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1. RESUMEN

Los objetivos de éste trabajo fueron caracterizar la presencia, contenido y distribucién de
receptores de progesterona (RP) en tejido endometrial y evaluar la presencia y distribucién
de RP en células del sistema inmune del endometrio de yeguas sanas y resistentes a
endometritis durante el ciclo estral. Se tomaron biopsias endometriales y muestras de
sangre de siete yeguas al momento de detectado el estro (Es), en diestro: a las 24 horas post
ovulacion (D24hPOv) y al dia 7 de la misma (D7POv). Las concentraciones de progesterona
plasmatica fueron determinadas por radioinmunoanilisis. La presencia de RP fue estudiada por
inmunohistoquimica en epitelio luminal (EL) y glandular (EG); estrato compacto (EC) y células
del tejido conjuntivo interglandular (CiG). Se evalué la presencia de RP en leucocitos
polimorfos nucleares (PMN) y mononucleares: linfocitos (L) y macréfagos (M) del
endometrio en EL, EC y estrato esponjoso (EE, en conjunto: EG +CiG). El analisis estadistico de
las variables se realizé a través de un modelo mixto de ANOVA (Proc MIXED del SAS 9.2, SAS
institute Inc.). La concentracién de progesterona plasmatica, fue mayor al D7POv en relacion a
los dias Es y D24hPOv y similar entre Es y D24hPOv. El inmunomarcado a RP a los dias Es y
D24hPOv, fue mayor en EG y CiG, intermedio en EC y menor en EL. Al dia D7POv, no se
encontraron diferencias en el inmunomarcado a RP entre las diferentes localizaciones
tisulares. El inmunomarcado a RP en EL, EG y CiG fue menor dia D7POv que a los dias Es y
D24hPOv. La cantidad de PMN inmunomarcados a RP, fue mayor que lade Ly M en los tres
momentos del ciclo. El contenido de PMN, L y M inmunomarcados a RP, no presenté
cambios en las diferentes localizaciones tisulares ni en su cantidad promedio en ninguno de
los tres momentos del ciclo estal.

Las mayores concentraciones de progesterona plasmatica al dia 7 de la pudieron ejercer un
efecto inhibitorio sobre la intensidad de tincién a RP en el tejido epitelial y células del tejido
conjuntivo interglandular. La presencia de RP en linfocitos, macréfagos y polimorfos
nucleares del endometrio, sugiere que la progesterona podria modular la respuesta inmune
en el endometrio via RP. Estos resultados aportan informacién en relacién al vinculo
inmuno-enddcrino-celular del endometrio de yeguas sanas y resistentes a endometritis
ciclando.



2. SUMMARY

Was investigated the distribution of endometrial progesterone receptor (RP) and presence
of PR in immune cells in cyclic mares. Endometrial biopsies and blood samples were
collected from seven mares resistant to endometritis at the beginning of oestrus (Es), 24
hours post ovulation (D24hPOv) and seven days post ovulation (D7POv). The
immunohistochemical technique was used to visualize endometrial RP immunostaining in
luminal and glandular epithelium (LE and GE), compact stratum (SC) and interglandular
stroma (IS). The presence of RP in nuclear polymorphous (PMN), mononuclear leukocytes:
lymphocytes (L) and macrophages (M), were evaluated in LE, SC and stratum spongiosum.
Progesterone (P) concentration was determined by radioimmunoassay using directed solid
phase. Analysis of variance for repeated measurements was used. Progesterone
concentrations were highest at seven days post ovulation. On days ES and D24hPOv, the PR
immunostaining, was higher in GE and IS, intermediate in SC and lower in the LE. On day
D7POv, no difference was found. The PR endometrial immunostaining in LE, GE and IS, was
high on ES and D24hPOv than D7POv. The number of PMN positive to RP was higher than
the L and M in all moments. The numbers of PMN, L and M positives to RP were similar
between endometrial locations in all moments.

The high P concentration at seven days post ovulation, down-regulated the expression of PR.
The presence of PR in endometrium immune cells suggests that the progesterone may
modulate the immune response in the endometrium through RP. The results provide
information regarding characterization of endometrial molecular immuno-endocrinology
and reproductive physiology of the mares healthy and resistant to endometritis



3. INTRODUCCION

3.1 RELEVANCIA DEL TEMA

La seleccidn para la cria de equinos ha priorizado obtener maximos rendimientos en batallas,
salto, carrera, fuerza y otras habilidades deportivas, pero no por aspectos vinculados a la
produccién-reproduccion. Por tales motivos, la yegua se caracteriza por una baja eficiencia
reproductiva comparandola con hembras de otras especies domésticas (Sharma et al., 2010).
Otras desventajas reproductivas comparativas, son un periodo de gestacién de 11 meses, un
20-30 % de abortos debido a gestaciones gemelares (Neely, 1991) y la susceptibilidad a la
endometritis post-coital causante de importantes pérdidas reproductivas y por tanto
econdmicas (Coutinho da Silva, 2008).

3.2 ASPECTOS REPRODUCTIVOS DE LA YEGUA

Desde el punto de vista reproductivo la yegua es poliéstrica estacional con actividad
ovulatoria relacionada a los dias largos. El ciclo estral dura en promedio 22 dias, con 5-7 dias
de estro o celo (Aurich, 2011). El estro corresponde a la fase folicular caracterizada por
receptividad a la monta, relajacién del cervix, presencia de un foliculo ovarico dominante y
edema endometrial (Neely, 1991, Samper, 2008). Los foliculos ovdricos producen
principalmente estrégenos. Al inicio de la fase folicular, el foliculo dominante tiene un
diametro de 2-10 mm y crece hasta llegar aproximadamente a 35-60 mm, dependiendo de la
raza, previo a la ovulacién. Acompanfando el crecimiento del foliculo dominante, se
incrementan las concentraciones plasmaticas de estrégenos (Neely, 1991, Aurich, 2011). La
ovulacién ocurre entre 24-48 horas antes que finalice la fase folicular. Luego de la ovulacién,
en la cavidad del foliculo colapsado, se forma el cuerpo lUteo, érgano fundamentalmente
productor de progesterona. La formacidn del cuerpo IUteo, marca el inicio de la fase luteal,
que comienza con niveles plasmaticos de progesterona basales de 2,5 ng/mL
aproximadamente, entre los dias 2-3 post-ovulacién, alcanzando picos maximos de 11 ng/mL
aproximadamente, a los dias 6-7 de la misma; dias clave en la yegua prefiada por ser el
momento en que el embridn arriba al Utero (Townson et al., 1989, Neely, 1991). Los niveles
plasmaticos de progesterona se mantienen relativamente constantes hasta el dia 15 de la
ovulacidon, momento en que ocurre la lutedlisis, en caso que la yegua no resulte prefiada o
momento de reconocimiento materno de la prefiez en caso de que la yegua resulte prefiada
(Neely 1991, Aurich, 2011). En la Figura 1, se representan los eventos enddcrinos mas
relevantes del ciclo estral de la yegua.
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Figura 1: Panel (a), concentraciones plasmadticas de FSH y estradiol en asociacién con el
tamafio del foliculo dominante. Panel (b), concentraciones plasmaticas de LH, progesterona
y prostaglandina F2 alfa durante el ciclo estral de las yeguas (Tomado de Aurich, 2011).

