ovulation in anestrus
ewes partially reproduces the collagen degradation mechanisms described in cycling
ewes.

In the studies conducted during the natural estrous cycle in the breeding season as
well as in the induced estrous cycle in the seasonal anestrus, histomorphologic
differences and/or in the levels of ER, PR, RLH, ROx, COX-2 and MMP-2
expression were demonstrated between cranial and caudal cervix, reflecting their
different physiological roles.

In conclusion, greater capacity of response to E around ovulation was demonstrated
in the ewe cervix in natural estrous cycle as well as induced estrous cycle in seasonal
anestrus. This greater capacity of response to E is associated with increased
collagenase activity and greater collagen fibers disaggregation and degradation. It is
inferred that the E, directly or indirectly, induce the collagen fibers disaggregation
and degradation, which are involved in the ECM remodeling and contribute to
relaxation, dilatation and increased penetration of the cervix around ovulation.
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Abreviaciones

AA: &cido araquidonico

AMPc: adenosina monofosfato ciclico
APMA: p-aminofenilmercuriato

ARNM: &cido ribonucleico mensajero

CH: compartimentos histologicos

COX: prostaglandina endoperoxido sintasa

E: estrégenos

E>: 17p-estradiol

EDTA: etilendiaminotetraacético

EP receptor: receptor de prostaglandina E2
FSH: hormona foliculo estimulante

GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas
IA: inseminacion artificial

Kd: constante de disociacion aparente

LH: hormonas luteinizante

MEC: matriz extracelular

MMP: metaloproteinasa de la matriz extracelular
Ox: oxitocina

P4: progesterona

PG: prostaglandinas

PGD2: prostaglandina D2

PGEZ2: prostaglandina E2

PGF2a.: prostaglandina F2a

PGH2: prostaglandina H2

PGI2: prostaglandina 12

PLC: fosfolipasa C

RE: receptor de estrogenos

RFSH: receptor de hormona foliculo estimulante
RIA: radioinmunoanalisis

RLH: receptor de hormonas luteinizante
ROX: receptor de oxitocina

RP: receptor de progesterona

SDS: dodecil sulfato sodico

TE: transferencia de embriones

TIMP: inhibidor tisular de las metaloproteinasas de la matriz extracelular
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Introduccion y Antecedentes
El cérvix ovino como barrera biotecnoldgica

La conformacion anatomica particular del cérvix ovino constituye una barrera para la
canulacion transcervical, convirtiéndose en un factor limitante para el desarrollo de
biotecnologias reproductivas como la inseminacion artificial (1A) (Halbert y col.
1990; Campbell y col. 1996) y la transferencia de embriones (TE) (Armstrong y
Evans 1983; Kraemer 1989). En la gran mayoria de las ovejas solo es posible la IA
en el canal cervical caudal, resultando en bajos indices de concepcion (Salamon y
Maxwell 2000). La tasa de nacimientos en la inseminacion cervical cuando se utiliza
semen congelado raramente supera el 50% (King y col. 2004, datos nacionales en
Fierro y col. 2013) y éstos resultados mejoran con el aumento en la profundidad de la
canulacion cervical (Salamon y Maxwell 2000). La aplicacion de 1A con semen
congelado directamente en el cuerno uterino mediante laparotomia o laparoscopia ha
mejorado los indicadores reproductivos, pudiendo alcanzar el 70% de nacimientos
(Salamon y Maxwell 2000, datos nacionales en Fierro y col. 2013). A su vez, para la
TE, tanto la obtencion como la deposicion de los embriones es criticamente
dependiente del acceso intrauterino, para lo cual se utiliza la laparoscopia (Cognie
1999, revisado en Menchaca y col. 2010). El acceso transcervical al Gtero se presenta
como la alternativa mas eficiente y menos costosa, por lo que conseguir la dilatacién
cervical ha sido objeto de estudios en los ultimos afios (revisiones de Robinson y col.
2011; Candappa y Bartlewsky 2012; Candappa y Bartlewsky 2014). Los primeros
estudios apuntaron a desarrollar instrumental de inseminacidn especial para dilatar el
cervix, con aumentos escasos en la fertilidad. Posteriormente los estudios se
dirigieron a la induccion hormonal de la dilatacién cervical, todavia en fase
experimental.

Se ha propuesto que el cérvix ovino en la estacion reproductiva presenta mayor grado
de relajacion, dilatacion y penetrabilidad durante la fase folicular que durante la
luteal, caracteristicas que han sido asociadas a los mayores niveles de E y
gonadotrofinas preovulatorios (Kershaw y col. 2005; Leethongdee y col. 2007). En
acuerdo con éste planteo, los esfuerzos estan dirigidos a profundizar en el
conocimiento de los mecanismos endocrinos, moleculares y bioquimicos que
provocan la relajacion y la dilatacion e incrementan la penetrabilidad cervical, a los
efectos de avanzar en biotecnologias reproductivas tanto en estacion reproductiva
como en el anestro estacional ovino.

Morfologia del cérvix ovino

El cérvix de la oveja es un organo tubular y fibroso, de 5 a 10 cm de largo
dependiendo de la raza, compuesto principalmente de tejido conectivo con
predominio de coldgeno y musculo liso, con una capa serosa exterior y el epitelio
luminal interior (Moré 1984). Hacia la luz, los pliegues de la mucosa forman 5 a 7
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anillos excéntricos en forma de embudo con el vértice hacia caudal, que ocluyen la
luz del canal cervical (Halbert y col. 1990; Kershaw y col. 2005; Nagvi y col. 2005).
En su eje longitudinal se pueden diferenciar al menos dos regiones (Halbert y col.
1990; Kershaw y col. 2005). La region caudal, va desde el orificio cervical externo
hasta el tercer o cuarto anillo, los que estan muy desarrollados, constituyéndose en la
principal barrera para la canulacion transcervical. La region craneal, contigua al
cuerpo uterino, posee anillos méas pequefios y definidos. Existe una gran variabilidad
en la morfologia cervical entre razas, categorias e individuos, tanto en las
dimensiones del 6rgano, nimero y alineacién de los anillos, como en la disposicion
de pliegues de la mucosa vaginal que obstruyen el orificio cervical externo (Halbert y
col. 1990; Nagvi y col. 2005; Kershaw y col. 2005).

Desde el punto de vista histolégico, el cérvix ovino es un oOrgano de gran
complejidad. La capa mucosa esta revestida por epitelio luminal columnar por debajo
del cual se encuentra un conjuntivo laxo. La mucosa se organiza en largos pliegues
arborescentes, en la base de los cuales se abren glandulas tubulares (Lightfoot y
Adams 1979). La presencia de glandulas tubulares no ha sido confirmada puesto que
Moré (1984) no encontrd evidencias de las mismas. El estroma incluye dos capas de
tejido conjuntivo hacia la luz, una més laxa y otra mas densa y 3 a 5 capas de
muasculo liso hacia la periferia (Moré 1984). Los diferentes tipos celulares que
componen las capas del tejido cervical se comunican entre si en forma autocrina y/o
paracrina para modificar la composicién de la matriz extracelular (MEC) (Schmitz y
col. 2006).

Los componentes mayoritarios de la MEC cervical son el colégeno fibrilar y los
glucosaminoglucanos, que se encuentran formando parte de complejos
proteoglucanos de alto peso molecular o en forma libre, como el acido hialurénico
(Golichowski y col. 1980; Fosang y Handley 1988; Uldbjerg 1989; Kershaw-Young
y col. 2009). Las interacciones bioquimicas entre estos elementos estructurales son
criticas para el proceso de remodelacion del cérvix que resulta en su dilatacién
(Word y col. 2007; Myers y col. 2008).

El cérvix en diferentes estadios reproductivos

El cérvix de los mamiferos experimenta profundos cambios morfologicos y
funcionales, los que estdn modulados por variaciones en las concentraciones de
hormonas en los diferentes estadios reproductivos (Gorodeski 1996; Gibb y col.
2006; Word y col. 2007). La mayoria de los estudios sobre los mecanismos
hormonales de la remodelacion del tejido cervical se han realizado en humanos y
especies de laboratorio durante la gestacion y fundamentalmente al parto, cuando se
registra el maximo de dilatacion cervical (Word y col. 2007).
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Gestacion y parto

La dilatacion del canal de parto es consecuencia de un profundo proceso de
remodelacion del tejido conectivo cervical, proceso dependiente del entorno
hormonal, que culmina con la expulsion del feto (Fuchs y Fuchs 1984; Hayashi
1993; Leppert 1995; Word y col. 2007). En la oveja a término, luego de un periodo
prolongado de altos niveles de P4 durante la gestacion, el cortisol fetal aumenta e
induce la sintesis de prostaglandina E2 (PGE2) placentaria que, a su vez, aumenta la
capacidad de la placenta para convertir la P4 a andrdgenos y éstos a E (Challis y col.
2000). Como resultado, la concentracion circulante de P4 disminuye, a la vez que se
eleva la de E. Este cambio en la relacion E/P estimula la produccion de
prostaglandina F2a (PGF2a) y PGE2 uterina y de PGE2 cervical, la cual es reforzada
por la participacion de la oxitocina (Ox) liberada por la neurohipofisis materna y el
establecimiento del reflejo de Fergusson en el trabajo de parto (Gibb y col. 2006;
Weems y col. 2006). La PGE2 actuando a través de sus receptores cervicales, media
la relajacion del muasculo liso y la sintesis de glucosaminoglucanos en el cérvix, en
particular del &cido hialurénico (Challis y col. 2000). EI &cido hialurénico es un
glucosaminoglucano mayormente libre (no asociado a los peptidoglucanos) muy
higroscopico y que, al acumularse entre las fibras de colégeno, interfiere con la
formacion de los puentes de hidrogeno que estabilizan la superestructura del
tropocolageno, desagregandolo y elongandolo (Winkler y col. 1997; Winkler y Rath
1999; Ruscheinsky y col. 2008; Yang y col. 2011; Anandagoda y col. 2012).
Ademas, en cérvix humano al parto, se ha descrito la participacion de la PGE2 en un
proceso de tipo inflamatorio, donde la infiltracion de leucocitos, produccion de
interleuquinas y la activacion de colagenasas remodelarian la MEC y que
desembocaria en la apertura del canal del parto (Wang y Stjernholm 2007; Myers
2012).

Ciclo estral de la oveja

Las ovejas son poliéstricas estacionales, con ciclos estrales de 16 y 17 dias de
intervalo inter-estro que ocurren en el verano y el otofio (estacion reproductiva)
(Goodman e Inskeep 2006; Bartlewski y col. 2011). El ciclo estral de la oveja es
coordinado por interacciones hormonales entre el cerebro (hormona liberadora de
gonadotrofinas, GnRH), la hipofisis (hormona luteinizante, LH y hormona foliculo
estimulante, FSH), los ovarios (foliculos: E e inhibina; cuerpo liteo: P4y Ox) vy el
utero (PGF2a) (por revision ver Goodman e Inskeep 2006). El aumento de la
pulsatilidad de la GnRH hipotaldmica estimula el aumento de la pulsatilidad de LH
que, en sinergia con la FSH, inducen el crecimiento de una onda folicular con el
consiguiente aumento de E circulantes (fase folicular). El establecimiento de una
retroalimentacion positiva entre los E y las gonadotrofinas desemboca en la
produccion del pico preovulatorio de E, la descarga de LH y la ovulacién del foliculo
dominante (dia O del ciclo estral). Durante la fase folicular, el aumento en la relacién
E/P es importante para la manifestacion estral (puede haber o no). El estro en la
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oveja dura de 24 a 36 h y la ovulacion, que es espontanea, ocurre hacia el final del
estro (Goodman e Inskeep 2006). Luego de la ovulacién, el remanente folicular
comienza su transformacion en cuerpo lateo (luteinizacién). A medida que el cuerpo
luteo se desarrolla (fase luteal), las concentraciones circulantes de P4 aumentan y se
diferencian de los niveles basales a partir del dia 5-6 del ciclo estral. Las altas
concentraciones de P4 circulantes durante la fase luteal mantienen inhibida la
retroalimentacion positiva entre PGF2a uterina y la Ox ovarica. En la oveja no
gestada, entre los dias 11 y 13 del ciclo estral, la P4 pierde su capacidad inhibitoria,
desencadenando el mecanismo de destruccion del CL (lute6lisis). La destruccion del
cuerpo luteo (dias 14-15 del ciclo) lleva a la caida de los niveles de P4 circulantes y
comienza una nueva fase folicular.

Durante el estro (momento de aplicacion de la 1A) el cérvix se encuentra levemente
relajado y edematoso. Kershaw y col. (2005) reportaron que la penetrabilidad del
cérvix ovino fue mayor en ovejas durante la fase folicular que en la luteal, sugiriendo
que los altos niveles de E circulantes estimularian la relajacion cervical y la elevada
concentracion de P4 en la fase luteal ejerceria un efecto contrario. Al momento de
realizar la TE tanto la oveja donante como la receptora se encuentran en la fase lutea
temprana (alrededor de los dias 6-7 del ciclo estral), con un cuerpo lateo funcional y
produciendo cantidades crecientes de P. En éste momento, el cérvix se encuentra
firme y cerrado (Candappa y Bartlewsky 2012).

Anestro estacional de la oveja

El anestro estacional de la oveja Corriedale se extiende de junio-enero (Hemisferio
Sur 33-34° de Latitud (Rodriguez Iglesias y col. 1993). Si bien durante el anestro
existen ondas de crecimiento folicular similares a las de la estacion reproductiva, la
ovulacién no ocurre (Souza y col. 1996; Malpaux 2006) debido a la baja frecuencia
de pulsatilidad de la secrecion de LH (Ravindra y Rawlings 1997). Esto determina
que los E se encuentren en concentraciones basales y, al no haber ovulacion ni
formacion de cuerpo ldteo, la P4 también permanezca basal. Durante el anestro
estacional, el cérvix permanece cerrado y la produccion de mucus cervical es escasa
(Adams 1979).

Hormonas, mecanismos de accion y funcion cervical
Estrogenos, Progesterona y sus receptores especificos

El cérvix es un 6rgano blanco de la accion de las hormonas esteroideas ovarica y estas
hormonas comandan las diferentes funciones del 6rgano. Desde las décadas 70 y 80 se
han reportado evidencias del efecto de los esteroides ovaricos sobre la fisiologia
cervical. Las hormonas esteroideas ovaricas mostraron tener efecto sobre la capacidad
cervical de retener los espermatozoides luego de la IA, el flujo sanguineo (Allison y
Robinson 1972; Croker y col. 1975; Brown y Mattner 1977), la composicion del

4



Tesis de Doctorado, Dr. Marcelo Rodriguez Pifion (DMTV — MSc)

mucus (Wergin 1979) y la actividad mioeléctrica (Garcia-Villar y col. 1982). Incluso,
el cérvix mostrd ser blanco de la accién de los fitoestrdgenos, sufriendo alteraciones
profundas e irreversibles en corderas cuando el consumo es prolongado (Allison y
Robinson 1972; Adams 1986; Adams y Sanders 1993).

