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RESUMEN

El objetivo de ésta tesis fue determinar la localizacién y distribucion histolégica de la
metaloproteinasa de la matriz extracelular-2 (MMP-2) en cérvix ovino durante el ciclo
estral. Cérvix de ovejas Corriedale adultas ciclando fueron obtenidos en los dias 1
(n=7), 6 (n=6) 0 13 (n=7) luego del estro (Dia 0). La MMP-2 fue detectada mediante
inmunohistoquimica en las zonas craneal (Cr) y caudal (Ca) del cérvix. Se evaluaron
cuatro compartimentos histoldgicos (CH) del estroma: superficiales y profundos de
los pliegues y de la pared (SFS, DFS y SWS, DWS, respectivamente). Se contaron
las células positivas (tincion marrén) y negativas (nucleos tefiidos con hematoxilina)
(400x) en un total de 1000 nucleos de cada CH. En cada imagen se midio el area
ocupada por cada CH, utilizando la herramienta de medicion de &rea del software
(Image-Pro Plus 6.0, Media Cybernetics Inc., WA, USA). Se calcul6 la densidad de
células totales (DT) (células/mm?.1000Y), la densidad de células positivas (D+)
(células positivas a MMP-2/mm?2.1000%) y el porcentaje de nucleos positivos
(%MMP-2) sobre el total de nucleos (positivos mas negativos) en cada CH y zona
cervical. Los resultados (mediatsem) fueron analizados por ANOVA (MixedProc,
SAS). La inmunosefial se observdé en el estroma asociada mayoritariamente a
fibroblastos activos, minoritariamente a inactivos y esporadicamente a leucocitos. La
DT, la D+ y el %MMP-2 fueron mayores en Ca que en Cr (13.4+1.5, 2.92+0.07 y
1.96+£0.06 vs 8.8+0.6, 0.57+0.02 y 0.32+0.01, respectivamente), (P<0.0001). Se
observé que en la pared del cérvix ovino tanto la DT como la D+ y la proporcion de
células positivas a MMP-2 (%MMP-2) fueron mayores en el estroma superficial que
en el profundo (17.4+1.2, 2.1+0.08 y 1.34+0,05 vs. 8.4+0.5, 0.41+0.02 y 0.24+0.02,
respectivamente), (P<0.05). Sin embargo en los pliegues, si bien la DT fue mayor en
el estroma superficial en relaciéon al profundo (18.4+1.3 vs. 9.1+1.8, respectivamente)
(P<0.05), no hubo diferencias entre dichos CH tanto para la D+ como para el
%MMP-2. La DT no vari6 durante el ciclo estral en cérvix Cr, pero en Ca fue menor
al Dia 1 respecto a los Dias 6 y 13 (10.9£1.9 vs.14.2+2.9 y 14.9+£3.1), (P<0.001). El
%MMP-2 fue mayor a los dias 1 y 6 respecto al dia 13 (0.77+0.03 y 0.33+0.03 vs.
0.1+0.009 respectivamente) (P<0.0001) y tendié a ser mayor al dia 1 que al dia 6
(0.77+£0.03 vs. 0.33+0.03) (P=0.0892) en Cr, mientras que fue menor al dia 1 que al
dia 13 en Ca (0.94+0.09 vs. 3.09+0.07, respectivamente), (P<0.0001). Estos
resultados sugieren que en cérvix de oveja ciclando, los fibroblastos activos del
estroma son la principal fuente de MMP-2. La zona Ca tendria un mayor potencial
colagenolitico a cargo de la MMP-2 que la zona Cr, y el SWS respecto al DWS.
Ademas, se registra un incremento diferencial de la MMP-2 a lo largo del eje
longitudinal del cérvix en funcion del tiempo: primero en Ca, previo a la ovulacion y
luego en Cr alrededor de la misma. En conjunto, los datos muestran que la
distribucion de la MMP-2 en cérvix ovino difiere en el eje longitudinal cervical, entre
los compartimentos histol6gicos y durante el ciclo estral, probablemente debido a la
regulacion ejercida por los estrégenos (E) y la progesterona (P) y a la presencia de
factores locales reguladores.



SUMMARY

The aim of this thesis was to determine the histological location and distribution of
matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) isozime in the ovine cervix during the oestrous
cycle. Cervical samples were obtained from Corriedale adult ewes at Days 1 (n=7), 6
(n=6) or 13 (n=7) after estrus detection (Day 0). MMP-2 was detected by
immunohistochemistry in cranial (Cr) and caudal (Ca) cervical zones. Four
histological stromal compartments (HC) were evaluated: superficial and deep from
the fold stroma and from the wall stroma (SFS, DFS and SWS, DWS, respectively).
Positive (brown stained) and negative (haematoxylin stained) MMP-2 nuclei were
counted (400X) in 1000 cells in each HC. The area occupied by each HC was
measured in each image, using the area measurement tool of the software (Image-
Pro Plus 6.0, Media Cybernetics Inc., WA, USA). Total cell density (TD)
(cells/mm?.1000™%), MMP-2 positive cell density (D+) (MMP-2 positive
cells/mm?.1000%) and positive nuclei percentage (%MMP-2) respect to the total
nuclei (positives and negatives) were calculated in each HC and in cervical zones.
The results (meantsem) were analyzed by ANOVA (Mixed Proc, SAS). The MMP-2
immunostaining was associated mainly to active fibroblasts, some to inactive
fibroblasts and occasionally in leucocytes. The TD, D+ and %MMP-2 were higher in
Ca than in Cr (13.4+1.5, 2.92+0.07 and 1.96+0.06 vs. 8.8+0.6, 0.57+0.02 and
0.32+0.01, respectively), (P<0.0001). The TD, D+ and %MMP-2 were higher in SWS
than in DWS (17.4+1.2, 2.1+0.08 and 1.34+0.05 vs. 8.4+0.5, 0.41+0.02 and
0.24+0.02, respectively), (P<0.05). However, while the TD was higher in superficial
stroma than in deep stroma in the folds (18.4+1.3 vs. 9.1+1.8, respectively),
(P<0.05), there were no differences between those for D+ and %MMP-2. The TD did
not change during the oestrus cycle in Cr, while was lower on Day 1 than on Day 6
and 13 in Ca (10.9+1.9 vs. 14.2+2.9 and 14.9+3.1) (P<0.001). The %MMP-2 was
higher on Day 1 and 6 than on Day 13 (0.77+0.03 and 0.33+0.03 vs. 0.1+0.009,
respectively), (P<0.0001), and trend to be higher on Day 1 than on Day 6 (0.77+0.03
vs. 0.33+0.03) (P=0.0892) in Cr, whereas was lower on Day 1 than on Day 13 in Ca
(094+0.09 vs. 3.09+0.07, respectively), (P<0.0001). These results suggest that the
active fibroblasts are the main source of MMP-2 in the ovine cervix. The Ca cervical
zone has a greater MMP-2 collagenolytic potential than Cr and SWS than DWS.
Additionally, there was a time-dependent differential MMP-2 increment along the
cervix: first in Ca, before ovulation and then in Cr, around the ovulation. Overall data
show that the distribution of MMP-2 in the ovine cervix differs along the cervix,
between the histological compartments and during the oestrus cycle, probably due to
the estrogen (E) and progesterone (P) regulation and the presence of local regulatory
factors.



