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1. RESUMEN

Se caracterizd la presencia, contenido y distribucién de receptores de estrogenos
alfa (REa) en tejido endometrial y en células del sistema inmune en endometrio de
yeguas sanas Yy resistentes a endometritis ciclando. Se tomaron biopsias
endometriales y muestras de sangre de siete yeguas al inicio de la fase folicular
(Es), a las 24 horas post ovulacion (D24hPOv) y al dia 7 de la misma (D7POv). Las
concentraciones de progesterona plasmatica (P), fueron determinadas por
radioinmunoanalisis. La presencia de REa fue estudiada por inmunohistoquimica en
epitelio luminal (EL) y glandular (EG), estrato compacto (EC) y en tejido conjuntivo
interglandular (CiG). Se evalué la presencia de REa en leucocitos mononucleares:
linfocitos y macrofagos (L&M) y polimorfonucleares (PMN) presentes en: EL, EC y
estrato esponjoso (EE, en conjunto: EG + CiG). El analisis estadistico se hizo con un
modelo mixto de ANOVA. La concentracién de P, fue mayor al dia D7POv en relacion
a los dias Es y D24hPOv y similar entre Es y D24hPOv. El inmunomarcado a REa en
EL y EG a los dias Es fue similar al hallado al dia D7POv y mayor al dia D24hPOv
en relacién al dia D7POv. En EC, el inmunomarcado fue similar en todos los dias. En
CiG, el inmunomarcado disminuyé desde Es hacia el D7POv. Fue detectado
inmunomarcado a REa en PMN, Ly M. A los dias Es y D7POv la cantidad de L&M
inmunomarcados a REa tendié a ser mayor en EE que en EL. La cantidad de PMN
positivos a REa, fue mayor al dia Es que al dia D7POv. El similar inmunomarcado a
REa hallado en EL y EG a los dias Es sugiere que los mayores niveles de P de la
fase luteal previa al inicio de la nueva fase folicular mantuvo el efecto inhibitorio
sobre REa. El mayor inmunomarcado encontrado en EL, EG y CiG al dia D24hPOv
en relacion al dia D7POv sugiere que el estimulo estrogénico de la fase folicular se
mantuvo incluso hasta 24 horas post ovulacion y que el mayor nivel de P hallado al
D7POv tuvo un efecto inhibitorio sobre la expresion de REa. La expresion diferencial
de REa hallada en el tejido endometrial, podria estar asociada a la regulacion de la
funcién celular por los estrogenos. El perfil de leucocitos mononucleares y
polimorfonucleares positivos a REaq, sugiere que la P modulé la cantidad y
distribucion de células del sistema inmune y tuvo un efecto inhibitorio sobre la
expresion de REa en PMN Y L&M. El inmunomarcado a REa en leucocitos
mononucleares y polimorfonucleares sugiere un vinculo entre los estrégenos y el
sistema inmune que podria ser mediado por REa.



2. SUMMARY

We evaluated the presence, content and distribution of alpha estrogen receptors
(ERa) in endometrium tissue and immune cells of the endometrium in ciclic healthy
mares resistant to endometritis. Endometrial biopsies and blood samples were taken
from seven mares at the beginning of follicular phase, at 24 hours post ovulation
(D24hPOv) and 7 days post ovulation (D7POv). Plasma progesterone concentrations
(P) were determined by radioimmunoassay. The ERa was studied by
immunohistochemistry in luminal (LE) and glandular (GE) epitheliums; stratum
compactum (SC) and interglandular tissues (CiG). The presence of ERa in
polymorphs (PMN) and mononuclear (lymphocytes and macrophages, L&M) cells
were evaluated in: LE, SC and spongy tissue (EE, GE + CiG). Statistical analysis
was performed with a mixed ANOVA model. Progesterone concentration was higher
on day D7POv than on Es and D24hPOv and similar between Es and D24hPOv. The
ERa inmunostaining in LE and GE was similar between D7POv and days, in CiG
deceased from Es at D7POv on Es was similar to those found on D7POv and higher
on D24hPOV related to D7POv. Inmunostaining in SC was similar every day.
Inmunostaining diminished in CiG from Es towards D7POv. Inmunostaining to ERa
was detected in PMN; L and M on days Es and D7POv the quantity of inmunostained
L&M to ERa tended to be higher in EE than in LE. PMN positives to ERa, were
higher on Es than in D7POv. The ERa inmunomarked similar found in LE and GE on
Es days, suggest higher P levels in luteal phase previous to follicular phase
maintained the inhibitory effect on ERa. The higher inmunomarker found in LE; GE;
and CiG on D24hPOv related to D7POv suggest that follicular phase oestrogen
stimulation was maintained up to 24 hours post ovulation and that P higher level
found on D7POv had an inhibitory effect on the ERa expression. The differential ERa
expression found in endometrial tissue may be associated with the regulation of cells
function by estrogen. The profile of PMN and L&M positive to ERa suggests that P
modulated the amount and distribution of immune system and had an inhibitory effect
on the expression of ERa. The immunolabeling to REa in polymorphonuclear and
mononuclear leukocytes suggests a link between estrogen and the immune system
that could be mediated by ERa.



3. INTRODUCCION
3.1 RELEVANCIA DEL TEMA EN EL URUGUAY

El sector equino uruguayo clasifica a los animales en funcion del uso al que son
destinados. Sus principales destinos son deportes ecuestres, agro y turismo (Ferrari
et al., 2012). Tanto en Uruguay como en el resto del mundo, los equinos han sido
seleccionados para tales actividades y escasamente por aspectos productivos o
reproductivos (Engelken, 1999). A la fecha, en Uruguay existen solamente tres
establecimientos habilitados para la faena de equinos. En 2012, la faena de equinos
fue de 39.867 cabezas, mientras que en igual periodo, la faena de vacunos fue
1.807.743 cabezas. Durante 2012, las toneladas de carne exportada por Uruguay
fueron: 226.597 vacunas, 11.076 ovinas, y 13.172 aves, 6.132 equina
(http://www.inac.gub.uy). De esta informacién se desprende que la explotacién
equina en Uruguay es sensiblemente menos relevante que la de otras especies
domésticas.

Varias caracteristicas reproductivas de la yegua explican la poca explotacion del
sector equino. Es la especie menos eficiente desde el punto de vista reproductivo,
en relacidn con las otras especies domesticas. La pubertad de la yegua ocurre entre
el primer y segundo afo, sus primeros celos suelen ser anovulatorios y tiene una
gestacion de 11 meses por lo cual no se puede obtener una cria hasta los tres afios
aproximadamente (Sharma y col., 2010; Aurich, 2011). A favor de la ineficiencia
reproductiva, las yeguas presentan tasas de aborto por gestacion gemelar alrededor
de un 90% y alta susceptibilidad a endometritis post coital causante de grandes
pérdidas reproductivas y por tanto econdmicas (Zent y col., 1998; Coutinho da Silva,
2008).

Hasta el presente, en Uruguay, ha sido documentado en yeguas, un solo estudio
vinculado a aspectos endocrinos-reproductivos. Yeguas ciclando fueron tratadas con
iodopovidona en forma intrauterina para evaluar los cambios provocados por el
tratamiento sobre la expresién de receptores esteroides en el endometrio (Kalpokas
et al., 2010). Mas estudios, son necesarios a fin de fomentar la importancia de la
reproduccién equina en nuestro pais y desarrollar un futuro polo de investigaciéon
local, cumpliendo asi con los pilares de docencia, investigacion y extension que
rigen a la Universidad de la Republica.

3.2 FUNCION Y ESTRUCTURA UTERINA

El dtero esta formado principalmente por dos capas de tejido muscular liso
(miometrio) y una mucosa que se proyecta hacia la luz uterina denominada
endometrio (Bacha W. & Bacha L.M., 2001). El utero sufre una diferenciacion, regida
por las hormonas esteroides ovaricas entre otras, quedando apto para aceptar
selectivamente el blastocisto permitiendo asi la implantacion (Hafez, 2002). Este
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sufre transformaciones citolégicas y vasculares que le permiten proporcionar
sustento al embridén durante la prefiez, participando de la recepcion del blastocisto,
su implantacion y nutricién, asi como la formacion de la parte materna de la placenta
(Bloom & Fawcett, 1995). Ademas, el endometrio se encuentra asociado a tejido
linfoide, el cual esta bajo la influencia de los cambios en los niveles plasmaticos de
estrogenos y progesterona y que afectan a las poblaciones leucocitarias (Schuberth
et al., 2008).

El epitelio luminal del endometrio, es columnar durante la fase folicular y cuboidal
durante la fase luteal (Hafez, 2002). El epitelio luminal se continua con la lamina
propia del tejido conjuntivo subyacente, que a su vez suele subdividirse en tejido
conjuntivo denso (estrato compacto) y en tejido conjuntivo menos denso que junto
con el epitelio glandular componen al estrato esponjoso (Van camp, 1988). En la
yegua es frecuente encontrar espermatozoides agregados a las glandulas
endometriales, pero se desconoce la importancia fisiologica e inmunologica de este
fendmeno (Hafez, 2002).