3.3 ENDOMETRIO EQUINO Y MECANISMO DE ACCION DE LAS HORMONAS ESTEROIDEAS
SEXUALES

En el endometrio de la yegua, normalmente ocurren cambios histolégicos en sincronia con la
actividad de eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (Kenney, 1978, McDonlad, 1978, Aurich,
2011). El tejido endometrial de la yegua esta formado por epitelio luminal superficial, una
[dmina propia compuesta por tejido conjuntivo, que a su vez se subdivide en tejido
conjuntivo denso (estrato compacto, subyacente al epitelio luminal) y tejido conjuntivo
menos denso que junto con el epitelio glandular se denomina estrato esponjoso (Van Camp,
1988). Tanto estrégenos como progesterona, estan implicadas en la remodelacién de éstos
tejidos durante el ciclo estral y en la prefiez temprana y son fundamentales en el
comportamiento vy fisiologia reproductiva de la yegua (Ginther, 1992, Graham & Clarke,
1997).
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En el Utero, la progesterona participa en el control de la proliferacién y diferenciacién celular
y tisular, implantacidn, crecimiento uterino y mantenimiento de la prefiez (Rajam & Brisken,
2012, Spencer & Bazer 2004). La progesterona inhibe la contractibilidad del miometrio
durante la fase luteal y prefiez (Graham & Clarke, 1997). El control de la accién combinada
de estrégenos y progesterona en la funcién uterina, es mediado a través de proteinas
receptoras especificas: receptores de estrégenos (RE) y receptores de progesterona (RP).
Ambos receptores provienen de la superfamilia de ligandos inducibles por factores de
transcripcion y comparten caracteristicas en cuanto a su estructura (Tsai & O’Malley, 1994,
Graham & Clarke, 1997). La capacidad de respuesta de los tejidos blanco a la accién de
estrégenos y progesterona depende de la concentracion plasmatica de éstas hormonas, de
la presencia, distribucién y cantidad ambos receptores presentes en el tejido (Clark et al.,
1992). Para RE, se han identificado dos tipos: REa y REB, codificados por diferentes genes
(Kuiper et al., 1997). El tipo a es el dominante en el Utero de hembras adultas y es el
principal mediador de los efectos estrogénicos como la estimulacién y proliferacion tisular,
asi como en la induccién de la expresion de RP (Ing & Tsai, 1993). Para RP han sido
identificadas las isoformas A y B que se expresan a partir de un mismo gen (Ing & Tsai., 1993,
Graham & Clarke, 1997). Las proteinas receptoras mencionadas tienen sitios especificos de
unién a las hormonas y de unién al ADN nuclear, actuando como factores de transcripciéon
(Tsai & O’Malley, 1994). En ausencia de sus ligandos, los receptores a hormonas esteroideas
se encuentran en el nucleo y debido a la naturaleza lipidica de las hormonas esteroideas,
éstas atraviesan las membranas celulares encontrando a su propio receptor en el nucleo
celular. La uniéon de la hormona con su receptor provoca la transcripcion de genes
especificos, que en un proceso de traduccidn posterior se traduce a una senal especifica que
se describe como acciéon gendmica (Flint et al., 2002). En la Figura 2, se esquematiza en
forma muy simplificada, el mecanismo de accidn de las hormonas esteroideas.
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Figura 2: La hormona esteroidea atraviesa la membrana plasmatica y nuclear de la célula
diana (1). En el nucleo la hormona se une a su receptor intracelular activdndolo (2). El
complejo hormona-receptor activado se fija al ADN (3) y puede actuar como factor de
transcripcion modulando la sintesis de ARNm (4), que induce a la sintesis de nuevas
proteinas (5), provocando una accidn fisioldgica (6).

Caracterizar la distribucion y contenido de RP permitiria establecer patones de sensibilidad y
capacidad de respuesta a esta hormona (en términos de sus receptores) en los diferentes
tejidos y tipos celulares que componen el endometrio. Esto es posible utilizando técnicas de
inmunolocalizacion como la inmunohistoquimica con el sistema avidina-biotina-peroxidasa.

En hembras de diferentes especies, ha sido reportado que durante el ciclo estral la expresién
de RP uterino, es mayor en fase folicular que en fase luteal. En endometrio de vacas (Boos et
al., 1996, Robinson et al., 2001), ovejas (Cherny, R.A, 1991, Spencer & Bazer, 1995), cerdas
(Sukjumlong et al., 1995) y perras (Vermeirsh et al., 2002) ciclando, se ha establecido que los
mayores niveles de progesterona durante la fase luteal inhiben la expresién de su receptor
asi como de RE, mientras que mayores niveles de estrégenos estimulan la expresién de
ambos receptores. Sin embargo, en endometrio de yeguas, la informacién en relacion a la
distribucién y cantidad de RE y RP determinada por inmunohistoquimica aun no es
concordante.

Watson et al.1992, reportaron en yeguas ciclando que el inmunomarcado a RP en los
epitelios, fue similar durante todo el ciclo. En cambio, Aupperle et al., 2000 en un estudio
posterior, reporté mayor expresion de RP en epitelio glandular en fase litea media en
relacion a la fase lutea tardia y menor inmunoreactividad a RP en epitelio luminal y
conductos epiteliales glandulares y mayores scores en células del estroma. Watson et al.
(1992), describié en endometrio de yeguas al estro, donde las células del estroma
endometrial positivas a RP tendieron a mostrar mayor intensidad de tincién que las del
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epitelio glandular y epitelio luminal. Por otro lado, Hartt et al. 2005, reportaron en yeguas
ciclando, similar expresién de RP entre las células del epitelio glandular y el stroma durante
todo el ciclo estral e indetectable en epitelio luminal durante el diestro. Kalpokas et al., 2010
en un estudio realizado en Uruguay con yeguas ciclando, el cual reporté al dia 6 de la
ovulacion, altos contenidos RP en células epiteliales, siendo mayor en éstas en relacién a las
células del estroma.

