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RESUMEN

Luego de que el semen es depositado en el Gtero, ocurre un proceso inflamatorio que
es considerado fisiologico, transitorio y necesario. La inflamacion es caracterizada por
un rapido influjo de polimorfonucleares (PMNs) al Utero; la cual tiene como principal
funcion eliminar, mediante la fagocitosis restos celulares, bacterias, espermatozoides
en exceso Yy otros contaminantes, favoreciendo un ambiente propicio para la llegada del
embrion entre el dia 5 a 6 pos-ovulacion. En los equinos, inseminar con semen
congelado desarrolla una respuesta inflamatoria uterina mas exacerbada que
haciéndolo con semen fresco o refrigerado, ocasionando tasas de prefiez inferiores. El
objetivo de este trabajo fue investigar la influencia de los espermatozoides muertos en
la dosis de semen congelado sobre la respuesta inflamatoria uterina en yeguas. 36
yeguas reproductivamente sanas, destinadas a faena fueron aleatoriamente asignadas
en 3 grupos experimentales: SM (n = 10) - inseminadas con semen congelado con la
totalidad de espermatozoides muertos; SV (n = 10) - inseminadas con semen congelado
comercial con > 35 % de espermatozoides con motilidad progresiva y grupo control (n =
16) - yeguas que no fueron inseminadas. EI numero de PMNs recuperados de los
lavados uterinos fue menor (P < 0,05) cuando se insemind con el semen muerto
(45x10% + 9,8x10° PMNs/mL) comparado con semen vivo (82,7x10°% + 15,7x10°
PMNs/mL). En conclusién, los espermatozoides muertos generaron una reaccion
inflamatoria endometrial menor que los espermatozoides vivos a las 4 h pos-
inseminacién en yeguas reproductivamente sanas. Los espermatozoides muertos
parecerian no ser los responsables de la gran reaccién inflamatoria generada tras
inseminar con semen congelado.



SUMMARY

When breeding the mare, semen is deposited in the uterus. An inflammatory process
occurs, but is physiologic, transitory and necessary to prepare the uterus for the arrival
of the embryo 5 to 6 days after ovulation. The inflammation is characterized by an influx
of polymorphonuclear (PMNS) to the uterus, whose main function is to eliminate through
phagocytosis debris, bacteria, excess sperm and other contaminants. Comparing with
fresh and refrigerated semen, the use of frozen/thawed semen results in a more marked
and prolonged uterine inflammatory response. Consequently pregnancy rates after
frozen semen inseminations are still disappointingly low. The objective of this work was
to investigate the influence of dead spermatozoa of frozen semen dosis on the uterine
inflammatory response in mares. 36 reproductively healthy mares, destined for
slaughter, were randomly assigned in 3 experimental groups: SM (n = 10) — inseminated
with frozen semen with the totally dead spermatozoa; SV (n = 10) — inseminated with
frozen semen with > 35 % of progressively motile spermatozoa and untreated group (n =
16) — mares that were not inseminated. The total number of PMNs recovered from
uterine lavages was lower (P <0.05) in group SM (45x108 + 9,8x10%° PMNs/mL)
compared with SV group (82,7x10° + 15,7x10° PMNs/mL). In conclusion, dead
spermatozoa produced a lower endometrial inflammatory reaction than live sperm 4 h
pos-insemination reproductively healthy mares. Dead spermatozoa seems not to be the
responsible of the great inflammatory reaction generated after inseminating mares with
frozen semen.



1. INTRODUCCION

En Uruguay, los deportes ecuestres han ganado gran interés tras importantes
reconocimientos nacionales e internacionales, esto lleva a aumentar el nivel de
inversion por parte de los criadores y a intensificar el manejo reproductivo. En los
altimos 25 afios ha incrementado el uso de la inseminacion artificial con semen
congelado, aunque todavia no se alcanzan los porcentajes que se observan en los
bovinos (Alonso et al., 2016). Las principales ventajas que ofrece el semen congelado
son: acelerar la mejora genética con mayor difusion de sementales de alto valor, uso de
semen de padrillos ya muertos o castrados; elimina la necesidad de desplazar las
yeguas, evita enfermedades de transmision venérea, evita la sobreutilizaciéon del
padrillo, previniendo asi el desgaste y permite la utilizacion de genética ubicada en
otros paises o continentes (Alonso et al., 2016).

La principal causa de pérdida econdmica en la industria equina es la endometritis
(Vega, 2011). Definimos endometritis como la inflamacion de la mucosa que recubre el
interior del utero (Crum et al.,, 2011). Troedsson (1999) la subdivide en cuatro
categorias, basado en la etiologia y fisiopatologia: (1) endometrosis (endometritis
degenerativa cronica), (2) endometritis de transmision sexual, (3) endometritis
persistente pos-cobertura y (4) endometritis cronica infecciosa. Durante este texto, nos
vamos a enfocar principalmente en la endometritis pos-cobertura. El tema es muy
amplio y de gran interés en el campo de la reproduccién, ya que es reconocida como la
principal causa de fracaso en concebir la prefiez en yeguas (Gutjahr et al., 2000).

Independientemente de la técnica de servicio empleada, monta natural o inseminaciéon
artificial (1A), a diferencia de otras especies, en equinos el semen es depositado
directamente en el interior del dtero (Vega, 2011). Solo un pequefioc numero de
espermatozoides son transportados a las trompas uterinas, lugar donde ocurre la
fertilizacion. El resto de los espermatozoides eyaculados, acompafado de fluido
seminal, extensores de semen, bacterias, y otros contaminantes, permanecen en el
Utero, provocando una reaccion inflamatoria aguda, llamada endometritis inducida por el
apareamiento (LeBlanc, 2003). Esta inflamacion es un evento fisioldgico, transitorio y en
la mayoria de los casos breve (Katila, 1995). Antiguamente, se creia que dicha
inflamacion era causada por la contaminacion bacteriana en el utero, al momento del
servicio. Ahora, es sabido que los espermatozoides por si solos son los principales
causantes de dicha endometritis (Katila, 2001). La respuesta inflamatoria se basa
principalmente en la migracion de neutréfilos, inmunoglobulinas y sistema de



complemento dentro del lumen uterino en respuesta a los espermatozoides (LeBlanc,
2003).

Las yeguas reproductivamente sanas o fértiles resuelven la inflamacién dentro de las 24
a 36 h seguidas de la IA, y son consideradas resistentes a la endometritis pos-servicio
(LeBlanc, 2003; Troedsson y Woodward, 2016). En cambio, las yeguas que no logran
eliminar la inflamacion pasadas las 48 h del servicio, son consideradas susceptibles a la
endometritis pos-servicio (Maischberger et al., 2008). Estas, tienen mayor dificultad
para evacuar el residuo generado por la inflamacién, suelen acumular fluido y exceso
de neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs) en el interior del Gtero por mas de 48 h,
siendo perjudicial para el endometrio y por ende nocivo para el embrién, poniendo en
peligro el desarrollo de la prefiez (LeBlanc, 2003).