Los estrogenos y la progesterona ejercen poderosas acciones sobre la estructura y
funcién del endometrio (Graham & Clarke 1997). Durante la fase folicular (cuando
los estrogenos estan elevados), las glandulas endometriales son relativamente
rectas y es normal observar células con gran actividad mitética. Hacia el final de la
fase folicular, las glandulas aumentan progresivamente de longitud, haciéndose mas
sinuosas y sus células comienzan a acumular glucégeno (Bacha W. & Bacha L.M.,
2001). En la fase luteal, ocurre un engrosamiento de la mucosa endometrial, debido
al aumento del edema del estroma y la acumulacion de secrecién en las glandulas
que se hacen mas arrolladas y tortuosas a medida que aumentan los niveles de
progesterona (Blanchard et al., 2003). En la prefiez temprana, durante los primeros
dias que el blastocisto se une al endometrio, las células conjuntivas del estroma
fusiformes se transforman en grandes células deciduales palidas que contienen en
su citoplasma abundante glucogeno y lipidos (Bloom & Fawcett, 1995). Al dia 35 de
la gestacion aparecen las copas endometriales, que son responsables de secretar
gonadotrofina coridénica equina, encargada de la formacién del cuerpo Iuteo
suplementario y mantener el resto de la prefiez (Blanchard et al., 2003).

Cuando el endometrio equino esta alterado por patologias tales como endometritis,
se ve afectado el normal desarrollo de la gestacién, dado que el trofoblasto en
yeguas es no invasivo y las secreciones uterinas son esenciales para el
mantenimiento, crecimiento y supervivencia del embrion (Arthur, 1991; Hafez, 2002).
Por otro lado, la biopsia endometrial es una herramienta de gran utilidad diagndstica,
ya que a través de su analisis histolégico es posible detectar alteraciones tisulares
inflamatorias, cambios degenerativos y modificaciones a nivel vascular (Roscanini et
al., 2000). En tal sentido, Kenny & Doig (1986) propusieron un sistema para la
interpretacion prondstica de prefiez en yeguas, de acuerdo al estatus endometrial
basado en cuatro categorias histopatoldgicas, clasificadas segun el grado de
alteraciones tisulares.

3.3 CONTROL ENDOCRINO DEL CICLO ESTRAL DE LA YEGUA

La yegua es reproductora poliéstrica estacional, con actividad sexual ciclica desde la
primavera al otofio (Neely, 1991; Davies, 2005; Aurich, 2011). Cuando se incrementa

9



la cantidad de horas de luz, la GnRH hipotaldamica promueve la liberacion de FSH y
LH que controlan el desarrollo folicular, la ovulacién y la formacion del cuerpo luteo
durante el ciclo estral (Neely, 1991; Arthur, 1991). Durante el ciclo, la FSH tiene dos
picos plasmaticos: uno asociado al pico de LH y otro hacia la mitad del diestro, el
cual prepararia la nueva generacién de foliculos del siguiente celo (Blanchard et al.,
2003; Aurich, 2011).

En la yegua, el ciclo estral dura 22 dias promedio, de los cuales cinco a diez dias
corresponden al celo o fase folicular, caracterizada por receptividad a la monta,
relajacion del cérvix, presencia de un foliculo ovarico dominante, edema endometrial
y elevadas concentraciones de estrogenos plasmaticos. Posteriormente, presenta
una fase luteal, de 15 a 17 dias caracterizada por estrechamiento cervical, rechazo a
la monta y elevados niveles de progesterona plasmatica (Neely, 1991; Samper,
2008)

Al comienzo de la fase folicular, el diametro de los foliculos ovaricos es 10 a 30 mm
y el foliculo dominante puede alcanzar un diametro de 70 mm al momento de la
ovulacion (Neely, 1991; Aurich, 2011). EI aumento del tamafo folicular esta
relacionado con un aumento en la concentracion de estrogenos plasmaticos de
origen tecal. Poco antes del pico preovulatorio de LH, hay un pico de estrégenos, el
cual a su vez produce una retroalimentacion positiva sobre la liberacion de LH,
responsable de la ovulacion (Aurich, 2011). Las concentraciones plasmaticas de
estrogenos, son maximas entre los dos dias antes y los dos dias después de la
ovulacion, la cual ocurre entre 24 a 48 horas antes de finalizar el celo (Arthur, 1991;
Aurich, 2011). El aumento de la LH, estimula a las células de la granulosa a producir
progesterona y al desarrollo del cuerpo luteo en la cavidad del foliculo colapsado.
Este evento marca el final del celo y el inicio de la fase luteal, que comienza con
niveles plasmaticos basales de progesterona de 2,5 ng/mL aproximadamente, entre
los dias dos y tres de la ovulacién, alcanzando picos maximos de 11 ng/mL
aproximadamente entre los dias seis y siete de la misma; dias clave en la yegua
prefiada por ser el momento en que el embrion arriba al utero (Townson et al., 1989;
Neely, 1991). Los niveles de progesterona se mantienen relativamente constantes
hasta el dia 15 de la ovulacién, momento en que ocurre la lutedlisis, debido a la
secrecion endometrial de prostaglandina F2 alfa, en caso que la yegua no resulte
prefada (Arthur, 1991). Al inicio y final de la estacién reproductiva, los celos suelen
ser irregulares, sin embargo son regulares en la mitad de la misma (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: Perfiles plasmaticos de FSH, LH, estrégenos y progesterona y momento de
accion de la PGF2a durante el ciclo estral de las yeguas en asociacion con la
actividad ciclica ovarica (Tomado de Blanchard et al., 2003).

3.4 RECEPTORES A HORMONAS ESTEROIDEAS SEXUALES

La capacidad de respuesta de los tejidos a la accion de estrégenos y progesterona,
depende de la concentracion plasmatica de éstas y de la presencia, distribucién y
cantidad de proteinas receptoras especificas (RE y RP respectivamente), (Clark et
al., 1992). 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). Para RE, se han identificado dos
isoformas: REa y REB, codificados por diferentes genes (Kuiper et al., 1997). La
isoforma a es la dominante en el utero de hembras adultas y es el principal mediador
de los efectos estrogénicos como la estimulacion y proliferacion tisular, asi como en
la induccion de la expresion de RP (Ing et al., 1993). Las dos isoformas, presentan
96 % de homologia en la composicion de aminoacidos, entre las regiones DBD
(dominio de unién al ADN) y LBD (dominio de unidn al ligando) existe una similitud
del 53 % y ademas cada uno de ellos tiene una afinidad diferente por sus ligandos
(Pérez-Rivero et al., 2005). Para RP han sido identificadas las isoformas Ay B que
se expresan a partir de un mismo gen (Ing et al., 1993; Graham & Clarke, 1997).
Tanto RE como RP pueden actuar como factores de transcripcion (Tsai & O’Malley,
1994). El complejo hormona-receptor, interacciona con los factores de transcripcion
para estabilizar a la ARN polimerasa Il, que fosforila el dominio carboxilo terminal y
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finalmente se lleva a cabo la transcripcion genética (Pérez-Rivero et al., 2005). Los
receptores a hormonas esteroides se encuentran en el nucleo celular y debido a la
naturaleza lipidica de las hormonas esteroideas, éstas atraviesan las membranas
celulares encontrando a su receptor en el nucleo. La unién de la hormona con su
receptor provoca la transcripcion de genes especificos, que en un proceso de
traduccion posterior resultara en una accion genomica, como por ejemplo la sintesis
de proteinas (Flint et al.,, 2002). En la Figura 2, se esquematiza el mecanismo
general de accion de las hormonas esteroideas.

Hormona esteroidea
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Figura 2: Mecanismo de accion de las hormonas esteroideas, la hormona atraviesa
la membrana plasmatica y nuclear de la célula diana (1). En el nucleo la hormona se
une a su receptor activandolo (2) para luego dimerizar y fijarse al ADN (3) y puede
actuar como factor de transcripcién modulando la sintesis de ARNm (4), que induce
o reprime la sintesis de nuevas proteinas (5), provocando una accion fisiolégica (6).