3.4 VINCULO INMUNO-ENDOCRINO-REPRODUCTIVO EN LA HEMBRA

Los estrégenos y la progesterona estan involucrados en la regulacién del sistema inmune. El
aparato reproductor de la hembra (en particular el epitelio luminal), es continuo con el
ambiente externo; principalmente durante el estro, encontrandose expuesto a la invasion de
microorganismos desde el medio exterior (Hansen et al., 1986). Durante, el apareamiento,
se produce la contaminacién microbiana del endometrio, porque el pene contiene
microorganismos y ademas los espermatozoides representan un agente externo o antigeno
(Alghamdi et al., 2009, Schubert et al., 2008). Cuando una invasidon microbiana ocurre, el
sistema inmune, representado por fagocitos como macréfagos y neutréfilos, es el primero
en responder (Hansen et al., 1986). Como consecuencia, la yegua, normalmente desarrolla
una inflamacién endometrial o endometritis postcoital que puede resolverse 24-48 horas
luego del apareamiento (Allen, 2001). Las yeguas que no resuelven la endometritis, son
consideradas como susceptibles a endometritis, mientras que las que la resuelven en ese
plazo como resistentes (Huges & Loy, 1969, Peterson et al., 1969, Brinsko et al., 2003). La
endometritis postcoital persistente es una de las patologias reproductivas mas frecuentes en
yeguas adultas que lleva a criadores a tener grandes pérdidas econdmicas por tratamientos,
pérdida de servicios, genética valiosa y disminucién en la produccion de potrillos (Neely,
1991, Weems et al., 2006, Leblanc et al., 2009).

En yeguas fértiles, los leucocitos polimorfos nucleares del Utero durante el estro, presentan
mayor actividad fagocitica que en diestro (Liu & Troedsson, 2008). En endometrio de yeguas
sanas no fueron encontradas diferencias entre estro y diestro en la cantidad de linfocitos B,
CD4" y CD8"; sin embargo, yeguas con endometritis presentaron, al estro, mayores
cantidades linfocitos en relacidon con yeguas sanas (Watson & Thomson, 1996). Similares
resultados fueron reportados en la cantidad de macréfagos en endometrio de yeguas
(Summerfied & Watson, 1998). Estudios en relacion a la distribucion tisular de polimorfos
nucleares y macréfagos en el endometrio, reportaron que la cantidad de éstos, fue afectada
por el tipo tisular, encontrdandose mayor cantidad de ambos en estrato esponjoso que en
estrato compacto y ausencia de estas células en el tejido epitelial, tanto en yeguas sanas
como con endometritis (Summerfied & Watson, 1998).

Por otro lado, experimentos realizados en ratonas modificadas genéticamente para bloquear
la expresion de receptores de progesterona (RP-knockout) ovariectomizadas, se demostro
que el RP tiene un efecto anti-inflamatorio bajo tratamiento simultdneo con estrégenos y
progesterona (Magno et al.,, 1992). En estudios “In Vitro”, con cultivos de macréfagos
procedentes de mujeres con o sin endometriosis, fue demostrada la presencia de RP en los
macrofagos cultivados y que el tratamiento con estrogenos y progesterona al cultivo,
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modificd la actividad secretoria de mediadores inflamatorios, lo que establece un claro
vinculo entre estrégenos, progesterona y la actividad de los macréfagos (Wira et al., 2010).

En humanas se plantea que la modulacidon de la respuesta inmune uterina, es debida a
acciones estrégenicas pro-inflamatorias y acciones anti-inflamatorias de la progesterona,
debido a efectos paracrinos en ovario y enddcrinos en Utero. En el endometrio los esteroides
sexuales participan en la produccién de citoquinas y prostaglandinas por parte de las células
epiteliales, del estroma y células inmunes residentes. Asi, los esteroides sexuales influyen en
la capacidad de las células epiteliales para responder a los microorganismos (Lea & Sandra,
2007). La Figura 3, esquematiza el vinculo inmuno-endécrino mencionado.
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Figura 3: Vinculo inmuno-enddécrino entre ovario y Utero planteado para humanas. Tomado
de Lea & Sandra (2007). Por detalles ver: Immunoendocrine aspects of endometrial function
and implantation, en Reproduction Review.

En yeguas, aun no han sido claramente establecidas las causas inmuno-enddcrino-celulares
implicadas en la susceptibilidad o resistencia a la endometritis. Ademas, la dificultad en el
diagnédstico temprano de la endometritis, se debe en parte a que su curso puede ser
subclinico, teniendo minimas o ninguna manifestacién externa (Neely, 1991). Sin embargo,
la biopsia endometrial es una herramienta de gran utilidad diagnodstica, ya que a través de su
analisis histolégico es posible detectar alteraciones tisulares inflamatorias, cambios
degenerativos y modificaciones a nivel vascular (VanCamp 1988, Roscanini et al., 2000). En
tal sentido, en 1986 Kenny & Doig propusieron un sistema la interpretacion prondstica de
prefiez en yeguas, de acuerdo al estatus endometrial basado en cuatro categorias
histopatoldgicas, clasificadas de acuerdo al grado de alteraciones tisulares. En humanas, ha
sido propuesto que los receptores esteroideos y factores de proliferacidén celular, presentes
en el endometrio, podrian ser utilizados como “biomarcadores” implicados en el control de
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la proliferacion y diferenciacion celular en patologias uterinas asociadas a bajos indices de
fertilidad (Loachin ,2005).

El abordaje de la interaccion inmuno-endocrina en yeguas con resistencia comprobada a la
endometritis post-coital podria aportar patrones de referencia para el estudio de la
endometritis y un mayor indice de diagndstico temprano de ésta patologia (McDowell et al.,
1999, Hartt et al., 2005, Schalfer, 2007). Ademas, la yegua es utilizada como modelo
experimental extrapolable al humano, para estudiar la reproduccidn asociada a parametros
inmuno-enddcrinos ya que ambas especies son mono-ovulatorias y tienen una larga fase
folicular. Las yeguas tienen, ventajas sobre otras especies domésticas en cuanto a la
accesibilidad al tracto genital y como fuera ya mencionada, la importancia diagnéstica de la
biopsia endometrial (Schlafer, 2007, Carnevale et al., 2008, Ginther, 2009).

El objetivo de la presente tesis es aportar informacién en relaciéon al vinculo inmuno-
enddcrino-celular del endometrio de las yeguas.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVOS GENERALES

Aportar informacion en relacién a los mecanismos moleculares y celulares involucrados en la
inmunologia de la reproduccién de las yeguas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Caracterizar la presencia, contenido y distribucidon tisular de RP en el endometrio de
yeguas sanas y resistentes a endometritis durante el ciclo estral.

4.2.2 Evaluar la presencia y distribucion de RP en células del sistema inmune del endometrio
de yeguas sanas y resistentes a endometritis durante el ciclo estral.

5. HIPOTESIS

La presencia y distribucién de RP en el tejido endometrial y en células del sistema inmune
presentes en el endometrio de las yeguas sanas y resistentes a endometritis ciclando estan
modulados por el momento del ciclo estral en que estas se encuentren.

6. MATERIALES Y METODOS

La seleccidon de las yeguas, obtencion de biopsias endometriales y plasma sanguineo se
realizd en el Departamento de Fisiopatologia de la Reproduccién de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de Tandil-Argentina, a cargo de la Prof. Dra. Elida Fumuso.