En equinos, la IA se puede realizar usando semen fresco, refrigerado o congelado.
Aungue ha incrementado el uso de semen congelado en el mercado equino, una
limitante de su uso son las menores tasas de prefiez obtenidas cuando se las compara
con semen fresco o refrigerado (Sanchez et al., 2008). Yeguas fértiles inseminadas con
semen refrigerado se espera un rango de 50-70% de prefiez por ciclo, mientras que se
reportan tasas de 40-50% con la utilizacion de semen congelado (Squires, 2009).
Estudios previos han demostrado que el semen concentrado (ejemplo: semen
congelado) induce una reaccién inflamatoria mayor que el semen diluido (Kotilainen et
al., 1994; Katila, 2012). Kotilainen et al. (1994) sugirieron que una de las principales
causas de esta fuerte reaccion inflamatoria ademas de la alta concentracion
espermatica, es la alta proporcién de espermatozoides muertos (alrededor de un 70%),
sumado a la baja proporcion de plasma seminal presente en el semen congelado
equino (Katila, 2005). Por lo tanto, la seleccion esperméatica a través de técnicas de
centrifugacion por gradientes de Percoll que permite la separacion de espermatozoides
viables de los dafiados o muertos, podria contribuir a reducir la reaccion inflamatoria
endometrial luego de la IA (Gomes et al., 2019).

Es importante estudiar los aspectos que afectan la inflamacién endometrial en la yegua
luego de la IA con semen congelado. Al jugar los espermatozoides un rol preponderante
en el establecimiento de la reaccion inflamatoria endometrial, se requiere de un 6ptimo
manejo reproductivo, sobre todo para aquellas yeguas susceptibles a la endometritis
pos-servicio para poder lograr buenos indices de prefiez (Maischberger et al., 2008). El
objetivo de este estudio fue determinar el efecto que tienen los espermatozoides
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muertos sobre la reaccidon inflamatoria endometrial en la yegua luego de la IA con
semen congelado.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Endometritis pos-cobertura (interaccién espermatozoide-utero)

Al momento del servicio, ingresan ademas de espermatozoides, cuerpos extrafios,
bacterias y detritos directamente dentro del Utero, causando una reaccion inflamatoria
llamada endometritis pos-cobertura (Troedsson et al., 2001). Es un evento fisiologico y
predecible; inclusive se cree que esta reaccion inflamatoria es necesaria para eliminar
contaminantes introducidos en el utero (Christoffersen y Troedsson, 2017). Para
promover una rapida eliminacion de los agentes causales de la inflamacion, el Gtero
dispone de métodos de defensa: fisicos, celulares y humorales (Brito y Barth, 2003).
Los mecanismos fisicos, son constituidos por barreras fisicas y por la limpieza
mecanica; como son las contracciones uterinas las cuales se encargan de evacuar el
excedente a través del cérvix (LeBlanc, 2003), al mismo tiempo que son importantes
para el transporte espermatico (Katila, 2011). Mientras tanto, los mecanismos celulares
y humorales se refieren a la respuesta inmunoldgica local, donde intervienen PMNSs,
linfocitos mononucleares, inmunoglobulinas y mediadores de la inflamacion (Fiala,
2004).

La endometritis se caracteriza por el influjo de PMNs hacia la luz del utero donde se
opsoniza el blanco para luego fagocitarlo (Katila, 1996; Troedsson et al., 2001).
Comunmente inicia entre 0,5 a 1 h pos-servicio y ocurre el pico inflamatorio entre las 6 y
12 h. En yeguas sanas, a las 48 h se encuentra resuelta la inflamacion (Katila, 1996).
La persistencia de la inflamacion pasadas las 48 h pos-servicio, se considera una
amenaza para la viabilidad del embrion (Maischberger et al., 2008; Vega, 2011). Por lo
tanto, la duracion y la severidad de dicha inflamacion, caracterizada por un incremento
en el grado de edema uterino y/o la presencia de fluido intrauterino acumulado es un
factor critico para determinar la habilidad de esa madre en concebir y mantener la
prefiez (Samper, 2009).

Generalmente 10-15% de la poblacion de las yeguas cubiertas desarrollan una
inflamacion endometrial persistente causado por el semen con efectos negativos en la
fertilidad (Troedsson et al., 2006). Esta condicion la lleva a ser la tercera patologia mas
comun de las hembras adultas luego de los trastornos digestivos y respiratorios (Traub-
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Dargatz et al., 1991) y una de las principales causas de subfertilidad en yeguas (Traub-
Dargatz et al., 1991; Zent et al., 1998).

2.1.1. Yequas susceptibles a la endometritis persistente pos-cobertura

La yegua susceptible a la endometritis pos-servicio es aquella incapaz de limpiar el
fluido uterino, detritos celulares y bacterias en las 48 h posterior al servicio, prolongando
la inflamacion, y generando un ambiente embriotoxico (Troedsson, 1999; Troedsson et
al., 2001). La presencia de bacterias y/o productos inflamatorios en el Utero son
incompatibles con la sobrevivencia del embrion (Bucca et al., 2008).

Lo mas comun, es que las yeguas que padecen endometritis persistente pos-
apareamiento, sean afilosas virgenes o multiparas (LeBlanc et al., 1998; Cadario et al.,
1999), con una historia repetida de acumular fluido intrauterino pos-cobertura (Pycock,
2006). En consecuencia, sufren cambios degenerativos continuos en el aparato
reproductor, proporcionando bajas tasas de prefiez. Troedsson (1999) sugirié que las
yeguas con dificultad para evacuar la inflamacion del Utero, padecen de alguna
alteracion en el mecanismo de defensa uterina. La respuesta inmune innata se
encuentra alterada en las yeguas susceptibles a endometritis persistente, pero no asi
en las yeguas resistentes (Woodward et al., 2013). La relajacion del cérvix,
contracciones miometriales, buen drenaje linfatico y contacto con el padrillo, favorece la
evacuacion uterina y por ende a la correcta resolucion del cuadro inflamatorio (Katila,
2001).

La susceptibilidad se debe probablemente a diversos factores o una combinacién de
ellos. Parece que el principal defecto que lleva a la endometritis persistente es la
actividad miometrial anormal; pudiendo disminuir la frecuencia, intensidad y duracion de
las contracciones uterinas, dificultando la correcta evacuacion mecanica del Gtero
(LeBlanc, 2003). No obstante, Rigby et al. (2001) sugirié que la endometritis persistente
pos-cobertura no se encuentra solo ligada a la edad ni al nimero de partos. Otros
factores que también colaboran en la endometritis son, cambios vasculares en el
endometrio, conocido como angiopatias (Nikolakopoulos y Watson, 1997; Rigby et al.,
2001); alteracion en las respuestas hormonales (Troedsson, 1999; Rigby et al., 2001);
sobreproduccion de mucus (Causey, 2006), y deficiencia en el sistema inmunitario. En
yeguas multiparas, ademas, se incluyen alteraciones en la interaccion neuromuscular
(Rigby et al.,, 2001), o deterioro del drenaje linfatico debido a la dilatacién uterina
(Troedsson, 1999) y descenso ventral del utero (LeBlanc et al., 1998). Finalmente,
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factores genéticos también pueden predisponer a ciertas yeguas al desarrollo de
endometritis persistente, aungque aun no se ha establecido una base genética especifica
(LeBlanc, 2003).