Investigaciones realizadas en endometrio de vacas (Boos et al., 1996, Robinson
2001), ovejas (Cherny et al., 1991, Spencer & Bazer, 1995), cerdas (Sukjumlong et
al., 1995) y perras (Vermeirsh et al., 2002) ciclando, concluyeron que los mayores
niveles de estrégenos plasmaticos durante la fase folicular estimulan la expresién de
RE y RP, mientras que mayores niveles de progesterona de la fase luteal inhiben la
expresion de ambos receptores. En general, las evidencias son consistentes en
relacion a la regulacion positiva en la expresion de RE debido a la accidén de los
estrogenos y una regulacion negativa por la progesterona (Clark & O’Malley, 1992).
En yeguas ciclando, aun hay reportes discordantes en tal sentido, tal vez debido a
las técnicas utilizadas para determinar la expresion de RE y a los dias del ciclo estral
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utilizados en el muestreo. Tomanelli et al., (1991), reportaron en yeguas ciclando
mayor concentracion de sitios de union a RE realizando estudios de union hormona-
receptor con hormonas radioactivas (Binding) en estro, que en diestro temprano,
mientras que Re et al., (1995) no encontraron ninguna diferencia en la concentracion
uterina de RE entre estro y diestro. Mediante ensayos de inmunohistoquimica la
inmunotincion de células epiteliales del endometrio equino no reveld diferencias en
la cantidad de RE entre estro y mitad del diestro (Watson et al., 1992). Aupperle et
al., (2000) reportaron que la expresién de RE en epitelio glandular del endometrio
fue mayor al dia cinco que al dia 13 de la ovulacion. Posteriormente Hartt et al.,
(2005) a través de hibridacion in situ e inmunohistoquimica reportaron que el REa no
se expres6 en epitelio luminal durante el diestro, pero si hubo mayor expresién de
REa en células del estroma y epitelio glandular al momento de la ovulacion y al dia
20 posterior a la ovulaciéon, comparado con los dias 11 y 14 posteriores a la
ovulacion. Interesantemente, en yeguas con endometriosis se observd menor
expresion de RE en las células del estroma fibrético en comparacion con un estroma
sin alteraciones, sugiriendo un rol de RE en la salud endometrial (Hoffmann et al.,
2009)

Caracterizar la distribucion tisular de REa endometrial, utilizando la técnica de
inmunolocalizaciéon como la inmunohistoquimica con el sistema avidina-biotina-
peroxidasa, permitiria establecer patrones 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.

3.5 SISTEMA INMUNE EN ENDOMETRIO Y SU VINCULO CON LAS HORMONAS
ESTEROIDES SEXUALES

Durante la monta natural o inseminacion artificial la contaminacion del utero por
bacterias y/o componentes del fluido seminal puede resultar en inflamacién
endometrial o endometritis (Troedsson et al., 2001). La inflamacién es caracterizada
por un influjo de leucocitos polimorfonucleares al endometrio, los cuales son
responsables de la fagocitosis de bacterias y espermatozoides (Troedsson et al.,
2001). Esta inflamacion puede resolverse entre las primeras 36 a 48 horas post coito
(Katila, 1995). Experimentalmente, con la inoculacion intrauterina de semen
inactivado o con Streptococcus zooepidemicus es posible caracterizar a las yeguas
de acuerdo a la susceptibilidad o resistencia a la endometritis. Las yeguas que
resuelven la inflamacién en el plazo 36 a 48 horas, son consideradas como
resistentes a endometritis, mientras que las yeguas que no la resuelven o su
resolucion se halla demorada, son consideradas como susceptibles a endometritis
(Brinsko et al., 2003).

La vigilancia inmune del tracto genital de la hembra presenta barreras fisicas y
quimicas que intentan mantener la homeostasis previniendo infecciones desde el
ambiente externo. En especies donde el eyaculado se deposita en la vagina
(rumiantes), el ambiente vaginal ofrece la primera defensa contra la posible
contaminacion (Scott, 2000). En la yegua, tanto en la monta natural como en la
inseminacion artificial, el semen es depositado en el utero por lo cual se desestima la
vagina como primera barrera de defensa contra la contaminacién post coital
(Schubert et al., 2008). El estroma subyacente al epitelio luminal del endometrio
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(estrato compacto) contiene células inmunes que presentan cambios temporales y
espaciales durante el ciclo estral y prefiez, de acuerdo a los niveles de progesterona
y estrogenos plasmaticos. Esto es un indicador claro de la regulacién que ejercen los
esteroides sexuales sobre la cantidad y actividad de las células inmunes (Hunt et al.,
1997; Wira et al., 2010). Estudios realizados en utero de ratona, demostraron que el
numero de macréfagos y neutrofilos aumentd alrededor del estro y disminuyo
durante el diestro (Tibbets et al., 1997). Lo mismo sucedié en endometrio de ovejas,
donde en fase folicular el numero de linfocitos fue mayor que en fase luteal (Intan-
Shameha et al.,, 2011). Ademas, en ratonas ovariectomizadas tratadas con
progesterona o estrogenos, fue demostrado que la progesterona antagoniza la
habilidad de los estrégenos para reclutar macréfagos y neutréfilos hacia el utero
(Tibbetts et al. 1997). En yeguas fértiles, los linfocitos y polimorfonucleares del utero,
durante el estro, presentan mayor actividad fagocitica que en diestro (Liu &
Troedsson, 2008). En endometrio de yeguas sin endometritis 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 de
linfocitos en relaciébn con yeguas sin endometritis (Watson & Thomson, 1996).
Similares resultados fueron reportados en la cantidad de macréfagos endometriales
(Summerfied & Watson, 1998). Estudios en relacién a la distribucion tisular de
polimorfonucleares y macrofagos en el endometrio, reportaron que la cantidad de
éstos, fue afectada por la localizacién tisular, encontrandose mayor cantidad de
ambos tipos celulares 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).

En estudios con células precursoras de monocitos humanos, se determind la
presencia de REa y RE[, observandose que en monocitos predomina el REB y en
macrofagos predomina el REa (Mor et al.,, 2003). Paharkova et al., (2004)
demostraron la presencia de REa y RE[3 en células dendriticas de la médula 6sea de
murinos y que la diferenciacion de dichas células fue inhibida en ausencia de
estradiol y restaurada tras la administracion de éstas. En sangre periférica humana,
Phiel et al., (2005) demostraron la presencia de REa en linfocitos T CD4", REB en
linfocitos B y ambos receptores en linfocitos T CD8".

En mujeres se plantea que la modulacion de la respuesta inmune uterina, es debida
a acciones estrogenicas pro-inflamatorias y acciones anti-inflamatorias de la
progesterona, con efectos paracrinos en ovario y enddcrinos en utero (Lea & Olivier,
2007). En el endometrio, los esteroides sexuales participan en la produccion de
citoquinas y prostaglandinas por células epiteliales, del estroma y células inmunes
residentes (Wira et al., 2010). Los mismos autores afirman que los estrogenos y la
progesterona tienen influencia sobre la migracion de macrofagos, linfocitos B y T,
factores quimiotacticos y moléculas de adhesién (2010). Ademas los esteroides
sexuales influyen en la capacidad de las células epiteliales para responder a los
microorganismos (Lea & Olivier, 2007). Ha sido propuesto que los receptores
esteroideos y factores de proliferacion celular, presentes en el endometrio, podrian
ser utilizados como “biomarcadores” implicados en el control de la proliferacion y
diferenciacion celular en patologias uterinas asociadas a bajos indices de fertilidad
(Loachin, 2005).

En yeguas, aun no han sido claramente establecidas las causas inmuno-enddcrino-
moleculares implicadas en la susceptibilidad o resistencia a la endometritis. Ademas,
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la dificultad en el diagndstico temprano de la endometritis, se debe en parte a que su
curso puede ser subclinico, teniendo minimas o ninguna manifestacion externa
(Blanchard, 2003).

El abordaje de la interaccidn inmuno-endocrina-celular en endometrio de 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 esta patologia (McDowell et al. 1999, Hartt et al. 2005, Schaffler, 2007).
La yegua es un modelo extrapolable al humano, para estudiar la reproduccion
asociada a parametros inmuno-enddécrinos, ya que ambas son mono-ovulatorias y
tienen fase folicular larga. Esta especie tiene ventajas sobre otras especies en
cuanto a la accesibilidad al tracto genital y como fuera ya mencionada la importancia
diagnéstica de la biopsia endometrial (Ginther et al. 2009, Schaffler, 2007, Carnevale
et al. 2008).

El objetivo de la presente tesis es aportar informacion en relacion al vinculo inmuno-
endocrino-celular del endometrio de yeguas.
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4. ANTECEDENTES DEL EXPERIMENTO

En el Area de Bioquimica de la Facultad de Veterinaria de Montevideo, en conjunto
con el Departamento de Clinica de la Facultad de Veterinaria de Tandil-Argentina, se
estudia desde 2007 la expresion de RE y RP en endometrio de yeguas. Se ha
investigado la expresién endometrial de RE y RP en yeguas con endometritis y
resistentes a endometritis, tratadas con un inmunomodulador (MCC-V) en forma
intrauterina. La endometritis en las yeguas susceptibles fue provocada por la
inoculacion intrauterina de Streptococcus zooepidemicus al momento de detectado
el estro. A las 48 horas post infeccion, la expresidon endometrial de REa en los
epitelios y el tejido conjuntivo disminuyo. Estos hallazgos fueron contrarios a lo
esperado, ya que conforme avanza la fase folicular, generalmente, la expresion
endometrial de REa aumenta. La disminucion en la expresion de REa podria
deberse al efecto de la infeccién (Acuia et al., 2011). Las yeguas con endometritis
ciclando, no presentaron variaciones ciclicas en la expresion endometrial de REa
(Acufia et al., 2011), mientras que las tratadas con el inmunomodulador resolvieron
la endometritis y presentaron un aumento en la expresion de REa en el epitelio
glandular al diestro (Acufia et al., 2012). Los cambios en la expresiéon endometrial de
REa provocadas por la infeccion y el tratamiento con el inmunomodulador en las
yeguas susceptibles a endometritis, permiten establecer un vinculo entre los REaq, la
respuesta inflamatoria y la resolucion de la infeccién. En las yeguas resistentes a
endometritis ciclando, tratadas por el inmunomodulador, la expresién endometrial de
REa no fue modificada, lo cual sugiere que el tratamiento profilactico con el
inmunomodulador no altera la sensibilidad endometrial a estrogenos (Acufa et al.,
2008). Posteriormente, en yeguas resistentes y susceptibles tratadas con MCC-V se
evalud la expresion de REa en células del sistema inmune. Fue detectada tinciéon
positiva a REa en linfocitos, mononucleares y polimorfonucleares del endometrio,
siendo al momento de detectado el estro, mayor la cantidad de mononucleares
positivos a REa en yeguas resistentes a endometritis que en yeguas susceptibles, lo
cual podria estar vinculado a la condicion de resistentes o susceptibles endometritis
(Redolatti et al., 2010). En yeguas con endometritis, el tratamiento con un
inmunomodulador aumenté la cantidad de polimorfonucleares positivos a RP en
relacion a las yeguas control sin tratamiento. Sin embargo, igual tratamiento con el
inmunomodulador, disminuyé la cantidad de polimorfonucleares positivos REa
(Fumuso et al., 2012). Hasta el momento no ha sido caracterizada la expresion
endometrial de REaq, ni la presencia de dicho receptor en las células del sistema
inmune de yeguas sanas Yy resistentes a endometritis post coital ciclando, sin
tratamientos con inmunomoduladores.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVOS GENERALES