1. INTRODUCCION

El cérvix ovino es un organo tubular y fiboroso, compuesto predominantemente por
tejido conjuntivo (Moré,1984). Hacia la luz, la mucosa forma pliegues excéntricos en
forma de embudo con el vértice hacia caudal, no coincidentes entre si, que
interfieren con la canulacién cervical (Halbert y col., 1990a; Kershaw y col., 2005)
(Figura 1). Estos pliegues forman de 4-7 anillos cervicales que se proyectan en el
lumen cervical determinando su estrechamiento, el que es mas acentuado a nivel de
los tres primeros anillos cervicales. Ademas, frecuentemente el segundo y el tercer
anillo, contando desde el orificio cervical externo, estan desalineados del primero. El
grado de tortuosidad del cervix determinado por el nUmero y caracteristicas de los
anillos presentes estuvo relacionado con la profundidad de penetracion cervical
medido con una canula de inseminacion artificial (I1A) (Halbert y col., 1990a; Kershaw
y col., 2005). Son éstas caracteristicas anatdmicas particulares del cérvix ovino lo
que lo convierten en una de las principales limitantes para la aplicacion de
procedimientos transcervicales como la 1A y la transferencia de embriones (TE).

Cervix Cervix
caudal craneal
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Figura 1: Molde de silicona del canal cervical de la oveja adulta. Naqgvi y col., 2005.

Consecuentemente, la utilizacion de éstas biotecnologias reproductivas no han
alcanzado aun, en ovinos, el nivel de desarrollo que tienen en bovinos (Salamon y
Maxwell, 2000) limitando el progreso genético y productivo de la especie. La ultima
informacion que encontramos al respecto reporté que solo el 2% de las hembras
ovinas son inseminadas artificialmente al afio en el Uruguay (Fernandez- Abella,
1995).

En la gran mayoria de las ovejas solo es posible la IA en el canal cervical caudal,
resultando en bajos indices de concepcion (Salamon y Maxwell, 2000). Se ha
observado que la fertilidad aumenta proporcionalmente a la profundidad en que se
realiza la deposicion seminal en el canal cervical (IA cervical), a razén de un 7 a 12
% por cm (Eppleston y col., 1994) y es maxima cuando se hace directamente en la
luz uterina (IA uterina) (Sayre y Lewis, 1997). El desarrollo de la inseminacioén por
laparotomia o laparascopia directamente en el cuerno uterino (IA uterina) ha mejorado
los indices de concepcion (Akinbami y col., 1990; Windsor y col., 1994; Sayre y Lewis,
1996). Ademas, ambas técnicas quirdargicas son también utilizadas en la TE en ovinos,
ya sea para la recuperacion de embriones en la oveja donante, como para la siembra
uterina en la oveja receptora. Sin embargo, éstas técnicas son consideradas de alto
riesgo y costo, e impracticables a campo en majadas numerosas (Akinbami y col.,
1990; Khalifa y col., 1992). Por lo tanto, el acceso al utero en forma transcervical es la
alternativa que genera mayor expectativa (Salamon y Maxwell, 2000), para lo cual el
cérvix constituye una barrera y un problema que debe ser resuelto.



En las dos ultimas décadas se han desarrollado estrategias para dilatar el cérvix
ovino y poder acceder a la matriz uterina transcervicalmente. La apertura fisica del
cérvix utilizando férceps (Halbert y col.,, 1990b) e instrumental disefiado
especialmente para ovinos (Wulster-Radcliffe y Lewis, 2002) ha mejorado los indices
de concepcion, pero son de manejo engorroso y pueden producir efectos negativos
sobre la fertilidad (Campbell y col., 1996; Wulster-Radcliffe y col., 2004) ademas de
ser cuestionados por el “bienestar animal”. Alternativamente, se ha investigado la
induccion hormonal de la dilatacion cervical, estrategia basada en el conocimiento
de la fisiologia de la dilatacion del cérvix (revisado en: Rodriguez-Pifion, 2003,
2006). Las bases enddcrinas y moleculares de este fendmeno todavia no estan
claras, lo que limita disefiar protocolos racionales de induccion de la dilatacion del
cérvix ovino, en vias de desarrollar técnicas de IAy TE transcervicales.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

El ciclo estral es el resultado de una cadena de eventos coordinados
fundamentalmente por cuatro 6rganos (cerebro, hipdfisis, ovarios y Utero) que
establecen vias neuroenddcrinas y enddécrinas de comunicacion coordinando la
funcién reproductiva (por revision ver Goodman, 1994). El ciclo ovarico de la oveja,
esta regulado por la interrelacion entre las hormonas producidas por éstos érganos:
la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) del hipotalamo, la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) de la hipdfisis, el estradiol y
la inhibina de los foliculos ovaricos, la progesterona (P) y la oxitocina (Ox) del
cuerpo lateo y la prostaglandina F2a (PGF2a) del utero (por revision ver Goodman,
1994).