La degeneracion vascular de la mucosa uterina parece contribuir al retraso de la
evacuacion uterina, predisponiendo a la persistencia de la endometritis (LeBlanc, 2003).
Se ha observado esclerosis (angiosis) venosa y arterial en biopsias endometriales
obtenidas de yeguas susceptibles (Schoon et al., 1999). Los cambios degenerativos en
los vasos sanguineos incluyen la elastosis, fibrosis y fibroelastosis de la pared de los
vasos, asi como fibrosis perivascular y procesos de calcificacion. La magnitud de las
lesiones aumenta con los partos y con la edad de la yegua. La angiosis reduce la
fertilidad indirectamente, mediante la disminucion de la perfusiébn endometrial y el
drenaje uterino causado por la reduccién de la funcion venosa. El hallazgo clinico de
yeguas que padecen angiosis, es la persistencia del edema endometrial después de la
ovulacion. La linfangiectasia endometrial es un evento normal durante el estro,
desarrollando el tipico edema estral de la pared uterina, pero debe desaparecer durante
diestro, siempre y cuando los mecanismos de drenaje estén intactos. El descenso
ventral del Gtero en yeguas, generalmente viejas y parturientas, parece contribuir al
problema (LeBlanc, 2003).

El drenaje linfatico uterino se encuentra desgastado en algunas yeguas susceptibles.
Los ganglios linfaticos uterinos evacuan material de la luz uterina y drenan el edema
uterino. LeBlanc et al. (1995) comprobaron que al infundir 40 mL de tinta china en el
Utero de yeguas fértiles en diestro, la tinta fue absorbida por la circulacién linfatica. Sin
embargo, cuando fueron infundidos Uteros de yeguas susceptibles, con retraso en la
evacuacion uterina, solo una pequefia porcién de tinta fue captada por el drenaje
linfatico. Estas ultimas yeguas presentaron histolégicamente una endometritis severa
difusa y cronica (LeBlanc et al., 1995).

El cérvix incompetente, también predispone a la endometritis pos-cobertura. El cuello
uterino o cérvix, cumple una doble funcién; por un lado es una barrera fisica,
protegiendo al Utero de contaminantes del exterior, y por otro permite la evacuacion y el
drenaje uterino. En yeguas con ceérvix incompetentes, la funcidbn se encuentra
comprometida; lo que genera una relajacion cervical insuficiente durante el estro,
dificultando el drenaje uterino. Es muy comun observar dicho caso en las yeguas viejas
virgenes (Pycock, 2006). Por el contrario, puede suceder un cierre inadecuado del
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cérvix durante el diestro y prefiez, predisponiendo a la entrada de microorganismos al
interior del Gtero, poniendo en riesgo la prefiez (Bucca, 2013).

La caida ventral del Utero dentro de cavidad abdominal ocurre tras el deterioro del tracto
reproductivo y la distension de los ligamentos anchos por prefieces repetidas (LeBlanc
et al., 1998). LeBlanc et al. (1998), observaron que las yeguas que presentaban retraso
en la evacuacion del fluido intrauterino, presentaban el Gtero caido; en cambio en
yeguas resistentes a endometritis y fértiles, el (tero estaba posicionada
horizontalmente.

2.2 Técnicas de evaluacion de la respuesta inflamatoria uterina

El diagndstico clinico de endometritis se basa principalmente en un conjunto de datos:
historia clinica de la yegua, presencia liquido intrauterino, edema uterino exacerbado,
ciclos estrales cortos y corrimiento vulvar y/o cervical. Sin embargo, estos signos suelen
estar ausentes en la endometritis subclinica, y se deben confirmar mediante examenes
complementarios como citologia, bacteriologia y biopsia endometrial (LeBlanc y
Causey, 2009).

Rutinariamente el diagnostico de inflamacion pos-servicio se realiza mediante
ultrasonido. Se evalua el grado de edema y acumulacién de fluido uterino. La presencia
de > 2 centimetros de altura de fluido intrauterino durante el estro, persistencia de
liquido intrauterino pasadas las 72 h pos-inseminacion y fluido presente durante el
diestro son indicadores de una yegua susceptible a la endometritis inducida por
apareamiento y esta asociada a bajas tasas de prefiez (Brinsko et al., 2003).

El uso clinico del examen citolégico es determinar la presencia o ausencia de una
respuesta inflamatoria activa en el atero (LeBlanc, 2011). La citologia es dos veces mas
sensible que el cultivo en la deteccion de endometritis (LeBlanc y Causey, 2009). La
muestra se toma directamente del epitelio mucoso del endometrio mediante hisopo,
cepillo, biopsia o lavaje de bajo volumen (LeBlanc, 2011). En una endometritis aguda,
mediante microscopio 6ptico, la citologia endometrial revela la presencia de células
epiteliales, PMNs (neutrofilos), glébulos rojos, detritus, mucus, también puede detectar
hifas de hongos, levaduras y bacterias si estan presentes en el endometrio (LeBlanc,
2011; Cocchia et al., 2012). Un método de interpretacion del frotis citoldgico es contar el
namero de neutrofilos (PMNs) en 10 campos del microscopio Optico utilizando un
objetivo de 40X y obtener un nimero promedio de PMNs por cada campo observado,
para categorizar el grado de inflacion. Yeguas con 0-2 PMNs/campo son consideradas

14



normales; 3-5 PMNs/campo se clasifican como yeguas con moderada inflamacion;
mientras que yeguas con > 5 PMNs/campo se clasifican con severa inflamacion
(Brinsko et al., 2011).

2.3. Reaccion inflamatoria

El proceso inflamatorio uterino es un evento complejo que se desarrolla luego de
detectado un antigeno; donde convergen componentes celulares y humorales, que
resulta generalmente en la destruccion y eliminacion de dicho antigeno (MacKay, 2000).
Los principales mecanismos de resoluciéon de la endometritis en las yeguas son la
respuesta inmune innata (ej. neutrofilos, NK, IFN, TNF) junto con el “clearence’
mecanico uterino (Woodward et al., 2013). También colabora la respuesta inmune
adaptativa, o sea aquella que guarda memoria especifica para cada agente infeccioso
(ej. anticuerpos, linfocitos T y B) (Woodward y Troedsson, 2013).

Cualquier contaminacién intrauterina, principalmente semen, bacterias y detritos
celulares; inician una respuesta inflamatoria (Kotilainen et al., 1994). El utero de las
yeguas secreta cierto fluido que brinda propiedades quimioatrayentes dando inicio a un
rapido proceso de quimiotaxis que atrae a los PMNs hacia el sitio de inflamacién
(Pycock y Allen, 1990). Los PMNs neutréfilos son las primeras células en llegar a la luz
uterina (Lehrer et al., 1988). Investigaciones recientes colocan a los PMNs, no solo
como el principal tipo celular responsable del proceso de inflamacion agudo, sino como
una célula con potencial modulador de esta respuesta (Silva, 2016). Dentro de los 30
minutos seguidos a la inseminacion, estas células ya se encuentran presentes en el
lumen uterino, alcanzando el pico inflamatorio entre las 6 y 12 h pos-lA (Fiala et al.,
2007). Solo unos pocos PMNs son detectados a las 24-48 h en yeguas
reproductivamente sanas (Katila, 1995). La funcion principal de los PMNs es destruir
patégenos y eliminar restos celulares, bacterias y espermatozoides, favoreciendo asi
una rapida resolucion del proceso inflamatorio (Katila, 2012). Dicha accién la lleva a
cabo de dos formas: el mecanismo de accion primario es fijar y capturar
microorganismos mediante la fagocitosis; donde el sistema de complemento juega un
papel importante al opsonizar los antigenos para una fagocitosis efectiva (Hakansson et
al., 1993). El segundo mecanismo de destruccion lo realiza mediante la emisién de
NETs (trampas extracelulares de neutrofilos), compuesto por extensiones de ADN e
histones con péptidos antimicrobianos (Woodward et al., 2013). Los NETs se extienden
hacia un determinado antigeno y lo captura facilitando la fagocitosis por los PMNs
(Amulic y Hayes, 2011).
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Se encontr6é que los PMNs de yeguas susceptibles poseen una disminucién tanto en la
habilidad fagocitica (Watson et al., 1987) como en la funcionalidad general en
comparaciéon con los PMNs de yeguas resistentes (Liu et al., 1985). Otros
investigadores observaron que los PMNs disfuncionales de las yeguas susceptibles
pudieron volverse completamente funcionales en un entorno adecuado (Troedsson et
al.,, 1993). Concluyendo que las yeguas susceptibles poseen una capacidad
opsonizante alterada en sus secreciones uterinas en comparacion con las yeguas
resistentes (Troedsson et al., 1993).