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

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar la presencia y distribucién tisular de REa en el endometrio de yeguas
resistentes a endometritis ciclando.

Evaluar la presencia y distribucion de REa en células del sistema inmune innato del
endometrio de yeguas resistentes a endometritis ciclando.

6. HIPOTESIS

La presencia y distribucion de REa en el tejido endometrial y en células del sistema
inmune del endometrio de las yeguas resistentes a endometritis ciclando estan
moduladas por los niveles de progesterona plasmatica.

7. MATERIALES Y METODOS

La seleccion de las yeguas se realizdé durante la estacion reproductiva, asi como la
obtencién de biopsias endometriales y plasma sanguineo fue realizada 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.

7.1 ANIMALES Y MANEJO

Yeguas tipo Criollo, ciclando, de 3 a 10 afios y 330 a 500 Kg de peso fueron
inseminadas artificialmente con semen inactivado luego de detectado el estro para
evaluar la susceptibilidad a endometritis. Las yeguas que fueron capaces de eliminar
el fluido 48 horas luego de la inseminacién, presentaron citologia exfoliativa y cultivo
negativo fueron consideradas como yeguas resistentes a endometritis (n=7) (Brinsko
et al., 2003). Las yeguas seleccionadas estaban sanas y libres de enfermedades
sistémicas mientras se desarrollo el estudio.

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

La presencia de fluido uterino, edema en pared uterina, dinamica folicular y
presencia de cuerpo luteo determinaron el estado uterino y la actividad ovarica, los
cuales fueron estudiadas a diario por ultrasonografia utilizando un ecdégrafo
veterinario Berger LC-2010 plus, con un transductor de 5 MHz.

El estro fue inducido por 2 inyecciones im de prostaglandina de 500ug (Estroplan®
Clorprostenol sodico) con 14 dias de diferencia. A través de palpacion transrectal y
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ultrasonografia se confirmd la presencia de cérvix dilatado acompanado de tono
flacido uterino, edema endometrial, foliculos ovaricos dominante = 30 mm con lo cual
las yeguas fueron consideradas en fase folicular. Posteriormente, la ausencia del
foliculo dominante y presencia del cuerpo hemorragico determiné la ovulaciéon y
declaré el inicio de la fase luteal.

7.2 BIOPSIAS ENDOMETRIALES

Las biopsias fueron tomadas del cuerpo uterino en las siete yeguas en forma
repetida en la misma estacion reproductiva, en tres momentos de un mismo ciclo
estral. Posteriormente fueron colocadas en formol al 10 % durante 24 h y luego en
etanol al 70 % hasta su procesamiento. Cuando el ensayo finalizd, las biopsias
fueron incluidas en parafina, cortadas con microtomo a 5 ym de espesor y montadas
en laminas de vidrio StarFrost®.

En el mismo momento en que fueron tomadas las biopsias, fueron extraidas también
las muestras de sangre para la determinacidn de progesterona plasmatica y
registrado el estatus ovarico (medida del tamafo folicular) y uterino (edema, tono y
pliegues). Las biopsias fueron tefiidas con hematoxilina y eosina para evaluarlas de
acuerdo con la escala de Kenney & Doig, (1986).
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Clasificacion Histopatologica de Kenney y Doig

El endometrio no presenta cambios patolégicos
(como inflamacion 6 fibrosis) y si los tiene son
Categoria I: muy leves y esporadicos. No se encuadra dentro
de esta categoria un endometrio hipoplasico 6
atrofico.

Presencia de infiltrado inflamatorio difuso, de
leve a moderado en el estrato compacto; 6 focos
inflamatorios dispersos pero frecuentes del estra-
Categoria ll: to compacto y el esponjoso. Cambios fibréticos
aislados, con grado variable de severidad (de 2 a
3 capas alrededor de nidos glandulares).Lagunas
linfaticas palpables y atrofia endometrial parcial,
tardia en la estacién reproductiva fisiologica.

Categoria IIA: La presencia de uno de estos
cambios ubica al endometrio estudiado en esta
categoria.

Categoria 1IB: En ella se incluyen las muestras
con mas de uno de estos cambios.

Inflamacion severa difusa, generalizada; fibrosis
Categoria lll: peri glandular generalizada; lagunas linfaticas
palpables e hipoplasia endometrial

En detalle, se tomaron biopsias endometriales y muestras de sangre en tres

diferentes dias:

1. al inicio de la fase folicular, con presencia de edema endometrial y foliculo ovarico
dominante = 30 mm, (Es, n=7).

2. alas 24 h post ovulacién, (D24hPOv, n=7).

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

7.3 DETERMINACION DE PROGESTERONA PLASMATICA

La extraccion de sangre fue realizada por veno-puncion yugular y depositada en
tubos Vacutainer™ heparinizados de 10 mL. Pasados 15 min de la extraccion, la
sangre fue centrifugada por 10 min a 2000 RPM. El plasma fue separado y
almacenado a -20°C hasta la realizacion del radioinmunoanalisis en fase solida. La
sensibilidad del ensayo fue 0,1 ng/mL, el coeficiente de variacion intra-ensayo fue 13
% para concentraciones entre 0,1 y 40 ng/mL.
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7.4 DETERMINACION DE REa

Para evaluar la presencia y distribucion de REa en el tejido endometrial, se utilizo la
técnica inmunohistoquimica de la avidina-biotina-peroxidasa puesta a punto en el
laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Veterinaria de Uruguay para diferentes
tejidos y distintas especies (Sosa et al., 2004; Moroni et al., 2007; Acuia et al., 2008).
Las secciones de biopsias, fueron pretratadas en microondas a 900 Wts de potencia,
sumergidas en citrato de sodio 0,01 M, pH= 6,0 por 10 min, dejandose enfriar
posteriormente durante 20 min. Después de un lavado con buffer (PBS 0,01 M, pH=
7,4) la actividad inespecifica de las peroxidasas enddgenas del tejido, fue bloqueada
con peroxido de hidrogeno (H:O;) al 3 % en metanol por 10 min a temperatura
ambiente. Las secciones fueron enjuagadas por 10 min en buffer PBS y posteriormente
incubadas por 30 min en camara humeda a temperatura ambiente con suero de
caballo (Vectastain ABC kit, Elite, cat # PK-6102; 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 REa diluido en 1:25 PBS
(anticuerpo monoclonal de raton anti-bovino, ER C-311 cat# sc-787; Santa Cruz, CA,
USA) por 60 min, en camara humeda. Los controles negativos se realizaron
remplazando el anticuerpo primario por suero inespecifico de raton (cat#sc-2025,
Santa Cruz, California, USA) diluido en 1:100 PBS. Luego de la unién al anticuerpo
primario las secciones fueron incubadas por 60 min con una solucién de anticuerpo
biotinilado anti-lgG de equino anti-raton (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories,
Burlingame, CA USA) diluida en suero de caballo 1:200, 2 enjuagadas nuevamente
con buffer PBS y posteriormente incubadas por 60 min con un complejo avidina-
biotina-peroxidasa (Vectastain ABC kit, Elite; Vector). El sitio de uniéon del complejo
enzimatico fue visualizado por medio de 3,3’ diaminobencidina en H,O, (DAB kit, cat#
sk-4100 Vector Laboratories), un cromégeno que produce un precipitado de coloracion
marrén insoluble cuando se incuba junto con la enzima peroxidasa. Las secciones
fueron contracoloreadas con hematoxilina y deshidratadas en concentraciones
crecientes de etanol antes de ser montadas con cemento sintético. La
inmunohistoquimica fue realizada en el mismo ensayo para todas las secciones de
biopsias endometriales del disefio experimental.

7.5 ANALISIS DE IMAGEN

7.5.1 EVALUACION DE REa EN TEJIDO ENDOMETRIAL

La presencia y distribucién de REa fue evaluada subjetivamente por dos observadores
independientes, quienes no conocian la resefia del animal al momento de evaluar los
preparados (método de doble ciego).