6.1 ANIMALES Y MANEJO

Yeguas tipo Criollo, ciclando, de 3-10 afios y 330-500 Kg de PV, fueron inseminadas
artificialmente con semen muerto luego de detectado el estro para evaluar la susceptibilidad
a endometritis. Las yeguas que fueron capaces de eliminar el fluido uterino luego de la
inseminacion, presentaron citologia exfoliativa y cultivo negativo fueron consideradas como
yeguas resistentes a endometritis (n=7), en acuerdo con (Brinsko et al., 2003).

Durante el ensayo, las yeguas se mantuvieron a pastoreo, complemento con heno y racion
basada en granos para caballos. El agua estuvo disponible ad libitum.

El control del ciclo estral, la dinamica folicular y el estatus uterino fue controlado
diariamente por ultrasonografia utilizando un Ecdgrafo veterinario Berger LC-2010 plus, con
un transductor de 5 MHz.

Se tomaron biopsias endometriales cuando las yeguas presentaron signos de estro y a la
ultrasonografia presentaron foliculo ovarico dominante > 30 mm y edema endometrial. La
ovulacion se defini6 como el momento en que el foliculo dominante ya no pudo ser
identificado por ultrasonografia.
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6.2 BIOPSIAS ENDOMETRIALES

Las biopsias fueron tomadas en las siete yeguas en forma repetida en tres momentos de un
mismo ciclo estral. Posteriormente fueron colocadas en formol tamponado al 10 % durante
24 horas y luego en etanol al 70 % hasta su procesamiento. Cuando el ensayo finalizd, las
biopsias fueron incluidas en parafina, cortadas con micrémetro a 5 um de espesor y
montadas en laminas de vidrio StarFrost®. En el mismo momento en que fueron tomadas las
biopsias, fueron extraidas las muestras de sangre para la determinacién de progesterona (P)
plasmatica y registrado el estatus ovarico (medida del tamafio folicular) y uterino (edema,
tono y pliegues).

En detalle, se tomaron biopsias y muestras de sangre:

1. Al momento de detectado el estro: presencia de edema endometrial y foliculo ovarico
dominante =30 mm, (Es, n=7).

2. Endiestro, a las 24 horas post ovulacién, (D24hPOv, n=7).

3. Endiestro, al dia 7 de la ovulacion, (D7POv, n=7).

6.3 DETERMINACION DE NIVELES DE PROGESTERONA PLASMATICA

La extraccién de sangre fue realizada por veno-puncion yugular, la sangre fue depositada en
tubos heparinizados de 10 mL Vacutainer™. Pasados 15 minutos de la extraccién, la sangre
fue centrifugada por 10 minutos a 2000 RPM. El plasma fue separado y almacenado a -20°C
hasta la realizacidn del radioinmunoanalisis en fase sélida. La sensibilidad del ensayo fue
0.318 nmol/L.

6.4 DETERMINACION DE RECEPTORES DE PROGESTERONA (RP)

Para evaluar la presencia y distribucion de RP en el tejido endometrial, se utilizd la técnica
inmunohistoquimica de la avidina-biotina-peroxidasa puesta a punto en el laboratorio de
Bioquimica de la Facultad de Veterinaria para diferentes tejidos y especies (Sosa et al., 2004,
Moroni et al.,, 2007, Acufia et al., 2008). Las secciones de biopsias fueron pretratadas en
microondas a 900 W de potencia, sumergidas en citrato de sodio 0,01 M, pH=6,0 por 10
minutos, dejandose enfriar posteriormente durante 20 minutos. Después de un lavado con
buffer (PBS 0,01 M, pH 7,5) la actividad inespecifica de las peroxidasas enddgenas del tejido,
fue bloqueada con peroxido de hidrogeno (H,0;) al 3% en metanol por 10 minutos a
temperatura ambiente. Las secciones fueron enjuagadas por 10 minutos en buffer PBS y
posteriormente incubadas por 30 minutos en cdmara humeda a temperatura ambiente con
suero normal equino (NHS, Vectastain; Vector Laboratories, Burlingame, CA USA), diluido en
buffer PBS, con el fin de disminuir las uniones no especificas. Las secciones fueron incubadas
con anticuerpo primario anti-RP diluido en 1:100 PBS (anticuerpo monoclonal de ratén
Catdlogo 18-0172, Zimed, South San Francisco, CA, USA) por 60 minutos, en cdmara humeda.
Los controles negativos se realizaron remplazando el anticuerpo primario por un suero
inespecifico de ratdn (cat#tsc-2025, Santa Cruz, California, USA) diluido en 1:100 PBS. Luego de
la unién al anticuerpo primario las secciones fueron incubadas por 60 minutos con una solucién
de anticuerpo biotinilado anti-lgG de ratédn producida en equinos (Vectastain; Vector
Laboratories, Burlingame, CA USA) diluida en suero de caballo 1:200, enjuagadas nuevamente
con buffer PBS y posteriormente incubadas por 60 minutos con un complejo avidina-biotina-

17



peroxidasa (Vectastain Elite; Vector). El sitio de unidn del complejo enzimatico fue visualizado
por medio de 3,3’-diaminobencidina en H,0, (DAB kit, Vector Laboratories), un cromégeno que
produce un precipitado de coloracién marrdn insoluble cuando se incuba junto con la enzima
peroxidasa. Las secciones fueron contracoloreadas con hematoxilina y deshidratadas en
concentraciones crecientes de etanol antes de ser montadas con cemento sintético. La
inmunohistoquimica fue realizada en el mismo ensayo para todas las secciones de biopsias
endometriales del disefio experimental.

6.5 ANALISIS DE IMAGEN
6.5.1 EVALUACION DE RP EN TEJIDO ENDOMETRIAL

La presencia y distribucidn RP en el tejido endometrial fue evaluada subjetivamente por dos
operadores independientes, quienes no conocian la reseiia del animal al momento de evaluar
los preparados (método de doble ciego).

La presencia de RP fue estudiada en los siguientes localizaciones tisulares: epitelio luminal (EL),
epitelio glandular (EG), estrato compacto (EC) y tejido conjuntivo interglandular (CiG). Se
evaluaron un total de 10 campos en lente de inmersidn, para cada localizacidn tisular.

El inmunomarcado fue clasificado como positivo o negativo a RP de acuerdo a la presencia de
DAB precipitado (coloracién marrdn) o contracoloraciéon con hematoxilina (coloracion azulada).
El inmunomarcado positivo a RP fue clasificado segun su intensidad como leve, moderado e
intenso y llevado en proporcién a una escala de 0 a 10 (Thatcher et al., 2003). El promedio
ponderado de intensidad de inmunomarcado (PI) fue calculado como: (1xn;+2xn,+3xn3)/10,
siendo “n” la proporcion de células por campo para cada localizacidon tisular que exhibieron
tincion leve (1), moderada (2) e intensa (3) (Boos et al., 1996). El porcentaje total de
inmunomarcado positivo a RP (%T, incluye todas las localizaciones tisulares), se obtuvo
multiplicando la proporcidn promedio de células inmunomarcadas por 10.
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6.5.2 EVALUACION DE RP EN CELULAS DEL SISTEMA INMUNE DEL ENDOMETRIO

Para la evaluaciéon de las células del sistema inmune presentes en el tejido endometrial, se
tomaron de cada biopsia, 10 fotografias a 400 x de las siguientes localizaciones tisulares: EL, EC
y estrato esponjoso (EE) (Van camp, 1988, Summerfied & Watson, 1998). En cada localizacién
tisular se contaron por separado la cantidad de leucocitos polimorfos nucleares (PMN),
linfocitos (L) y macréfagos (M) presentes. Estos fueron clasificados como como positivos o
negativos a RP. Fue contabilizada: la cantidad de PMN, L y M negativos a RP (-PMN, -Ly -M) y
positivos a RP (+PMN, +L y +M) y sumadas ambas para determinar cantidad total de PMN, L, M
(positivos mas negativos a RP, tPMN, tLy tM).