Simultaneamente participan una serie de mediadores de la inflamacion que tienen un
rol fundamental en la resolucién del proceso inflamatorio. Son proteinas reguladoras
secretadas por células inmunitarias (Katila, 2012). Las citoquinas son los mediadores
mas importantes. Fueron definidas como “moléculas de sefializacion celular asociadas
con el reconocimiento y la resolucion de la respuesta inflamatoria” (Woodward et al.,
2013). Cumplen diversas funciones, de las cuales se destacan: reclutamiento de PMNs
a la zona de inflamacion y activacion de células de defensa incluyendo neutrdfilos,
macrofagos, células dendriticas y granulocitos (Katila, 2012). Las citoquinas pro-
inflamatorias inician la inflamacién y, una vez producida, ocurre una cascada de
eventos inflamatorios (Woodward et al., 2013). Existe un equilibrio especial entre las
respuestas pro y anti-inflamatorias. Las citoquinas anti-inflamatorias regulan las
citoquinas pro-inflamatorias controlando la reaccién inflamatoria y protegiendo al
endometrio (Parham, 2005). Una respuesta Optima y eficiente al antigeno es
fundamental para una resolucion efectiva de la inflamacion sin generar un mayor dafio a
la mucosa uterina (Schroder et al., 2004).

Las principales citoquinas que participan en una inflamacién aguda, son interleuquina 1
(IL1) alfa y beta; y el factor de necrosis tumoral (TNF), alfa y beta (Kuby et al., 1992). La
IL1 es secretada por varios tipos celulares e inducen la liberacion de otras citoquinas e
histaminas. También la IL1 se encarga de la transcripcién de la enzima Oxido nitrico
sintetasa inducible (iNOS) y de la produccién de prostaglandinas Ez2 (PGE2) (Kuby et al.,
1992). El 6xido nitrico (ON) es un mediador de la relajacion del masculo liso (Woodward
y Troedsson, 2013). Se evidencié mediante biopsias uterinas que yeguas susceptibles
presentaron mayor concentracion de iINOS y ON que yeguas resistentes 13 h después
de la inseminacion; sugiriendo que provoca una disminucion en la contractilidad
miometrial la cual colabora en la persistencia de la endometritis en yeguas susceptibles
(Alghamdi et al., 2005). Mientras tanto, el factor de necrosis tumoral (TNF), induce
apoptosis en células infectadas y tumorales, y pueden inducir la sintesis de PGE:
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directa o indirectamente a través de la induccion de IL1 (Woodward, 2012). Ambos IL1y
TNFa estimulan la producciéon de IL6, la cual actia modulando TNFa e IL1 en la fase
temprana de la inflamacién. IL6 tiene propiedades pro y anti-inflamatorias (Tilg et al.,
1994). Tiene un papel protector al disminuir los PMNSs y reclutar monocitos para dar fin
a la reaccion inflamatoria (Katila, 2015). Otra citoquina inflamatoria, la IL8, es liberada
por macrofagos y células endoteliales y actia como quimioatrayente para los PMNs (Liu
et al., 1997). Ademas, la IL8 regula la expresion de las moléculas de adhesion de las
superficies celulares y facilita la diapédesis de los PMNs a través de las paredes de los
vasos sanguineos (Atreya et al., 2000). El Interferon gamma (IFN-y) es producida por
células activadas tipo T y células natural killer (NK). Estimula la funcién de los fagocitos
mononucleares, y activa los macrofagos para que eliminen antigenos (Feghali y Wright,
1997). Se detecté mediante PCR de biopsias endometriales que los niveles de IL1j3,
IL6, y TNFa aumentaron 24 h pos-IA tanto en yeguas resistentes como en susceptibles
a la endometritis pos-servicio (Fumuso et al., 2003). En condiciones basales, las yeguas
resistentes presentan menor expresidn de citoquinas pro-inflamatorias que las
susceptibles, sin efecto del ciclo estral (Fumuso et al., 2003). Woodward et al. (2011)
sostienen que las yeguas resistentes presentan significativamente mayor cantidad de
citoquinas moduladoras de la inflamacion IL1RN, IL10 e IL6 a las 6 h pos-IA comparado
con las susceptibles.

En la reaccion inflamatoria también participan prostaglandinas F2a enddgenas y
oxitocina, que son liberadas muy temprano en las yeguas con endometritis (Pycock y
Allen, 1990; Troedsson, 1999). La principal funcion es incrementar las contracciones
uterinas para asistir la evacuacion intrauterina (Cadario et al., 1995; Troedsson et al.,
1995; Combs et al., 1996). También cumplen otros roles: alteran la permeabilidad
vascular, mantienen la inflamacion activa mediante citoquinas y colagenasas, elastasas
y gelatinasas que favorecen el aporte de células e inician inmediatamente el proceso de
reparacion (Mackay, 2000).

Las inmunoglobulinas (lg) participan secundariamente en el proceso de la endometritis
persistente en yeguas (Asbury et al., 1980). Las Ig son producidas en el endometrio por
las células plasmaticas (Mitchell et al., 1982). El fluido uterino de yeguas subfértiles
presentd concentraciones significativamente mas altas de Igs totales, IgA e 1gG que en
yeguas normales (Mitchell et al., 1982). Si bien, otro estudio encontré6 que yeguas
infectadas presentan niveles elevados de IgA en sus secreciones uterinas, no fue asi
con el nivel de IgG (Williamson et al., 1983). Los antigenos son opsonizados por el
complemento o IgG, para posteriormente ser fagocitado y destruido por los neutréfilos
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(Troedsson et al., 1993). Woodward et al. (2013) concluyeron que a pesar de que el
sistema inmune adaptativo cumple un rol importante en la endometritis y los anticuerpos
son actores funcionales en la defensa uterina de yeguas susceptibles, es poco probable
gue un defecto en este mecanismo sea la causa principal de la susceptibilidad a la
endometritis (Asbury et al., 1980).

Como la inflamacion aguda puede causar dafios a los tejidos que contacta, es
fundamental que ésta sea controlada lo mas rapido posible (Samper et al., 2016). El
mismo estimulo que induce la liberacién de mediadores pro-inflamatorios, promueve la
aparicion de mecanismos y de ciertas moléculas que actian para dar fin al proceso
inflamatorio, inhibiendo la produccién de citoquinas, bloqueando los receptores
celulares u originando la muerte celular (MacKay, 2000).

2.4 Papel de los espermatozoides en lareaccion inflamatoria uterina

El espermatozoide es considerado el principal causante de la inflamacion fisiolégica que
ocurre en el Utero después del servicio (Kotilainen et al., 1994; Vega, 2011). La
introduccidén de espermatozoides en el tracto reproductivo de la hembra produce una
fuerte respuesta neutrofilica en varias especies animales (Cohen, 1984). Troedsson et
al., (1995) mostraron que el espermatozoide de la especie equina activa el
complemento que resulta en quimiotaxis y la subsecuente invasibn masiva de PMNs
desde la sangre a la luz uterina. La inseminacion en yeguas con espermatozoides libres
de bacterias resulta en un influjo de PMNs hacia el utero, generando una respuesta
inflamatoria similar a la desencadenada después de la inoculacién de bacterias
intrauterinas (Troedsson et al., 1995).