La oveja tiene un ciclo estral con una duracion promedio de 17 dias que puede
dividirse es una fase folicular y una fase luteal. La fase folicular es aquella que se
extiende desde la lutedlisis (dia 14-15 del ciclo) hasta la ovulacién (dia 1) y se
caracteriza por la presencia de un foliculo ovulatorio que produce altas
concentraciones de E y por el comportamiento estral (estro) que dura entre 24-36
horas (por revision ver Goodman, 1994). En el dia del estro (dia 0) se produce el
pico preovulatorio de LH y la ovulacion ocurre aproximadamente a las 24 h del
mismo (Scaramuzzi y col.,1993). La fase luteal se inicia con la ovulacién y es
caracterizada por el desarrollo del CL, el aumento paulatino de las concentraciones
circulantes de P y finaliza con la lutedlisis. (por revision ver Goodman, 1994). Los
estrogenos (E) y la P controlan el ritmo del ciclo estral, participando en los
mecanismos de retroalimentacion negativos y positivos (‘feedback loops™) entre el
eje ovario-hipotalamo-hipofisiario (por revision ver Goodman, 1994, Wathes y
Lamming, 1995; MacCraken y col.,1999).

El cérvix se hace permeable en dos situaciones reproductivas particulares: al estro,
permitiendo el ascenso de los espermatozoides y al parto, permitiendo el descenso y
la expulsion del feto (Heydon y Adams, 1979). Los mecanismos fisiol6gicos de la
dilatacién cervical se han estudiado fundamentalmente durante el proceso del parto.
El cérvix sufre cambios profundos durante el proceso de gestacion y parto, basados
especialmente en un activo metabolismo de su matriz extracelular, donde coexisten
y se interrelacionan fenbmenos moleculares y celulares, mayoritariamente descritos
en la mujer y en roedores (Gorodeski 1996; El Maradny y col, 1997). La
coordinaciéon de estos fendmenos depende de los E y la P, actuando a través de sus
receptores especificos (RE y RP, respectivamente) (Gorodeski, 1996; Stjernholm y
col., 1996), directamente o a través de otras hormonas.

Se ha reportado que la penetrabilidad del cérvix ovino, medida con una canula de IA,
es mayor durante la fase folicular que en la fase luteal; sugiriendo que cierto grado
de dilatacion cervical al estro seria producto de los altos niveles de E y bajos de P
(Kershaw y col., 2005). La caracterizacion de RE y RP en cérvix ovino durante el
ciclo estral, mostr6 mayores concentraciones de ambos receptores al estro (dia 1)
respecto a la fase luteal (dias 6 y 13) y mayores en la zona Ca respecto a la zona Cr
del cérvix (Rodriguez-Pifidn y col.,, 2008). Estos resultados demuestran que la
sensibilidad cervical (en términos de receptores) a las hormonas esteroideas
ovaricas es mayor al estro que en la fase luteal, ademas de variar a lo largo del eje
longitudinal del cérvix.
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Se han descrito, en diversas especies, varios procesos dependientes de las
hormonas esteroideas ovaricas, entre éstos se encuentran los fendmenos de
reorganizacion de la matriz extracelular cervical. Las hormonas esteroideas ovaricas
podrian modular los procesos de remodelacion del conectivo cervical directa o
indirectamente, a través del sistema Ox / prostaglandinas (PG) (Rajabi y col., 1991a,
1991b; Sayre y Lewis 1996). La Ox actua a traves de sus receptores de membrana
especificos (ROx), cuya concentracion en los oOrganos blanco determina la
capacidad del 6rgano para responder al estimulo hormonal (Gimpl y Fahrenholz,
2001). La concentracion del ROx en el cérvix ovino durante el ciclo estral fue mayor
alrededor del estro que en la fase luteal, indicando una regulacion positiva de los E y
negativa de la P sobre la expresion del ROx (Matthews y Ayad, 1994). El ROx fue
detectado por inmunohistoquimica tanto en el epitelio luminal como el estroma,
aunque la inmunosefial fue menor en éste Ultimo. Ademas, la sefal
inmunohistoquimica del ROx fue menor en la zona Ca del cérvix respecto a la zona
Cr (Rodriguez-Pifion y col., 2013a). Estos hallazgos son sugerentes acerca del rol
diferencial de la Ox en los diferentes CH efectores del cérvix ovino.

La Ox puede ejercer su accién estimulando la sintesis cervical de Prostaglandina E2
(PGE2), (Shemesh y col., 1997) como fue demostrado en el bovino (Fuchs y col.,
2002). La sintesis de PG esta limitada por una enzima clave, la ciclooxigenasa-2
(COX-2). En cérvix ovino la expresion de COX-2 aumenté al término de la gestacion,
coincidiendo con el pico de E previo al parto, tras una prolongada exposicion a la P
(Wu y col., 2005). También se encontré que el transcripto de COX-2 aumenta
alrededor del estro, aunque solo en el estroma cervical (Kershaw y col., 2007). En
ovejas gestadas a término se ha propuesto a la PGE2 como mediadora entre la
accion de las hormonas esteroideas ovaricas y la remodelacion cervical (Ellwood y
col., 1980; Ledger y col., 1983, Wu y col., 2005). En cérvix de ovejas ciclando se
demostrdé un aumento en la proporcidon de coldgeno respecto al musculo liso y un
aumento de la cantidad de hialuronato al estro, asociados temporalmente con el
aumento de los ARNm de la COX-2 y también de los receptores de PGE2 tipo 2y 4
(Kershaw y col., 2007; Kershaw-Young y col., 2009; Perry y col., 2012). Kershaw-
Young y col. (2009), proponen que la PGE2 se uniria a sus receptores y estimularia
la sintesis de hialuronato, que causaria la desagregacion de las fibras de colageno
de la matriz extracelular (MEC), culminando con la relajacién cervical.

Por otro lado, en cérvix de ovejas ciclando se ha reportado que la concentracion de
coldgeno fue menor al estro respecto a la fase litea (Genovese y col., 2007),
sugiriendo que en el cérvix ovino al estro, coexiste la desagregacion de las fibras de
colageno con su degradacion. La degradacion de las fibras de coladgeno depende de
la actividad de las colagenasas, que integran la familia de las metaloproteinasas de
la matriz extracelular (MMPs) (Hulboy y col., 1997) compuesta por mas de 20
miembros (isoenzimas) que degradan los componentes de la matriz extracelular
(MEC) y de la membrana basal de manera zinc-dependiente. Las MMPs, como toda
proteina, se sintetizan en dos fases conocidas como Transcripciéon y Traduccion, son
producidas como pro-enzimas (pro-MMP o forma latente, L) y secretadas a la MEC
para ser activadas por protedlisis limitada (forma activada, A) (Figura 2).
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Figura 2: Sintesis y activacion de la MMP-2.

