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RESUMEN

La inseminacion artificial transcervical en la especie ovina esta limitada por la
estrechez del cérvix. En la dilatacion cervical participan enzimas que degradan
la matriz extracelular (Metaloproteinasas de la Matriz extracelular o MMPS), en
especial las MMP-2 y MMP-9. La actividad de las mismas es dependiente de
hormonas (Estrégenos, Oxitocina) y factores inflamatorios (Prostaglandinas,
Estrogenos, Radicales libres), entre otros. Experimentos previos in vivo e in vitro
mostraron evidencias de que la Carbetocina (Cb, analogo sintético de la
Oxitocina) y el Dimetilsulféxido (DMSO) podrian actuar en forma aditiva/sinérgica
sobre la actividad de la MMP-2. En esta Tesis se propone estudiar el efecto de
dosis crecientes de DMSO (0, 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 %) en presencia o no de Cb
(100 ng/ml) sobre la actividad enzimética de las formas Activada (A) y Latente
(L) de las MMP-2 y 9 en cérvix ovino, determinada mediante zimografia en
gelatina SDS-PAGE. La actividad de las formas Ay L y la relacion A/L de MMP
fueron analizadas mediante test no paramétricos. Los datos fueron analizados
mediante el test de Wilcoxon para muestras pareadas para detectar los efectos
de la zona cervical (craneal y caudal) y para el efecto de la Cb (con o sin Cb) y
mediante el Test de Friedman con un test posterior de Dunn’s para muestras
pareadas, para detectar el efecto de las diferentes dosis de DMSO utilizadas;
Para el caso de las interacciones se utilizo el programa GraphPad Prism 10. La
actividad de la forma Ay L de la MMP-9 fue escasa y esporédica, en un 19,4%
de las muestras analizadas. En cambio, la actividad de la forma L de la MMP- 2
fue afectada tanto por la zona cervical, la dosis de DMSO, la presencia de Cb y
por las interacciones entre ellos. Se destaca que la actividad de L MMP-2 fue
mayor con las dosis de DMSO de 0.5 a 2%, respecto al control no tratado y en
presencia de Cb. La actividad de la forma A fue afectada solo por el tratamiento
con DMSO, siendo mayor respecto al control no tratado a dosis de 1%. La
relacion entre las formas Ay L de la MMP-2 (Rel A/L) fue afectada por la zona
cervical y por el tratamiento con DMSO, destacandose que la Rel A/L de la MMP-
2 fue menor en el tratamiento con DMSO 1% respecto al control no tratado. En
conclusién, los resultados permiten consolidar el concepto de que la actividad de
la MMP-2 predomina respecto a la de la MMP-9 en las modificaciones de la
matriz extracelular cervical en ovejas en fase folicular y aportan evidencias para
investigar el potencial uso del DMSO y su asociacién con Cb como agente
farmacoldgico para facilitar la penetrabilidad cervical al momento de la IA en
ovinos.



SUMMARY

Transcervical artificial insemination in sheep is limited by the narrowness of the
cervix. Cervical dilation involves enzymes that degrade the extracellular matrix
(Extracellular Matrix Metalloproteinases or MMPs), especially MMP-2 and MMP-
9. Their activity is dependent on hormones (Estrogens, Oxytocin) and
inflammatory factors (Prostaglandins, Estrogens, Free Radicals), among others.
Previous in vivo and in vitro experiments showed evidence that Carbetocin (Cb,
synthetic analogue of Oxytocin) and Dimethyl Sulfoxide (DMSO) could act in an
additive/synergistic manner on the activity of MMP-2. In this thesis we propose to
study the effect of increasing doses of DMSO (0, 0.25, 0.5, 1.0 and 2.0 %) in the
presence or not of Cb (100 ng/ml) on the enzymatic activity of the Activated (A)
and Latent (L) forms of MMP-2 and 9 in sheep cervix, determined by SDS-PAGE
gelatin zymography. The activity of the A and L forms and the A/L ratio of MMP
were analyzed by nonparametric tests. The data were analyzed by the Wilcoxon
test for paired samples to detect the effects of the cervical zone (cranial and
caudal) and for the effect of Cb (with or without Cb) and by the Friedman test with
a subsequent Dunn's test for paired samples, to detect the effect of the different
doses of DMSO used; In the case of interactions, the GraphPad Prism 10
program was used. The activity of the A and L forms of MMP-9 was scarce and
sporadic, in 19.4% of the samples analyzed. On the other hand, the activity of the
L form of MMP-2 was affected by the cervical area, the DMSO dose, the presence
of Cb and by the interactions between them. It is noted that the activity of L MMP-
2 was higher with DMSO doses of 0.5 to 2%, compared to the untreated control
and in the presence of Cb. The activity of the A form was affected only by
treatment with DMSO, being higher compared to the untreated control at a dose
of 1%. The relationship between the A and L forms of MMP-2 (Rel A/L) was
affected by the cervical area and by treatment with DMSO, highlighting that the
Rel A/L of MMP-2 was lower in the treatment with 1% DMSO compared to the
untreated control. In conclusion, the results allow to consolidate the concept that
the activity of MMP-2 predominates over that of MMP-9 in the modifications of
the cervical extracellular matrix in sheep in the follicular phase and provide
evidence to investigate the potential use of DMSO and its association with Cb as
a pharmacological agent to facilitate cervical penetrability at the time of Al in
sheep.