La presencia y cantidad de REa fue estudiada en las 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
inmersion a 1000 x, para cada localizacion tisular.
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El inmunomarcado a REa fue clasificado como positivo o negativo de acuerdo a la
presencia de DAB precipitado (coloracion marrén) o contracoloracion con hematoxilina
(coloracion azulada) en el nucleo celular. EI inmunomarcado positivo a REa fue
clasificado segun su intensidad como leve, moderado e intenso y llevado en proporcion
a una escala de 0 a 10 (Thatcher et al, 2003). El promedio ponderado de intensidad de
inmunomarcado (PI) fue calculado como: (1xns+2xn;+3xn3)/10, siendo “n” la proporcion
de células por campo para cada localizacién tisular que exhibieron tincion leve (1),
moderada (2) e intensa (3) (Boos et al, 1996). El porcentaje total de inmunomarcado
positivo a REa (%T, incluye todas las localizaciones tisulares), se obtuvo multiplicando
la proporcion promedio de células inmunomarcadas en la biopsia por 10.

7.5.2 EVALUACION DE REa EN CELULAS DEL SISTEMA INMUNE DEL
ENDOMETRIO

Para la evaluacion 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). Las fotografias fueron tomadas por el preparador del
Area de Bioquimica quien tuvo un entrenamiento previo en relacién a la estructura del
endometrio equino, pero desconocia que se evaluarian células inmunes. En cada
fotografia se contaron por separado la cantidad de leucocitos polimorfonucleares
(PMN), linfocitos (L) y macréfagos (M) presentes. Estos fueron clasificados como
positivos 0 negativos a REa. Fue contabilizada: la cantidad de PMN, L y M negativos a
REa (PMN-, L- y M-) y positivos a REa (PMN+, L+ y M+) y sumadas ambas para
determinar cantidad total de PMN, L & M (positivos mas negativos a REq, tPMN, tL y
tM). La evaluacion de las células inmunes fue realizada por los mismos observadores
que evaluaron la presencia de REa en el tejido endometrial. En el presente trabajo no
fueron asociadas las cantidades de células inmunes residentes en el endometrio con
las células propias del tejido endometrial.

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

7.6 ANALISIS ESTADISTICOS

Las variables analizadas estadisticamente fueron: Pl, %T, cantidad de células inmunes
negativas o positivas a REa y los niveles de progesterona plasmaticos.

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 progesterona se analizaron
por ANOVA, considerando el efecto del momento del ciclo estral.

Para la presencia y distribucién de REa en el tejido endometrial los efectos fijos fueron:

observador, momento del ciclo estral (Es, D24hPQOv, D7POv), localizacion tisular (EL,
EC, EG y CiG) y su interaccion.
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Para caracterizar la distribucién de células del sistema inmune y la presencia de REa
en ellas, los efectos fijos fueron: observador, momento del ciclo estral, localizacién
tisular (EL, EC, EE), tipo celular (PMN, L&M) y su interaccion. La cantidad de células
inmunes se expresan como porcentajes. Estas no se expresan en funcién de las
células de sostén del tejido conjuntivo o epitelial. Se expresa en funcion de la cantidad
total de lo contabilizado en el ensayo.

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

8. RESULTADOS

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

8.1 NIVELES DE PROGESTERONA PLASMATICA

La concentracion de progesterona plasmatica, fue mayor al D7POv en relacion a los
dias Es y D24hPOv (P < 0,001) y similar entre Es y D24hPOv (P = 0,796). Las
concentraciones (ng/mL, media de los minimos cuadrados % error estandar), fueron:
0,12 £ 0,01; 0,54 + 0,10 y 9,01 £ 1,18, para los dias Es, D24hPOv y D7POv
respectivamente.

8.2 RECEPTORES DE ESTROGENOS ALFA

8.2.1 OBSERVACIONES GENERALES

El inmunomarcado a REa fue observado en forma especifica en el nucleo celular. En
los controles negativos no fue observado inmunomarcado especifico a REa. La
ausencia de tincion especifica en los controles negativos, cuando el anticuerpo
monoclonal especifico para REa fue sustituido por IgG de ratén no inmunomarcada,
demostré especificidad para REa. Los nucleos celulares inmunomarcados a REa
mostraron diferentes grados de intensidad de tincion, por lo cual fue posible su
clasificacion en leves, moderados e intensos, tal como se habia previsto. En la
Imagen 1 se muestran ejemplos de controles negativos (foto A) y positivos (fotos B y
C) donde se senalan las diferentes localizaciones tisulares evaluadas, asi como la
clasificacion de acuerdo a la intensidad de inmunomarcado.
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Imagen 1: Localizacion de REa en endometrio de yeguas

resistentes a endometritis ciclando. Foto A: ejemplo del control
negativo (100 x), fotos B y C: ejemplos de muestras positivas a REa (400 x).
Localizaciones tisulares: epitelio luminal (EL) estrato compacto (EC), epitelio
glandular (EG) y tejido conjuntivo interglandular (CiG). Clasificacién de intensidad de
inmunomarcado a REa: nucleos negativos a REa (-), nucleos positivos leves (+),
moderados (++) e intensos (+++).

Fueron observados y contabilizados PMN, L y M positivos y negativos a REa en EL,
EC y EE. En la Imagen 2 (Fotos A al F), se muestran ejemplos de posibles PMN, L,
M positivos o negativos a REa en las diferentes localizaciones tisulares evaluadas.
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Imagen 2: Localizaciéon de PMN, L y M positivos o negativos a
REa en endometrio de yeguas resistentes a endometritis

ciclando. Foto A: se sefiala un posible PMN negativo a REa (PMN-) en EG. Foto
B: se sefala un posible linfocito con tincion a REa leve (L+) en EC. Foto C: se
senala un posible PMN con tincion a REa moderada (PMN++) en EG. Foto D: se
sefala un posible L con tincién a REa leve (L+) en CiG. Foto E: se sefiala un posible
PMN con tincion a REa moderada (PMN++) en el EL. Foto F se sefiala posible L con
tincion a REa moderada (L++) en EG y otro negativo a REa (L-) en EC. Fotografias
tomadas a 400 x.

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

8.2.2 INMUNOMARCADO A REa EN EL TEJIDO ENDOMETRIAL

Sobre el porcentaje total de inmunomarcado a REa (%T) no hubo efecto de
observador (P > 0,1), ni de momento del ciclo estral, siendo similar durante el ciclo
(75,38 + 3,37; 72,42 £ 3,37; 71,54 £ 3,37); Es, D24hPOv y D7POv respectivamente
(P=0,42).

Sobre el inmunomarcado a REa, en las diferentes localizaciones tisulares evaluadas,
expresado como promedio ponderado de intensidad de inmunomarcado (PI), no hubo
efecto observador (P = 0,11) y fueron hallados efectos de momento del ciclo estral (P
< 0,0001), localizacion tisular (P < 0,0001) y tendencia a ser diferente la interaccién
entre ambos (P = 0,057).

En todos los momentos del ciclo el Pl fue menor en EL que en EG (P < 0,01).
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Al dia Es, el Pl a REa fue menor EL que en EG y EiG (EL vs EG, P = 0,0003; EL vs
EiG, P = 0, 0007). El PI tuvo tendencia a: ser menor en EL que en EC (P = 0,07);
menor en EC y EG (P = 0,05) y menor en EC que en EiG (P=0,1) y similar entre EG
y EiG (P=0,77).

Al dia D24hPOQy, el Pl en EG fue mayor en relacion al resto de las localizaciones
tisulares (EG vs EL, P=0,0008; EG vs EC, P < 0,0001; EG vs CiG, P=0,0003) y fue
similar entre EL, EC y CiG (P> 0,4).

Al dia D7POy, el perfil de PI fue similar al hallado al dia D24hPOwv.

Las diferencias en el Pl entre diferentes momentos del ciclo estral y mismas
localizaciones tisulares se detallan en el Grafico 1 (para epitelios: EL y EG) y Grafico
2 (para tejido conjuntivo: EC y CiG)
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Grafico 1: Intensidad de tincién a REa en epitelio luminal (EL) y glandular
(EG) en endometrio de yeguas resistentes a endometritis

ciclando. Momentos del ciclo estral: inicio de la fase folicular (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 localizacion tisular, P< 0,05. *indica tendencia para una misma localizacién
tisular y diferentes momentos del ciclo.
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Grafico 2: Intensidad de tincién a REa en estrato compacto (EC) y tejido conjuntivo
interglandular (CiG) en endometrio de yeguas resistentes a endometritis ciclando.
Momentos del ciclo estral: inicio de la fase folicular (Es), 24 horas post ovulacién
(D24hPOv) y dia 7 de la ovulacion (D7POv). Los valores corresponden a las medias
de minimos cuadrados z 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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8.2.3 DISTRIBUCION ENDOMETRIAL DE PMN, LY M

Se detecto tincion positiva a REa en PMN, L y M y como fuera mencionado, Ly M
fueron agrupados como mononucleares (L&M). El inmunomarcado a REa en PMN vy
L&M fue observado en diferentes grados de intensidad en todas las localizaciones
tisulares evaluadas (EL, EC, EE). Imagen 2 (Fotos A al F).