Debido a la dificultad de distinguir por la metodologia propuesta, entre los nucleos de L o M de
acuerdo a su morfologia y orientacidon del nucleo en el preparado histoldgico; éstos fueron
agrupados como mononucleares (L&M), para su analisis estadistico.

6.6 ANALISIS ESTADISTICOS

Las variables analizadas estadisticamente fueron: Pl, %T, cantidad de células inmunes negativas
o0 positivas a RP asi como los niveles de P plasmatica.

Se utilizé un modelo mixto de ANOVA con el procedimiento PROC MIXED del SAS 9.2 (Statistical
Analysis System, SAS institute Inc., Cary, NC, USA) contemplando las mediciones repetidas. Las
concentraciones plasmaticas de P se analizaron por ANOVA, considerando el efecto del
momento del ciclo estral.

Para la presencia y distribucion de RP en el tejido endometrial, los efectos fijos fueron:
observador, momento del ciclo estral (Es, D24hPOv, D7POv), localizacién tisular (EL, EC, EG y
CiG) y su interaccion.

Para caracterizar la distribucion de células del sistema inmune y la presencia de RP en ellas, los
efectos fijos fueron: observador, momento del ciclo estral, localizacién tisular (EL, EC, EE), tipo
celular (PMN, L&M) y su interaccién La cantidad PMN, L&M en cada localizacién tisular, fue
expresada como porcentaje en relacién al total de células inmunes contadas para ese momento
del ciclo.

Los resultados se expresan como medias de minimos cuadrados (* error estandar de la media)
y el nivel de significacién considerado fue P< 0,05. Los valores de P comprendidos entre 0,05 y
0,1 fueron considerados como tendencia.
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7. RESULTADOS

Al examen ecografico, todas las yeguas exhibieron caracteristicas ovaricas y endometriales
compatibles con el momento del ciclo estral. La ovulacién fue confirmada en todas las
yeguas y el edema endometrial fue indicador de la acciéon de los estrégenos durante estro.
Ninguna de las biopsias analizadas mostré signos de inflamacién o cambios degenerativos.
También se comprobd la ausencia de endometritis o endometriosis u otras lesiones
tisulares.

7.1 NIVELES DE PROGESTERONA PLASMATICA

La concentracion de P plasmatica (nmol/L), fue mayor al D7POv en relacién a los dias Es y
D24hPOv (P< 0,001) y similar entre Es y D24hPOv (P< 0,796). Los perfiles plasmaticos de P se
muestran en el Grafico 1.
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P (nmol/L)

Es D24hPOv D7POv

Momentos del ciclo estral

Grafico 1: Concentraciones plasmaticas de progesterona (P, media de los minimos
cuadrados * error estandar medio, nmol/L), en yeguas resistentes a endometritis ciclando
(n=7), * P<0,001.

7.2 RECEPTORES DE PROGESTERONA
7.2.1 OBSERVACIONES GENERALES

El inmunomarcado a RP fue observado en forma especifica en el nucleo celular. En los
controles negativos no fue observado inmunomarcado especifico a RP. La ausencia de
tincidn especifica en los controles negativos, cuando el anticuerpo monoclonal especifico
para RP fue sustituido por IgG de ratéon no inmunomarcada demostré especificidad para RP.
Los nucleos celulares inmunomarcados a RP mostraron diferentes grados de intensidad de
tincidn, por lo cual fue posible su clasificacién en leves, moderados e intensos, tal cual se
habia previsto. En la Imagen, 1 se muestran ejemplos de controles negativos (Panel A) y
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positivos (Paneles B y C) donde se sefialan las diferentes localizaciones tisulares evaluadas,
asi como la clasificacién de acuerdo a la intensidad de inmunomarcado.
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’ : : e’ 3 EG
e £50 0 9 li"-” .
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Imagen 1: Inmunolocalizacién de RP en endometrio de yeguas resistentes a endometritis
ciclando. Panel A: control negativo (100 x), Paneles B y C: ejemplos de muestras positivas a
RP (400 x). Localizaciones tisulares: epitelio luminal (EL) estrato compacto (EC), epitelio
glandular (EG) y tejido conjuntivo interglandular (CiG). Clasificacion de intensidad de
inmunomarcado a RP: nucleos negativos a RP (-), nucleos positivos leves (+), moderados (++)
e intensos (+++).

Fueron observados y contabilizados PMN Ly M positivos a RP en EL, ECy EE. En la Imagen 2
(Paneles A al F), se muestran ejemplos de posibles PMN, L, M positivos o negativos a RP en
las diferentes localizaciones tisulares evaluadas.
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Imagen 2: Localizacién de PMN, M y L positivos o negativos a RP en endometrio de yeguas
resistentes a endometritis ciclando. Panel A: control negativo donde se sefiala un posible
PMN cercano a EL. Panel B: se sefala células identificadas por ambos evaluadores como L
negativo a RP (L -) en EC. Panel C: se sefiala un posible PMN con tincion a RP intensa (PMN
+++) en el EL. Panel D: se sefiala un posible L con tincién a RP intensa (L +++) en CiG. Panel F:
se sefala un posible M con tincién a RP moderada (M ++) en el EC. Imdgenes tomadas a 400
X.

Ademas, fue observado inmunomarcado especifico a RP en el tejido endotelial de vasos
sanguineos y linfaticos en la mayoria de las biopsias, sin embargo no fueron cuantificados.

7.2.2 INMUNOMARCADO A RP EN EL TEJIDO ENDOMETRIAL

Sobre el porcentaje total de inmunomarcado positivo a RP (%T) no hubo efecto de observador
(P =0,1), ni de momento del ciclo estral, siendo similar en todos los dias estudiados (82,5 +
3,23; 81,02 + 3,34y 78,81 + 3,23, dias Es, D24hPOv y D7POv respectivamente, (P > 0,6).

Sobre la inmunomarcado a RP, en los diferentes localizaciones tisulares evaluadas, expresado
como promedio ponderado de intensidad de inmunomarcado (PI), hubo tendencia en efecto
observador (P=0,098) y fueron hallados efectos de momento del ciclo estral (P< 0,0001) y
localizacion tisular (P =0,0004), sin interaccién entre ambos (P =0,45).