Se ha reportado que las hormonas esteroideas afectan la expresion de la MMPs a
nivel transcripcional y postranscripcional modificando la tasa de sintesis del ARNm y
su vida media, respectivamente. Ademas, actian regulando la actividad de las
MMPs a nivel de su activacion y modificando las concentraciones locales de
inhibidores tisulares de las MMPs, llamados TIMP (Matrisian, 1990; Crawford y
Matrisian, 1996). La regulaciéon hormonal de las MMPs ha sido estudiada
fundamentalmente en endometrio durante el ciclo menstrual o estral. La P es un
potente inhibidor de la expresion de las MMPs en Gtero humano, tanto in vitro como
in vivo, consecuentemente, los niveles de expresion de la mayoria de los miembros
de la familia de las MMPs decrecen durante la fase proliferativa o luteal del ciclo
menstrual, caracterizada por niveles plasmaticos de P elevados (Hulboy vy col.,
1997). La excepcién a ésta generalidad es la MMP-2, la cual es la Unica que se
expresa de manera significativa durante la fase luteal del ciclo (Rodgers y col., 1994;
Brenner y col., 1996). El efecto de los E sobre la expresion de la MMPs no esta bien
dilucidado. Sin embargo, la remocién de todas las fuentes endégenas de hormonas
esteroideas por ovariectomia y adrenalectomia resulta en una completa pérdida de
sintesis y actividad colagenasa en utero de rata. Implantes de E en ésas mismas
ratas indujeron a la sintesis de la enzima a concentraciones pre- ovariectomia
sugiriendo que la actividad colagenasa uterina esta bajo regulacion de los E
(Anuradha y Thampan, 1993).

Las MMPs contienen varios dominios que difieren segun la isoenzima. Desde el
extremo amino terminal se encuentran: un péptido sefal, necesario para su
transporte extracelular (SP); un “pro’dominio (forma latente o proMMPSs), que es
eliminado por clivaje (PRO) llevado a cabo mayoritariamente por otras MMPs y
también en forma autocatalitica resultando en la forma activada (A) de la enzima; un
dominio catalitico, que tiene un sitio de unién al Zinc y un sitio de unién para el
sustrato especifico, un dominio de fibronectina tipo Il (FN), especifico de las
gelatinasas (MMP-2 o gelatinasa A ) llamadas asi por su capacidad de degradar el
colageno parcialmente desnaturalizado, que mejora la eficiencia de la degradacion
del colageno y la gelatina (Hulboy y col., 1997; Krizkova y col., 2011), una region
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bisagra (HG) y el dominio Hemopexina en extremo carboxi terminal que media las
asociaciones con los componentes de la MEC e inhibidores (Figura 3).

S KT

FN H(:

Figura 3: Estructura de los dominios de la MMP-2 (Gelatinasa A). Tomado de
Krizkova y col, 2011.

Las MMPs y los TIMPs han sido implicados en la reabsorcion y degradacion de los
tejidos en un amplio rango de procesos normales y anormales. Las MMPs son
conocidas por cumplir un rol central en la catalisis de los componentes de la MEC y
recientemente se les han adjudicado roles adicionales vinculados a la reproduccion
(Salamonsen, 1996; Hulboy y col., 1997). En cérvix humano al parto, se ha
reportado el aumento de la isoenzima MMP-2 (Stygar y col., 2002). En cérvix ovino,
mediante zimografia en SDS-PAGE, también se detect6 que la actividad de la MMP-
2, tanto en su forma L como en su forma A, fue mayor al dia 1 que en los dias 6 y 13
del ciclo estral. Ademas, la relacion latente/activa (L/A) mostrdé una tendencia a ser
menor al dia 1 que al dia 6 (Gonzalez y Rodriguez-Pifion, 2011). La mayor actividad
de la MMP-2 y la menor relacion L/A al dia 1, coinciden con la disminucion en la
concentracion del colageno reportado previamente (Genovese y col., 2007)
sugiriendo la participacion de la MMP-2 en la degradacion del coldgeno cervical. Sin
embargo, reportes previos no encontraron evidencias de colagendlisis en cérvix de
ovejas durante la gestacion y el parto (Raynes y col., 1988). Hasta el momento, no
hemos encontrado reportes sobre la localizacion histolégica y distribucion de las
MMPs en cérvix ovino. El estudio de la localizacion histolégica y distribuciéon de la
MMP-2 contribuira al conocimiento de las bases moleculares de la funcion cervical
como paso fundamental para encarar la manipulacion hormonal de la dilatacién
cervical.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general
Aportar evidencias cientificas que contribuyan al conocimiento de los mecanismos
fisiolégicos de la remodelacion de la matriz extracelular del cérvix ovino, como
insumo basico para el desarrollo de las biotecnologias reproductivas transcervicales.

3.2 Objetivos especificos

a. Localizar histolégicamente la MMP-2 en cérvix Cr y Ca de ovejas Corriedale,
en los dias 1, 6 y 13 del ciclo estral.

b. Evaluar la distribucion histolégica de la MMP-2 en cérvix Cr y Ca de ovejas
Corriedale, en los dias 1, 6 y 13 del ciclo estral.
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4. HIPOTESIS

La MMP-2 se expresa en el cérvix ovino y ésta expresion es diferencial en el eje
longitudinal del cérvix, segun el CH y a lo largo del ciclo estral.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Disefio experimental