La intensidad de la respuesta inflamatoria depende del numero total de
espermatozoides, ya que cuanto mayor es el numero total de espermatozoides
presentes en la dosis, mas intensa es la respuesta inflamatoria (Kotilainen et al., 1994;
Fiala et al., 2007; Cazales et al., 2018). Ademas, cuanto mas tiempo permanecen los
espermatozoides en el itero mayor es la respuesta inflamatoria (Samper et al., 2016).
También se vio, que a igual nimero de espermatozoides, el semen concentrado es la
presentacion que mas inflama, si lo comparamos con semen diluido (Kotilainen et al.,
1994). Inseminar el mismo numero de espermatozoides, en pequefios voliumenes
(concentrado), parece provocar respuestas inflamatorias mas grandes, en comparacion
a volumenes mayores (menos concentradas) (Kotilainen et al., 1994). Por lo que se
concluyé que la intensidad de la reaccion neutrofilica depende fuertemente de la
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concentracion y del numero total de espermatozoides inseminados (Kotilainen et al.,
1994).

Podemos dividir la poblacién de espermatozoides introducidos en el utero en vivos y
muertos. Kotilainen et al. (1994), observaron mayor reaccion inflamatoria uterina
después de inseminar con semen congelado, momento en que sugirieron que podria
ser causada por el gran numero de espermatozoides muertos que presenta una dosis
inseminante tipica de semen descongelado. Los PMNs interactian de manera diferente
frente a espermatozoides vivos o muertos; los vivos parecen ser menos fagocitados que
los muertos en presencia de plasma seminal (Troedsson et al., 2010). De igual manera
se observé que los espermatozoides muertos, daflados o inmoviles son removidos del
utero méas facilmente que los funcionales mediante fagocitosis (Harper, 1988). La
membrana espermatica alberga proteinas adheridas que serian las responsables del
reconocimiento de las diferentes poblaciones de espermatozoides, y de la opsonizacion
selectiva en el utero de la yegua, por lo que el plasma seminal juega un papel
importante en el proceso inflamatorio (Troedsson et al., 2006).

2.5 Papel del plasma seminal en la reaccion inflamatoria uterina pos-cobertura

El semen estd compuesto por dos fracciones distintas: los espermatozoides, que
componen menos del 1% del volumen total y el plasma seminal (Wite, 1988). A
diferencia de otras especies, el eyaculado de padrillo posee grandes volimenes de
plasma seminal (PS). Este es un fluido producido por la rete testis, epididimo y
glandulas accesorias (Wite, 1988). En la composicion del plasma seminal participan
elementos como: iones, enzimas, monosacaridos, lipidos, poliaminas, aminoéacidos,
proteinas, hormonas y prostaglandinas (Katila y Kareskoski, 2006).

El plasma seminal modula la inflamacion producida por el servicio (Troedsson, 1999;
Troedsson et al., 2001; Vilés et al., 2013), ya que inhibe la activacién del complemento,
suprime la quimiotaxis de los PMNs y protege a los espermatozoides viables de la
fagocitosis (Troedsson et al.,, 2000). Sirve como vehiculo para transportar, nutrir y
proteger a los espermatozoides en el tracto femenino, prolongando el tiempo de
supervivencia (Topfer-Petersen et al., 1998). También, regula la capacitacién
espermatica, la reaccion acrosomal y la interaccion de gametos (Katila, 2012). EI PS es
rico en oxitocina y prostaglandina, ambos promotores de la contractibilidad endometrial
(Samper et al., 2007). Sin embargo, no se demostré un efecto directo del plasma
seminal sobre las tasas de prefiez (Portus et al., 2005). Doty et al., (2011) demostraron
qgue la Crisp-3 y la lactoferrina (Troedsson et al., 2014), proteinas presentes en el PS,
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protege de manera selectiva espermatozoides viables de la union con PMNSs, y favorece
la union de PMNSs con espermatozoides no aptos favoreciendo la opsonizacion de éstos
para luego fagocitarlos (Troedsson et al., 2005). Esto permite a los espermatozoides
viables un viaje seguro a través del Utero hasta alcanzar las trompas uterinas.

El plasma seminal por si mismo, causa neutrofilia e incide en la duracion e intensidad
de la inflamacién provocada por los espermatozoides (Fiala et al., 2007). Se hipotetizé
que la escasez de PS que presenta el semen congelado puede potenciar la reaccion
inflamatoria endometrial, pudiendo ser uno de los motivos de las bajas tasas de prefiez
que presenta dicho método (Vilés et al.,, 2013). Cuando se insemina con escasa
cantidad de plasma seminal (como ocurre en semen congelado/descongelado o pellet
de semen fresco centrifugado) la endometritis es mas marcada y prolongada
(Troedsson et al., 2001; Vilés et al., 2013). Mientras tanto, Christoffersen y Troedsson
(2017) observaron clinicamente que la duracion de la endometritis pos-servicio es mas
corta cuando se afiade plasma seminal a la dosis inseminante. Sin embargo, Sabatini et
al. (2018) inseminaron 15 yeguas con semen congelado/descongelado, donde a mitad
de las yeguas le afadid plasma seminal descongelado no obteniéndose ningun
beneficio en la reaccion inflamatoria ni en las tasas de prefiez. En este trabajo las
yeguas fueron evaluadas a las 6 y 20 h pos-lA por presencia de fluido intrauterino;
namero de PMNSs y recuperacion embrionaria. No se evidenci6 diferencias entre ambos
grupos. Aunque el estudio fall6 en demostrar que el plasma seminal disminuye la
incidencia de endometritis pos-servicio y mejora las tasas de prefiez, sugiere que podria
haber diferencias dependientes del padrillo (Sabatini et al., 2018). El semen de
determinados padrillos provoca una reaccion inflamatoria exacerbada, mientras que el
de otros provoca una respuesta inflamatoria mas suave independientemente de si la
yegua es 0 no susceptible a la endometritis persistente pos-cobertura (Troedsson et al.,
2000).

En otro estudio, investigadores indujeron inflamacion uterina 12 h previo a la 1A en
yeguas, y compararon los resultados de prefiez luego de inseminar espermatozoides +
PS (77%), y espermatozoides sin PS infundidos con diluyente (5%). Las yeguas
inseminadas con PS tuvieron mejores tasas de prefiez, demostrando un efecto
protector del PS sobre los espermatozoides cuando estos se encuentran en el pico
inflamatorio  (Alghamdi et al., 2004). Lo que evidencia la propiedad
reguladora/inmunosupresora que posee el PS. El PS sigue siendo un campo amplio de
investigacion, debido a la controversia existente sobre el rol que cumple en el Utero de
las yeguas.
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2.6 El uso de semen congelado y su influencia sobre la reaccién inflamatoria
uterina pos-cobertura

Pareceria que inseminar con semen congelado produce una mayor reaccion
inflamatoria comparado con semen fresco o refrigerado, a pesar de utilizar igual nUmero
de espermatozoides por dosis (Kotilainen et al., 1994). Las tasas de prefiez al inseminar
con semen congelado son menores que con semen fresco o refrigerado. Una yegua
fértil inseminada con semen fresco o refrigerado espera 55-70% de prefiez por ciclo;
mientras que inseminando con semen congelado/descongelado se espera un rango de
0 a 70 % de prefiez por ciclo (Pycock, 2001). Sanchez et al. (2008) afirman que los
porcentajes de prefiez obtenidos con la utilizacion de semen congelado son de
alrededor del 50% en promedio. Mientras que Squires (2009) report6 tasas de prefiez
por ciclo de 40-50% con la utilizacion de semen congelado.