Al dia Es, se encontré mayor Pl en EG y CiG, intermedio en EC y menor en EL (EG vs EL, P =
0,0135; CiG vs EL, P =0,0123; EC vs EG, P = 0,048; EC vs CiG, P = 0,045). El Pl a RP fue similar
entre ELy EC (P =0,604) y entre EG y CiG (P = 0,972).

Al dia D24hPOQv, se encontré mayor Pl en EG y CiG en relacién a EC (EG vs EC, P = 0,008; CiG
vs EC, P =0,024). El Pl tendié a ser mayor en EG que en EL (P = 0,058) y fue similar entre: ELy
CiG (P =0,130); EGy CiG (P=0,696) y ELy EC (P = 0,444).

Al dia D7POv, no se encontraron diferencias en el Pl entre ninguna de las localizaciones
tisulares (P >0,5).
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Las diferencias en el Pl entre diferentes momentos del ciclo estral y mismas localizaciones
tisulares se detallan en el Grafico 2 (para EL y EG) y Gréfico 3 (para ECy CiG).
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Grafico 2: Intensidad de tincién a RP en epitelio luminal (EL) y glandular (EG) en endometrio
de yeguas resistentes a endometritis ciclando. Momentos del ciclo estral: dia detectado el
estro (Es), 24horas post ovulaciéon (D24hPOv) y dia 7 de la ovulacion (D7POv). Los valores
corresponden a las medias de minimos cuadrados + error estandar de la media. Barras con
diferentes superindices indican diferencias entre momentos del ciclo estral para una misma
localizacion tisular, P< 0,05.
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Grafico 3: Intensidad de tincién a RP en estrato compacto (EC) y tejido conjuntivo
interglandular (CiG) en endometrio de yeguas resistentes a endometritis ciclando.
Momentos del ciclo estral: dia detectado el estro (Es), 24 horas post ovulacién (D24hPOv) y
dia 7 de la ovulacion (D7POv). Los valores corresponden a las medias de minimos cuadrados
+ error estandar de la media. Barras con diferentes superindices indican diferencias entre
momentos del ciclo estral para una misma localizacién tisular, P <0,05.

7.2.3 DISTRIBUCION ENDOMETRIAL DE PMN, LY M, POSITIVOS Y NEGATIVOS A RP

Se detectd tincidn positiva a RP en PMN, L y M y como fuera mencionado, L y M fueron
agrupados como mononucleares (L&M). El inmunomarcado a RP en PMN y L&M fue
observado en diferentes grados de intensidad en todas las localizaciones tisulares (EL, EC, EE),
como se mostré en la Imagen 2 (Paneles A al F).

La cantidad promedio de células inmunes positivas a RP (+PMN y +L&M) fue menor que la
cantidad promedio de células inmunes negativas a RP (-PMN y -L&M), en todos los momentos
del ciclo y en todas las localizaciones tisulares (P < 0,0001).

Se encontré efecto de observador (P = 0,04), momento del ciclo estral (P = 0,005),
localizacion tisular (P = 0,0003) y tipo celular (P < 0,0001), sobre la cantidad promedio total
de células inmunes positivas y negativas a RP (tPMN + tL&M). El promedio total de células
inmunes (tPMN + tL&M) tuvo tendencia a ser mayor al momento de detectado el estro (Es)
gue al dia siete de la ovulacion (D7POv), (P = 0,06). El promedio total de células inmunes fue
mayor en EC, intermedio en EE y menor en EL (EL vs EC, P < 0,0001; EL vs EE, P = 0.045; EC vs
EE, P = 0,034). El promedio de tPMN fue mayor que el promedio de tL&M en todos los
momentos del ciclo.
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Se encontrd efecto de momento del ciclo estral (P = 0,01) y de localizacidn tisular (P = 0,04)
sobre el promedio tL&M. Los efectos sobre el promedio de L&M negativos a RP (-L&M)
fueron similares a los hallados para el total (tL&M).

Sobre el promedio de L&M positivos a RP (+L&M) no fue encontrado efecto de momento del
ciclo estral ni de localizacion tisular.

Se encontré efecto de momento del ciclo estral (P = 0,04) y de localizacién tisular (P = 0,002)
sobre el promedio tPMN. No hubo diferencias en el promedio de tPMN entre momentos del
ciclo. Los efectos sobre el promedio de PMN negativos a RP (-PMN) fueron similar a lo hallado
para el total (tPMN).

Sobre el promedio de PMN positivos a RP (+PMN) no fue encontrado efecto de momento del
ciclo estral ni de localizacion tisular.

Las diferencias entre el promedio tL&M o tPMN, entre diferentes momentos del ciclo estral
y localizaciones tisulares, expresadas como porcentaje, se detallan en el Grafico 4 (tL&M) y
Grafico 5 (tPMN).
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Grafico 4: Porcentaje + error estandar de la media de L&M positivos y negativos (tL&M) a
RP, presentes en epitelio luminal (EL), estrato compacto (EC) y estrato esponjoso (EE) en
endometrio de yeguas resistentes a endometritis ciclando. Momentos del ciclo estral: dia
detectado el estro (Es), 24 horas post ovulacion (D24hPOv) y dia 7 de la ovulacidn (D7POv).
*bindica diferencias entre localizacién tisular en un mismo momento del ciclo, ®'indica
diferencias entre momentos del ciclo en una misma localizacién tisular (P <0,05), *indica
tendencia para un mismo tipo tisular y diferentes momentos del ciclo.
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Grafico 5: Porcentaje * error estdndar de la media de polimorfos positivos y negativos
(tPMN) a RP, presentes en epitelio luminal (EL), estrato compacto (EC) y estrato esponjoso
(EE) en endometrio de yeguas resistentes a endometritis ciclando. Momentos del ciclo
estral: dia detectado el estro (Es), 24 horas post ovulacion (D24hPOv) y dia 7 de la ovulacién
(D7POVv). * indica tendencia para un mismo dia y diferentes tipos tisulares.
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8. DISCUSION

En el presente estudio, se describid la distribuciéon y contenido de RP endometriales, asi
como la distribucidn de células del sistema inmune positivas y negativas a RP en endometrio,
en asociacién con los niveles plasméticos de progesterona en yeguas ciclando. Este es,
aparentemente, el primer estudio que describe la presencia y distribucidon de RP en células
del sistema inmune en el endometrio de yeguas sanas y resistentes a endometritis.

Las concentraciones y los perfiles de progesterona plasmaticos en las yeguas incluidas en
este estudio estan en acuerdo con lo reportado en yeguas ciclando por otros autores
(Towson et al., 1989, Aurich, 2011).