En la Tabla 1, se resumen los principales efectos encontrados en el analisis de las
células inmunes presentes en el endometrio de las yeguas ciclando.

La cantidad total de células inmunes (tPMN + tL&M), fue menor al D7POv que a los
dias Es y D24hPOv y similar entre ambos (D7POv vs Es, P = 0,004; D7POv vs
D24hPOv, P = 0,0007; Es vs D24hPOv, P = 0,83). La cantidad total de células
inmunes fue menor en EL que en EC y EE (EL vs EC, P < 0,0001; EL vs EE, P =
0,0002) y hubo tendencia a ser mayor en EC en relacion a EE (P = 0,055).

La cantidad total de polimorfonucleares (tPMN) fue mayor que la de linfocitos y
macrofagos (tL&M) en todos los momentos del ciclo (P < 0,0001).

El perfil de células inmunes negativas a REa (PMN- y L&M-), fue similar a lo
descripto para la cantidad total de células inmunes (tPMN + tL&M).

La cantidad células inmunes positivas a REa (PMN+ y L&M+) fue menor que la
cantidad promedio de células inmunes negativas a RE (PMN- y L&M-), en todos los
momentos del ciclo y en todas las localizaciones tisulares (P < 0,0001). La cantidad
total de células inmunes positivas a REa, fue menor al D7POv que al dia Es, (P =
0,02). La cantidad de PMN positivos a REa (PMN+) fue mayor que la de L&M
positivos a REa (L&M+), en todos los momentos del ciclo (P < 0,0001).

Al dia Es, la cantidad total de tL&M, fue mayor en EC que en EL (P = 0,03) y similar
entre ECy EE (P=0,11) y entre EL y EE (P = 0,54). Al dia D24hPOy, la cantidad
total de L&M, fue mayor en EC que en EL y EE y similar entre ELy EE (EC vs EL, P
< 0,002; EC vs EE, P = 0,002; EL vs EE; P = 0,94). Al dia D7POv no hubo
diferencias en la cantidad total de L&M entre los diferentes localizaciones tisulares.

El perfil de L&M negativos a REa (L&M-), fue similar a lo descripto para la cantidad
total de L&M (positivas mas negativas a REq).

A los dias Es y D7POv el promedio de L&M positivos a REa tendié a ser mayor en
EE queen EL (P=0,09 y P=0,05; dias Es y D7POv respectivamente).

Al dia Es, la cantidad total de PMN, fue menor en EL que en EC y EE (EL vs EC, P<
0,02; EL vs EE, P = 0,003) y similar entre EC y EE (P = 0,90). Al dia D24hPOy, la
cantidad total de PMN, fue mayor en EE que en EL y EC (EE vs EL, P < 0,0008; EE
vs EC, P=0,02) y similar entre EL y EC (P = 0,25). Al dia D7POv la cantidad total de
PMN tuvo tendencia a ser mayor en EC que en EL (P = 0,08).
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A los dia Es y D24hPOv la cantidad de PMN negativos a REa (PMN-), fue menor en
EL que en EC y EE (P < 0,02) y similar entre EC y EE (P < 0,2). Al dia D7POv la
cantidad de PMN negativos a REa, fue similar entre las diferentes localizaciones
tisulares.

La cantidad de PMN positivos a REa (PMN+), fue mayor al dia Es que al dia D7POv
(P=0,03).

Tabla 2: Tabla de efectos fijos incluidos en el modelo para el
analisis de las células inmunes presentes en el endometrio

de las yeguas resistentes a endometritis ciclando. variables:
total de células inmunes positivas y negativas a REa (tPMN + tL&M), total de células
inmunes negativas a REa (PMN- y L&M-), total de células inmunes positivas a REa
(PMN+ y L&M+), total de mononucleares positivos a REa (L&M+), total de PMN
positivos a REa (PMN+). Efectos fijos: observador (Obs.), momento del ciclo estral
(mom. ciclo), localizacion tisular (Loc. Tis.), tipo celular (Tipo cel.) y las interacciones
entre ellos.

Mom. | Loc. Mom. Ciclo x | Mom. ciclo x

Variables Obs. |ciclo Tis Tipo cel | Loc.Tis.x Tipo cel. | Loc. Tis.
(tPMN+ tL&M)

* *% *%* *% 0,08 -
(PMN-y L&M-)

* *% *%* *% 0,08 -
(PMN+ y L&M+)

* 0,06 NS * NS -
(L&M+)

* NS NS - - NS
(PMN+)

* 0,09 NS - - NS

*P < 0,05; **P < 0,0001; NS: no significativo.
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Las diferencias entre el promedio tL&M o tPMN, entre diferentes momentos del ciclo
y mismas localizaciones tisulares, expresadas como porcentaje, se detallan en el
Grafico 3 (tL&M) y Grafico 4 (tPMN).
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Grafico 3: Porcentaje * error estandar de la media de L&M positivos y negativos
(tL&M) a REa, presentes en epitelio luminal (EL), estrato compacto
(EC) y estrato esponjoso (EE) en endometrio de yeguas
resistentes a endometritis ciclando. Momentos del ciclo estral: inicio
de fase folicular (Es), 24 horas post ovulacion (D24POv) y dia 7 de la ovulacion
(D7POv). 2* indica diferencias para mismo momento del ciclo y diferente localizacién

tisular; *¥ indica diferencias para misma localizacién tisular y diferentes momentos
del ciclo, P < 0,05.
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Grafico 4: Porcentaje + error estandar de la media de PMN positivos y negativos
(tL&M) a REa, presentes en epitelio luminal (EL), estrato
compacto (EC) y estrato esponjoso (EE) en endometrio de

yeguas resistentes a endometritis ciclando. Momentos del ciclo
estral: inicio de fase folicular (Es), 24 horas post ovulacion (D24hPOv) y dia 7 de la
ovulacion (D7POv). 2* indica diferencias para mismo momento del ciclo y diferente
localizacion tisular; *¥ indica diferencias para misma localizacion tisular y diferentes
momentos del ciclo, P < 0,05.*indica tendencia para una misma localizacion tisular y
diferentes momentos del ciclo.
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9. DISCUSION

En este trabajo se describié la distribucion de REa en el tejido endometrial y la
presencia y distribucion de células mononucleares y polimorfonucleares positivos y
negativos a REa en endometrio en asociacion con los niveles plasmaticos de
progesterona en yeguas resistentes a endometritis ciclando.

Este es, aparentemente, el primer estudio que caracteriza la presencia y distribucion
de REa en células del sistema inmune en endometrio de yeguas ciclando con
resistencia comprobada a endometritis post coital.

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

9.1 DISTRIBUCION DE REa EN EL TEJIDO ENDOMETRIAL

El porcentaje total de inmunomarcado a REa en endometrio, fue similar entre los
diferentes momentos del ciclo estral y no hubo efecto de momento del ciclo ni de
localizacion tisular. Estos hallazgos contrastan con lo reportado en un estudio
realizado por ensayos de unién con hormonas radioactivas (binding), en utero de
yegua, donde se encontr6 mayor concentracion de sitios de union a estrogenos al
dia 3 de detectado el estro, ovulacion y dias 3 y 6 de la ovulacién en relacién a los
dias 10 y 15 de la ovulacion (Tomanelli et al., 1991). Sin embargo, Re et al., (1995)
no encontraron diferencias en la concentracion de los sitios de unién a estrégenos
en utero de yeguas con niveles bajos de progesterona plasmatica (0,4 ng/mL) en
relacion a yeguas con mayores niveles (7,2 ng/mL), similarmente a los resultados en
relacion al porcentaje total de inmunomarcado obtenidos en nuestro trabajo. En su
conjunto, los resultados sobre el contenido total de RE, determinados por binding o
inmunohistoquimica (porcentaje total de inmunomarcado a REa) resultan
contradictorios. Esto podria deberse a los dias del muestreo, a las metodologias
utilizadas, a la condicion de resistentes o susceptibles a endometritis 0 a una
sumatoria de tales variables.

La determinacion de REa por inmunohistoquimica, permite establecer diferencias en
la sensibilidad tisular a estrégenos (en términos del contenido y distribucion de RE).
En tal sentido, en el presente estudio, fue hallado efecto de momento de ciclo estral
y localizacion tisular sobre el promedio ponderado de intensidad de inmunomarcado,
indicando que la expresion endometrial de REa en cada momento del ciclo, fue
especifica de localizacion tisular. Al inicio de la fase folicular y 24 horas post
ovulacion, el inmunomarcado a REaq, fue mayor en epitelio glandular que en epitelio
luminal, similarmente a lo reportado por Aupperle et al., (2000) en endometrio de
yeguas ciclando. Fue hallado que al inicio de la fase folicular y a las 24 horas post
ovulacion, el inmunomarcado a REa, tuvo mayor intensidad en los tejidos mas
profundos del endometrio (epitelio glandular y tejido conjuntivo interglandular) en
relacion a los tejidos mas superficiales (epitelio luminal y estrato compacto), en
acuerdo con lo reportado por Watson et al., (1992) y Aupperle et al., (2000). Sin
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embargo, Hartt et al., (2005) durante el diestro no encontraron diferencias en la
tincibn a RE entre células del estroma y epitelio luminal, siendo en este ultimo
indetectable. Tal vez, diferencias halladas en la expresion tisular de RE, se deban a
los momentos del ciclo en que fueron tomadas las muestras o a la forma en que se
clasificaron los diferentes compartimentos tisulares para su estudio. Ademas,
ninguno de estos autores especifica que isoforma (REa o REB) fue determinada e
incluyen en sus disefios yeguas con endometrio en diferentes grados
histopatoldgicos y/o escaso numero de animales.