Los E y la P4 ejercen sus acciones gendmicas a través de sus proteinas receptoras
especificas (RE y RP, respectivamente), localizadas en el ndcleo de las células de los
tejidos efectores (Couse y col. 2006). La unién de E y P4 a su receptor resulta en la
formacion de un complejo hormona-receptor con actividad de factor de transcripcion,
capaz de modular la expresion de genes especificos de la accion de E y P4 (Couse y
col. 2006). La capacidad de respuesta de los tejidos efectores a una determinada
hormona depende de la concentracion de la hormona circulante, de la concentracion
tisular del receptor y de la afinidad de la hormona por su receptor (Clark y col.
1992). La regulacion de la expresion de RE y RP la ejercen los propios E y P,
estimulando o inhibiendo la expresion de los genes que los codifican (Couse y col.
2006). En general se ha demostrado que el complejo E-RE estimula la expresion de
RE y RP, mientras el complejo P-RP inhibe la expresion de ambos receptores (Ing y
col. 1993; Couse y col. 2006). Se han descrito dos tipos de RE, llamados o y 3 que
estaan codificados en distintos genes y que tienen estructura molecular y funcion
diferente (Kuiper y col. 1997, Couse y col. 2006). EI REa es predominante en Utero y
en cérvix de roedores (Wang y col. 2000; Gorodeski y Pal 2000) y de oveja (Morrison
y col. 2003) (por revision ver Meikle y col. 2004). EI REp fue reportado en Utero de
roedores (Wang y col. 2000) y oveja (Morrison y col. 2003), pero no fue detectado en
cérvix ovino. Se ha propuesto que, ademas de las acciones gendmicas de E y P4, que
tardan minutos, horas o incluso dias, las hormonas esteroideas ovaricas pueden tener
acciones no genémicas, caracterizadas por una duracion de segundos y que estarian
mediadas por receptores de membrana (Revelli y col. 1998; Stormshak y Bishop
2008). No se han reportado acciones de E o P4 a través de receptores de membranas en
CErvix.

La sensibilidad del cérvix ovino a los E y a P4, en términos de la capacidad de unién
de dichas hormonas a sus receptores especificos, fue reportada por primera vez en
ovejas prepuberes (Meikle y col. 2001). En dicho experimento, la administracion de E>
0 de P4 aumentd las concentraciones de ARNm REa y RP ARNm, sin afectar la
concentracion de RE y RP. En un estudio posterior, utilizando muestreos cervicales
seriados luego del tratamiento con E», se describié que el efecto inductor del E> sobre
la transcripcion de REa y RP se traducia en un efecto bifasico (disminucion seguida de
aumento) sobre la capacidad de union a las proteinas receptoras de E y P4 (Rodriguez-
Pifion y col. 2005). En ovejas adultas, en postparto durante la estacion reproductiva, la
concentracion de RE y RP en cérvix fue baja en el posparto inmediato y aumenté en el
posparto tardio (Rodriguez-Pifion y col. 2000), en asociacion con el reinicio de la
actividad ovarica (Tasende y col. 1996). Estos resultados estan de acuerdo con la
regulacion aceptada para RE y RP por parte de E y P. La capacidad de unién de E y P4
a sus receptores (RE y RP) en cérvix de ovejas durante el ciclo estral y en ovejas en
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anestro estacional no ha sido reportada, aunque la inmunosefial de RE y RP fue
detectada solo en los primeros 3 dias luego del estro en cérvix de ovejas ciclando
(Zhao y col. 1999). En este trabajo, la inmunosefial de RE se restringio al epitelio
luminal y la de RP abarco la capa muscular, ademas del epitelio luminal (Zhao y col.
1999). Por otra parte, en cérvix bovino, la inmunoreactividad a RE y RP fue mayor en
el estroma profundo respecto al estroma subepitelial y al epitelio luminal, y fue
mayor en la regioén caudal que en la craneal (Breeveld-Dwarkasing y col. 2000,
2002). En cérvix de ovejas en anestro estacional no fue detectado inmunomarcado a
RE, mientras que a RP fue observado solo en musculo liso y epitelio luminal (Zhao y
col. 1999). En conjunto estos antecedentes sugieren que los RE y RP cervicales
estarian sometidos a complejos mecanismos de regulacion en los que participan los E y
la P4 circulantes, asi como otras hormonas y factores locales dependientes de los
diferentes tipos celulares y regiones cervicales.

Gonadotrofinas y sus receptores especificos

Los niveles circulantes de LH y FSH durante el ciclo estral presentan patrones muy
bien establecidos y cumplen roles fundamentales en el desarrollo folicular, la
ovulacion y el mantenimiento del cuerpo lGteo (Baird y McNeilly 1981; Goodman e
Inskeep 2006). La LH y la FSH son hormonas glucoproteicas compuestas por dos
subunidades diferentes (o y ) unidas no covalentemente, que ejercen su accion a
través de sus receptores especificos de membrana (RLH y RFSH) acoplados a
proteinas G (Catt y Dufau 1991). A partir de la primera comunicacion de la
existencia de receptores a gonadotrofinas en tejidos diferentes de las gonadas (Ziecik
y col. 1986), comenzaron los estudios para aclarar cuales podrian ser los nuevos roles
bioldgicos de éstas hormonas en tejidos extragonadales.

En Gtero, los sitios de uniéon a LH/hCG (RLH) y/o sus ARNm fueron reportados en
varias especies, incluyendo humano, primate, cerda, vaca y oveja (revisado en Fields
y Shemesh 2004). En bovino, la accién de la LH a través del RLH endometrial fue
asociada a la produccion de PGF2a, adjudicandosele un rol en el comienzo del
proceso luteolitico (Fields y Shemesh 2004). En cambio, en ovino, se le adjudicd un
efecto luteotréfico a traves de la produccion de PGE2 (Weems 'y col. 2003).

En cérvix, el RLH también fue reportado en varias especies (Ziecik y col. 2005). En
cérvix bovino, altos niveles de RLH y de su transcripto fueron encontrados en la fase
luteal (Fields y Shemesh 2004) y estudios in vitro demostraron que el tratamiento
con LH de tejido cervical inducia la produccion de PGE2 (Mizrachi y Shemesh
1999). En el mismo trabajo se describié que el RLH regula la produccion de PGE2
mediante las vias de sefializacion del AMPc y de la fosfolipasa C (PLC). En cérvix
de ovejas sincronizadas, se reportaron altos niveles del RLH ARNm en epitelio
respecto al estroma subepitelial (Leethongdee y col. 2010), pero la proteina RLH y
su ubicacion histoldgica no ha sido reportada. Aun no es claro el rol de los
componentes del sistema LH/PGE2 en la fisiologia del cérvix.
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Oxitocina y su receptor de membrana

Se ha reportado que la oxitocina estimula la contractilidad cervical en la oveja al
estro (Ayad y Leung 2004) e induce la dilatacion cervical en la gestacion a termino en
la mujer (MacKenzie 2006). En cérvix bovino, se ha reportado in vivo e in vitro que
la Ox causa una estimulacion selectiva de la liberacion de PGE2 cervical,
postuldndose que los componentes del sistema Ox/PGE2 estaria involucrado en
algunas funciones cervicales como la dilatacion cervical, la capacitacion espermatica
e incluso como soporte luteotréfico (Fuchs y col. 1996; Shemesh y col. 1997; Fuchs
y col. 2002).

La Ox es un oligopétido sintetizado en la neurohipdéfisis y en el cuerpo lateo que
ejerce su accion a través de su receptor de membrana especifico (ROX) (por revision,
ver Gimpl y Fahrenholz 2001). En cérvix ovino, la expresion del ROx estaria
regulada por los niveles circulantes de E y P4 (Matthews y Ayad 1994). La
concentracion del ROx cervical medida por ensayos de union aument6 al momento
de la lutedlisis y permanecio alta al estro, descendiendo posteriormente en la fase
luteal y fue mayor en el estroma profundo que en la capa mas superficial, que
incluyd el epitelio (Matthews y Ayad 1994). Sin embargo, utilizando autoradiografia,
los mismos autores detectaron el ROx solo en el epitelio luminal (Matthews y Ayad
1994). Por otra parte, Falchi y Scaramuzzi (2012) encontraron mayor expresion de la
proteina ROX en cérvix luego de la descarga prevulatoria de LH en ovejas ciclando.
Estas aparentes contradicciones dejan planteada la interrogante sobre la expresion y
localizacion tisular del ROx en el cérvix de la oveja.

Prostaglandinas y Ciclooxigenasas

Las PG son hormonas lipidicas que cumplen importantes roles en la funcion
reproductiva (Smyth y col. 2009). Las PG se sintetizan a partir del acido
araquiddnico (AA) de la membrana plasmatica, que es convertido a prostaglandina
H2 (PGH2) por la ciclooxigenasas (COX) (Charpigny y col. 1997). La PGH2 es
isomerizada por varias prostagladinas sintasas tejido especificas para formar las PG
activas: PGI2, PGE2, PGD2, PGF2a y trombohexano (Smyth y col. 2009). Se han
descrito dos isoenzimas de la COX, llamadas COX-1 y COX-2 (Dewitt y col, 1988).
La COX-1 se expresa en forma constitutiva en la mayoria de los tejidos, mientras que
COX-2 es regulada por hormonas, siendo una enzima clave en la sintesis de PG
(Charpigny y col. 1997). En cérvix de ovejas gestadas, la expresion de COX-2
aumento al final de la gestacién (Wu y col. 2005), tras una prolongada exposicién a
la P4 y coincidiendo con el pico de E2 previo al parto (Gibb y col. 2006). La
administracion de E> y de P4 a ovejas ovariectomizadas aumento el transcripto y la
proteina COX-2, exclusivamente en el epitelio cervical (Zhang y col. 2007). En
ovejas ciclando, bajo el predominio estrogénico durante el periodo preovulatorio, el
transcripto de COX-2 aumento solo en el estroma cervical (Kershaw y col. 2007).
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Estos antecedentes ponen en evidencia que aun no estd clara la regulaciéon de la
expresion de COX-2 cervical durante el ciclo estral ovino y su localizacidn tisular.

Las PG podrian mediar la dilatacion del cérvix ovino, puesto que su administracion
aumento la extensibilidad cervical (capacidad del tejido de deformarse al ser
sometido a traccion) (Ledger y col. 1983), efecto que fue bloqueado mediante la
administracion de inhibidores de la sintesis de PG (Ledger y col. 1985) en
experimentos ex vivo. Ellwood y col. (1980) detectaron aumento de la produccion de
PGE2 en cultivo de tejido cervical ovino al parto, sugiriendo que la PGE2 esta
involucrada en la dilatacion cervical. La PGE2 actla a través de receptores de
membrana acoplados a proteina G (receptores EP), de los cuales se han descrito
cuatro subtipos: EP1 al EP4 (Konya y col. 2013). EIl tratamiento con E> a ovejas
ovariectomizadas aumentd la expresion de COX-2 y EP4 (Kershaw-Young y col.
2010) y, mas recientemente, el tratamiento con E; de explantes cervicales obtenidos
de ovejas durante la fase folicular aumenté la expresion de COX-2 (Falchi y
Scaramuzzi 2015).

Mecanismos de dilatacion cervical

La dilatacion cervical es la culminacion de un proceso precedido por el
ablandamiento y remodelacion del 6rgano, basado en modificaciones en la
composicion de la MEC del conjuntivo cervical. La MEC cervical contiene
principalmente fibras de colageno (Moré 1984), que le confieren su rigidez
caracteristica. Se ha propuesto que modificaciones tales como la desagregacion y/o
degradacién de las fibras de coladgeno estan en la base de la dilatacion cervical al
parto (por revision ver Gibb y col. 2006). La desagregacion de las fibras de colageno
es consecuencia de la acumulacién de glucosaminoglucanos como los hialuronatos,
cuyo efecto higroscopico rompe los puentes de hidrégeno que estabilizan la
superestructura de la fibra. La degradacion del colageno es consecuencia de la accién
de proteasas especificas, llamadas genéricamente colagenasas.

Metaloproteinasas de la matriz extracelular

La homeostasis de la MEC es mantenida, en parte, por la accion de una familia
especifica de enzimas proteoliticas llamadas metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMP) y por la presencia de sus inhibidores tisulares (TIMP) (por
revision ver Curry y Osteen 2003; Nagase y col. 2006; lyer y col. 2012). La familia
de las MMP estd compuesta por mas de 20 isoenzimas que degradan los
componentes de la MEC y de la membrana basal de manera zinc-dependiente. La
expresion de las MMP esta controlada por citoquinas inflamatorias, factores de
crecimiento, hormonas e interacciones célula-célula y dicho control es a nivel,
transcripcional y post-transcripcional y es especifico de tejido (Nagase y col. 2006).
La actividad de la mayoria de las MMP es baja o despreciable en la mayoria de los
tejidos y esta regulada por el equilibrio entre su sintesis y su degradacion y por la
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activacion de la pro-enzima (forma latente, L) en la forma activada (A) mediante
protedlisis limitada. El balance entre la sintesis, degradacion y activacion de las
MMP vy la sintesis y degradacion de los TIMP es critico para la remodelacion de la
MEC (Curry y Osteen 2003; Nagase y col. 2006). En el tracto reproductivo de los
mamiferos, la actividad de las MMP y la de los TIMP esta regulada por hormonas,
factores de crecimiento y citoquinas (Yoshida y col. 1993 y 2002; Hulboy y col.
1997; Curry y Osteen 2003), en particular por la PGE2 (Wallis y Hillier 1981 y
1982; Osmers y col. 1991; Rath y col. 1993; Challis y col. 2000; Wang y Stjernholm
2007; Perry y col. 2010 y 2012).

Las mayoria de las MMP comparten los siguientes dominios (Figura 1): péptido
sefial, necesario para su transporte extracelular; prodominio en la forma L o
proMMP, que es eliminado cuando se activa resultando en la forma A; dominio
catalitico, que tiene un sitio de unién al Zinc y un sitio de union para el sustrato;
region bisagra y dominio hemopexina, que media las asociaciones con los
componentes de la MEC e inhibidores. Las MMP difieren en aquellos dominios
encargados del reconocimiento y la especificidad de union al sustrato (Curry y
Osteen 2003).

)

1 PRO CATAL “DI\ HEMOPEXINA
PS FN RB

Figura 1. Estructura de los dominios de las Gelatinasas (MMP-2 y MMP-9). PS,
péptido sefial; PRO, prodominio; Catal, dominio catalitico; RB, region bisagra;
Hemopexina, dominio Hemopexina y FN, dominio similar a fibronectina (adaptado
de Krizkovay col. 2011).

Las MMP-1, MMP-8 y MMP-13 (colagenasas) son capaces de degradar el coldgeno
fibrilar, que se desnaturaliza parcialmente convirtiéndose en gelatina. Las MMP del
grupo de las gelatinasas (o colagenasas tipo V) las llamadas MMP-2 y MMP-9 (o
Gelatinasas A y B, respectivamente), contienen una secuencia similar a la
fibronectina (FN, Figura 1) en su dominio catalitico que les confiere mayor
capacidad de degradar el colageno parcialmente desnaturalizado respecto a las otras
MMP (Hulboy y col. 1997; Curry y Osteen 2003; Krizkova y col. 2011). La
capacidad de las MMP-2 y MMP-9 de degradar el colageno parcialmente
desnaturalizado les confiere un rol en aquellos procesos donde se producen grandes
modificaciones de la MEC, como son los cambios ciclicos del endometrio durante el
ciclo estral (Mitko y col. 2008; Mishra y col. 2010) o la dilatacion cervical al parto
(Stygar y col. 2002).
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Remodelacion de la Matriz Extracelular Cervical

La importancia de la desagregacion de las fibras de coldgeno y/o de su degradacion
en la remodelacion de la MEC cervical difiere entre especies y situaciones
fisioldgicas (Leppert y col. 1995). En experimentos de biomecéanica realizados en
rata gestadas a término se encontré aumento en la extensibilidad, distensibilidad (o
plasticidad, capacidad de volver a su forma original luego de ser sometido a la
traccion) y en la resistencia cervical (capacidad de soportar la traccion sin romperse)
(Buhimschi y col. 2004). Los autores sugirieron que estas modificaciones no podrian
ser atribuidas al aumento en la actividad colagenasa, puesto que la degradacién de las
fibras de colageno disminuiria la distensibilidad y la resistencia. Por el contrario, en
ratona gestada a término, se encontré un aumento en la degradacién del colédgeno
concomitante con un aumento en la distensibilidad cervical al aproximarse el parto
(Gonzalez y col. 2011). En cérvix humano, Wallis y Hillier (1981) reportaron que
explantes cultivados in vitro sintetizan espontaneamente enzimas colagenoliticas
cuya actividad es regulada en parte por E y P4. También en cérvix humano, la
relacion colagenasa/inhibidor de colagenasa aumenta desde la Ultima etapa de la
gestacion hasta el parto (Rajabi y col. 1988). En particular, se detect6 el aumento de
las isoenzimas MMP-2 y MMP-9 en el cérvix de la mujer durante el trabajo de parto
(Stygar y col. 2002) y también en cérvix bovino a término (van Engelen y col. 2008).
En cérvix de cobaya gestada a término, estudios in vitro demostraron que células del
epitelio cervical producen factores de bajo peso molecular, capaces de estimular la
actividad colagenasa en el estroma (Rajabi y Singh 1995). Ademas de los E y la P4,
hay evidencias que involucran a otros factores como reguladores de la actividad de
desagregacion o degradacion de las fibras de colageno cervical. En rata a término se
reportd que los niveles cervicales de la MMP-9 aumentan luego de la administracién
de PGE2 (Lyons y col. 2002). En conejas prefiadas, la aplicacion local de acido
hialurénico indujo la remodelacion cervical, concomitante con estimulacion de la
actividad colagenasa (EI Maradny y col. 1997). En conjunto, las evidencias sugieren
la coexistencia de ambos procesos: la desagregacion y la degradacion del colageno,
donde la desagregacién de las fibras de colageno aumentaria su susceptibilidad al
ataque de las enzimas colagenoliticas (Flint 1972). La importancia relativa de cada
proceso seria dependiente de la especie y de la situacion reproductiva.