El disefio experimental fue llevado a cabo en el campo experimental de Migues de la
Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica, Canelones, Uruguay (35°S).
Fueron utilizadas ovejas de raza Corriedale en estacion reproductiva (entre febrero y
marzo). Cuarenta ovejas adultas (boca llena), multiparas, de 39.1+ 0.85 de peso
corporal y 2.4 £0.1 mediats.e.m de condicién corporal (escala de 0 a 5, 0: emaciada,
5: obesa; Rusell y col., 1969), que mostraron tener al menos un ciclo de duracion
normal en promedio (16 a 17 dias, confirmado con retarjos durante 45 dias previo al
experimento) fueron sincronizadas con dos dosis de un analogo de PGF2a (150 g,
Glandinex, Universal Lab., Montevideo, Uruguay) separadas por 6 dias (modificado
de Menchaca y col., 2004). Diez dias luego del estro inducido pos segunda PGF2,
se detectd nuevamente el estro cada 12h. Se seleccionaron los primeros 20
animales que mostraron celo los que fueron sacrificados al dia 1 (D1, n=7), 6 (D6,
n=6), o 13 (D13, n=7) luego del estro (dia 0). Inmediatamente luego del sacrificio, el
cérvix fue disecado y seccionado transversalmente en tercios (zona cervical Cr,
contigua al Utero; zona media y zona Ca, contigua a la vagina). Las piezas de tejido
cervical obtenidas fueron fijadas en paraformaldehido (pH=7.4, 48h), incluidas en
parafina y almacenadas a temperatura ambiente hasta su procesamiento.

El status enddcrino se confirm6 mediante la determinacion de las concentraciones
de 17B-estradiol (E2) y P por radioinmunoandlisis (RIA) (Rodriguez Pifidn y col.,
2008). Para la determinacion de P, la extraccion se hizo diariamente desde la
segunda dosis de PGF2a hasta el sacrificio y para la determinacion de E, se
realizaron ventanas de muestreo con una frecuencia de 8 horas durante las Gltimas
48 horas previas al sacrificio. Las concentraciones plasmaticas de P (nmol/L) fueron
basales en el dia 0 y aumentaron paulatinamente desde el dia 3, llegando al maximo
entre los dias 11 y 13. Las concentraciones de E2 (pmol/L) fueron maximas entre los
dias -1 y 0, manteniéndose en niveles bajos el resto de los dias. Los perfiles
sanguineos de las hormonas confirman para cada grupo, la etapa del ciclo estral en
que fueron sacrificados. En la dltimas 48 hs previo a la obtencion del tejido, los
cervices del grupo D1 estuvieron expuestos a bajas concentraciones de P y
concentraciones preovulatorias de E2 (fase folicular). Los cervices del grupo D6
estuvieron expuestos a concentraciones crecientes de P y bajas de E2 (fase luteal
temprana). En el grupo D13, los cervices se obtuvieron luego de la exposicién a
concentraciones maximas de P y basales de E2 (fase luteal tardia) (Figura 4).
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Figura 4: Concentraciones séricas (mean + pooled s.e.m.) de 17B-estradiol (pmol/L)
y Progesterona (nmol/L) de ovejas Corriedale adultas sacrificadas (flechas grises) a
los dias 1, 6 o 13 luego del estro (dia 0) espontaneo (no sincronizado). La
sincronizacion de las ovejas fue realizada previamente con 2 dosis de un analogo
sintético de PGF2a (150 pg, Glandinex, Universal Lab., Montevideo, Uruguay)
separadas por 6 dias, se utilizo el celo espontaneo posterior al inducido (Rodriguez
Pifién y col., 2008)

5.2 Localizacion y distribucion de la MMP-2

La deteccion de la MMP-2 se realiz6 mediante la técnica de inmunohistoquimica en
las muestras obtenidas de cérvix Cr y Ca. Las muestras fueron seccionadas con
micrétomo (5um) y montadas sobre portaobjetos de alta adherencia (SuperFrost®).
Los cortes fueron desparafinados, hidratados y se realizo la recuperacion antigénica
con buffer citrato de sodio 0.01 M (pH=6.0) en vaporera durante 30 min. Se realiz6 el
bloqueo de las reacciones inespecificas con suero normal de conejo (hon-
immunoblocking-Vactastain ABC-kit, Elite, Cat # S-2000) y de la peroxidasa
enddgena con peréxido de hidrogeno en metanol (7:3). Las muestras se incubaron
durante 16 hs en camara humeda y oscura a 4°C con el Anticuerpo primario contra
MMP-2. Se utiliz6 como anticuerpo primario un Anticuerpo policlonal (hMMP-2
policlonal K20, en cabra, Cat N° sc-8835, Santa Cruz Biotechnology, Inc.CA, USA),
que actla contra un péptido ubicado cerca del extremo carboxi terminal, por lo que
éste anticuerpo permite detectar el epitope presente en varios de los pasos en la
sintesis de la MMP-2: la pro-MMP-2 en su forma inmadura sintetizdndose, la pro-
MMP-2 madura tanto intra como extracelular y también la MMP-2 activada (Figura
5).
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Figura 5: Sintesis y activacion de la MMP-2. Las flechas negras indican los
diferentes niveles de deteccion de la MMP-2 mediante inmunohistoquimica.

El reconocimiento y amplificacion de la inmunosefal se realiz6 mediante el sistema
avidina-biotina immunoperoxidasa, utilizando un anticuerpo secundario biotinilado
(IgG equina biotinilada anti-cabra, Cat # PK-6105, Vector Laboratories, CA, USA), el
sistema streptavidina-biotina peroxidasa (ABC-kit, Vector Laboratories, CA, USA) y
diaminobenzidina (3,3’-diaminobenzidine en H,O mQ, DAB kit, Cat N° SK-4100;
Vector Laboratories, CA, USA) como sustrato. Los controles negativos se realizaron
por ausencia de anticuerpo primario. La contratincion se realiz6 con Hematoxilina
(Mayer).