8.1 DISTRIBUCION DE RP EN EL TEJIDO ENDOMETRIAL

El inmunomarcado a RP en el endometrio, en términos de porcentajes totales (%T), fue
similar entre los diferentes momentos del ciclo estral, sin embargo fue hallado efecto de
localizacion tisular y dia sobre promedio ponderado de intensidad de inmunomarcado (Pl).
Estudios previos, realizados por ensayos de unidn con hormonas radiactivas en endometrio
de yeguas ciclando, demostraron mayores concentraciones de receptores de progesterona
en fase folicular que en fase luteal (Tomanelli et al.,, 1991, Re et al., 1995). Los estudios
realizados, por ensayos de unién en endometrio equino, no caracterizaron la distribucién
tisular de RP de acuerdo a su localizacion tisular, sin embargo dicha técnica permitié su
cuantificacién. Estos trabajos son anteriores al desarrollo de la técnica de
inmunohistoquimica para receptores hormonales y aportaron informacién relevante en
relacion a la sensibilidad del endometrio a estrégenos y progesterona. Posteriormente, el
desarrollo y aplicacién de la inmunohistoquimica permitié caracterizar y “semicuantificar” la
expresion de receptores hormonales de acuerdo a su localizacidn tisular y celular.

El efecto de localizacion tisular hallado sobre el promedio ponderado de intensidad de
inmunomarcado a RP hallado en este estudio, indica que la expresion de RP en las yeguas
ciclando, fue especifica del tipo tisular (EL, EG, EC e CiG).

Fue hallado efecto del momento del ciclo estral sobre el Pl. En términos generales, el PI
disminuyé en el tejido endometrial (excepto en EC), desde los dias Es y D24hPOv al dia 7 de
la ovulacién. Estos hallazgos son contrarios, a lo reportado en yeguas ciclando, donde el
inmunomarcado a RP en los epitelios, fue similar durante todo el ciclo (Watson et al., 1992).
En cambio, un estudio posterior, reporté mayor expresion de RP en epitelio glandular en
fase Iutea media en relacidon a la fase lutea tardia (Aupperle et al., 2000). Estos estudios
fueron realizados con bajo nimero de animales y sin diferenciar entre yeguas sanas y yeguas
con endometritis en un mismo disefio. Esto podria influir negativamente en establecer
claramente la regulacion y distribucién de receptores esteroides en endometrio de las
yeguas ciclando. Sin embargo fueron los primeros abordajes y aportan aun hoy informacién
de relevancia.
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En el presente estudio, cuando los niveles de progesterona plasmaticos fueron menores y
basales (dias Es y D24hPQOv), el inmunomarcado a RP en las localizaciones tisulares mas
profundas (epitelio glandular y conjuntivo interglandular) tendié a ser mayor que en los
estratos superficiales (epitelio luminal y estrato compacto). Similares hallazgos, fueron
reportados durante todo el ciclo estral por Aupperle et al. (2000), en yeguas ciclando, donde
encontraron menor inmunoreactividad a RP en epitelio luminal y conductos epiteliales
glandulares y mayores scores en células del estroma. El inmunomarcado a RP hallado al
momento de detectado en estro (dia Es), difiere de lo reportado por Watson et al. (1992), en
endometrio de yeguas al estro, donde las células del estroma endometrial positivas a RP
tendieron a mostrar mayor intensidad de tincion que las del epitelio glandular y epitelio
luminal. Por otro lado, Hartt et al. (2005), reportaron en yeguas ciclando, similar expresién
de RP entre las células del epitelio glandular y el stroma durante todo el ciclo estral e
indetectable en epitelio luminal durante el diestro. Contrariamente a estos autores, se
encontré alta intensidad de tincion RP en epitelio luminal en diestro, que de hecho no fue
diferente de la hallada en el resto de las localizaciones tisulares. Similarmente, en un estudio
reciente, realizado en Uruguay con yeguas ciclando, el cual reporté al dia 6 de la ovulacién,
altos contenidos RP en células epiteliales, siendo mayor en éstas en relacidn a las células del
estroma (Kalpokas et al., 2010).

En el presente estudio, el similar inmunomarcado a RP al dia 7 de la ovulacién en todas las
localizaciones evaluadas sugiere que bajo dominio de la progesterona de la fase luteal
media, cuando los niveles de ésta hormona aun no son sostenidos en el tiempo, los tejidos
del endometrio tienen similar sensibilidad a la progesterona (en términos de su receptor) a
diferencia de lo hallado cuando los niveles de progesterona circulantes fueron basales (dias
Es y D24hPQOv). Podria ser necesario mas tiempo de dominancia de la progesterona sobre el
Utero para provocar un estimulo tejido especifico en diestro. Para demostrar, esto
corresponderia tomar biopsias en fase luteal tardia. Sin embargo, en ese momento, bajo
predominio de la progesterona, las yeguas son mas susceptibles a la infeccidn provocada por
la toma de muestra lo cual podria liberar prostaglandinas con el consecuente riesgo de
ocasionar lutedlisis temprana (Sharp et al., 1997).

En el presente estudio no fueron encontradas diferencias durante el ciclo estral en la
intensidad de tincién a RP en el estrato compacto, sin embargo las mayores variaciones
ciclicas fueron encontradas en el conjuntivo interglandular. Algunas diferencias entre
nuestro estudio y lo reportado previamente por distintos autores, podrian deberse, en
parte, a que en éste estudio la expresion de receptores fue estudiada en tejido conjuntivo en
forma diferenciada: estrato compacto y conjuntivo interglandular. Lo que hace dificil
comparar nuestros resultados con otros investigadores en relaciéon a los cambios ciclicos
tisulares de la expresidon de RP. Sin embargo, dividir el estudio de la expresién de RP en las
diferentes localizaciones del tejido conjuntivos (EC y CiG), podria ser funcionalmente
importante en el establecimiento de patrones de regulacidon pardcrina para RP entre
diferentes tejidos del endometrio. La regulacidn paracrina de la expresion de RP, ha sido
demostrada en experimentos con ratonas recombinantes y también en humanas, donde el
efecto inhibidor de la progesterona sobre la proliferacién de células epiteliales del Utero estd
mediada por el RP de las células del estroma (Kurita et al., 1998, Rajaram & Brisken, 2012).
Ademas la expresidon de RP depende, en parte, de la expresidon de receptores de REa (Ing, N.
& Tsai, 0. 1993). Aun mas, en ratonas y humanas se ha sugerido que el rol antimitético de la
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progesterona contrarresta las sefiales mediadas por REa directamente en las células del
estroma, y/o indirectamente actuando sobre el epitelio a través de mecanismos pardacrinos
(Kurita et al., 1998, Rajaram & Brisken, 2012), ver Figura 4.
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Figura 4: Posibles mecanismos de accién de estrégenos y progesterona en ratonas vy
humanas, sobre la proliferacidon del epitelio endometrial. La progesterona contrarresta las
sefiales de proliferacion inducida por los estrégenos en tres mecanismos inhibitorios
posibles: 1) el RP inhibe la transcripcién de RE-dependiente de mediadores pardacrinos, 2) la
progesterona induce la traduccién de moleculas que antagonizan la accion del estradiol en
forma pardcrina y 3) la progesterona inducida por mediadores paracrinos inhibe
directamente la proliferacion epitelial. (Tomado de Kurita et al., 1998).