En oveja, los antecedentes de la desagregacion y degradacion del colageno cervical
son contradictorios. Si bien se reportdo que la concentracion de colageno cervical
durante la gestacion hasta el parto disminuye (Fosang y col. 1984; Regassa y Noakes
2001) o permanece constante (Aughey y col. 1983; Fosang y Handley 1988), no se
encontraron variaciones de la actividad colagenasa durante la gestacion (Raynes y
col. 1988a y b). A su vez, Fosang y Handley (1988) reportaron que la sintesis de
acido hialurénico, aumentd 10 veces al parto en relacion a la gestacién temprana. La
extrapolacion de los procesos involucrados en la remodelacion de la MEC durante la
gestacion y el parto a lo que ocurriria en la oveja no gestada ciclando no puede ser
realizada directamente, ya que el entorno hormonal y las funciones del cérvix son
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diferentes en dichas situaciones reproductivas. Si bien existe una inversiéon de la
relacion E/P circulantes, tanto antes del parto (Challis y col. 2000) como antes de la
ovulacion (Goodman e Inskeep 2006), el aumento del cortisol fetal y de
prostaglandinas (PG) placentarias, asi como el establecimiento del reflejo de
Fergusson al parto son condiciones endocrinas exclusivas del parto. Ademas, durante
el ciclo estral, existen variaciones ciclicas de LH y FSH que son determinantes en el
crecimiento folicular, ovulacion y luteinizacion, que no se perciben durante la
gestacion y el parto en la oveja (Kuijper y col. 2013). Por lo tanto, es necesario
profundizar sobre los mecanismos hormonales de dilatacion cervical en ovinos en las
situaciones reproductivas fuera de la gestacion y el parto.

En ovejas ciclando, la PGE2 indujo la desagregacion de las fibras de colageno al
estro mediante la induccion de la sintesis y acumulacion de acido hialurénico
(Kershaw y col. 2007; Leethongdee y col. 2010, Perry y col. 2010 y 2012). Hasta el
momento, no se ha caracterizado la actividad colagenasa en cérvix de ovejas ciclando
y las MMP aln no han sido reportadas. El estudio de las bases endocrinas y
bioquimicas de la remodelacion del cérvix ovino durante el ciclo estral, tanto natural
como inducido durante el anestro estacional, aportara nuevos conocimientos para
orientar la estrategia de manipulacion hormonal de la penetrabilidad cervical.
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Hipotesis y objetivos
Hipotesis

La hipotesis es que la remodelacion de la MEC cervical de la oveja durante el ciclo
estral natural e inducido en el anestro estacional, involucra una cascada de sefiales
enddcrinas y moleculares en las que participan las hormonas esteroideas ovaricas, 1os
sistemas LH/prostaglandinas y Oxitocina/prostaglandinas y que culmina en la
desagregacion y degradacion de las fibras de colageno que permiten la dilatacion
cervical. La sensibilidad del cérvix a las hormonas que integran ésta cascada de
sefiales enddcrinas y la remodelacion del colageno cervical, son dependientes del
tipo celular y de la zona cervical en relacion al eje longitudinal.

Objetivo general

El objetivo general es contribuir al conocimiento de los mecanismos endécrino-
moleculares y bioquimicos involucrados en la remodelacion de la MEC vy la
dilatacion del cérvix de la oveja.

Obijetivos especificos
En ovejas durante el ciclo estral natural en la estacion reproductiva:

1. Determinar la expresion del ARNm REa y la capacidad de unién de RE y RP a
sus hormonas correspondientes en el tejido cervical en los dias 1, 6 y 13 luego
de detectado el estro (dia 0) (Estudio I).

2. Estudiar la localizacion y la distribucion cervical de REa, ROx, RLH y COX-2
en los dias 1, 6 y 13 luego de detectado el estro (dia 0) (Estudio II).

3. Determinar el contenido y la distribucion del colageno y la distribucién y
actividad de las MMP-2 y MMP-9 en cérvix en los dias 1, 6 y 13 luego de
detectado el estro (dia 0) (Estudio I11).

En ovejas durante el ciclo inducido con GnRH y P en el anestro estacional:

4. Determinar la expresion del ARNm REa y la capacidad de union de RE 'y RP a
sus hormonas correspondientes en el tejido cervical luego de la induccion de la
ovulacion con GnRH con o sin P4 previa (Estudio 1V).

5. Estudiar el contenido y la distribucion del colageno y actividad de las MMP-2 y
MMP-9 en cérvix luego de la induccion de la ovulacion con GnRH con o sin P4
previa (Estudio V).
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Estrategia de investigacion

Para testear la hipotesis y cumplir con los objetivos, se realizd un experimento
(Experimento 1) durante la estacion reproductiva, utilizando ovejas adultas ciclando
en las cuales se obtuvo suero y tejido cervical a lo largo del ciclo estral natural
(Publicacones I, 11 y I1l1). Se realizaron dos experimentos durante el anestro
estacional (Experimentos 2 y 3), obteniendo suero y tejido cervical de ovejas adultas
antes y luego del tratamiento con P4 y GnRH para inducir la ovulacion. Entre las
distintas herramientas tecnoldgicas disponibles para la induccion de la ovulacion en
ovejas durante el anestro estacional, se eligié la administracion de multiples dosis
pequefias de GnRH previo tratamiento con P4. Este es un protocolo experimental de
induccion a la ovulacion que produce niveles fisiologicos preovulatorios de
gonadotrofinas, sincroniza la ovulacién con alta eficiencia y produce baja incidencia
de fases luteales cortas o subnormales (Tasende y col. 2005a, Publicaciones IV y
V).

En los tres Experimentos se obtuvieron muestras de tejido cervical un dia luego de
detectado el estro (Experimento 1) o luego del momento esperado de la ovulacion
(Experimentos 2 y 3), cuando se aplica la IA y durante la fase lGtea temprana
(Experimento 1 y 3), cuando se realiza la TE. Se determinaron las concentraciones
circulantes de E> y P. Considerando los antecedentes de la existencia de una
regionalizacion morfoldgica, enddcrino-molecular y funcional del cérvix ovino en su
eje longitudinal, todos los estudios tisulares fueron realizados en las regiones craneal
y caudal del cérvix ovino y comprendieron la determinacion de los niveles de
receptores hormonales (RE, RP, ROx, RLH), COX-2, niveles de colageno y
actividad y expresion de las MMP-2 y MMP-9.

Materiales y métodos

Disefios experimentales

Los tres Experimentos fueron realizados en el Campo Experimental No 1 de la
Facultad de Veterinaria (Migues, Canelones, Uruguay; 35°S), avalados por la
Comision de Etica en Experimentacion Animal de la Facultad de Veterinaria y la
Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA), UDELAR. Todos los
animales, de raza Corriedale, permanecieron bajo luz natural, pastando campo
natural y disponibilidad de agua ad libitum. EI Experimento 1 se realizd durante la
estacion reproductiva entre los meses de febrero y marzo. En los Experimentos 2 y 3
se utilizaron ovejas en anestro estacional, condicion confirmada mediante la
introduccion en la majada de carneros vasectomizados y tizados durante los 2 meses
previos al experimento, realizados en setiembre. En los tres Experimentos se obtuvo
suero de las muestras de sangre periférica que luego se almacend a —20-C hasta las
determinaciones de hormonas circulantes.
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Experimento 1. Ciclo estral natural (Estudios I, 11 y I11).

Veinte ovejas Corriedale adultas fueron sincronizadas con dos dosis, separadas por 6
dias, de un andlogo de la PGF2a intra-muscular (i.m.) (150ug, Glandinex,
Laboratorio Universal, Montevideo, Uruguay). Desde el dia 10 luego de la segunda
dosis de PGF2a, se introdujeron 2 carneros vasectomizados y tizados y se detecto
estro cada 12 h (dia del estro = dia 0). Las ovejas se sacrificaron en los dias 1 (n=7),
6 (n=6) o0 13 (n=7) luego de la deteccion del estro.

Todas las ovejas sacrificadas en el dia 1 tuvieron un foliculo roto en la superficie
ovarica y a los dias 6 y 13 tuvieron un cuerpo liteo (Publicacion 1). Las
concentraciones de P4 circulantes fueron basales al dia -1 y aumentaron a partir del
dia 3 hasta el 13. Las concentraciones de E> fueron méaximas 24 a 8 h previo a la
deteccion del estro (fase folicular) y luego se mantuvieron en niveles basales. Los
animales sacrificados al dia 1 de detectado el estro (alrededor de la ovulacion)
estuvieron previamente expuestos a concentraciones altas de E y basales de P4 y los
sacrificados al dia 6 y 13 estuvieron expuestos a concentraciones basales de E y altas
de P, correspondientes a una fase luteal temprana o tardia (Publicacion ).

Experimento 2. Induccion de la ovulacién durante el anestro estacional (Estudios 1V

yV).

Para determinar el efecto del tratamiento de induccién a la ovulaciéon con P4 y GnRH
sobre las variables a medir en el cérvix al momento de la IA, se utilizaron 15 ovejas
asignadas aleatoriamente a cuatro grupos: sin tratamiento (grupo A, anestro, n=4),
tratamiento solo con P4 (grupo P, n=4), solo con GnRH (grupo GnRH, n=4) y el
tratamiento combinado de P+GnRH (grupo P+GnRH, n=3). Las ovejas del grupo A
fueron sacrificadas al principio del experimento. Las ovejas del grupo P4 fueron
tratadas con 0.33 g de P4 (Controlled Internal Drug Release, EASI-BREED CIDR,
Hamilton, New Zealand) por 10 dias y sacrificadas inmediatamente de retirado el
CIDR. El grupo GnRH fue tratado con microdosis de 6.7 ng (i/v) de GnRH
(Busereline acetate; Receptal; Hoechst, Buenos Aires, Argentina) cada 2 h por 16 h,
seguido de un bolo (i/v) de GnRH (4 ug Receptal) a las 18 h. El grupo P+GnRH
recibié el tratamiento combinado de los grupos P4 y GnRH comenzando el
tratamiento de GnRH al momento de retirar el CIDR. Las ovejas de los grupos
GnRH y P+GnRH fueron sacrificadas 1 dia luego de bolo de GnRH (dia 0).

Experimento 3. Ciclo estral inducido durante el anestro estacional (Estudios IV y

V).

Para determinar el efecto del tratamiento de induccion a la ovulacion sobre las
variables a medir en el cérvix al tiempo que se realiza la TE (fase lGtea temprana)
comparado con el momento que se realiza la IA (alrededor de la ovulacion), se
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realizé un tercer Experimento. Se utilizaron 11 ovejas, que fueron tratadas como fue
descrito en el Experimento 2 y sacrificadas aleatoriamente al dia 1 o 5 (Grupos
P+GnRH 1, n=6 y P+GnRH 5, n=5) luego del bolo de GnRH.

En los Experimentos 2 y 3, la respuesta hipofisaria al tratamiento con GnRH fue
chequeada a través de la medida de los niveles de LH y FSH, y la respuesta ovarica a
través de los niveles de E; y P4 (Publicacion 1V). En ambos Experimentos, todas las
ovejas tratadas con GnRH tuvieron un pico de LH sincronizado con un méximo de
concentracion a las 2 h post-bolo de GnRH y 8 h de duracion. Ademas, la
concentracion sérica de FSH aument6 1 h post-bolo de GnRH y permaneci¢ alta por
5 h para luego descender a los valores iniciales. Todas las ovejas tratadas con P4 en
ambos Experimentos tuvieron un aumento de la concentracion sérica de P4 a niveles
luteales, los cuales disminuyeron al retirar el dispositivo (CIDR). En el Experimento
3, la concentracion circulante de E; aumento 10 h pre- a 10 h post-inyeccion del bolo
de GnRH vy la concentracion circulante de P4 fue basal (<1 nmol/L) en las ovejas
sacrificadas al dia 1 y de 6.5+ 0.54 nmol/L en las ovejas sacrificadas al dia 5
(Publicacion 1V).

Métodos

Procedimientos de muestreo

En los tres Experimentos, el cérvix fue pesado (peso humedo), disecado y seccionado
en 3 segmentos, zona craneal (proxima al utero), media y caudal (préxima a la
vagina), que a su vez fueron seccionadas en mitades longitudinales. Los ensayos se
realizaron solo en las secciones longitudinales de las zonas craneal y caudal. Una de
las secciones longitudinales de cada zona cervical fue congelada en nitrégeno liquido
y almacenada a —80°C para las determinaciones bioquimicas de RE y RP, ARNm
REa, concentracion de colageno y proteinas solubles totales, actividad colagenasa y
gelatinasa. En el Experimento 1, la otra seccion longitudinal de cada zona cervical
fue fijada en paraformaldehido e incluida en parafina para las determinaciones
inmunohistoquimicas e histoquimicas.

Determinaciones hormonales

Las concentraciones de P4 y E> se midieron por radioinmunoanalisis (RIA). Para la
determinacion de la concentracion de P4 se utilizd un 21 RIA directo en fase sdlida
(Count-A-Count TKPG; Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA)
descrito previamente en ovinos, expresandola en nM. Para la concentracion de E2, se
utilizo un 2l RIA (oestradiol double antibody, KE2D; Diagnostic Products
Corporation), previa extraccion de las muestras de suero con dietil éter, como fue
descrito previamente en ovinos y los resultados se expresaron en pM. Todas las
muestras se midieron por duplicado en el mismo ensayo, con una sensibilidad de 0.1
nMy 4.0 pM para P4 y E, respectivamente y coeficientes de variacion intraensayo
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menores al 10% para la determinacion de P4 y de 25%, 8% y 6% para los estandares
bajo, medio y alto para E2 (Publicaciones 1 y 1V).

ARNm REo. por hibridizacion en solucién

La determinacion de la concentracion de ARNm REa en las muestras de cervix de
los tres experimentos se realizo por hibridizacion en solucion, descrita previamente
para cérvix ovino (Publicaciones I y 1V). Se utiliz6 una sonda sintetizada in vitro
(ADNc de 360 y 314 pb de REo ovino), marcada con **S-UTP contenida en
plasmidos de los cuales se obtuvo el ARNSs anti-sentido mediante el uso de enzimas
de restriccion y ARN-polimerasa. Los &cidos nucleicos totales (ANT) fueron
obtenidos de las muestras cervicales mediante homogenizacion, digestion con
proteinasa K y extraccion con fenol-cloroformo. La concentracién de ADN en las
muestras de ANT fue determinada espectrofotomeétricamente a 260 nm. Las muestras
de ANT fueron hibridizadas con la sonda a dos niveles de concentracion diferentes
(20,000-40,000 cpm/tubo) a 70°C toda la noche y luego se digiri6 el ARN no
hibridizado con RNasa. Los hibridos marcados no digeridos fueron precipitados con
acido tricloroacético y colectados por filtracion. La radioactividad fue medida por
centellografia liquida. Las muestras de un mismo Experimento fueron determinadas
en el mismo ensayo y por triplicado, con un coeficiente de variacion intra ensayo del
16%. Las concentraciones de ARNm REa se obtuvieron por regresion lineal y se
expresaron en amol/Unidades Relativas de Absorbancia (URA).