1. INTRODUCCION

La produccién ovina es un rubro importante para nuestro pais, con un stock
actual de 5,8 millones de cabezas de ovinos (Datos preliminares DICOSE-
MGAP, 2023), distribuidas entre aproximadamente 17.000 productores
(Rocanova, 2022) que ocupan un area de 10,6 millones de hectareas (Ministerio
de Ganaderia Agriculturay Pesca [MGAP], 2011) Casi el 70% de la majada ovina
se encuentra concentrada en 7 departamentos al centro y norte del pais (Salto,
Artigas, Paysandu, Tacuarembo, Durazno, Cerro Largo y Lavalleja) segun datos
del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP, 2020) Cabe destacar
gue la poblacién ovina se mantuvo muy por encima de la poblacion bovina y llego
a mas que triplicarla al inicio de la década del 90, pero que con el devenir de los
afos la situacion cambi6 hasta llegar a los 6 millones declarados en el afio 2019
(Secretariado Uruguayo de la Lana [SUL]). Para lograr un aumento de stock en
poco tiempo y, a su vez, dirigir el potencial genético segun la demanda del
mercado, la inseminacion artificial (IA) pasa a ser una de las herramientas
reproductivas claves (Salomon & Maxwell, 2000).

La situacion a la cual nos enfrentamos con la IA en ovinos es que posee dos
grandes limitantes. Una de ellas es la baja fertilidad que presenta el semen de
carnero congelado-descongelado (Salamon y Maxwell, 2000). La otra limitante
es la propia anatomia del cérvix ovino. Este es pequefio, estrecho y posee anillos
que restringen la luz, determinando cierta complejidad en el canal cervical
(Campbell et al., 1996; Halbert et al., 1990; Kershaw et al., 2005; Moré 1984),
que constituye una barrera fisiolégica contra gérmenes patégenos que atentarian
contra la concepcién y la salud reproductiva. Asi mismo, impide el paso
transcervical de la pipeta de inseminacion, por lo cual la inseminacion
intrauterina no seria favorable para esta especie en condiciones fisioldgicas
normales (Halbert et al., 1990; Kershaw et al., 2005; Salamon & Maxwell 2000).

Se ha registrado que existe una relacidén positiva entre el sitio de deposicion del
semen en el canal cervical de la oveja y la tasa de fertilidad lograda, pudiendo
llegar a aumentos del 13% de fertilidad por cm de profundidad en la canulacion
transcervical al usar semen congelado/descongelado (Eppleston, J., Salamon,
S., Moore, N.H., & Evans, G. (1994). En otro estudio se ha reportado que durante
el estro ocurre cierto grado de dilatacion natural del cérvix, el que seria
promovido por la relacion estrogenos (E)/progesterona circulante (Halbert et al.,
1990). El momento de maxima penetracién cervical en el periodo preovulatorio
coincide con altas concentraciones de estradiol (Falchi et al., 2012), el cual
aumenta la sensibilidad del cérvix a la Oxitocina (Ox), mediante aumento de sus
receptores (Matthews & Ajad, 1994; Rodriguez-Pifién et al., 2018). A su vez, la
Ox produce la liberacion de prostaglandina E2 (PGE2) al mucus cervical en la
vaca, actuando como inductor de la dilatacién cervical (Fuchs et al., 2002). Se
ha sugerido que este entorno hormonal podria ser responsable de la relajacion
del cuello uterino mediante cambios cualitativos y cuantitativos en la composicion
de la matriz extracelular cervical, desagregando y degradando activamente el
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colageno, lo que produciria la dilatacién del cérvix (Falchi et al., 2012; Rodriguez
Pifién, 2015).

La desagregacion de las fibras de coldgeno esta vinculada a un aumento en el
contenido de hialuronato en el tejido cervical, inducido por la PGE2 en forma
autocrina/paracrina por la mucosa cervical (Kershaw et al., 2007; Rodriguez
Pifion et al., 2014). Por otro lado, este mecanismo de desagregacion de las fibras
de colageno se acompanfaria de la degradacion de las mismas, mediante un
aumento de la actividad colagenasa, en particular de las llamadas
metaloproteinasas, ubicadas en la matriz extracelular (Metaloproteinasas de la
Matriz Extracelular o MMP) (Hulboy et al., 1997). Durante la fase folicular de la
oveja, se ha reportado un aumento de la actividad cervical de la MMP-2 o
colagenasa Tipo IV, pero no de la MMP-9 (Rodriguez-Pifién et al., 2015, 2018).
En conjunto, las evidencias indican que ocurre cierto grado de dilatacion natural
del cérvix de la oveja al momento del estro seria promovido por un aumento en
la concentracion circulante de los E, que induciria la activacion del sistema
paracrino Ox/PGE2, lo cual produciria cambios cuali y cuantitativos en la
composicién del conjuntivo cervical, desagregando y degradando activamente el
colageno, lo que produciria su dilatacion. Tratamientos con Ox o0 PGE2 han sido
utilizados para dilatar el cérvix y facilitar su canulacion (King et al., 2004;
Leethongdee et al., 2010; Owiny & Fitzpatrick 1990; Sayre & Lewis, 1996 y 1997;
Stellflug et al., 2001). La Ox natural posee una vida media extremadamente corta
(15-30 minutos), como alternativa se cuenta hoy en dia con un analogo sintético,
la carbetocina (Cb) (Carbetocina Decomotén; Laboratorios Calier, Uruguay), con
una accién bioldgica que se prolonga por 12 horas (Bajcsy et al.; 2006) y que
actuaria por un periodo de tiempo compatible con el complejo mecanismo de
cascada de sefales descrito para desencadenar los procesos de remodelacion
del colageno cervical (Rodriguez-Pifidn, 2015).