Para evaluar la distribucion de la inmunosefial primero se realiz6 un paneo general
de todas las muestras. A partir de ésta observacion, se determinaron los CH a
evaluar. Como los epitelios no manifestaron inmunosenal, los CH que se evaluaron
fueron: estromas de los pliegues (superficial y profundo, SFS y DFS,
respectivamente) y estromas de la pared (superficial y profundo, SWS y DWS,
respectivamente) de cada zona cervical a los dias 1 (n=7), 6 (n=5) y 13 (n=7) del
ciclo estral. Se tomaron imagenes de cada CH utilizando un microscopio Olympus
(BX41) con camara incorporada conectado a una computadora ejecutando el
software Infinity Capture. Se consideraron positivas aquellas células donde el color
marron, independientemente de su intensidad, se localizO perinuclear vy
pericelularmente. Se contaron las células positivas y negativas (nucleos tefiidos con
hematoxilina) en un total de 1000 nucleos de cada CH. En cada imagen se midio el
area ocupada por cada CH, utilizando la herramienta de medicién de area del
software (Image-Pro Plus 6.0, Media Cybernetics Inc., WA, USA). Con éstos datos
se calculd la densidad de células totales (DT) (células/mm?.1000™), la densidad de
células positivas (D+) (células positivas a MMP-2/mm?2.1000) y el porcentaje de
nacleos positivos (%0MMP-2) sobre el total de nucleos (tomando en cuenta los
nacleos positivos y los negativos) en cada CH y zona cervical. En total se analizaron
2000 imagenes.
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5.3 Andlisis Estadisticos

Tanto las DT y D+ como el %MMP-2 mostraron distribuciones sesgadas no
normales (Kolmogorov-Smirnov tests, D"Agostino y Pearson omnibus normality tests
y Shapiro-wilk tests, Prism 5 for Windows, GraphPad Sowtware Inc. 2007). La DT
fue normalizada aplicando el Log 1/x, mientras que la D+ y el %MMP-2 se
normalizaron mediante la aplicacion del Log x. Las tres variables normalizadas
fueron analizadas por andlisis de varianza (ANOVA) aplicando el modelo general
lineal para analisis de varianzas (Mixed Proc, Statistical Analysis Systems SAS,
Institute, Cary, NC, USA, 2000). Se incorporaron al analisis el efecto fijo de la zona
cervical (Cry Ca), los diferentes CH (SFS, DFS, SWS y DWS), el dia del ciclo estral
(1, 6 y 13), y sus interacciones. Para establecer relaciones entre las variables se
utilizé el test de correlacion de Pearson (Prism 5). Los resultados fueron expresados
como las medias * error estdndar de la media (sem), tomando como nivel de
significacion P<0.05.

19



6. RESULTADOS
6.1 Localizacién de la MMP-2

Se detectdé inmunosefial positiva a MMP-2 en el estroma de todas las muestras
evaluadas, no detectdndose inmunosefial en los epitelios. La inmunosefal estuvo
asociada mayoritariamente a fibroblastos activos, en menor medida a inactivos y
esporadicamente a leucocitos (Figura 6).
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Figura 6: Imadgenes de imnunohistoquimica de MMP-2. A) Negativo (barra= 80p). B)
Positivo (barra= 20p). C) Positivo con lente de inmersion (barra=8u), se observa la
inmunosefial asociada a fibroblastos morfol6gicamente activos.

6.2 Densidad celular total (DT) y densidad de células positivas a MMP-2 (D+)

Hubo un efecto de dia del ciclo estral (P<0.03), zona cervical (P<0.0001) y de CH
(P<0.0001), asi como una interaccién entre dia del ciclo estral y zona cervical
(P<0.001) para la DT. Para la D+ hubo un efecto significativo de zona cervical
(P<0.0001) y de los CH (P<0.0001).

La DT (células/mm?.1000") fue menor al dia 1(10.2+1.8) que al dia 13 (11.8+2.6),
las que no fueron diferentes del dia 6 (10.8+3.0).

Tanto la DT como la D+, fueron menores en craneal que en caudal (Figura 7).
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Figura 7: Densidad celular total (DT, células/mm?.1000™) y Densidad de células
positivas a MMP-2 (D+, células positivas/mm?.1000) en cérvix craneal (Cr) y caudal
(Ca) de ovejas Corriedale adultas ciclando (n=14 en cada zona). Valores (mean *
s.e.m.) marcados con diferentes letras difieren significativamente para cada serie
(P<0.0001).
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La DT fue mayor en los estromas superficiales (SFS y SWS) que en los profundos
(DFS y DWS), mientras que la D+ fue mayor en el SFS, DFS y en el SWS que en el
DWS y tendio a ser mayor en el SWS que en el DFS (P=0.07) (Figura 8).
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Figura 8: Densidad celular total (DT, células/mm?®.1000™) y Densidad de células
positivas a MMP-2 (D+, células positivas/mm?2.1000) en los estromas superficiales y
profundos de los pliegues (SFS y DFS, respectivamente) y de la pared (SWS y
DWS, respectivamente) de cérvix de ovejas Corriedale adultas ciclando (n=14 en
cada compartimento del estroma). Valores (mean * s.e.m.) marcados con diferentes
letras difieren significativamente para cada serie (P<0.0001).

La DT no varié durante el ciclo estral en cérvix Cr, pero en Ca fue menor al Dia 1
respecto a los Dias 6 y 13 (Figura 9).
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Figura 9: Densidad celular total en cérvix craneal (Cr) y caudal (Ca) de ovejas
Corriedale adultas en los Dias 1 (n=4), 6 (n=3) y 13 (n=7) luego del estro (dia 0).
Valores (mean = s.e.m.) marcados con diferentes letras difieren significativamente
(P<0.001).
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6.3 %oMMP-2

Hubo un efecto significativo de zona cervical (P<0.0001), de los CH (P<0.007) y de
la interaccion de dia del ciclo estral y zona cervical (P<0.0001) sobre el %MMP-2.

El %MMP-2 fue menor en Cr (0.32+0.01) que en Ca (1.96+0.06). El %MMP-2 fue
mayor en el DFS y en el SWS en relacién al DWS. Ademas tendié a ser mayor en el
SWS que en el SFS (Figura 10).
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Figura 10: Porcentaje de células positivas a MMP-2 (%MMP-2) en los estromas
superficiales y profundos de los pliegues (SFS y DFS, respectivamente) y de la
pared (SWS y DWS, respectivamente) de cérvix de ovejas Corriedale adultas
ciclando (n=19 en cada compartimento) Valores (mean = s.e.m.) marcados con
diferentes letras difieren significativamente para cada serie (P<0.05) y marcados con
un asterisco tienden a ser diferentes (P=0.0664).