Receptores de estrogenos y progesterona por ensayo de union

La determinacion de la capacidad de unién de E y P4 a sus receptores especificos en
las muestras de cérvix de los tres Experimentos se realizd por ensayos de union con
los ligandos radiactivos y no radiactivos correspondientes, descritos previamente
para ovinos (Publicaciones I y V). Los ensayos de union permiten determinar la
afinidad de unién ligando-receptor y la concentracion de receptores, pero no
discriminan entre los subtipos de RE. Todas las muestras de cérvix fueron laminadas
congeladas, homogeneizadas en buffer de ensayo. Los homogenizados fueron
sometidos a centrifugacion diferencial para obtener la fraccion soluble. La unién
total se determind incubando por duplicado alicuotas de la fraccién soluble con 5-6
concentraciones crecientes de los ligandos radiactivos (*H-E, 0.15 a 15 nM para RE y
3H-ORG 2058, 0.25 a 30 nM para RP). En paralelo, las mismas muestras se
incubaron con un exceso de 200 veces de los ligandos no marcados (Dietilestilbestrol
para RE y ORG 2058 para RP), para determinar la unién no especifica. Luego de la
incubacion, los esteroides libres fueron separados por el método del Carbdn-
Dextrano y la radiactividad se midié por centellografia liquida. La unién especifica
se obtuvo por la diferencia entre la union total y la inespecifica. Los resultados se
analizaron por el modelo de Scatchard inverso, estimando la constante de disociacion
aparente (Kd, nM) y la concentracion de receptores (fmol/mg proteinas). La
concentracion de proteinas en la fraccion soluble se determind por el método de
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Lowry, utilizando BSA como estandar (Publicaciones 1 y 1V).
Histologia cervical

Luego de una inspeccion panoramica de los preparados del Experimento 1, los
compartimentos histologicos (CH) de la mucosa cervical se definieron en relacion a
la localizacion a lo largo de los pliegues cervicales, profundidad respecto a la luz
cervical y densidad celular aparente. En cérvix craneal, se establecieron dos CH
epiteliales luminales: epitelio luminal apical (ALE) y basal (BLE) y dos epitelios
glandulares: epitelio glandular superficial (SGE) y profundo (DGE). El cérvix caudal
es aglandular, por lo tanto se definieron solo los CH epiteliales luminales (ALE y
BLE). En ambas zonas cervicales se definieron cuatro CH estromales: estroma
superficial (SFS) y profundo (DFS) de los pliegues y estroma superficial (SWS) y
profundo (DWS) de la pared (Figura 2, Publicacion 11).
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Figura 2. . Morfologia del cérvix craneal (A) y caudal (B) de ovejas en el dia 1 luego
de detectado el estro (dia 0). ALE y BLE, epitelios luminal apical y basal; SGE y
DGE, epitelios glandular superficial y profundos; SFS y DFS, estromas superficial y
profundo de los pliegues; y SWS y DWS, estromas superficial y profundo de la
pared. Barra negra = 200 pum.

REa, ROx, RLH y COX-2 por inmunohistoquimica

Los REa, ROX, RLH y la COX-2 se determinaron por inmunohistoquimica en los
bloques de parafina de las muestras del Experimento 1, utilizando anticuerpos
primarios especificos (Publicacion I1). Los controles negativos se realizaron por
ausencia del anticuerpo primario. El reconocimiento de la inmunosefal se realizd
mediante el sistema avidina-biotina inmunoperoxidasa utilizando diaminobenzidina
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como sustrato (ABC kit Elite, Vector Laboratories). Para estimar la inmunosefial
obtenida se utilizd un sistema de anélisis de imagen (microscopio de luz conectado a
una computadora). En el cérvix craneal se evaluaron todos los CH descritos en la
seccion Histologia cervical y en el cérvix caudal se evaluaron los mismos CH
excepto SGE y DGE (puesto que es aglandular). Para la evaluacion de REa, cuya
inmunosefial estuvo asociada a los nucleos celulares, se contaron los nucleos
positivos y negativos en un total de 1000 nucleos en cada CH y se midio el area
ocupada por cada CH en cada campo (Image-Pro Plus 6.0 software, Media
Cybernetics Inc., WA, USA). Se calcul6 la densidad de nucleos totales
(ntcleos/mm?) y la proporcion de nucleos positivos (%REa). Para la evaluacion de la
inmunosefial a ROx, RLH y COX-2, se obtuvieron imagenes de 10 campos de cada
CH (40X). Se edité cada imagen de manera de dejar solo el CH a evaluar,
removiendo los otros CH (Photo shop 6.0, Adobe Systems Inc., CA, USA). Luego se
midid el area positiva en relacion al total del area ocupada por el CH a evaluar
(%ROX, %RLH y %COX-2) utilizando la discriminacion de color del software
(Image Pro Plus 6.0).

Concentracién de Colageno por espectrofotometria

La concentracion del coldgeno en las muestras de cérvix de los tres Experimentos se
determind espectrofotométricamente por el contenido de hidroxiprolina, componente
casi exclusivo del colageno (Publicacion I11). Las muestras fueron homogenizadas e
hidrolizadas con HCI a 90°C. Las muestras hidrolizadas fueron neutralizadas con
NaOH y oxidadas con Cloramina-T. En éstas condiciones, la hidroxiprolina libre se
oxida y se la hace reaccionar con el reactivo cromogénico
dimetilaminobenzaldehido. La lectura de la absorbancia resultante de las muestras se
midié a 550 nm y se calcul6 la concentracion de hidroxiprolina en funcién de una
curva estandar de L-hidroxiprolina (0.5 a 30 pg/mL). Todas las muestras se
determinaron en el mismo ensayo, con un coeficiente de variacion del 7% y una
sensibilidad de 0.5 pg/mL. La concentracion de colageno se calculé asumiendo que
el contenido de hidroxiprolina es el 14% del total de colageno y se expresd en mg/g
de tejido seco, para eliminar el efecto de las posibles variaciones en el contenido de
agua de la MEC sobre la concentracion de coladgeno. Para la determinacion del
contenido de agua en las diferentes muestras, fracciones paralelas y contiguas de
cada muestra fueron pesadas y desecadas en horno Pasteur hasta peso constante.

Distribucion de colageno por histoquimica

La distribucion de las fibras de colageno se realiz6 en las muestras del Experimento
1. Se estudio por histoquimica mediante la tincién tricromica de van Giesson, con la
que el colageno se visualiza de color rojo. La evaluacién se realizo en cérvix craneal
y caudal en los CH del estroma definidos en la seccion Histologia cervical, mediante
la captura de imagenes digitalizadas de 10 campos (40X). El area tefiida de rojo y el
area total de color a evaluar (amarillo y rojo) de cada CH fueron determinadas luego
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de remover los otros CH (Photo shop 6.0) y utilizando la herramienta de
discriminacion de color del software (Image Pro Plus 6.0). Los resultados se
expresaron como el area porcentual de coladgeno respecto al &rea del CH evaluado
(%C) (Publicacion I11).

Metaloproteinasas por zimografias en SDS-PAGE

La determinacion de la actividad gelatinolitica de las formas Ay L de las MMP-2 y -
9 en las muestras de cérvix de los tres Experimentos se realizé por zimografia en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE, 7.5% de poliacrilamida) incorporando al gel gelatina
como sustrato (2.5mg/ml). En las corridas electroforéticas (100V por 2 h) se
sembraron alicuotas de los homogeneizados cervicales diluidos en SDS-buffer.
Posteriormente, los geles se incubaron en un buffer de renaturalizacion a 37°C para
recuperar la actividad enzimatica y tefiidos con azul de Coomasie. Luego de
destefiidos, la actividad enzimatica de Ay L se visualizé como bandas claras sobre el
gel azul. Las bandas claras se deben a la degradacion de la gelatina co-polimerizada
con el gel. Como controles positivos se corrieron formas Ay L de las MMP-2 y
MMP-9 recombinantes de origen humano (M-9445 y M8945, Sigma Aldrich,
respectivamente) y como control negativo se corrieron muestras pre-incubadas en
buffer conteniendo EDTA, que captura el zinc necesario para la actividad enzimatica.
Para confirmar que la actividad enzimatica provino especificamente de MMPs, se
corrieron muestras pre-incubadas con p-aminofenilmercuriato (APMA) como
activador especifico de las MMPs. La cuantificacién de las bandas de actividad A y
L de cada isoenzima se realiz6 por densitometria (Image J 1.45, software libre). La
actividad de las bandas correspondientes a la MMP-9 en las muestras cervicales de
ambos Experimentos no fue evaluada debido a que su sefial se identificd en pocas
muestras y estuvo en el limite de deteccion. La actividad de las formas Ay L de la
MMP-2 se estimé en referencia a curvas de calibracion realizadas con las enzimas
recombinantes (5 a 0.08 ng/10 pL), expresandola en ng/mg de proteinas,
calculandose, ademas, la relacién entre la actividad de las formas Ay L (Publicacion
).

Actividad colagenasa y gelatinasa por zimografia in situ

La localizacion histoldgica de la actividad gelatinasa y colagenasa en muestras de
tejido congelado del Experimento 1 se realizO por zimografia in situ, segun
descripcion en Publicacion 111, utilizando gelatina o colageno conjugados con
fluoresceina (DQ gelatina de piel suina y DQ colageno tipo 1 de piel bovina;
Molecular Probes, Inc., Eugene, OR) como sustratos (25 mg/mL), respectivamente.
Las muestras fueron cortadas con micrétomo, montadas en portaobjetos y cubiertas
con la solucion de sustrato correspondiente. Luego de la incubacion, los ndcleos
fueron tefiidos con yoduro de propidio (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA).
Como control positivo se utilizaron cortes pre-tratados con un inhibidor especifico de
las MMPs (fenantrolina, Sigma Aldrich). Los preparados fueron observados en un
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microscopio de fluorescencia (Olympus Corp., Birkeroed, Denmark) y se obtuvieron
imagenes digitalizadas de cada campo para cada canal de fluorescencia (verde para la
fluoresceina y azul para el yoduro de propidio) las cuales fueron superpuestas
utilizando el software Photo shop 6.0 (Publicacién I11).

Metaloproteinasas por inmunohistoquimica

La deteccion inmunohistoquimica de las MMP-2 y MMP-9 de las muestras del
Experimento 1 se realizd utilizando el sistema estreptavidina-biotina-peroxidasa y
anticuerpos primarios especificos contra MMP-2 y MMP-9 (Publicacion 111). Los
anticuerpos primarios utilizados reconocen tanto las formas A como las L, dado que
se unen a una secuencia aminoacidica situada en el extremo C-terminal de la enzima,
que permanece luego de la activacion por prote6lisis limitada (que elimina el
extremo N-terminal). Los controles negativos se realizaron por ausencia del
anticuerpo primario. Debido a la escasa y esporadica presentacion de la inmunosefal
de la MMP-9, solo se cuantificé la inmunosefial de la MMP-2. La inmunosefial
obtenida de MMP-2 estuvo asociada a células claramente individualizables presentes
exclusivamente en el estroma, por lo tanto se contaron las células positivas y
negativas en un total de 1000 células en los CH estromales definidos en la seccion
Histologia cervical. Se midi6é el area ocupada por cada CH en cada campo (10
campos por muestra) (Image-Pro Plus 6.0) para calcular la densidad de celulas
positivas (MMP-2/mm?) y se calcul6 la proporcion de ndcleos positivos (%MMP-2)
(Publicacion 111).

Analisis estadisticos

Las concentraciones de E>y P4 circulantes y las concentraciones tisulares de RE, RP,
ARN REa, colageno, proteinas solubles totales, niveles de densidad de nucleos,
%REa, %RLH, %ROx, %COX-2 y %C, asi como la actividad de las L y A MMP-2
fueron analizadas por ANOVA Mixed Proc, Statistical Analysis Systems 1998, SAS
Institute, Cary, NC, USA). Se incluyo6 el efecto fijo del tiempo (horas previas y
posteriores al celo) para el analisis de las hormonas. Se incluyeron los efectos dia en
los Experimentos 1 (1, 6 y 13) y 3 (1 y 5); tratamiento (A, P, GhRH y P+GnRH) en
el Experimento 2 y zona (craneal y caudal) en los tres Experimentos. En los
resultados obtenidos por inmunohistoquimica e histoquimica (densidad de ndcleos,
%REa, %RLH, %ROx, %COX-2 y %C), también se incluyo el efecto del CH (ALE,
BLE, SGE, DGE, SFS, DFS, SWS y DWS). Para estudiar la relacion entre RE, RP y
ARNm REa Y la relacion entre las concentraciones de coldgeno y proteinas solubles
totales con la cantidad de tejido homogeneizado se utiliz6 el test de correlacion de
Pearson. Las variables ndcleos/mm?, %ROx, %RLH, %COX-2, %MMP-2 y MMP-
2/mm?) mostraron distribucion sesgada no-normal (Kolmogorov-Smirnov Test,
Statgraphics Centurion XV, 2011), por lo cual fueron normalizadas aplicando log 1/x
(ntcleos/mm? y %ROX), Ln (%RLH y %COX-2) o Log X (%MMP-2 y MMP-
2/mm?) previo a la aplicacion del ANOVA y del test de correlacion de Pearson. Los
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resultados fueron expresados como la media + error estandar pooleado (LSMz+pooled
s.e.) y el nivel de significacion fue P<0.05.
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Resultados y Discusién

Estudio I. Expresion de REa vy capacidad de union de RE y RP en cérvix de ovejas
durante el ciclo estral natural (Publicacion I).

Las concentraciones del transcripto REa (amol/ARU) fueron afectadas por el dia del
ciclo estral (P<0.0001), la zona cervical (P<0.0005) y por la interaccion entre ambos
efectos (P<0.005). Al dia 1, la zona caudal presenté una mayor expresion de REa
que la craneal y mayor que en los dias 6 y 13 (Figura 3, A). En la zona caudal
durante el ciclo estral, las concentraciones del transcripto REa se correlacionaron
positivamente con los niveles circulantes de E> (r= 0.59; P<0.01) y negativamente
con los de P4 (r=-0.74; P<0.0005).

La capacidad de union del RE, en términos de concentracion de proteina receptora
(fmol/mg de proteina), fue afectada por el ciclo estral, siendo mayor en el dia 1 que
en los dias 6 y 13 (P<0.005). No se encontraron diferencias entre zonas cervicales, a
excepcion del dia 13, donde la concentracion de RE tendié a ser mayor en la zona
caudal que en la craneal (P=0.054) (Figura 3, B). Las concentraciones de RE se
correlacionaron positivamente con los niveles circulantes de E2 solo en zona caudal
(r=0.48; P<0.05) y negativamente con los de P4 en ambas zonas (r=-0.43; P<0.05 y
r= -0.69; P<0.001, zonas craneal y caudal, respectivamente). En zona caudal, las
concentraciones de RE se correlacionaron positivamente con las del transcripto REa
(r=0.52, P<0.01).

La concentracién de RP (fmol/mg de proteinas) fue afectada por el dia del ciclo
(P<0.0001) y la zona cervical (P<0.0004). EI RP fue mayor en el dia 1 que en los
dias 6 y 13 para ambas zonas cervicales (Figura 3, C). Al dia 1 las concentraciones
de RP fueron mayores en zona caudal que en craneal. Para ambas zonas durante el
ciclo estral, las concentraciones de RP se correlacionaron positivamente con los
niveles circulantes de E2 (r= 0.58; P<0.01 y r= 0.44; P<0.05, zonas craneal y caudal,
respectivamente) y negativamente con los de P4 (r= -0.76; P<0.0001 y r= -0.70;
P<0.0005, zonas craneal y caudal, respectivamente). Las concentraciones de RP se
correlacionaron positivamente con las de RE para ambas zonas cervicales (r= 0.52;
P<0.01 y r= 0.80; P<0.0001, craneal y caudal, respectivamente), indicando una
dependencia entre la expresion de ambos receptores y apoyando el concepto de que
RP es un marcador de la accion estrogénica.