En el presente estudio no fueron encontradas variaciones en la intensidad de
inmunomarcado a REa en el estrato compacto entre los diferentes momentos del
ciclo. Esto sugiere que el estrato compacto es menos sensible a los cambios ciclicos
hormonales, en relacidn al tejido conjuntivo interglandular y epitelial, donde si fueron
hallados cambios significativos en la expresion del inmunomarcado a REa. La
intensidad de inmunomarcado a REa en el tejido conjuntivo interglandular disminuyé
desde el inicio de la fase folicular hasta el dia 7 de la ovulacion, en acuerdo con lo
reportado por otros autores, sugiriendo que la progesterona de la fase luteal inhibe la
expresion del RE en células del estroma (Watson et al., 1992; Aupperle et al., 2000).
Sin embargo, estos autores no estudiaron por separado el tejido conjuntivo en
compacto o interglandular, por lo cual parte de las diferencias halladas entre
nuestros resultados y lo reportado previamente, podria deberse a la forma en que
fue caracterizada la expresion de REa en el tejido conjuntivo tal como se mencion6
arriba. La intensidad de inmunomarcado a REa en ambos epitelios fue mayor a las
24 horas de la ovulacion en relacién al inicio de la fase folicular, lo cual sugiere un
estimulo de los estrogenos de la fase folicular que se mantuvo incluso 24 horas
después de la ovulacién. La regulacion positiva que ejercen los estrégenos sobre la
expresion de RE, fue reportado en epitelio glandular del endometrio de yeguas
ciclando por Watson et al., (1998) y Hartt et al (2005), sin embargo Aupperle et al.,
(2000), encontré mayor expresion de RE al dia cinco de la ovulacion en relacién al
momento de la ovulacion e inicio de la fase folicular. La similar expresion de REa
hallada en los epitelios y el tejido compacto entre el dia 7 de la ovulacion e inicio de
la fase folicular en el presente estudio, sugieren que los niveles de progesterona
plasmaticos de la fase luteal previa al momento de detectado el estro (ciclo estral
anterior) mantuvo el efecto inhibitorio sobre REa hasta el momento en que se
detectd el estro en el segundo ciclo estral. En su conjunto los resultados reportados
y junto con los hallados en el presente estudio indican que los epitelios y el tejido
conjuntivo responden de manera diferentes a los mismos niveles hormonales.

En estudios previos, en las mismas yeguas, fue determinada la presencia y
distribucion de RP endometriales (Tesis de Grado. Dra. Manuela Cilintano, 2012).
Similarmente a los presentes resultados para REaq, el porcentaje total de
inmunomarcado a RP no fue afectado por el momento del ciclo, pero si hubo efecto
de momento del ciclo y localizacion tisular sobre la intensidad de inmunomarcado a
RP. Interesantemente, en este disefo, fueron halladas altas y positivas correlaciones
entre REa, RP y la proliferaciéon celular (medida a través del inmunomarcado a
PCNA), sugiriendo que en las yeguas resistentes a endometritis ciclando, la
proliferacion y remodelacién del tejido endometrial podria ser mediada a través de
ambos receptores (Acufia et al., 2012). En apoyo a esto, los estrogenos estimulan la
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proliferacion de los epitelios uterinos, mientras que la progesterona inhibe dicha
proliferacion y estimula la diferenciacion celular (Cunha et al., 2004). En yeguas
ciclando la cuantificacion de la proliferacion celular por inmunomarcado de la
proteina Ki-67 estimada en el endometrio fue mas intensa al momento del estro,
posiblemente por la influencia de los estrogenos secretado por los foliculos ovaricos
(Gerstenberg et al., 1999). En nuestro estudio, el mayor inmunomarcado a REa
encontrado en las localizaciones mas profundas del endometrio podria relacionarse
con estimulo de la proliferacién celular.

Los cambios ciclicos en la inmunotincion endometrial a REa, en las diferentes
localizaciones tisulares, hallados en el presente estudio, podrian estar relacionados
a la funcion tisular especifica dentro del endometrio y/o a posibles mecanismos de
regulacion paracrina para REa. En utero de ratonas con tejido recombinante para
REa (knock-out a REa y positivas a REa), fue demostrado que el epitelio knock-out a
REaq, present6 actividad mitética cuando fue recombinado con estroma positivo a
REaq, asociados a tratamientos con estrégenos. Sin embargo, cuando el estroma fue
knock-out a REa y el epitelio fue positivo a REaq, el tratamiento con estrégenos, no
provoco actividad mitética en el epitelio (Cooke et I., 1997). El estroma es suficiente
y necesario para la mitogénesis y la secrecion epitelial estimulada por estrégenos,
probablemente esto ocurra a través de factores de crecimiento paracrinos (Cooke et
al., 1998). Aun mas, se ha sugerido que la progesterona tendria rol antimitético
contrarrestando, las senales mediadas por REa directamente en las células del
estroma y/o indirectamente actuando sobre el epitelio a través de mecanismos
paracrinos (Kurita et al., 1998; Cooke et al., 1998). La importancia de las relaciones
entre el tejido epitelial y conjuntivo reafirma la necesidad de caracterizar la
distribucion de los RE en el tejido endometrial. En tal sentido, en yeguas con
endometriosis, no fue encontrada expresién de RE en las glandulas rodeadas de
tejido fibrotico, sugiriendo que la ausencia de RE puede ser debida a fallas en la
regulacion paracrina que ejerce el estroma sobre las células del tejido epitelial
(Hoffman et al., 2009).

En suma, el estatus enddécrino del endometrio depende de un exquisito mecanismo
regulado por hormonas reproductivas, sus receptores, ceélulas y mediadores
especificos. El estudio de la sensibilidad endometrial a hormonas esteroides en
yeguas con resistencia comprobada a la endometritis post coital podria aportar
patrones de referencia para el estudio de la endometritis (Aupperle et al., 2000; Hart
et al., 2005; Schaffler, 2007)

9.2 DISTRIBUCION ENDOMETRIAL PMN, L&M

En el presente estudio, fue analizada la distribucién de células inmunes positivas y
negativas a REa. El inmunomarcado a REa hallado en mononucleares y
polimorfonucleares, establece un claro vinculo entre el sistema inmune y endocrino.
Similares hallazgos han sido reportados en diferentes tipos de células del sistema
inmune tanto innato como adaptativo en humanos y en ratones, en diferentes tejidos
y con distintas funciones (Pierdominici et al., 2010; Stygar et al., 2001; Stygar et al.,
2007).
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La cantidad total de células inmunes fue menor al dia 7 de la ovulaciéon que al inicio
de la fase folicular y a las 24 horas post ovulacion, sugiriendo que los mayores
niveles de progesterona plasmatica hallados al dia 7 de la ovulacién disminuyeron
las poblaciones leucocitarias. Similares efectos inhibitorios de la progesterona sobre
el sistema inmune ha sido descrito en utero de ratona (Tibbets et al., 1997), de
mujeres (Wira et al., 2010) y de ovejas (Intan-Shameha et al., 2011). Sin embargo,
en endometrio de yeguas sanas fueron reportadas similares cantidades de linfocitos
B, CD4" y CD8" en estro y diestro (Watson & Thomson, 1996). Estas discrepancias,
en relacion a lo reportado en equinos podrian deberse a que nosotros evaluamos las
células inmunes de acuerdo a su morfologia, en cambio Watson & Thomson,
utilizaron marcadores especificos de tipo celular.

Fue hallado efecto de tipo celular sobre el conteo de células inmunes, siendo la
cantidad total de polimorfonucleares superior a la de mononucleares. Estos
hallazgos estan en acuerdo con lo reportado en yeguas fértiles, donde se evaluo la
respuesta inmune frente al inoculado intrauterino de semen inactivado y fue
encontrada mayor cantidad de polimorfonucleares en relacion a mononucleares
(Nash et al., 2010). La presencia de mayor numero de polimorfonucleares en los
tejidos en respuesta al estimulo inmunolégico ha sido reportada, sin embargo dicha
presencia es breve en el tiempo cuando se la compara con la presencia mas
prolongada de los macrofagos (MacKay et al., 2000). En el presente estudio, no
hubo desafio inmunolégico y ademas el mayor numero de polimorfos en relacion a
mononucleares no se mantuvo hasta el dia 7 de la ovulacion ya que las cantidades
de ambos tipos celulares en las localizaciones tisulares evaluadas fue similar (datos
no mostrados). EI mayor numero de células inmunes halladas al inicio de la fase
folicular y a las 24 h post ovulacion, podria estar vinculado a la influencia de los
estrogenos sobre la permeabilidad capilar y mayor irrigacién del endometrio. Tales
efectos estrogénicos contribuirian a la mayor extravasacién de dichas células a los
tejidos, tal como ha sido demostrado en cerdas (Dickson et al., 1969; Keys & King,
1988) y sugerido en ovejas (Inthan-Shameha et al., 2010).