El % MMP-2 fue mayor a los dias 1 y 6 respecto al dia 13 y tendié a ser mayor al dia
1 que al dia 6 (P=0.0892) en Cr; mientras que fue menor al dia 1 que al dia 13 en Ca
(Figura 11).
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Figura 11: Porcentaje de células positivas a MMP-2 (%MMP-2) en cérvix craneal
(Cr) y caudal (Ca) de ovejas Corriedale adultas en los Dias 1 (n=7), 6 (n=5) y 13
(n=7) luego del estro (dia 0). Valores (mean * s.e.m.) marcados con diferentes letras
difieren significativamente (P<0.0001) y marcados con un asterisco tienden a ser
diferentes (P=0.0892).
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6.4 Correlaciones entre DT, D+ y % MMP-2
Hubo correlacion positiva entre la D+ y DT (r=0.5591, P<0.0001, b=125.9+2.5, n=69)

y entre el %MMP-2 y la D+ (r=0.9684, P<0.0001, b=12.6+1.1, n=69) (Figuras 12 y
13).
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Figura 12: Correlacién entre Log de la densidad células positivas a MMP-2 (Log D+,
células positivas/mm?) y el Log del inverso de la densidad celular total (Log 1/ DT,
(células/mm?) (r=0.5591, P<0.0001, b=125.9+2.5, n=69).
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Figura 13: Correlacion entre Log del porcentaje de células positivas a MMP-2 (Log
%MMP-2) y el Log de la densidad células positivas a MMP-2 (Log D+, células
positivas/mm?) (r=0.9684, P<0.0001, b=12.6+1.1, n=69).
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7. DISCUSION

Este trabajo es el primer reporte en donde se localiza y semicuantifica la presencia
de MMP-2 en cérvix ovino durante el ciclo estral. La presencia de MMP-2 ha sido
previamente reportada en cérvix de vaca, mujer y rata pero siempre asociado a la
gestacion, parto o procesos tumorales (Davidson B y col., 1998, Stygar y col., 2002,
Van Engelen y col., 2008).

La inmunosefal de la MMP-2 fue especifica de ésta proteina dado que el control
negativo realizado por ausencia de anticuerpo primario no manifesté dicha sefial. La
misma se presentd en el estroma, no detectandose en el epitelio, y estuvo asociada
mayoritariamente a fibroblastos activos, si bien también resultaron positivos a MMP-
2 algunos fibroblastos inactivos y, en menor medida, algunos leucocitos. Esto
concuerda con Stygar y col. (2002) quien reportd la presencia de MMP-2
Gnicamente en el estroma y a los fibroblastos del estroma cervical como la principal
fuente de MMP-2, aunque también encontré inmunosefial en algunos leucocitos y
células musculares lisas. Ademas en cérvix de vaca a término el ARNm de la MMP-
2 y su proteina fueron localizados en la matriz extracelular y en las células
musculares lisas (van Engelen y col., 2008). Esto nos permite sugerir que la MMP-2
es sintetizada por varios tipos celulares pero que los fibroblastos activos serian la
fuente principal de MMP-2 en cérvix ovino.

Reportes previos realizados en cérvix ovino durante el ciclo estral demostraron
mediante zimografia en SDS-PAGE la actividad de la MMP-2, y ademas, mediante
zimografia in situ, localizaron la actividad gelatinasa en el estroma y en el epitelio
cervical de los mismos animales. (Rodriguez- Pifién y col., 2013b). Estos datos
indicarian que la proteina detectada por inmunohistoquimica seria biolégicamente
activa.

Los datos obtenidos en éste estudio muestran que tanto la DT como la D+ fueron
mayores en Ca respecto a la zona Cr, lo que podria indicar que la D+ depende de la
DT, concordando con la correlacion positiva obtenida entre ambas. La proporciéon de
células positivas a MMP-2 (%MMP-2) también fue mayor en la zona Ca, sugiriendo
que otros factores ademas de la DT estarian implicados en la mayor expresion de la
MMP-2 en Ca. Reportes previos en donde se caracterizaron los RE y RP en cérvix
ovino durante el ciclo estral, determinaron mayores concentraciones de dichos
receptores en Ca respecto a la zona Cr (Rodriguez-Pifién y col., 2008) sugiriendo
una mayor sensibilidad cervical (en términos de receptores) a las hormonas
esteroideas ovaricas de la zona Ca en relacion a la Cr. Gorodeski (1996) y
Stjernholm y col. (1996) plantearon que la coordinacion de los fendmenos de
reorganizacion de la MEC, en donde estan implicadas las MMPs, dependen de los E
y la P, actuando a través de sus receptores especificos (RE y RP, respectivamente).
Ademas, Hulboy y col. (1997) indica especificamente que la expresion de las MMPs
estaria regulada por las hormonas esteroideas ovaricas. Esto nos permite sugerir
que el mayor %MMP-2 observado en la zona Ca podria deberse también a la
existencia de una regulacion hormonal diferencial de la MMP-2 dependiente de la
zona cervical y que la zona Ca tendria un mayor potencial colagenolitico a cargo de
la MMP-2. Esto ultimo puede ser relevante al considerar el disefio de protocolos que
incluyan tratamientos localizados de induccion de la dilatacion cervical, en vias de
desarrollar técnicas de IA 'y TE transcervicales.
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Se observé que en la pared del cérvix ovino tanto la DT como la D+ y la proporcion
de células positivas a MMP-2 (%MMP-2) fueron mayores en el estroma superficial
(SWS) que en el profundo (DWS), indicando que la DT no es el Unico determinante
de la mayor inmunosefial de la MMP-2 en el SWS. En los pliegues, si bien la DT fue
también mayor en el estroma superficial en relacion al profundo, no hubo diferencias
entre dichos CH tanto para la D+ como para el %MMP-2, sugiriendo que la
expresion de la MMP-2 en los pliegues seria independiente de la DT. Esto sugiere la
existencia de factores locales como citoquinas y factores de crecimiento (Hulboy y
col, 1997) que estimularian la sintesis de la MMP-2 por los fibroblastos del estroma,
en forma diferencial segun el CH. Se sugiere la existencia de roles biol6gicos
diferenciales entre dichos CH y un mayor potencial colagenolitico del SWS con
respecto al DWS.