En todas las muestras se detect6 un unico sitio de union para E y para P4, saturable y
de alta afinidad. Los valores de Kd para RE y RP no fueron afectados por el dia del
ciclo estral ni por la zona cervical, siendo similares a los reportados en cérvix y Gtero
ovino (Meikle y col. 2001, Tasende y col. 1996, 2002, 2005a y 2005b, Rodriguez-
Pifion y col. 2000 y 2005), sugiriendo que los cambios en la capacidad de respuesta
del cérvix a las hormonas esteroideas ovaricas no depende de modificaciones en la
afinidad de los receptores por sus respectivas hormonas sino de su concentracion.
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Figura 3. Concentraciones (meantpooled s.e.m.) del mensajero del receptor de estrogenos o (ARNm REa, amol/URA, panel A) y de los
receptores (fmol/mg proteinas) de estrogenos (RE, panel B) y de progesterona (RP, panel C) en cérvix craneal y caudal de ovejas sacrificadas en
los dias 1 (n=7), 6 (n=6) y 13 (n=7) luego de la deteccidn del estro (dia 0). Barras marcadas con distintas letras difieren significativamente entre
dias y zonas cervicales (P<0.05) y las barras con asteriscos tienden a ser diferentes (P=0.054).
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Las concentraciones de las proteinas de union RE y RP fueron mayores un dia
después del estro y menores en fase lutea, lo que sumado a las correlaciones positivas
con E2 y negativa con P4, constituyen evidencias de los efectos estimulatorio de E> e
inhibitorio de P4 sobre los receptores esteroideos. Esto esta de acuerdo con lo
reportado en Utero ovino (Ing y col. 1993 y 1996; Tasende y col. 2005b) y en cérvix
de cerda (Stanchev y col. 1984) y de rata (Wang y col. 2000). Sin embargo, en el
presente estudio, el transcripto REa en cérvix ovino no vari6 significativamente a lo
largo del ciclo estral, a excepcion de los mayores niveles de ARNm REa encontrados
en zona caudal al Dia 1. Estos resultados plantean que los altos niveles de E:
preovulatorios (Publicacion 1) son capaces de estimular en forma temprana la
transcripcion de REaq, efecto que se manifiesta posteriorente sobre la sintesis de la
proteina receptora y permanece al dia 1. Esta interpretacion esta de acuerdo con los
mayores niveles de proteina REa alcanzados luego del pico preovulatorio de LH
(Falchi y Scaramuzzi 2015). No se descarta que ademas de esta regulacion
transcripcional coexista una regulacién post-transcripcional, sobre la estabilidad del
transcripto REa (Ing y col. 2008) o sobre la utilizacion y el recambio de la proteina
de unién RE (Meikle y col. 2004). Las concentraciones de ARNm REa Yy la
capacidad de union del RP fueron menores en cérvix craneal que en caudal al Dia 1,
lo que plantea una regulacion dependiente de la zona cervical, vinculada a
diferencias morfolédgicas (Moré 1984) y funcionales (Hawk y col. 1978) que han sido
descritas entre ambas regiones cervicales.

Las diferencias encontradas en la expresion y capacidad de union de RE plantean la
interrogante de cémo se distribuye la proteina receptora REa en los diferentes tipos
celulares y zonas cervicales durante el ciclo estral. Asimismo se plantea si la alta
sensibilidad del cérvix a los E, sumado a los elevados niveles hormonales
preovulatorios, modifican la cascada de sefiales moleculares (RLH, ROx y COX-2)
vinculadas a la relajacién y dilatacion cervical al estro.
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Estudio Il. Localizacion vy distribucion de REa, RLH, ROx, y COX-2 en el cérvix de
ovejas durante el ciclo estral natural (Publicacion 11).

Consideraciones histologicas

Las diferentes zonas cervicales estudiadas (craneal y caudal), presentaron
caracteristicas histoldgicas diferenciales. EI cérvix craneal mostré pliegues
arborescentes, con indentaciones primarias y secundarias (Figura 2). En la base de
dichos pliegues se encontraron glandulas tubulares enrolladas y ocasionalmente
ramificadas que desembocan en la luz cervical. En el cérvix caudal, los pliegues
fueron mas anchos y menos ramificados, con escasas estructuras glandulares poco
desarrolladas. Estas diferencias entre cérvix craneal y caudal podrian explicar la
controversia planteada acerca de la existencia de estructuras glandulares organizadas
(Lightfoot y Adams 1979, Moré 1984).

La densidad de ndcleos en los estromas (nicleos/mm?.1000?) fue afectada por el CH
(P<0.0001), zona cervical (P<0.0001) y dia del ciclo estral (P<0.0001),
encontrandose interaccion entre los diferentes efectos (P <0.001). La densidad de
ndcleos fue menor en zona craneal que en caudal (8.840.6 y 13.4+15,
respectivamente) y fue menor al dia 1 del ciclo estral, intermedia al dia 6 y mayor al
dia 13 (10.2£1.8, 10.8+3.0 y 11.8+2.6, respectivamente). La densidad de nucleos
fue mayor en los estromas superficiales (18.4+1.3 y 17.4+1.2 en SFS y SWS,
respectivamente) que en los profundos (9.1£1.8 y 8.4+0.5 en DFS y DWS,
respectivamente), sustentando el estudio de los estromas superficiales y profundos
por separado (ver Métodos, seccidn Histologia cervical).

El aumento de la densidad de ndcleos a lo largo del ciclo estral podria ser
consecuencia del aumento de la tasa de proliferacion celular y/o la disminucion de la
apoptosis celular, como fue reportado en cérvix de rata (Ramos y col. 2002).
También podria ser relativo a modificaciones en el volumen de la MEC. En la oveja,
se han reportado el aumento en el contenido de agua uterino y la acumulacion de
componentes sélidos de la MEC en cérvix, probablemente inducidos por los E
preovulatorios (Bott y col. 2006, Kershaw-Young y col. 2009, Perry y col. 2010).

Localizacion y distribucion de REa, RLH, ROx, y COX-2
REa

El REa nuclear fue localizado en todos los CH estudiados y la proporcion de nucleos
positivos a REa (%REa) fue afectada por el dia del ciclo estral (P<0.03), la zona
cervical (P<0.0001) y el CH (P<0.0001), encontrandose interaccion entre estos
efectos (P<0.05). El %REa fue mayor en los dias 1 y 6 que en el dia 13 del ciclo
estral (53.4£1.0, 53.4+1.0 y 50.5+0.8, respectivamente), menor en la zona craneal
que en la caudal (47.3x0.7 y 57.6+0.9, respectivamente) y mayor en el epitelio
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glandular profundo (DGE, 64.9+2.0) que en los demas CH (50.3£3.6). En los
epitelios luminales (ALE y BLE) el %REa disminuy6 del dia 1 al 13 (Figura 4, Ay
B) y no se encontraron variaciones durante el ciclo estral en los epitelios glandulares
(Figura 4, C y D). En la mayoria de los CH estromales (Figura 4, E a F), el %REa
aumento del dia 1 al 6 y disminuy6 al dia 13.

El alto % de nucleos positivos a REa en los dias 1 y 6 del ciclo estral podria ser
explicado por el aporte de los epitelios luminales y estromales, respectivamente.
También se han reportado variaciones regionales y temporales en el % de nucleos
positivos a RE en epitelio y estroma de Utero de corderas tratadas con E2 (Meikle y
col. 2000). En los epitelios luminales, los E ejercerian una regulacion positiva sobre
la expresion de REa, mientras que la P4 ejerceria una regulacion negativa, como fue
descrito para RE mediante ensayos de union en el tejido entero (Estudio 1) y en
acuerdo con lo obtenido por Falchi y Scaramuzzi (2013) para la proteina REa. Estos
resultados concuerdan parcialmente con los obtenidos por inmunohistoquimica por
Zhao y col. (1999), que detectaron el RE en el epitelio cervical de la oveja en los
primeros 3 dias del ciclo estral, pero no lo encontraron en la fase luteal mientras que
en nuestro trabajo si fue detectado. Los resultados sugieren que la regulacién ejercida
por los niveles circulantes de hormonas esteroideas ovaricas sobre el REa esté sujeta
a una regulacion especifica de CH y de zona cervical.
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Figura 4. Porcentaje (meanzpooled s.e.m.) de nucleos positivos al receptor de
estrogenos a (% nucleos REa positivos) en distintos compartimentos histologicos del
cérvix craneal y caudal de ovejas sacrificadas en los dias 1 (n=6), 6 (n=5) y 13 (n=6)
luego de la deteccion del estro (dia 0). ALE y BLE, epitelios luminal apical y basal;
SGE y DGE, epitelios glandular superficial y profundos; SFS y DFS, estromas de los
pliegues superficial y profundo; y SWS y DWS, estromas de la pared superficial y
profundo. Dentro de cada CH, las barras marcadas con distintas letras difieren
significativamente (P<0.03) y las marcadas con asteriscos tienden a ser diferentes
(P=0.09).
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RLH

El porcentaje de area positiva a RLH (%RLH) fue afectado por el CH (P<0.0001), el
del dia del ciclo estral (P<0.004) y por la interaccion entre zona cervical y dia del
ciclo estral (P<0.002). EI %RLH fue mayor en los epitelios luminales (ALE y BLE,
(40.6+4.3 y 20.5£2.5, respectivamente), que en los demas CH (14.6+2.9), fue menor
en los dias 1 y 6 que en el dia 13 del ciclo estral (13.7+2.3, 16.0£2.8 y 18.6+2.7,
respectivamente) y tendié a ser mayor en la zona craneal que en la caudal (17.1+2.9
y 14.8+2.2, respectivamente, P=0.07). En los epitelios luminales (ALE y BLE), el
%RLH aument6 del dia 1 al 6 (ALE) o al 13 (BLE) (Figura 5, Ay B). En los
epitelios glandulares (Figura 5, C y D) y en los estromas (datos no mostrados), los
%RLH fueron iguales o0 menores a 15-10% y no se encontraron variaciones durante
el ciclo estral (Publicacién I1).
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Figura 5. Porcentaje (meanzpooled s.e.m.) de area positiva al receptor de LH (%
RLH éarea) en distintos compartimentos histoldgicos epiteliales del cérvix craneal y
caudal de ovejas sacrificadas en los dias 1 (n=6), 6 (n=5) y 13 (n=6) luego de la
deteccion del estro (dia 0). ALE y BLE, epitelios luminales apical y basal; SGE y
DGE, epitelios glandulares superficial y profundo. Dentro de cada compartimento
histologico, las barras marcadas con distintas letras difieren significativamente
(P<0.004).

El predominio de la inmunosefial al RLH en los epitelios luminales esta en acuerdo
con la mayor concentracion del ARNm RLH en el epitelio respecto al estroma
subepitelial reportada en cérvix de ovejas sincronizadas con progestagenos
(Leethongdee y col. 2010). ElI aumento de los niveles de RLH en los epitelios
luminales durante la fase luteal sugiere un efecto estimulatorio de la P4 sobre la
expresion del RLH, en acuerdo con lo reportado en uUtero de cerda (Ziecik y col.
1992) y cérvix de vaca (Mizrachi y Shemesh 1999).
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ROx

El porcentaje de area positiva a ROx (%ROXx) fue afectado por la zona cervical, el
CH (P<0.0001), el dia del ciclo estral (P<0.02) y por la interaccion entre zona
cervical y CH (P<0.04). EI %ROx fue mayor en cérvix craneal que en caudal
(27.3+3.4 y 23.5+3.5, respectivamente), fue més alto en los epitelios luminales (ALE
y BLE, 44.9+2.7) que en los CH glandulares y estromales (16.5+1.6) y fue menor en
el dia 1 que en los dias 6 y 13 (23.8+2.8, 26.7+3.5 y 26.0+3.9, respectivamente). En
el epitelio luminal, la inmunosefial a ROx fue més intensa en el borde apical que en
el resto de la célula. El %ROx tendio a ser menor en el dia 1 que 13 en ALE (Figura
6, A) y varid distinto segun la zona cervical en BLE: aumentd en craneal y bajé en
caudal al Dia 13 (Figura 6, B). En los epitelios glandulares, el %ROx vari
dependiendo de la profundidad de la ubicacion: aumentd del Dia 1 al 6 y bajo6 al 13
en el superficial (SGE) y aumento del Dia 1 al 13 en el profundo (DGS) (Figura 6, C
y D). En los estromas (datos no mostrados), el %ROx presentd baja inmunosefial y
no se encontraron diferencias de ciclo estral (Publicacion I1).

El mayor % de area positiva a ROx en los epitelios luminales respecto a los estromas
esta en acuerdo con la predominancia de la localizacion epitelial reportada en cérvix
ovino (Matthews y Ayad 1994; Ayad y Leung 2004). La mayor inmunosefial a ROx
en el borde apical del epitelio luminal apoya la hipdtesis de la existencia de una
accion autdcrina de la Ox en células endometriales planteada en rata (Morel y col.
2001) y cerda (Hu y col. 2001), especies en donde el ROx y la Ox fueron co-
localizados en el borde apical celular. EI mayor nivel de ROx en la fase luteal tardia,
probablemente como consecuencia del aporte de los epitelios, es coincidente con el
aumento de la actividad de union del ROx alrededor del momento de la lutedlisis,
reportado en el estrato superficial del cérvix ovino (Matthews y Ayad 1994). Los
autores lo explican a través de la pérdida del efecto inhibitorio de la P4 al final de la
fase luteal. A su vez, Falchi y Scaramuzzi (2013) encontraron mayores niveles de la
proteina ROXx luego del pico preovulatorio de LH inducido por GnRH respecto a la
fase luteal (dia 8). Incluso, el tratamiento con E de explantes cervicales obtenidos de
ovejas durante la fase folicular aumentd los niveles de ROx (Falchi y Scaramuzzi
2015). La pérdida del efecto inhibitorio de la P4 al final de la fase luteal y el inicio de
la fase folicular (efecto estimulatorio de E) y diferencias temporales en la toma de
muestras explicarian estas diferencias.
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Figura 6. Porcentaje (meanpooled s.e.m.) de area positiva al receptor de oxitocina
(% ROXx area) en los epitelios luminales y glandulares del cérvix craneal y caudal de
ovejas sacrificadas en los dias 1 (n=6), 6 (n=5) y 13 (n=6) luego de la deteccion del
estro (dia 0). ALE y BLE, epitelios luminal apical y basal; SGE y DGE, epitelios
glandular superficial y profundo. Dentro de cada compartimento histologico, las
barras marcadas con distintas letras difieren significativamente (P<0.04) y las
marcadas con asteriscos tienden a ser diferentes (P=0.09).
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COX-2

La inmunosefial de COX-2 se localiz6 exclusivamente en los CH epiteliales. El
porcentaje de area positiva a COX-2 (%COX-2) fue afectada por la zona cervical
(P<0.02), por el CH (P<0.03), el dia del ciclo estral (P<0.05) y por la interaccion
entre zona cervical y dia del ciclo estral (P<0.05). ElI %COX-2 fue mayor en cérvix
craneal que en caudal (21.6+3.5 y 14.4+3.2, respectivamente) y fue mayor en el
epitelio luminal apical (ALE, 24.5+4.4) que en el basal (BLE, 14.4+2.7) e intermedio
en los glandulares (SGS y DGS, 22.3+3.2 y 17.0+1.9, respectivamente). El %COX-2
fue menor en el dia 1 del ciclo estral que en los dias 6 y 13 (15.5+3.2, 22.645.7 y
19.6£2.9, respectivamente). En el cérvix craneal, el %COX-2 aumentd del dia 1 al 13
solo en el epitelio luminal basal (BLE) (Figura 7, B). En el cérvix caudal, el %COX-
2 aumentd del dia 1 al 6 en ambos epitelios luminales (ALE y BLE) y luego
disminuye al dia 13 solo en el basal (BLE) (Figura 7, Ay B). No hubo variacién del
%COX-2 durante el ciclo estral en los epitelios glandulares (Figura 7, C y D).
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Figura 7. Porcentaje (meanzpooled s.e.m.) de area positiva a COX-2 (% COX-2
area) en epitelios luminales y glandulares del cérvix craneal y caudal de ovejas
sacrificadas en los dias 1 (n=6), 6 (n=5) y 13 (n=6) luego de la deteccion del estro
(dia 0). ALE y BLE, epitelios luminal apical y basal; SGE y DGE, epitelios glandular
superficial y profundo. Dentro de cada compartimento histologico, las barras
marcadas con distintas letras difieren significativamente (P<0.05) y las marcadas con
asteriscos tienden a ser diferentes (P=0.09).