En el presente estudio, fue hallada mayor cantidad de células inmunes en el estrato
compacto, intermedio en estrato esponjoso y menor en epitelio luminal en los tres
dias estudiados. Similares resultados fueron reportados en yeguas sanas sobre la
cantidad de linfocitos, sin embargo estos autores reportaron que la presencia de
linfocitos en los epitelios fue infrecuente (Watson & Thomson, 1996).
Contrariamente, en un estudio posterior en yeguas sanas, fue hallada mayor
cantidad de macréfagos en estrato esponjoso que en estrato compacto (Summerfield
& Watson, 1998). Nuevamente, las diferencias entre nuestros resultados y lo
reportado podrian deberse a la metodologia utilizada, asi como a los dias de
muestreo.

En el presente estudio fue hallada mayor cantidad de células inmunes negativas en
relacion a las positivas a REaq, lo cual explicaria los similares perfiles entre el total de
células inmunes (positivas y negativas a REa) y el total de células inmunes
negativas a REa. Aun asi, sobre el total contabilizado en el endometrio, fue hallada
mayor cantidad de células inmunes positivas a REa al inicio de la fase folicular y a
las 24 horas post ovulacién en relacion al dia 7 de la misma, sugiriendo que la
expresion de REa en mononucleares y polimorfonucleares es estimulada por los
estrogenos de la fase folicular e inhibida por los mayores niveles de progesterona de

34



la fase luteal, tal como se encontré en células propias del endometrio (epitelio y
estroma). Similares influencias de estrogenos y progesterona sobre la presencia de
RE y RP en células del sistema inmune del endometrio ha sido demostrada en
roedores y humanos (Stygar, et al., 2007; Cunningham & Gilkeson, 2011). Sin
embargo, previamente, con las mismas yeguas de este estudio, no fueron
encontradas variaciones ciclicas en la cantidad y distribucion endometrial de
mononucleares y polimorfonucleares positivos a RP (Tesis de Grado Dra. Manuela
Cilintano, 2012), lo cual sugiere una sensibilidad diferencial a las hormonas
esteroides (en términos de RE y RP) en células del sistema inmune.

Fueron halladas diferencias en los perfiles de distribucion endometrial en las células
inmunes positivas o negativas a REa. La cantidad de mononucleares positivos a
REa tendié a ser mayor en estrato esponjoso que en las demas localizaciones,
mientras que la cantidad de polimorfonucleares positivos a REa fue similar en las
diferentes localizaciones. Estos perfiles contrastan con la mayor cantidad de
mononucleares (positivos y negativos a REa) hallados al inicio de la fase folicular y
24 horas post ovulacion en el estrato compacto en relacion a las otras localizaciones
evaluadas. Las diferencias halladas en la distribucion endometrial entre
mononucleares positivos y negativos a REaq, sugieren diferencias de tipo tisular y
celular especificas en la regulacion que ejercen los estrogenos foliculares sobre los
tejidos y las células blanco de su accién. Nosotros no tenemos una explicacién a
tales hallazgos, sin embargo varios factores deben ser tenidos en cuenta, tales como
efectos paracrinos, tipos celulares (linfocitos B, CD4* o CD8"), irrigacion y
extravasacion tisular de células inmunes a los tejidos. Ademas la regulacién de la
expresion de REa en células inmunitarias podria ser ejercida antes que éstas
lleguen al tejido endometrial. En apoyo a esto, en ratonas ovariectomizadas, fueron
observados REa y REB en leucocitos de sangre periférica demostrando que este tipo
celular es blanco de la accién de estrogenos antes de arribar a los tejidos
reproductivos (Stygar et al., 2007).

Es escasa la informacion en relacidén a la influencia directa de los estrogenos sobre
las células inmunes a través de su receptor. Ademas en yeguas no hemos
encontrado reportes. En estudios previos realizados en el Area de Bioquimica de la
Facultad de Veterinaria de Montevideo, en conjunto con el Departamento de Clinica
de la Facultad de Veterinaria de Tandil-Argentina, fue encontrado durante la fase
folicular, que yeguas resistentes a endometritis tuvieron mayor cantidad de linfocitos
endometriales REa-positivos que yeguas susceptibles a endometritis, lo cual podria
relacionarse con la capacidad de las yeguas resistentes de resolver los procesos
inflamatorios del utero (Redolatti et al., 2010). Los estrégenos influencian la
diferenciacion, maduracién y migracién de linfocitos. En ensayos con agonistas
selectivos de RE se establecid que el REa al unirse a su ligando puede modificar la
respuesta inmune en términos de expresion de citoquinas e inmunomodulacién (Li &
McMurray, 2006). En estudios previos, ha sido sugerido que el endometrio de las
yeguas con endometritis es sensible a la inmunoregulaciéon en términos REa y RP.
En yeguas con endometritis, el tratamiento con un inmunomodulador intrauterino
aumento la cantidad de polimorfonucleares positivos a RP en relacion a las yeguas
control sin tratamiento y disminuyé la cantidad de polimorfonucleares positivos REaq,
lo cual sugiere un patron diferente de inmunoregulacién para cada receptor y por lo
tanto un rol diferencial de la misma en términos de estrégenos y progesterona
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(Fumuso et al., 2012). Como fuera mencionado en endometrio de yeguas resistentes
a endometritis, no fueron encontradas variaciones ciclicas en la cantidad vy
distribucion endometrial de mononucleares y polimorfonucleares positivos a RP
(Tesis de Grado Dra. Manuela Cilintano, 2012). Al parecer, la condicion de
resistencia y susceptibilidad a endometritis influye sobre la participacién de los
receptores en la regulacion del sistema inmune. Mas aun, podria ser que diferencias
en la inmunoregulacion mediada por receptores esté en la base molecular de la
condicion de resistencia o susceptibilidad a la endometritis post coital de las yeguas.
Mas estudios son necesarios para caracterizar la presencia y distribuciéon de
receptores a hormonas esteroides en células inmunes. Nosotros no utilizamos
anticuerpos especificos para la identificacion de PMN y L&M, sino que basamos
nuestro estudio en la identificacion morfolégica de dichos tipos celulares, lo cual
podria llevar a una menor exactitud en la identificacién de cada tipo celular. A futuro
seria interesante utilizar técnicas de doble marcado que pueden co-localizar la
presencia de un receptor en un tipo celular especifico (Stygar et al., 2001)
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10. CONCLUSIONES

En este estudio se aporté informacion en relacion a los vinculos moleculares y
celulares de la inmunologia de la reproduccién de las yeguas. Se caracterizd la
presencia y distribucion tisular de REa endometriales y en leucocitos mononucleares
y polimorfonucleares en el endometrio de yeguas resistentes a endometritis ciclando,
a través del estudio realizado por dos observadores independientes entrenados en la
visualizacion de las diferentes intensidades de los nucleos positivos a REa y en la
identificacién morfolégica de leucocitos polimorfonucleares y mononucleares.

El similar inmunomarcado a REa hallado en los epitelios al inicio de la fase folicular y
dia 7 de la ovulacion, sugiere que en esta localizacion tisular el efecto inhibitorio de
la progesterona de la fase luteal previa al momento de detectado el estro mantuvo el
efecto inhibitorio sobre REa hasta el momento en que se detectd el estro en el
segundo ciclo estral. El mayor inmunomarcado encontrado en los epitelios a las 24
horas post ovulacion en relacion al dia 7 de la misma sugiere que en el tejido
epitelial el estimulo estrogénico de la fase folicular se mantuvo incluso hasta 24
horas post ovulacion y que el mayor nivel de progesterona hallado al dia 7 de la
ovulacion tuvo un efecto inhibitorio sobre la expresion de REa. En el estrato
compacto no hubo variaciones ciclicas en el inmunomarcado a REa, mientras que
en el tejido conjuntivo interglandular el inmunomarcado a REa disminuy6 desde el
inicio de la fase folicular hacia el dia 7 de la ovulacion. Esto sugiere una expresion
diferencial de REa que podria estar asociada a la regulacién de la funcion celular por
los estrogenos.

El inmunomarcado hallado a REa en leucocitos mononucleares y polimorfonucleares
del endometrio sugiere un vinculo entre los estrégenos y el sistema inmune que
podria ser mediado por REa. El perfil de leucocitos mononucleares vy
polimorfonucleares positivos o negativos a REaq, hallados en este estudio sugiere
que la progesterona modul6 la cantidad y distribucion de células del sistema inmune
y tuvo un efecto inhibitorio sobre la expresion de REa en ellas.

Este es el primer trabajo que reporta la presencia de receptores de estrogenos en
células del sistema inmune en endometrio de yeguas sanas y resistentes a
endometritis post coital.

Este trabajo permitié conocer los perfiles fisiologicos de los REq, lo que a futuro

podria ser utilizado como patron para el estudio de la sensibilidad a estrégenos en
el endometrio de yeguas con endometritis.
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