La causa de las menores tasas de prefiez obtenidas con semen congelado no es del
todo clara y seguramente sean multifactoriales, pero indudablemente se relaciona a
alguno de los siguientes factores: poca cantidad de plasma seminal; mayor
concentracion espermatica; gran proporcion de espermatozoides muertos, vida media
mas corta y menor capacidad de alcanzar la trompa uterina y formar adecuadas
reservas espermaticas comparado con los espermatozoides frescos y refrigerados
(Katila, 2001).

En el proceso de criopreservacion del semen equino, el plasma seminal es removido
para concentrar los espermatozoides y auxiliar en la motilidad espermatica posterior a
la descongelacién. La motilidad es mayor cuando la proporcién del plasma seminal se
reduce al 5% en comparacién a cuando se reduce a un 10 y 30% o cuando se retira
todo el plasma seminal (Alghamdi et al., 2002). Troedsson et al. (1995) sugieren que la
remocion del plasma seminal, como ocurre en el semen congelado aumentaria la
respuesta inflamatoria después de la inseminacion y disminuiria la supervivencia
espermatica, pero esto no fue demostrado por Kotilainen et al. (1994) que comprobaron
qgue la adiciébn de plasma seminal al semen congelado provocdé un aumento en el
namero de neutrofilos.

También, se sostuvo la postura de que el aumento de la reaccion inflamatoria es
causada por la alta concentracion espermatica que presenta el semen congelado
(Kotilainen et al., 1994). Para mejorar la tasa de prefiez con el uso de semen
congelado, se utiliza una concentracibn mayor de espermatozoides por mL. La
crioproteccion exitosa ha sido lograda en concentraciones que van de 20 a 1600x10°
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espermatozoides/mL (Kuisma et al., 2006), aunque se recomienda congelar en
concentraciones de 100 a 200x10® espermatozoides/mL, ya que la motilidad pos-
descongelado es mejor y resulta en mejores tasas de preilez (Vidament, 2005).
Ademas, deben utilizar como minimo 250x10°® espermatozoides con motilidad
progresiva para optimizar la fertilidad con semen congelado (Loomis y Squires, 2005;
Metcalf, 2007). Fiala et al. (2007) y Cazales et al. (2018), constataron que cuanto mayor
es el numero de espermatozoides inseminados mayor es la reaccion inflamatoria
generada y mas rapida la resolucion del cuadro inflamatorio en yeguas normales.

A diferencia del semen fresco y refrigerado; el semen congelado/descongelado
presenta un mayor nimero de espermatozoides muertos o alterados. Desde que la
proporcion de espermatozoides muertos en una muestra tipica de semen descongelado
ronda en el 70%, Kotilainen et al. (1994) y Katila, (1997), especularon que ésto podria
ser el causante de la gran reaccion inflamatoria producida luego de inseminar con
semen congelado. Sin embargo, no se constataron diferencias en el nimero de
neutrofilos recuperados 5 h después de la inseminacion con espermatozoides vivos 0
muertos (Katila, 1997). EI método utilizado por Katila (1997) para matar a las células
esperméticas fue mediante el uso de microondas y ello pudo haber interferido en el
resultado. Ademas, Katila (1997) utiliz6 en su ensayo experimental semen fresco y no
congelado. Por medio de este estudio Katila (1997), afirmé que inseminar
espermatozoides vivos o muertos inducen una respuesta uterina similar de PMNs a las
5 h pos-IA. La determinacion de posibles diferencias en la reaccion inflamatoria
desencadenada por las diferentes poblaciones de espermatozoides puede auxiliar a
comprender el proceso inflamatorio uterino pos-cobertura y en la prevencion del
establecimiento de endometritis persistentes en yeguas susceptibles.

Ademas de los factores provenientes del semen y de la yegua, se observé que la
técnica de inseminacion con semen congelado también puede tener influencia sobre la
inflamacion uterina. Cazales et al. (2016) y Cazales et al. (2018) comprobaron una
reaccion inflamatoria mayor cuando se insemind en el cuerpo del Utero que cuando se
hizo en la punta el cuerno al utilizar una dosis baja, no habiendo diferencias en la
reaccion inflamatoria cuando se utilizaron dosis altas. En este estudio la inflamacion
disminuy6 con el aumento de la dosis y volumen inseminado a las 12 h pos-lA. Los
autores concluyeron que el lugar de inseminacion y el numero total de espermatozoides
afecta la reaccion inflamatoria después de la inseminacion con semen congelado
(Cazales et al., 2018).
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Mientras tanto, otros autores sostienen la idea que la reduccion en la fertilidad al
inseminar con semen congelado es debido a que el numero total de espermatozoides
aptos para fertilizar cae por debajo del nimero necesario para lograr una alta
probabilidad de fertilizacion. Se ha demostrado que esto surge desde que en una
muestra de semen descongelado, la mitad de los espermatozoides no sobreviven al
proceso de criopreservacion aunque los protocolos se cumplan de manera Optima,
sumado al deterioro en la funcién de la poblacion espermatica que sobrevive (Watson,
2000).

A su vez, la fertilidad esta determinada por cada individuo. Existe una enorme variacion
entre ellos, ya que la calidad del semen vy la tolerancia a la congelacion no es la misma
para todos los padrillos (Vidament et al., 1997). Las observaciones sugieren que el
semen de determinados padrillos provoca una reaccion inflamatoria exacerbada,
mientras que el de otros provoca una respuesta inflamatoria mas suave
independientemente de si la yegua es 0 no susceptible a la endometritis persistente
pos-cobertura (Troedsson et al., 2000). Esto puede indicar que las diferencias en la
composicidon del plasma seminal también influyen en la reaccion inflamatoria uterina.

3. HIPOTESIS

Cuanta mayor cantidad de espermatozoides muertos en la dosis de inseminacién con
semen congelado, mayor la reaccion inflamatoria uterina 4 horas luego de inseminar
yeguas reproductivamente sanas.

4. OBJETIVOS

4.1 General

Contribuir al conocimiento y a la eficiencia de la inseminacion artificial con semen
congelado equino, a través del estudio de la reaccion inflamatoria endometrial causada
por los espermatozoides muertos presentes en la dosis de inseminacion.

4.2 Particular
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Verificar si el namero total de espermatozoides muertos inseminados afectan la
cantidad de PMNs en la luz uterina a las 4 horas luego de la IA con semen congelado,
buscando identificar posibles diferencias en la respuesta inmune.

5. MATERIALES Y METODOS

El protocolo de investigacion fue previamente aprobado por la Comision Honoraria de
Experimentacion Animal (CHEA) (Formulario N° 111130-001637-13), de la Facultad de
Veterinaria, de la Universidad de la Republica.

5.1 Lugar y momento

El experimento fue llevado a cabo en el Frigorifico Equino SAREL SRL ubicado en el
departamento de Canelones, Uruguay (34°S, 56°0), de febrero a marzo de 2018.