La localizacion exclusivamente epitelial de la inmunosefial a COX-2 esta en acuerdo
con lo reportado en cérvix de ovejas prefiadas (Wu y col. 2005) y ovariectomizadas
(Zhang y col. 2007). El aumento de los niveles de COX-2 durante la fase luteal
coincide con el efecto estimulatorio de la P4 sobre la expresion de COX-2 reportado
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en cérvix de oveja (Zhang y col. 2007). A su vez, en la oveja hay evidencias que
indican que la expresion COX-2 cervical es inducida por los E. La administracion de
E> aumentd los niveles del ARNm COX-2 (Kershaw-Young y col. 2010) y los
niveles de la proteina COX-2 fueron mayores previo al pico preovulatorio de LH
inducido por GnRH (Falchi y Scaramuzzi 2013). Probablemente, este aumento
preovulatorio de la expresion de COX-2 haya sido previo al muestreo en el dia 1 del
ciclo estral del presente experimento. Tampoco se puede descartar un aumento en la
expresion de COX-2 durante la fase luteal temprana (dia 6) como el resultado de la
induccion estrogénica producto del crecimiento de ondas foliculares postovulatorias.

En el presente estudio se demuestra que REa en los epitelios cervicales es mayor
alrededor de la ovulacion, en acuerdo con lo encontrado en el Estudio 1. Ademas en
los epitelios se demuestra que RLH, ROx y COX2 son mayores en fase Iitea que
alrededor de la ovulacion. Estos resultados sugieren que el epitelio cumple un rol
directriz de la respuesta hormonal en la funcionalidad cervical. Ademas, se reportan
diferencias histologicas de caracter cualitativo y cuantitativo entre el cérvix craneal y
caudal ovino, apoyando el concepto de que serian funcionalmente diferentes, como
fue sugerido en el Estudio I.

Considerando los resultados de los Estudios | y Il, surge la hipotesis de si las
variaciones encontradas en los marcadores moleculares de la funcion cervical se
asocian temporal y/o espacialmente con modificaciones cualitativas o cuantitativas
del colageno, principal componente de la MEC cervical, y con la actividad de
colagenasas.
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Estudio Il11. Contenido v distribucion del coldgeno vy actividad de las MMP-2 vy
MMP-9 en cérvix de ovejas durante el ciclo estral natural (Publicacion Il1).

Coléageno y proteinas solubles totales

La concentracion de coladgeno (mg/g de tejido seco) mostro influencia del dia del
ciclo estral, siendo menor en el dia 1 que en los dias 6 y 13 (P<0.04) (Tabla 1). La
concentracion de proteinas solubles totales (mg/g de tejido seco) mostré influencia
del dia del ciclo estral, siendo menor en los dias 1 y 6 que en el dia 13 (P<0.0002)
(Tabla 1).

El &rea ocupada por coléageno (%C) en el estroma fue afectada por el dia del ciclo
(P<0.02), la zona (P<0.0001) y los CH (P<0.0001) y hubo interaccién entre estos
efectos (P<0.005). EI %C fue menor en los dias 1 y 6 que en el dia 13 (Tabla 1). El
%C fue mayor en el cérvix craneal (47.1+1.4) que en el caudal (32.7£2.7) y fue
distinto en todos los CH estromales evaluados, siendo menor en los estromas de los
pliegues que en los de la pared y en los superficiales respecto a los profundos
(25.04£2.1%, 34.4+3.7%, 44.5+2.8% y 53.0+1.8% para SFS, DFS, SWS y DWS,
respectivamente). En el estroma superficial de los pliegues (SFS), el %C fue mayor
en los dias 1 y 6 que en el dia 13 en el cérvix craneal, mientras que fue menor en el
dias 1 respecto al dia 13 en el caudal (Tabla 2). En el estroma profundo de los
pliegues (DFS), el %C fue mayor en el dia 1 que en los dias 6 y 13 en el cérvix
craneal y fue mayor en el dia 1 que en el dia 13 en el caudal. Los estromas de la
pared no mostraron variaciones durante el ciclo estral en el cérvix craneal y
aumentaron del dia 1 al 13 en el caudal.

Peso cervical y contenido de agua

El peso humedo cervical (g) fue mayor en el dia 1 que en los dias 6 y 13 (10.4+0.4,
7.4+0.5 y 7.9+0.9, respectivamente, P < 0.005). No hubo efectos del dia del ciclo
estral ni de la zona cervical sobre el contenido de agua (rango de 66% al 74%).

Actividad de las MMP-2 y MMP-9

Se detecto actividad gelatinasa y colagenasa medidas por zimografia in situ en el
espacio extracelular y en menor medida perinuclear. La actividad gelatinasa se
localizo en el epitelio y en los estromas, mientas que la actividad colagenasa se
localiz6 exclusivamente en el epitelio.

La actividad gelatinasa de las formas L y A de la MMP-2 (ng/mg de proteinas) fue
afectada por el dia del ciclo estral (P<0.006) y la relacion A/L tendié a ser afectada
por el dia del ciclo estral (P=0.054) (Tabla 3). La actividad gelatinasa de las formas
L y A de la MMP-2 fue mayor en el dia 1 que en los dias 6 y 13 y la relacion A/L
tendid a ser mayor en el dia 1 que en el dia 6.
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Tabla 1. Concentracion de colageno y proteinas solubles totales (mg/g tejido seco)
y porcentaje (%) del area ocupada por fibras de colageno en cérvix de ovejas en los
dias 1, 6 0 13 luego d detectado el estro (dia 0).

Proteinas solubles

Colégeno totales (mg/g tejido % de fibras de
(mg/g tejido seco) 9gtel colageno
Seco)
dial(n=6) 151+15 a 270+ 18 a 37.8t£1.7 a
dia6 (n=5) 200+18 b 294+25 a 37.9+15 a
dia13 (n=6) 201+12 b 411+20 b 43.0£1.8 b

Dentro de cada columna, los valores (meanzs.e.m.) marcados con distintas letras
difieren significativamente (P<0.04).

Tabla 2. Area ocupada por fibras de colageno (%) en los compartimentos histoldgicos estromales del cérvix craneal y caudal de ovejas en los
dias 1, 6 y 13 luego del estro (dia = 0).

SFS DFS SWS DWS
craneal caudal craneal caudal craneal caudal craneal caudal
dia 1 (n=6) 12.9+2.2 a 14.4+2.0a 7.4+09 a 7.7+09 a 12.4+1.1a 14.0+0.4 b 8.7+0.7 a 7.3+0.7 abc
dia 6 (n=5) 13.8+2.6 a 18.7+2.0b 8.2t1.4a 9.1+1.6ab 13.5+2.7ab 20.6x2.4c 6.5+0.6 c 8.7t1.1ab

dia 13 (n=6) 15.8+2.7 a 19.9+2.2 b 8.9+2.0a 10.5+2.4b 14.7+3.7 ab 20.3+29¢c 7.1+0.7 bc 9.0+12a

Dentro de cada columna, los valores (mean+pooled s.e.m.) con distintas letras difieren significativamente (P<0.005). SFS y DFS, estromas de los
pliegues superficial y profundo; y SWS y DWS, estromas de la pared superficial y profundo.
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Tabla 3. Actividad gelatinasa (ng/mg de proteinas) de las formas latente (L) y
activada (A) de la metaloproteinasa de la matriz extracellular-2 (MMP-2) y relacion
entre las formas A/L, en cérvix de ovejas en los dias 1, 6 y 13 luego del estro (dia =
0).

L MMP-2 A MMP-2 Relacion A/L
(ng/mg de proteinas) (ng/mg de proteinas)
dial (n=6) 80+t28a 22.3+6.3a 34+£1.1*
dia6 (n=5) 24+10Db 24+1.1b 1.0+04*

dia 13 (n =6)

Dentro de cada columna, los valores (meants.e.m.) con distintas letras difieren
significativamente (P<0.0064) y con asteriscos tienden a ser diferentes (P=0.08). En
el dia 13, la actividad de la forma L de la MMP-2 (ng/mg de proteinas) fue detectada
solo en una muestra (1.0) y la de la forma A en dos muestras (1.1 y 0.2) distintas, por
lo cual la relacion A/L no pudo ser calculada.

La actividad gelatiasa de la MMP-9 estuvo en el limite de deteccion de la técnica y
se detectd solo en 5 de las 34 evaluadas muestras (la forma L en 3y la A en 2), por lo
que no se pudieron realizar estudios estadisticos.

Localizacién y distribucién de las MMP-2 y MMP-9

La inmunosefial a MMP-2 se localizé en el estroma, en el espacio extracelular de
fibroblastos activos, algunos inactivos y ocasionalmente leucocitos. La inmunosefial
a MMP-9 fue débil y se presentd en escasas células, como plasmocitos, algunos
macrofagos, pocos linfocitos y muy pocos fibroblastos del estroma.

El porcentaje de células positivas a MMP-2 (%MMP-2) fue afectado por la zona
cervical (P<0.0001) y el CH estromal (P<0.0001) y mostrd interaccion entre el dia
del ciclo estral y la zona cervical (P<0.0001). EI %MMP-2 fue menor en craneal que
en caudal (0.32+0.01 y 1.96%0.06, respectivamente) y fue menor en el estroma
profundo de los pliegues (DWS, 0.24+0.02) que en los otros CH evaluados
(1.0£0.05). En el cérvix craneal, el %MMP-2 disminuy6 del dia 1 al 13, mientras que
en el cérvix caudal aument6 desde el dia 1 al 13 (Tabla 4).

La menor concentracion y distribucion de colageno un dia después del estro
comparados con la fase lutea sugieren que el E2 preovulatorio induce la degradacion
de colageno y la P4 luteal la inhibe. En acuerdo con esta interpretacion, el contenido
y la distribucion del colageno cervical en ovejas gestadas disminuyeron a término
(Regassa y Noakes 2001), con la caida de los niveles gestacionales de P4 y el
aumento de los de E previo al parto (Challis y col. 2000). Por otra parte, los niveles
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menores de colageno, proteinas solubles y densidad nuclear (Estudio 1) al dia 1 del
ciclo estral coinciden con el mayor peso cervical, indicando que el cérvix alrededor
del estro acumula componentes no proteicos en su MEC, tales como los
glucosaminoglucanos. La sintesis de glucosaminoglucanos, en particular del acido
hialuronico libre, aumenta en cérvix ovino alrededor de la ovulacién y el acido
hialuronico es capaz de disgregar y desnaturalizar las fibras de colageno (Kershaw-
Young y col. 2009; Perry y col. 2010). En conjunto, estas evidencias sugieren que la
dilatacion cervical al estro es un proceso complejo que puede involucrar aumentos en
la sintesis de glucosaminoglucanos que producen la desagregacion de las fibras de
coldgeno y aumentos en la degradacién del coldgeno por activacion de colagenasas.

Tabla 4. Porcentaje (%) de células positivas a MMP-2 en el cérvix craneal y caudal
de ovejas en los dias 1, 6 y 13 luego del estro (dia 0).

Craneal Caudal
dial (n=6) 0.77 £0.03 a* 0.94+0.09 a
dia6 (n=5) 0.34+£0.03 a* 1.17+£0.07 ab
dia13 (n =6) 0.10+0.01 c 3.10+£0.07 b

Dentro de cada columna, los valores (meants.e.m.) con distintas letras difieren
significativamente (P<0.0001) y con asteriscos tienden a ser diferentes (P=0.09).

La expresion de MMP-2 estuvo asociada mayoritariamente a fibroblastos activos
(células productoras de componentes de la MEC), en cambio la MMP-9 estuvo
asociada a células vinculadas con fenomenos inflamatorios, en acuerdo con lo
reportado en cérvix humano (Stygar y col. 2002). En cérvix de vaca gestante, la
expresion de MMP-2 aumentd 5 dias antes del parto, mientras que la expresion de
MMP-9 aument6 al momento del parto, asociada a un proceso pro-inflamatorio
dependiente de citoquinas (van Engelen y col. 2008). La baja actividad e
inmunosefial de la MMP-9 encontrada en cérvix de oveja ciclando podria deberse a
la escasa participacion de procesos inflamatorios en la remodelacion cervical al estro.
Si bien se detect6 un aumento de la produccion cervical de la interleuquina-8
(proinflamatoria) en ovejas al estro (Mitchell y col. 2002), su administracion no tuvo
efectos sobre la penetrabilidad cervical (Croy y col. 1999).

La actividad de las formas L y A de la MMP-2 fue entre 10 y 20 veces mayor
alrededor de la ovulacion que en fase lutea, sugiriendo incrementos tanto en la
expresion de la proteina MMP-2 como en su actividad enzimatica. El incremento
sobre la expresion de MMP-2, podria ser el resultado del estimulo de los altos niveles
de E preovulatorios y la mayor capacidad de respuesta del cérvix encontrados al estro
(Estudios 1 y I1). Existen evidencias de que los E regulan positivamente la expresion
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de MMP-2 en el utero (Russo y col. 2009, Shan y col. 2013). El aumento de la
relacion A/L de la MMP-2 sugiere que, ademas de la induccion transcripcional de
MMP-2, los E podrian inducir la activacion de la enzima. Se sabe que la MMP-2
nativa se sintetiza en forma de pre-proenzima fosforilada e inactiva y que adquiere la
conformacién activa y la actividad enzimatica mediante desfosforilacion y protedlisis
limitada (Sariahmetoglu y col. 2007; Jacob-Ferreira y col. 2013). Se ha propuesto
que estos mecanismos involucran sefiales moleculares trasmitidas por receptores de
membrana y/o nucleares pero no se conocen en detalle (Curry y Osteen 2003). Los
hallazgos del presente estudio sugieren que los E podrian ser una sefial hormonal
directa o indirecta de dichos mecanismos de activacion de MMP-2.

En acuerdo con los resultados de actividad enzimatica, el %MMP-2 en el cérvix
craneal disminuyo a lo largo del ciclo estral. Sin embargo, el %MMP-2 en el cérvix
caudal fue méximo en el Dia 13, sin aumento concomitante de la actividad
enzimatica. EI aumento temprano de la expresion de la MMP-2 en el cérvix caudal
respecto al craneal sugiere la existencia de factores locales que interactian con la
regulacion ejercida por los E y la P4 sobre la expresion de MMP-2. Que no hayamos
encontrado aumento de la actividad enzimética podria deberse a que la MMP-2 este
en su forma de pre-proenzima, detectable por inmunohistoquimica pero no por
zimografia en gelatina (Jacob-Ferreira y col. 2013). La pre-proMMP-2 se activaria
posteriormente bajo los efectos de los niveles crecientes de E producidos por la onda
folicular ovulatoria. Esta diferencia en la expresion de MMP-2 a lo largo del eje
longitudinal cervical podria estar vinculada a los diferentes roles biolégicos que
cumplirian ambas regiones cervicales alrededor de la monta.

A partir de las evidencias obtenidas en los Estudios I, 11 y 11, surge como hipétesis
que la mayor sensibilidad a los E del cérvix alrededor de la ovulacion, asociada a una
mayor capacidad colagenolitica y menor contenido de colageno, pueden ser
reproducidas luego del tratamiento para inducir la ovulacion de ovejas en el anestro
estacional.
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Estudio 1. Expresion del REa v capacidad de unién de RE y RP en cérvix de
ovejas en anestro estacional luego de la induccién de la ovulacion con P4 y GnRH
(Publicacién V).