En apoyo a la interdependencia entre RP y REa y la proliferacidn celular, en trabajos previos
realizados con yeguas ciclando, fue hallada una correlacion alta y positiva entre la expresiéon
endometrial de RP, REa y PCNA (un antigeno de proliferacion celular), (Acuia et al., 2012).

En el presente estudio, la intensidad de tincidon a RP en todas las localizaciones tisulares del
endometrio, fue similar entre los dias estro y 24 horas post-ovulacion. Al parecer a las 24
horas de la ovulacidn, el estimulo de los estrégenos de la fase folicular ain predomina sobre
el endometrio, en relacién a progesterona que de hecho fue similar entre ambos dias. Los
niveles de progesterona al dia 24 del estro, no fueron suficientes para inhibir la expresién de
RP. Nosotros atribuimos estos hallazgos a los niveles de progesterona plasmaticos, sin
embargo, aunque la concentracién de estradiol no fue determinada en este estudio, cabe
esperar que durante la fase folicular, los mismos hayan sido mas elevados en relacion a la
fase luteal.
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La intensidad de tincion a RP disminuyd en los epitelios y en el conjuntivo interglandular
desde el momento de detectado el estro al dia 7 de la ovulacidn, indicando un efecto
inhibitorio de los mayores niveles de progesterona plasmatica en diestro temprano sobre la
intensidad de tincidon a RP. El efecto inhibitorio de la progesterona sobre su propio receptor
ha sido ampliamente demostrado en endometrio de vacas (Boos et al., 1996, Robinson et al.,
2001), ovejas (Cherny, 1991, Spencer & Bazer ,1995), cerdas (Sukjumlong et al., 1995) y
perras (Vermeirsh et al., 2002. En yeguas la informacion reportada es contradictoria y
ambigua. Watson el al. (1992) encontraron que el inmunomarcado a RP en epitelio luminal y
glandular del endometrio, fue similar durante todo el ciclo. Sin embargo, Hartt et al. (2005),
reportaron que el inmunomarcado a RP en epitelio glandular y estroma del endometrio, fue
mayor dia el de la ovulacidn y al dia 20 de la misma que en los dias 11 y 14 de la ovulacion,
en acuerdo con la regulacion positiva que ejercen los estrégenos de la fase folicular y la
regulacion negativa de la progesterona de la fase luteal.

8.2 DISTRIBUCION ENDOMETRIAL PMN, L&M, POSITIVOS Y NEGATIVOS A RP

En el presente estudio, se observé y estudié el inmunomarcado a RP en PMN vy
mononucleares (L&M). Este hallazgo en yeguas sanas ciclando, indica que estos tipos
celulares son blanco de la accion de la progesterona y que la respuesta inmune celular
puede ser mediada, en parte a través de RP. Se encontrd efecto de momento del ciclo estral,
localizacion tisular y tipo celular sobre la cantidad promedio de polimorfos nucleares y
mononucleares positivos y negativos a RP (tL&M y tPMN). El promedio total de células
inmunes (tPMN + tL&M) tuvo tendencia a ser mayor al momento de detectado el Es que al
dia 7 de la ovulacién. En desacuerdo con nuestros hallazgos, en endometrio de yeguas sanas
no fueron encontradas diferencias entre estro y diestro en la cantidad de linfocitos B, CD4" y
CD8" (Watson E. & Thomson R. 1996). Sin embargo, en endometrio de ovejas ciclando, el
numero de linfocitos fue mayor en fase folicular que en fase luteal (Intan-Shameha et al.,
2011). Estas diferencias, en relacidon con nuestros hallazgos, podrian deberse en parte, a la
menor proporcidn que representaron los mononucleares en relacion a los polimorfo-
nucleares y por las metodologias de anadlisis empleadas en los estudios. En este estudio no
fue utilizado anticuerpos especificos para la identificacion de polimorfo-nucleares y
mononucleares (L&M), sino que basamos nuestro estudio en la identificacion morfolégica en
relacion al nucleo celular, lo cual lleva a menor exactitud en su identificacién. Esto justificaria
en parte, el efecto de observador hallado sobre la evaluacién de las células inmunes. La
técnicas de doble marcado pueden co-localizar la presencia de un receptor en un tipo celular
especifico. Por ejemplo, Stygar et al.,, (2001) localizaron en cérvix de humanos REB en
leucocitos y propusieron que la regulacién de la funcién leucocitaria en cérvix, podria ser
mediada por RE.

En el presente estudio, el promedio total de células inmunes fue mayor en estrato
compacto, intermedio en estrato esponjoso y minimos en epitelio luminal, en desacuerdo
con lo reportado por Summerfield & Watson, (1998), en yeguas ciclando, donde encontraron
mayor cantidad de macréfagos en estrato esponjoso que en estrato compacto y ausencia en
tejido epitelial. En el presente estudio, en términos generales, los efectos encontrados sobre
la cantidad total de polimorfo-nucleares y mononucleares (positivos y negativos a RP)
acompafiaron los efectos hallados sobre la cantidad polimorfos nucleares y mononucleares
(L&M) negativos a RP, lo cual no ocurrié para polimorfos nucleares y mononuclares positivos
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a receptores de progesterona. Esto podria deberse a la menor proporcion de PMN vy
monucleares positivos a RP y a las limitaciones del sistema de evaluacion empleado. Para
futuros estudios, creemos fundamental poner a punto el sistema de doble marcado para la
identificacion de RP o RE en tipos celulares especificos del sistema inmune equino
endometrial.

Son necesarios estudios mas especificos, para caracterizar en forma adecuada el vinculo
inmuno-enddcrino-celular en endometrio de yeguas ciclando. La caracterizacién de dicho
vinculo en yeguas sanas con resistencia comprobada a la endometritis, podria ser utilizada
como referencia para comprender las bases inmuno-endécrinas de patologias que afectan la
fertilidad en yeguas, como la endometritis persistente postcoital.
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9. CONCLUSIONES

El presente trabajo caracterizé la expresion de receptores de progesterona en endometrio
de yeguas sanas y resistentes a endometritis ciclando. Los mayores niveles de progesterona
plasmatica al dia 7 de la ovulacién podrian haber ejercido un efecto inhibitorio sobre Ila
intensidad de tincion a RP en el tejido epitelial y células del tejido conjuntivo interglandular.

Ademas se caracterizd la distribucion de linfocitos, macréfagos y polimorfos nucleares
presentes en el tejido endometrial. Basados en la morfologia celular, se identificé la
presencia de receptores de progesterona en estos tipos celulares. Las células inmunes
evaluadas, positivas a RP, no presentaron cambios en la distribucion endometrial ni en su
cantidad promedio durante el ciclo estral.

La presencia de receptores de progesterona en linfocitos, macréfagos y polimorfos nucleares
del endometrio, sugiere que la progesterona podria mediar la respuesta inmune en el
endometrio.
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