5.2 Animales
5.2.1 Padrillo

Se utiliz6 semen congelado de un solo padrillo de raza Pura Sangre de Carrera (PSC),
de 8 afios de edad, saludable, con buena condicién corporal y fertilidad probada en
programas de inseminacion artificial.

5.2.1.1 Colecta, congelamiento y procesamiento del semen

El semen fue colectado con vagina artificial modelo Hannover. Luego de la colecta los
eyaculados fueron diluidos y evaluada su motilidad, concentracion y morfologia
espermética. Aquellos eyaculados que reunieron caracteristicas aceptables,
concentracion espermatica 2 200x108 espermatozoides/mL, motilidad progresiva > 50%
y mas de 70% de espermatozoides morfolégicamente normales fueron procesados para
su congelamiento (Kalmar et al., 2014). ElI semen fue congelado en pajuelas de 0,5 mL
a una concentracion de 200x10°8 espermatozoides/mL (100x10° espermatozoides totales
por pajuela) utilizando el diluyente comercial Botucrio® (Botupharma, Botucatl, Brasil)
segun las indicaciones del fabricante. Por cada eyaculado congelado, tres pajuelas
fueron descongeladas en bafio maria a 37°C por 30 segundos y analizadas por sistema
computarizado CASA (AndroVision®, Minitlb, Tiefenbach, Alemania). Solo se utilizaron
las muestras que tuvieron mas de 35% de espermatozoides con motilidad progresiva
pos-descongelado. El padrillo presenté congelabilidad superior al 90%.
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5.2.1.2 Tratamiento del semen

Las pajuelas congeladas fueron divididas aleatoriamente en dos grupos:

Tratamiento 1: Semen Muerto (SM) - Semen congelado con 100% de los
espermatozoides muertos. Las pajuelas fueron descongeladas en bafio maria a 37°C
durante 30 segundos. Luego de descongeladas, fueron inmersas nuevamente en
nitrogeno liquido durante 10 segundos, con el fin de matar las células espermaticas.
Las pajuelas fueron descongeladas nuevamente, y se corroboro con el microscopio
optico que efectivamente los espermatozoides estuviesen sin motilidad.

Tratamiento 2: Semen Vivo (SV) — Semen congelado con su fraccibn normal de
espermatozoides vivos (> 35 % de motilidad progresiva) y muertos.

Las muestras para inseminacion fueron descongeladas en bafio maria a 37°C por 30
segundos y fueron evaluadas subjetivamente con un microscopio 6ptico y platina
térmica a 37°C cada vez que se inseminaba una yegua, corroborando los porcentajes
de motilidad (0% para el SM y >35% para el SV).

5.2.2 Yeguas

Se asistio a la planta frigorifica 24 veces, donde se examinaron un total de 425 yeguas
destinadas a faena, de las cuales fueron seleccionadas 36 yeguas que nos fueron utiles
para la investigacion. Estas debian ser ddciles; estar ciclicas, concretamente en estro;
con condicion corporal minima de 3 (Hennecke et al., 1983, modificada por Malschitzky,
2001) y clinicamente saludables. El promedio de edad fue de 10,5 afios (entre 3 y 25
afnos), promedio de peso corporal de 452 Kg (entre 340 y 560 Kg) y sin raza definida.

5.2.2.1 Examen ginecoléqgico v citoldéqgico

El dia previo a la faena, antes de ser incluidas en los grupos experimentales todas las
yeguas fueron sometidas a un examen ginecoldgico, mediante palpacion y ecografia
transrectal (Mattos et al., 1984; Curnow, 1991). Las yeguas ciclicas con buena
conformacién vulvar, comportamiento de celo, sin contenido uterino, que presentaban
imagen ecografica uterina compatible con estro, tono uterino y cérvix compatible con
celo, ausencia de cuerpo luteo funcional y foliculos = 35 mm de diametro fueron
seleccionadas para el experimento.
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Las yeguas seleccionadas fueron sometidas también a un examen citolégico del lumen
uterino luego de una cuidadosa limpieza del area perineal con agua potable y
detergente neutro, finalizando la limpieza con una solucién jabonosa liquida con
clorhexidina al 2%, se enjuagd y se seco con papel absorbente. Luego de higienizada la
region perineal se procedié a tomar la muestra de citologia endometrial mediante el uso
de cepillos ginecologicos estériles (Cito-Brush®, Juvaquez, Espafa), utilizando un
dispositivo para toma de muestras citologicas (Botupharma, Botucatu, Brasil), evitando
la contaminacion por el ambiente vestibular, vaginal y cervical (Mattos et al,. 1984). Una
vez tomada la muestra, el cepillo fue rodado suavemente sobre la superficie de un
portaobjeto, se dejé secar al aire y se colored con tincion de Pandptico Pappenheim
(Diff-Quik®, Baxter Health Care, Miami, USA) para posteriormente ser evaluado
microscépicamente en busqueda de PMNs. Sélo fueron utilizadas en el experimento
yeguas sin presencia de PMNs al examen citolégico.

5.3 Disefio experimental

Se partié de un N de 425 yeguas y concurrimos a la planta frigorifica sucesivas veces
hasta que se obtuvo 36 yeguas. Las yeguas seleccionadas fueron aleatoriamente
inseminadas en el cuerpo del Utero con 8 pajuelas de 0,5 mL (100x10® de
espermatozoides/pajuela) con 800x10°® de espermatozoides muertos (SM) o con
800x10° de espermatozoides con > 35 % de motilidad progresiva pos-descongelado
(SV). La inseminacién en el cuerpo del utero se realiz6 de manera transcervical con una
pipeta de inseminacion flexible atraumatica de 57 cm (Minitib, Tiefenbuch, Alemania),
corroborando transrectalmente la ubicacién de la punta de la pipeta en la mitad del
cuerpo uterino. Una vez realizada la inseminacion, las yeguas fueron humanitariamente
sacrificadas a las 4 h pos-inseminacién, quedando conformados los siguientes grupos
experimentales: SM (n=10) — inseminacion artificial en el cuerpo del Gtero con 800x10°
de espermatozoides muertos; Grupo: SV (n=10) — inseminacién artificial en el cuerpo
del Gtero con 800x10° de espermatozoides con > 35% de motilidad progresiva y Grupo
control (n=16) — yeguas que no fueron inseminadas.

5.4 Colectay procesamiento de muestras

Aproximadamente diez minutos luego del sacrificio, los érganos reproductivos completos
fueron recuperados e identificados al momento de la retirada de las visceras en la linea
de faena. Los uteros fueron lavados para el contaje de PMNs en la camara de
Neubauer® con 50 mL de PBS 0,1 M pH 7,4 (solucion salina fosfatada tamponada), con
una sonda Foley (24 FR) introducida a través del cérvix, estando obstruidas las uniones
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Utero-tubaricas de cada cuerno uterino por pinzas hemostaticas. Una alicuota
homogeneizada de 50 pL de la muestra recuperada, fue diluida en 150uL de PBS para el
contaje de los PMNs. Cada PMN contado en la cAmara de Neubauer® representaba
10x10% PMNs/mL.

5.5 Andlisis estadistico

Las variables fueron evaluadas utilizando el programa estadistico Graph Pad Prism
Version 8.0.2 (San Diego, CA, USA). Los datos obtenidos fueron sometidos a una
prueba estadistica U de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Fueron
consideradas como variables independientes la IA con espermatozoides vivos y
muertos; mientras que el nimero de PMNs en los lavados uterinos fueron consideradas
como variables dependientes. Diferencias de Probabilidades < 0,05 fueron
consideradas significativas. Los datos fueron presentados como media + error estandar
(EE).