Las concentraciones del transcripto REa (amol/ARU) fueron afectadas por el
tratamiento (P<0.0001), la zona cervical (P<0.0001) y hubo interaccién entre ambos
efectos (P<0.0001) (Experimento 2) (Figura 8, A). En el cérvix craneal, la
concentracion de ARNm REa fue menor en el Grupo P y mayor en el Grupo GnRH
respecto al Grupo Ay fue mayor en el Grupo P+GnRH que en los grupos P y GnRH.
En el cérvix caudal, no se detectd ARNm REa en ninguna muestras de los Grupos A
y Py en una muestra del Grupo P+GnRH, la concentracién de mensajero fue similar
en los Grupos GnRH y P+GnRH. La concentracion de ARNm REa fue mayor en el
cérvix craneal que caudal en todos los grupos.

La concentracion de RE, (fmol/mg de proteina), fue afectada por el tratamiento
(P<0.0001) y la zona cervical (P<0.0001) (Figura 8, B). En el cérvix craneal, la
concentracion de RE fue menor en el grupo P respecto a los otros grupos, mientras
que en el cérvix caudal no mostrd variaciones entre los grupos de tratamiento. La
concentracion de RE fue mayor en cérvix craneal que en caudal en todos los grupos
excepto en el Grupo P. Las concentraciones de RE se correlacionaron positivamente
con las del transcripto REa (r= 0.5940, P<0.005).

Las concentraciones de RP (fmol/mg de proteinas) fueron afectadas por el
tratamiento (P<0.001), la zona cervical (P<0.0001) y hubo interaccién entre ambos
factores (P<0.05) (Figura 8, C). En el cérvix craneal, la concentracion de RP fue
menor en el Grupo P respecto a los otros grupos de tratamiento y fue menor en el
Grupo A que en el Grupo GnRH. En el cérvix caudal no hubo variaciones entre los
grupos. La concentracion de RP fue mayor en cérvix craneal que en caudal en todos
los grupos excepto en el Grupo P. Las concentraciones de RP se correlacionaron
positivamente con las de RE (r= 0.78; P<0.002), indicando una dependencia entre la
expresion de ambos receptores.

En el Experimento 3, las concentraciones del transcripto REo (amol/ARU) fueron
significativamente afectadas por el dia (P<0.0002), la zona cervical (P<0.0001) y
hubo interaccion entre ambos efectos (P<0.003) (Figura 9, A). En el cérvix craneal,
la concentracion de ARNm REa fue mayor en el dia 1 que en el dia 5. En el cérvix
caudal no hubo variaciones entre los dias. La concentracion de ARNm REa en el dia
1 fue mayor en el cérvix craneal que caudal.

38



Tesis de Doctorado, Dr. Marcelo Rodriguez Pifion (DMTV — MSc)

mcraneal cervix A mcraneal cervix mcraneal cervix C
180 - Ocaudal cervix Ocaudal cervix Ocaudal cervix

— ~ 1200 —~ 1600 - c

< 160 8 3

o £ k=

D 140 [ 1000 + [

—_ o o

S 120 5 8004 s

8 100 g 3

(=} o 600 4 =2

u 80

2 E E

% 60 S 400 - S

£ 40 E E

< 20 % 200 + &

0 0|
A P GnRH P+GnRH A [ GnRH P+GnRH A P GnRH P+GnRH

Figura 8. Concentraciones (mean+ts.e.m.) del mensajero del receptor de estrogenos oo (ARNm REa, amol/URA, panel A), receptor de estrogenos
(RE, panel B) y de progesterona (RP, panel C) (fmol/mg de proteinas), en cérvix craneal y caudal de ovejas en anestro estacional (grupo A, n=4)
tratadas con progesterona (grupo P, n=4), GnRH (grupo GnRH, n=4) o progesterona y GnRH (P+GnRH, n=3) sacrificadas al comenzar el
experimento (grupo A), al retirar el CIDR (grupo P) o 24 h luego del bolo de GnRH (grupos GnRH y P+GnRH). ND: no detectable. Barras
marcadas con distintas letras difieren entre grupos y zonas cervicales (P<0.005).
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Figura 9. Concentraciones (mean=+s.e.m.) del mensajero del receptor de estrogenos oo (ARNm REa, amol/URA, panel A), receptor de estrégenos
(RE, panel B) y de progesterona (RP, panel C) (fmol/mg de proteinas), en cérvix craneal y caudal de ovejas en anestro estacional tratadas con
progesterona y GnRH, sacrificadas un dia (P+GnRH 1, n=6) o cinco dias (P+GnRH 5, n=5) luego del bolo de GnRH. Barras marcadas con
distintas letras difieren entre grupos y zonas cervicales (P<0.05).
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La concentracion del RE, (fmol/mg de proteina), fue afectada por el dia (P<0.0005),
la zona cervical (P<0.0001) y hubo interaccion entre ambos efectos (P<0.002)
(Figura 9, B). En el cérvix craneal, la concentracion de RE mostrd el mismo patron
que el ARNm REa, siendo mayor en el dia 1 que en el dia 5. En el cérvix caudal, no
hubo variaciones entre el dia 1 y 5. La concentracion de RE fue mayor en el cérvix
craneal que caudal en ambos dias. Las concentraciones de RP (fmol/mg de proteinas)
fueron afectadas por la zona cervical (P<0.0001), siendo mayor en craneal que en
caudal en ambos dias (Figura 9, C).

En todas las muestras de ambos Experimentos se detect6 un unico sitio de union para
E y para P4, saturable y de alta afinidad. Los valores de Kd no fueron afectados por
los grupos experimentales ni por la zona cervical y fueron similares a los obtenidos
en cervix de ovejas durante el ciclo estral (Estudio 1), reafirmando que los cambios
en la capacidad de respuesta del cérvix a las hormonas esteroideas ovaricas no
depende de modificaciones en la afinidad de los receptores por sus respectivas
hormonas sino que depende de la concentracidn de receptores.

En el cérvix craneal, los niveles de ARNm REa, RE y RP fueron comparables con
los encontrados en cérvix de ovejas en la estacion reproductiva (Estudio I). Durante
el anestro estacional, los niveles basales de E circulantes serian suficientes para
mantener la expresion constitutiva de ambos receptores, mientras que los niveles
basales de P4 circulante serian insuficientes para ejercer una regulacion negativa,
como fue propuesto en Utero de corderas prepuberes (Garofalo y Tasende 1996) y de
ovejas adultas en anestro estacional (Tasende y col. 2002). La insuficiencia de las
concentraciones circulantes de P4 para ejercer regulacion negativa sobre la expresion
de RE y RP durante el anestro estacional es confirmada por la disminucion de
ARNm REa, RE y RP luego el tratamiento con P4. El tratamiento con GnRH luego
del tratamiento con P4 aument6 los niveles de ARNm REo, RE y RP pudiendo
deberse a la supresion de la inhibicion de la P4 y/o al efecto estimulatorio del
aumento del E> circulante inducido por el tratamiento con GnRH (Tasende y col.
2002). La correlacion positiva que encontramos entre RE y ARNm REa afirma el
concepto de que los E y la P ejercen la regulacion del REa a nivel transcripcional. La
mayor capacidad de unién de RE y la mayor concentracion de ARNm REa en el dia
1 respecto al dia 5 es consistente con el efecto estimulatorio de las altas
concentraciones de E» circulantes alrededor de la ovulacion y con el efecto
inhibitorio del incremento de la P4 circulante en la fase luteal temprana (Tasende y
col. 2005a). La correlacion positiva encontrada entre RE y ARNm REa indicaria un
control transcripcional de E y P4 sobre la expresion del gen de REa. La ausencia de
modificaciones en los niveles de RP entre los dias 1 y 5 no coincide con la
disminucion de la capacidad de union RP durante la fase luteal temprana de las
ovejas ciclando durante la estacidn reproductiva (Estudio 1). Este desacuerdo podria
deberse a que las muestras de las ovejas en anestro tratadas para inducir la ovulacién
fueron tomadas 1 dia antes (dia 5 vs. 6) y los niveles de P4 al dia 5 podrian no ser
suficiente ejercer su efecto inhibitorio sobre el RP. La correlacion positiva hallada
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entre la concentracion de RE y RP es consistente con el concepto de que RP es un
marcador de la accion estrogenica.

El cérvix caudal mostré menor concentracion de ARNm REa y capacidad de union
de RE y de RP que el craneal en ambos Experimentos, sugiriendo que estas zonas
cervicales tienen diferente capacidad de respuesta a las hormonas esteroideas
ovaéricas. Zhao y col. (1999) no pudieron detectar el RE y encontraron muy poca
inmunosefial del RP en una zona no indicada del cérvix de ovejas en anestro
estacional, probablemente debido a que pudieron haber trabajado en cérvix caudal y
a la menor sensibilidad de la metodologia utilizada respecto a los ensayos de union.
Ademas, en el cérvix caudal, no hubo efecto de tratamiento (Experimento 2) ni de dia
(Experimento 3) sobre la capacidad de union de RE y RP y solo hubo efecto de
tratamiento en la concentracion de ARNm REa (Experimento 2). Estos resultados
estarian indicando que la condicién de anestro estacional involucra la menor
capacidad de respuesta del cérvix caudal a las hormonas esteroideas ovaricas, aunque
mantiene funcional el mecanismo de regulacién transcripcional de la expresion del
REo.

En este Estudio se demuestra que la expresion de RE y RP en el cérvix craneal de
ovejas en anestro estacional es modificada por los tratamientos con GnRH para
inducir la ovulacion, con o sin P4 previa, siendo regulada positivamente por los E y
negativamente por la P. En cambio, en el cérvix caudal, la expresion de RE y RP es
mas baja y muestra poca o ninguna variacion luego de los tratamientos, lo que podria
limitar la utilizacion de estrategias hormonales para inducir la dilatacion cervical en
ésta especie.

A partir de las evidencias obtenidas en este Estudio y en los Estudios I, 11 y Ill,
surge la hipétesis de que la concentracion del coladgeno cervical y la actividad
colagenolitica en ovejas en anestro estacional puede ser modificada por los
tratamientos con GnRH para inducir la ovulacién, con o sin P4 previa y en forma
diferencial en el eje longitudinal cervical.
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Estudio V. Contenido vy distribucién del coldgeno v actividad de las MMP-2 vy
MMP-9 en cérvix de ovejas en anestro estacional luego de la induccién de la
ovulaciéon con P4 y GnRH (Publicacion V).

En el Experimento 2, la concentracion de coldgeno (mg/g de tejido seco) tendio a ser
mayor en el Grupo P que en Ay P+GnRH (Tabla 5). La concentracién de proteinas
solubles totales (mg/g tejido seco) fue afectada por el tratamiento (P<0.003) y la
zona cervical (P < 0.05). La concentracion de proteinas solubles totales (mg/g de
tejido seco) fue menor en los Grupos Ay GnRH que en P y P+GnRH (Tabla 5) y fue
mayor en cérvix craneal que caudal cérvix (291+13 y 262+11, respectivamente).

El peso cervical total (g) tendi6 a ser menor en el Grupo A que en los Grupos GnRH
y P+GnRH (5.6+0.7, 7.5+1.1, 8.8+1.3 y 7.9%£1.6, respectivamente, P=0.09)
(Experimento 2). El contenido de agua (%) fue menor en el Grupo A que en los
Grupos P, GnRH y P+GnRH (74.5+1.0, 76.8+0.4, 76.9+0.3 y 78.4+0.9,
respectivamente, P<0.01).

La actividad gelatinasa de las formas L y A de la MMP-2 fue detectada en todas las
muestras analizadas. La actividad gelatinasa (ng/mg de proteinas) de la forma L de la
MMP-2 fue afectada por la interaccion entre el tratamiento y la zona cervical
(P<0.05). En el cérvix craneal, la actividad de la L MMP-2 fue mayor en el grupo A
que en P, GnRH y P+GnRH, sin variaciones en caudal (Tabla 5). La actividad de la
A MMP-2 (ng/mg de proteinas) y la relacién A/L no fueron diferentes entre grupos y
zonas cervicales (10.0£2.6 y 0.35+0.06, respectivamente). La actividad gelatinasica
de MMP-9 se detectd solo en una oveja por grupo y los valores encontrados
estuvieron en el limite de deteccidon de la técnica.

En el Experimento 3, la concentracion de colageno (mg/g tejido seco) fue menor en
el dia 1 que 5 (P<0.04) (Tabla 6). La concentracion de proteinas solubles totales
(mg/g tejido seco) fue mayor en el cérvix craneal que caudal (33518 y 226+11,
respectivamente, P<0.02) (Tabla 6). El peso cervical total (g) no fue afectado por el
dia luego del tratamiento ni por la zona cervical (8.4+0.7, n=11). Tampoco hubo
efectos sobre el contenido de agua (%) (78.4+0.6, n=22).

La actividad gelatinasa (ng/mg de proteinas) de las formas L y A de la MMP-2 fue
detectada en todas las muestras analizadas. La actividad de la A MMP-2 y la relacion
entre las formas A y L de la MMP-2 fueron mayores al dia 1 que al dia 5 luego del
tratamiento (P<0.03 y P <0.02, respectivamente). (Tabla 6). La actividad de la L
MMP-2 no fue afectada por el dia (41.1+4.5). La actividad gelatinasica de MMP-9 se
detect6 en una oveja sacrificada al dia 1 y en 2 sacrificadas al dia 5 y los valores
encontrados estuvieron en el limite de deteccion de la técnica.
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Tabla 5. Concentracion de proteinas solubles totales y colageno (mg/g tejido seco) y actividad
gelatinasa (ng/mg de proteinas) de la forma latente (L) de la metaloproteinasa de la matriz extracellular-
2 (MMP-2), en cérvix craneal y caudal de ovejas en anestro estacional (grupo A) tratadas con
progesterona (grupo P), GnRH (grupo GnRH) o progesterona y GnRH (P+GnRH) sacrificadas al
comenzar el experimento (grupo A), al retirar el CIDR (grupo P) o 24 h luego del bolo de GnRH
(grupos GnRH y P+GnRH).

Proteinas (n /mL |t\JI/IeME)c;tzel’nas)
solubles totales  Colageno (mg/g g/mg de p
(mg/g tejido tejido seco)

seco) Craneal Caudal
A (n=4) 248+15 a 17212 * 42.4+10.3a 19.3x7.4D
P (n=4) 307+13 b 211+18 *+  20.44#80b 27.2#3.7ab
GnRH (n=4) 244%10 a 19248 13.747.5b 30.3x4.9ab
P+GnRH (n=3) 308+15 b 158+12 13.7+4.6 b 16.9+4.2b

Para cada columna, los valores (means.e.m.) marcados con distintas letras difieren (P<0.04) y si estan
marcados con asterisco (P=0.09) o daga (P=0.07) tienden a ser diferentes entre si.
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Tabla 6. Concentracion de proteinas solubles totales y de colageno (mg/g tejido seco), actividad gelatinasa (ng/mg de proteinas)
de las formas latente (L) y activada (A) de la metaloproteinasa de la matriz extracellular-2 (MMP-2) y relacion entre las formas
AJ/L, en cérvix craneal y caudal de ovejas en anestro estacional tratadas con progesterona y GnRH, sacrificadas uno (P+GnRH 1,
n=6) o cinco (P+GnRH 5, n=5) dias luego del luego del tratamiento con GnRH y pretratamiento con progesterona.