El %MMP-2 fue mayor a los dias 1 y 6 respecto al dia 13 y tendi6é a ser mayor al dia
1 que al dia 6 en Cr, lo que sugiere que la MMP-2 estaria regulada positivamente
por los E y negativamente por la P en la zona Cr. Se ha reportado que las hormonas
esteroideas afectan la expresion de la enzima a nivel transcripcional y
postranscripcional modificando la tasa de sintesis del ARNm y su vida media
respectivamente (Matrisian, 1990; Crawford y Matrisian, 1996). Trabajos previos
determinaron que la vida media de los ARNm de las MMPs puede variar entre 12 y
150 hs indicando una gran estabilidad del transcripto (Brinckerhoff y col, 1986;
Overall y coll, 1991a). Ademas, en utero de rata prepuber, el tratamiento con 17(3-
estradiol aumentd la expresion de las MMP-3, -7 y -9 réapidamente (4h post-
administracion), sin embargo, el aumento de la expresion de la MMP-2 fue més
tardio, registrandose a las 48 h (Russo y col., 2009). Es posible que la inmunosefial
observada en la zona Cr al dia 1 sea el resultado de una estimulacion de la
expresion génica que se haya dado unos dias antes, entre la lutedlisis y el estro,
cuando se produce el aumento preovulatorio de estrogenos (Dias -1y -2, ver Figura
4). Esto coincide con reportes previos que determinan una mayor actividad de la
MMP-2 al dia 1, tanto en su forma latente (pro-enzima) como en su forma activada,
que a los dias 6 y 13 del ciclo estral ovino y una tendencia de la relacion
latente/activa (L/A) de la enzima a ser menor al dia 1 que al dia 6, indicando un
incremento de la actividad colagenasa (Rodriguez-Pifién y col., 2013b). Al progresar
el ciclo las concentraciones de E disminuyen lo que consecuentemente determina
una menor estimulacion de la expresidbn génica traduciéndose en una menor
expresion de la enzima observada en los dia 6 y 13 del ciclo. EI mayor %MMP-2 al
dia 1, la mayor actividad de la MMP-2 y la menor relacion L/A de la enzima al dia 1,
coinciden con la disminucion en la concentracion del colageno reportado
previamente (Rodriguez-Pifidn y col., 2013b), sugiriendo la participacion de la MMP-
2 en la degradacion del colageno cervical al estro en la zona Cr.

Sin embargo, el %MMP-2 fue menor al dia 1 que al dia 13 en Ca, indicando que un
aumento de la expresion de la MMP-2 se daria previo a la lutedlisis en ésta zona
cervical, bajo concentraciones plasmaticas elevadas de progesterona. Esto sugiere
que la expresion de la enzima en la zona Ca, a diferencia de la zona Cr, estaria
regulada principalmente por la P. En utero humano, la MMP-2 se expresa durante
todo el ciclo estral, incluso durante la fase proliferativa o luteal, bajo predominio de la
P (Hulboy y col., 1997), a diferencia de la mayoria de los miembros de la familia de
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las MMPs que se inhiben a concentraciones elevadas de P. La accion genomica de
la P se ejerce a través de su receptor nuclear especifico (RP) (Couse y col., 2006).
En cérvix humano, se han reportado dos de las tres isoformas conocidas del RP, el
RP Ay el RP B (Stjernholm-Vladic y col., 2004). Durante el proceso del parto, ambas
isoformas disminuyen su concentracion, aunque la isoforma RP B lo hace mas
intensamente, determinando un aumento de la relacion RP A/RP B. Considerando
que la isoforma RP B cumple una funcion represora de la RP A, los autores explican
el levantamiento de la accion inhibitoria de la P sobre la dilatacion cervical a término
mediante la alteracion en la relacion de ambas isoformas. Por otra parte, se ha
reportado que en placentas humana con sobreexpresion de la isoforma RP B, la P
disminuye la expresion de la MMP-2, mientras que la sobreexpresion de las
isoformas RP A y RP C la aumenta (Goldman y col., 2007). En conjunto, estos
trabajos podrian estar indicando que, al menos en la zona Ca, la P podria ejercer un
efecto inductor de la expresion de la MMP-2, mediante modificaciones en la relacion
entre las isoformas de sus receptores.

El diferente patron de distribucion de la inmunosefial de la MMP-2 durante el ciclo
estral en funcién de las zonas cervicales indicaria que la expresion de la enzima esta
regulada diferencialmente por las hormonas esteroideas ovaricas en el eje
longitudinal del cérvix ovino. Sin embargo, no se debe descartar que factores
locales, como los ya nombrados previamente, puedan estar influyendo en éste
patron diferencial (Hulboy y col., 1997). Considerando que el aumento de la
expresion de la MMP-2 ocurrié al dia 13 en cérvix Ca y al dia 1 en el Cr, se podria
especular que existe un incremento diferencial de la MMP-2 a lo largo del eje
longitudinal del cérvix en funcion del tiempo: primero en Ca previo a la ovulaciéon y
luego en Cr alrededor de la misma. Esto estaria de acuerdo con el rol diferencial que
cumplen ambas regiones cervicales al momento de la monta, la MMP-2 aumentaria
su actividad previo al momento de la monta para inducir la relajacién cervical y
permitir el progreso ascendente de los espermatozoides y posteriormente lo haria en
el cérvix Cr. En acuerdo con esto, en estudios sobre el transporte espermaético,
Hawk y col. (1978) encontraron diferencias en el tiempo de permanencia de los
espermatozoides en ambas regiones cervicales.
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8. CONCLUSIONES

En cérvix de oveja ciclando, los fibroblastos activos del estroma son la principal
fuente de MMP-2. La zona cervical Ca tendria un mayor potencial colagenolitico a
cargo de la MMP-2 que la Cr, y el SWS respecto al DWS. Ademas, se registra un
incremento diferencial de la MMP-2 a lo largo del eje longitudinal del cérvix en
funcién del tiempo: en Ca previo a la ovulacion y en Cr alrededor de la misma. En
conjunto, los datos muestran que la distribucion de la MMP-2 en cérvix de oveja
difiere en el eje longitudinal cervical, entre los compartimentos histolégicos y durante
el ciclo estral, probablemente debido a la regulacion ejercida porlos Eyla Py ala
presencia de factores locales reguladores.
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