6. RESULTADOS

En el examen citolégico endometrial, todas las yeguas utilizadas presentaron 0O
neutroéfilos/campo visual, de 10 campos totales visualizados al microscopio 6ptico con el
objetivo 40X.

La motilidad total y progresiva media del semen descongelado evaluado por el sistema
de analisis computarizado (CASA) estdn demostradas en la Tabla 1.

Tabla 1. Media (+ EE) de motilidad espermatica total y progresiva del semen
descongelado evaluado por CASA.

MOTILIDAD %
TOTAL 57,13 + 6,29
PROGRESIVA 40,27 + 4,42

Todas las yeguas inseminadas tuvieron mayor numero de PMNs (P < 0,05) que las
yeguas del grupo control a las 4 h pos-inseminacion. Se observo una mayor (P < 0,05)
reaccion inflamatoria en las yeguas inseminadas con semen vivo (SV = 82,7x10° +
15,7x10%° PMNs/mL) en relacién a las yeguas inseminadas con semen muerto (SM
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45x10° + 9,8x10° PMNs/mL. La media de PMNs encontrados en los lavados uterinos de
las 16 yeguas del grupo control fue de 0,3x10°+ 0,1x10% PMNs/mL (Fig. 1).

Lavados Uterinos
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|
0 1 T
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Figura 1. Nomero de PMNs/mL (+ EE) recuperados en el lavado uterino 4 h después de
la inseminacién con espermatozoides vivos y muertos y grupo control. (a,b,c)
representa diferencias (P < 0,05) entre los grupos. (SV)= yeguas inseminadas en el
cuerpo del utero con > 35 % de espermatozoides motiles; (SM)= yeguas inseminadas
en el cuerpo del Gtero con 100% de espermatozoides sin motilidad; (GO)= yeguas de
grupo control (sin inseminar).

7. DISCUSION

Varios métodos son usados para modular la respuesta inflamatoria luego de la IA en
yeguas, como el uso de plasma rico en plaquetas (Segabinazzi et al., 2017), células
madres (Ferris et al., 2014), corticoides (Bucca et al, 2008), agentes
inmunomoduladores (Christoffersen et al.,, 2012) y lavados uterinos (Canisso et al.,
2016). Ademas de estos tratamientos, existen alternativas de manejo relacionados a los
protocolos de IA como ser el sitio y la dosis de inseminacién que también afectan la
respuesta inflamatoria (Cazales et al.,, 2018), y consecuentemente los indices de
concepcion.

La presencia de PMNs en la luz uterina de las yeguas es una fuerte evidencia de
inflamacion (Knudsen, 1964). En el presente estudio, las células inflamatorias no fueron
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detectadas en el examen citoldgico, pero fueron observadas en los lavados uterinos de
las yeguas control. Esta presencia de PMNs detectada en los lavajes uterinos,
seguramente se deba a la manipulacion uterina y cervical durante la toma de muestra
para el examen citolégico previo a los lavados. Esto concuerda con lo hallado por
Williamson et al. (1987), que observaron un aumento transitorio de PMNs luego de la
manipulacion cervical y corrobora lo descrito por Ball et al. (1988), quienes demostraron
que el lavado uterino de bajo volumen es mas eficiente que los hisopos y cepillos
ginecoldgicos en detectar PMNs al examen citologico.

El nimero de PMNs de los lavados uterinos de las yeguas inseminadas fue
significativamente mayor que el observado en las yeguas del grupo control. Esto
demuestra que el semen congelado/descongelado ya sea con espermatozoides
muertos 0 Vivos inicia una respuesta inflamatoria uterina detectable a las 4 h pos-
inseminacion, concordando con Katila (1997); Fiala et al. (2007) y Gomes et al. (2019).

Los resultados de este estudio y al contrario de nuestras expectativas indicaron que los
espermatozoides muertos generan menor cantidad de PMNs intrauterinos que la IA con
semen congelado con > 35 % de espermatozoides con motilidad progresiva. Katila
(1997) no encontr6 diferencias en el numero de PMNs luego de inseminar con
espermatozoides vivos o muertos. A diferencia de nuestro estudio, Katila us6 semen
fresco y mato los espermatozoides usando un microondas. Del mismo modo, Gomes et
al. (2019) tampoco encontraron diferencias en la respuesta inflamatoria uterina entre
inseminar con espermatozoides viables seleccionados por Percoll y espermatozoides
no seleccionados por el coloide. Esto coincide con lo investigado por Recalde (2014),
quien compard el numero de células inflamatorias 6 h después de inseminar yeguas
con semen congelado de alta y baja calidad, no encontrando diferencias en el grado de
inflamacion uterina entre ambos grupos.

Por el momento no existe una explicacion clara de porque los espermatozoides muertos
generaron menor reaccion inflamatoria que los espermatozoides vivos. Probablemente,
se explique por la opsonizacién selectiva que existe en el Gtero, que hace que los PMNs
fagociten de manera distinta los espermatozoides muertos o defectuosos que los
espermatozoides viables. Seguramente los espermatozoides muertos sean atacados y
fagocitados mas rapido, haciendo que los espermatozoides motiles tengan mayor
tiempo y area de contacto con el endometrio, prolongando la reaccion inflamatoria. De
esta manera menor cantidad de neutrofilos serian necesarios para combatir la
inflamacion provocada por los espermatozoides muertos (Harper, 1988).
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La reaccion inflamatoria endometrial varia entre animales fértiles y subfértiles asi como
también con el momento de la inseminacién (pre o pos-ovulacion), entre el semen
congelado, fresco o refrigerado y entre el semen congelado de diferentes padrillos
(Bader, 1982; Scott et al., 1995; Scott, 2003). En el presente estudio, las
inseminaciones fueron siempre pre-ovulatorias, con semen congelado de un padrillo
con fertilidad conocida y solo se utilizaron yeguas reproductivamente sanas, por lo que
estos resultados no se podrian extrapolar directamente a yeguas con problemas
reproductivos ni a padrillos subfértiles. La utilizacion de semen congelado de un solo
padrillo fue precisamente para eliminar la variable padrillo que podria afectar la
respuesta inflamatoria pos-inseminacion. Por el mismo motivo, se utilizaron yeguas sin
alteraciones, para eliminar posibles factores de confusion inherentes a la fertilidad de
las yeguas.

En resumen, el mayor porcentaje de espermatozoides muertos en las dosis de semen
congelado pareceria no ser la causa de una mayor reaccion inflamatoria endometrial y
no seria el motivo de los menores indices de prefiez. En conclusién, la deposicién de
semen congelado/descongelado en el atero provocé un proceso inflamatorio
endometrial. Los espermatozoides muertos generaron menor reaccion inflamatoria que
los espermatozoides vivos a las 4 h pos-inseminacién en yeguas reproductivamente
sanas.

8. CONCLUSIONES

La deposicion de semen congelado/descongelado en utero genera una reaccion
inflamatoria caracterizada por un aumento en el nimero de PMNs en la luz uterina.
Inseminar con la totalidad de espermatozoides muertos no generdé una mayor reaccion
inflamatoria que haciéndolo con la misma cantidad de espermatozoides con una
fraccion de > 35 % de espermatozoides vivos, a las 4 h pos-inseminacion con semen
congelado/descongelado en yeguas reproductivamente sanas. Los espermatozoides
muertos parecerian no ser los responsables de la reaccion inflamatoria generada tras
inseminar con semen congelado.
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