Proteinas solubles  Colageno L MMP-2 A MMP-2

totales (mg/g tejido seco)  (ng/mg de proteinas)  (ng/mg de proteinas) Relacion A/L
(mg/g tejido seco)

P+GnRH 1 (n=6) 306£15 155+12 a 37.248.1 12.5+2.8 a 0.28+0.06 a

P+GnRH 5 (n=5) 304+16 189+9 b 37.7+¢7.1 25+09b 0.08+0.02 b

Para cada columna los valores (mean + pooled s.e.m.) marcados con letras distintas difieren significativamente (P<0.05).
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El peso y el contenido de agua del cérvix de ovejas durante el anestro estacional
aumentan luego del tratamiento para inducir la ovulacion con P4 y/o GnRH, a
valores similares a los de ovejas ciclando durante la estacion reproductiva (Estudio
I11), dando cuenta de la quiescencia del 6rgano durante el anestro estacional y de la
capacidad de los tratamientos hormonales en revertir ésta condicion.

El tratamiento con P4 de ovejas en anestro estacional aumentd las concentraciones de
proteinas solubles, en acuerdo con los méaximos niveles encontrados durante la fase
luteal tardia en ovejas ciclando (Estudio I11). Los resultados apoyan el concepto de
que la P4 induciria la sintesis proteica necesaria para la proliferacion celular (Ramos
y col. 2002; Bott y col. 2006; Estudio I1). Que no hayamos encontrado variacién en
el contenido de proteinas solubles totales entre los dias 1 y 5 luego del tratamiento
con P4 y GnRH coincide con que no hubo diferencias en el contenido proteico entre
el dia 1 y el dia 6 del ciclo estral (Estudio Ill), probablemente debido a que la
exposicion a la P4 en la fase luteal temprana no haya sido suficiente para inducir la
proliferacion celular.

Concomitante con la tendencia a tener mayor concentracion de colageno luego del
tratamiento con P4, en el cérvix craneal se registré una disminucién de la actividad
de la L MMP-2. Esto sugiere que la P4 ejerce cierto grado de inhibicion de la sintesis
de la proMMP-2 (forma L) y como consecuencia menor actividad de degradacion del
colageno, como fue reportado en cérvix de ovejas gestantes (Regassa y Noakes 2001)
y en cérvix de ratas tratadas con un antagonista de la P4 (Mifepristone) (Clark y col.
2006). El tratamiento con GnRH luego de la P4 tendié a disminuir la concentracién
de colageno, sugiriendo un aumento de la actividad colagenolitica inducida por los E
producto del estimulo gonadotréfico (Tasende y col. 2005a). En tal sentido, la
concentracion de colageno fue menor al dia 1 que al 5 luego de la administracion de
GnRH con P4 previa, a la vez que la actividad de la A MMP-2 y la relacién A/L
fueron mayores, sugiriendo una accion inductora de los E sobre los mecanismos de
activacion enzimatica de la MMP-2 (Russo y col. 2009, Shan y col. 2013). Este
ultimo aspecto difiere respecto e lo encontrado en cérvix de ovejas durante el ciclo
estral donde el estimulo de E se ejercio tanto sobre la expresiéon de la MMP-2 como
sobre su activacion (Estudio I11). La tendencia al aumento del peso cervical luego
del tratamiento con GnRH a ovejas en anestro, sin variaciones concomitantes en el
contenido de agua ni en las concentraciones de proteinas solubles y colageno podrian
estar indicando que se debe a la acumulacion de compuestos no proteicos inducida
por los E preovulatorios (Tasende y col. 2005b), tal como fue sugerido en el Estudio
1.

El cérvix caudal de las ovejas en anestro estacional tuvo niveles de actividad de la
forma L MMP-2 cercanos a la mitad de los niveles registrados en el cérvix craneal.
Coincidentemente, la capacidad de respuesta del cérvix a los E y P4, en términos de
concentracion de receptores, fue menor en cérvix caudal que en craneal y fue
afectada por los tratamientos hormonales solo en el cérvix craneal (Estudio IV).
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Estos datos sugieren que el nivel de expresion de la pro-MMP-2 durante el anestro
estacional es menor en el cérvix caudal por su baja capacidad de respuesta a las
hormonas esteroideas ovaricas.

Al igual que en ovejas ciclando (Estudio I11), la actividad gelatinasa en el cérvix de
la oveja en anestro estacional depende de la MMP-2, ya que la actividad
correspondiente a la MMP-9 fue escasa y estuvo en el limite de deteccion de la
técnica. En este Estudio se muestra que las hormonas esteroideas ovaricas regulan la
capacidad de degradacion del colageno cervical en ovejas durante el anestro
estacional fundamentalmente a través de la regulacion de la actividad de la MMP-2.
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Discusién general

En la presente Tesis se demuestra por primera vez, hasta nuestro conocimiento, que
la mayor capacidad de respuesta a los E del cérvix ovino alrededor de la ovulacion se
asocio con mayor actividad colagenasa y menores niveles de colageno, tanto en ciclo
estral natural como inducido en el anestro, sugiriendo que la degradacion del
colageno esta involucrada en los mecanismos de dilatacion cervical al estro. Un
esquema de los hallazgos se muestra en la Figura 10.

Durante el ciclo estral, se demuestra que el cérvix ovino tiene mayor capacidad de
respuesta a los E alrededor de la ovulacion respecto a la fase luteal, dada por el
aumento en las concentraciones tisulares de ARNm REa y RE, luego del pico
preovulatorio de E2 y el aumento en la concentracion del RP, como marcador de la
accion estrogénica (Estudio I, Figura 10, A). Esta mayor capacidad de respuesta a
los E dependeria fundamentalmente de la mayor expresion del REa localizado en el
epitelio luminal (Estudios I y I1). Mayor expresion de la proteina REa luego del
pico de LH también fue reportada en cérvix ovino (Falchi y Scaramuzzi 2013),
concomitante con el aumento de la penetrabilidad cervical (Kershaw y col. 2005). En
conjunto los hallazgos sugieren que los E, a través de su REa epitelial, dirigen la
cascada de sefiales moleculares involucrada en los mecanismos de remodelacion de
la MEC que llevan a la dilatacion cervical.

Sin embargo, los componentes de los sistemas LH/PGE2 y Ox/PGE2 (RLH, ROx y
COX-2) localizados predominantemente en los epitelios cervicales, presentaron los
mayores niveles de expresion durante la fase luteal tardia (Estudio I, Figura 10, A),
lo que sugiere que estos sistemas se encuentran estimulados por P4. La asociacion
temporal entre el aumento en la expresion de COX-2 y de los RLH y ROx durante la
fase luteal sugiere que la LH hipofisiaria y/o la Ox luteal, también estimulan la
expresion de COX-2 y la posterior sintesis de PGE2. La PGE2 durante la fase luteal
podria participar en la génesis de las variaciones ciclicas de la composicion y de las
caracteristicas reologicas del mucus cervical (Tang y Adams 1978, Lee y col. 1986,
Obara y col. 2001, Perry y col. 2012) propuesta por Zhang y col. (2007). Estudios in
vitro demostraron que la LH indujo la produccion de PGE2 cervical en bovinos
(Mizrachi y Shemesh 1999), sin embargo, la COX-2 y la produccién de PGE2 no
aumentaron con la administracion de Ox (Falchi y Scaramuzzi 2015). Son necesarios
mas estudios para aclarar el rol de los sistemas LH/PGE2 y Ox/PGEZ2 en la fisiologia
cervical y en la remodelacion de la MEC al estro.

La disminucidn del area ocupada por las fibras de colageno alrededor de la ovulacion
(Estudio 111, Figura 10, A), apoya la hipétesis de que la relajacién cervical al estro
es debida en parte a la desagregacion fibrilar provocada por el aumento de acido
hialurénico inducido por lo E2 preovulatorios (Kershaw y col. 2007, Kershaw-
Young y col. 2009, Perry y col. 2010 y 2012). A su vez, el aumento de la
degradacion enzimética alrededor de la ovulacion se evidencio por incrementos de 10
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a 20 veces en la concentracion y en la actividad de la MMP-2, concomitantes con
menor concentracion de colageno (Estudio Ill, Figura 10, A). Los hallazgos
sugieren que los E preovulatorios, a través del REa, constituyen una sefial hormonal
directa o indirecta de estimulo de la sintesis y de la activacion de MMP-2 en los
fibroblastos activos del estroma cervical (Estudios I y I11). El incremento en la
desagregacion de fibras y en la degradacion enzimatica del colageno al estro,
demuestran la coexistencia de estos dos procesos en los mecanismos de
remodelacion de la MEC. Se puede inferir que dichos procesos promueven la
relajacion, dilatacion y el incremento de la penetrabilidad del cérvix al estro
(Kershaw y col. 2005).

Durante el ciclo estral, se demostrdé que hay diferencias histomorfoldgicas y en los
niveles de expresion de REa, ROx, RLH, COX-2 y MMP-2 entre las zonas craneal y
caudal del cérvix ovino, que podrian estar vinculados a sus distintos roles
fisioldgicos. (Estudio Il, Figura 10, A). Reportes previos también mostraron la
expresion diferencial a lo largo del eje longitudinal cervical de otros componentes de
la cascada de sefiales vinculadas a la remodelaciéon de la MEC cervical, como los
receptores de prostaglandinas (EP2 y EP4) o las hialuronato sintasas (Schmitz y col.
2006, Kershaw y col. 2007, Kershaw-Young y col. 2009, Leethongdee y col. 2010,
Perry y col. 2012)

Durante el anestro estacional, encontramos concentraciones de RE, RP y MMP-2
(Estudios 1V y V) similares a las del ciclo estral en estacion reproductiva (Estudios
I y I11). En anestro, con concentraciones circulantes de E2 y P4 basales, el cérvix
mostrd expresion constitutiva de RE, RP y MMP-2, que se manifiesta en forma
diferencial en las zonas craneal y caudal. En la zona craneal las concentraciones de
RE, RP y MMP-2 fueron mayores y respondieron a los tratamientos con GnRH con o
sin P4 previa (Estudios IV y V), mostrando el efecto estimulatorio de E2 inducido
por la GnRH vy el efecto inhibitorio de la P4, en acuerdo con estudios previos
(Estudios I y I11). Sin embargo, el cérvix caudal tuvo niveles menores de expresion
de RE, RP y MMP-2 que el craneal, los que no fueron afectados por los tratamientos
(Estudios 1V y V) (Figura 10, B). Esta expresion y regulacion de RE, RP y MMP-2
diferencial entre las zonas craneal y caudal durante el anestro estacional y luego de
los tratamientos, no coincide con lo encontrado durante el ciclo estral, donde el
ARNmM REa, el RP y la expresion de MMP-2 fueron mayores en la zona caudal que
craneal (Estudios I y I11). En conjunto los resultados indican que el anestro
estacional condiciona la capacidad de respuesta del cérvix a E y P4 en términos de
RE y RP y potencial colagenolitico de MMP-2, en una forma dependiente de la zona
cervical.

En cérvix de ovejas en anestro estacional se obtuvieron evidencias que demuestran
mayor degradacion del colageno alrededor de la ovulacion inducida, asociada al
estimulo de los E preovulatorios (Estudio V), que fueron similares a las encontradas
en ovejas ciclando alrededor de la ovulacion espontanea (Estudio I11). Luego del
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tratamiento con GnRH y P4 previa, la concentracion de colageno fue menor y la
actividad de la MMP-2 fue mayor alrededor de la ovulacion inducida que en la fase
lutea temprana. Estos resultados sugieren que el aumento de los E preovulatorios
inducen la degradacion del colageno a traves del estimulo de la actividad enzimatica
de la MMP-2, sin estimulo evidente en la expresion de la proteina MMP-2 (Estudio
V, Figura 10, B), como fuera registrado durante el ciclo estral (Estudio I11). No se
descarta que en cérvix de ovejas en anestro estacional durante la ovulacion inducida,
también coexista junto con la degradacién del coldgeno, cierto grado de
desagregacion de las fibras de coldgeno, inducido por incrementos de &acidos
hialurénicos (Kershaw-Young y col. 2009, Perry y col. 2010), aungue no se
encontraron referencias sobre variaciones del &cido hialurénico en cérvix de ovejas
en anestro inducidas a ovular.

En sintesis, estos estudios de Tesis aportan evidencias de que la remodelacion de la
MEC cervical alrededor de la ovulacion es consecuencia de la accién estrogeénica,
sustentada por los altos niveles de E> circulantes y por el alto nivel de expresion de
REa cervicales. La remodelacion de la MEC involucra la coexistencia de la
desagregacion de las fibras de colageno y su degradacién por la accién de la MMP-2
producida en los fibroblastos del estroma y estimulada por los E a través del REa
epitelial. Ademés, en ovejas en anestro estacional, se muestran evidencias de la
degradacion del coladgeno dependiente de la activacion de MMP-2 inducida por los E
preovulatorios (producto del tratamiento con GnRH con P4 previa), que actlan a
través del actuando a través del REa. Por lo tanto, en el anestro estacional, el
tratamiento con GnRH y P4 previa para inducir la ovulacién reproduce parcialmente
los mecanismos de degradacién del colageno descritos en ovejas ciclando.
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Figura 10. Resumen de los hallazgos maés significativos obtenidos en éste trabajo de
Tesis en ovejas durante el ciclo estral en los dias 1, 6 y 13 luego de detectado el estro
(dia 0) (A) y en ovejas en anestro estacional sin tratamiento (A) y uno o cinco dias
luego del bolo de GnRH y pretratamiento con P4 (B).

51



Tesis de Doctorado, Dr. Marcelo Rodriguez Pifion (DMTV — MSc)

Conclusiones

1. La capacidad de repuesta del cérvix ovino a los E y a la P4 es mé&xima tanto
alrededor de la ovulacion espontanea como inducida durante el anestro y esta
sometida a la regulacion positiva de los E preovulatorios y negativa de la P4
durante la fase lutea. La regulacion sobre la expresion de RE se ejerce a nivel
transcripcional sobre el ARNm REa y a nivel post-transcripcional sobre la
expresion de la proteina RE y su capacidad de unién (Estudios 1 'y 11).

2. Alrededor de la ovulacion espontdnea en la estacion reproductiva, los E
preovulatorios, actuando a través del RE, inducen directa o indirectamente la
desagregacion de las fibras y la degradacion del colageno del cérvix,
estimulando la expresion y la activacion de la colagenasa MMP-2. El REa se
expresa mayormente en los epitelios luminales y la MMP-2 esta localizada en
los fibroblastos del estroma cervical, lo que plantea la existencia de una
comunicacion a través de diferentes sefiales moleculares o “cross talk" entre
epitelios y estromas (Estudios I, 11 y I1)

3. Los componentes de los sistemas LH/PGE2 y Ox/PGE2 (RLH, ROx y COX-2)
se expresan predominantemente en el epitelio luminal, pero adquieren sus
maximos niveles durante la fase lutea tardia del ciclo estral (Estudios I1). No
se descarta que estos sistemas que inducen la sintesis de PGE2, estén activados
en forma temprana por el ambiente hormonal previo a la ovulacion.

4. Durante el ciclo estral en estacion reproductiva y el ciclo inducido en anestro
estacional, el cérvix presenta marcadas diferencias histomorfoldgicas y/o en la
expresion de REa, RP, ROx, RLH, COX-2 y MMP-2 entre las zonas craneal y
caudal, lo que refleja distintos roles fisioldgicos para estas zonas cervicales
(Estudios I, 11, 111, IV y V).

5. Alrededor de la ovulacién inducida con GnRH y P4 previa durante el anestro
estacional, los E preovulatorios actuando a través del RE, inducen la
degradacién del colageno cervical por activacion de la colagenasa MMP-2
(Estudios 1V y V), reproduciendo en parte, lo descrito alrededor de la
ovulacion espontanea durante el ciclo estral (Estudios I, 11y I11).

6. Se demuestra por primera vez, que la mayor capacidad de respuesta a los E del
cérvix ovino alrededor de la ovulacion se asocia con mayor actividad
colagenasa y mayor desagregacion de las fibras y degradacion de colageno,
tanto en ciclo estral natural como inducido en el anestro. Se infiere que los
procesos de desagregacion fibrilar y degradacion de coladgeno constituyen
mecanismos de remodelacion de la MEC, que contribuyen a la relajacion,
dilatacion y aumento de la penetrabilidad del cérvix al momento de la
ovulacion.
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