Segun trabajo realizado por Rodriguez-Pifién y Garcia-Barcelo en el afio 2019,
se demostré que la Cb administrada 12 h antes del momento esperado de la IA
(54 h post eCG), aumentd aproximadamente 1 cm la penetrabilidad cervical
respecto a los animales no tratados (1.5 vs. 0.6 cm, respectivamente, P<0.05).
Este aumento de la penetrabilidad cervical estuvo asociado a la activacion de la
MMP-2 y una disminucion del colageno cervical. Ademas, mediante estudios in
vitro, la incubacién de explantes cervicales por 12 h con Cb y PGE2 produjo la
activacion de la MMP-2 y un aumento de la relacién latente/activada de la MMP-
2 dependiente de la dosis de Cb (Paiva & De Cuba, 2020).

Por otro lado, en el laboratorio de Bioguimica de Facultad de Veterinaria se
realizo un ensayo experimental In vitro (Paiva & De Cuba, 2020) donde se probo
DMSO al 2%, sobre la actividad de las formas latente y activa de la MMPs en
explantes de cérvix craneal y caudal ovino. En este ensayo se pudo apreciar que
el DMSO podia llegar a tener un efecto como inductor de la dilatacion del cérvix
en ovinos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Produccion ovina en el Uruguay

La produccion ovina es un rubro importante, aunque el stock total del ganado
ovino ha disminuido de unos 24 millones y medio de cabezas en los afios 90, a
5.851.177 millones declarados en 2023 (datos preliminares declaracion jurada
DICOSE - MGAP, 2023).
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Figura 1. Evolucion del stock ovino en Uruguay en el periodo 2012-2022 (Fuente:
DICOSE-Sistema Nacional de Identificacion Ganadera (SNIG).

2.2 Cérvix como barrera para la inseminaciéon

El cérvix de la oveja es un organo tubular y fibroso, de 5 a 10 cm de largo
dependiendo de la raza, compuesto principalmente de tejido conectivo con
predominio de colageno y musculo liso, con una capa serosa exterior y el epitelio
luminal interior (More, 1984). Su morfologia interna se caracteriza por sus seis
pliegues internos desalineados con respecto al primer pliegue. Estos parecen
conos truncados que estan directamente dirigidos hacia la vagina (Rodriguez
Gavancho et al., 2015). Hacia la luz, los pliegues de la mucosa forman 5 a 7
anillos excéntricos en forma de embudo con el vértice hacia caudal, que ocluyen
la luz del canal cervical (Halbert et al., 1990; Kershaw et al., 2005; Naqvi et al.,
2005).
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Figura 2: Clasificacion morfoldgica del cérvix de ovejas adultas segun el grado
de complejidad estructural y su relacion con la profundidad de penetracion
cervical: a) grado 1, cérvix con anillos cervicales (Ac) completos y alineados entre
si; b) grado2, cérvix con algunos anillos completos y alineados entre si (como
los de grado 1) y cérvix con anillos incompletos y desalineados; ¢) grado 3, cérvix
con mayoritariamente anillos incompletos y desalineados. Las flechas indican la
direcciéon y el maximo de profundidad cervical que se puede alcanzar de acuerdo
al grado de complejidad de la anatomia del cérvix (Kershaw et al., 2005,
modificado por Candappa & Bartlewski,2011).

En su eje longitudinal se pueden diferenciar al menos dos regiones (Halbert et
al., 1990; Kershaw et al., 2005). La region caudal, va desde el orificio cervical
externo hasta el tercer o cuarto anillo, los que estdn muy desarrollados,
constituyéndose en la principal barrera para la canulacion transcervical. La
regiobn craneal, contigua al cuerpo uterino, posee anillos mas pequefios y
definidos. Existe una gran variabilidad en la morfologia cervical entre razas,
categorias e individuos, tanto en las dimensiones del 6rgano, numero y
alineacion de los anillos, como en la disposicion de pliegues de la mucosa vaginal
gue obstruyen el orificio cervical externo (Halbert et al., 1990; Kershaw et al.,
2005; Naqvi et al., 2005).
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Cérvix craneal Cérvix caudal

Figura 3: Molde de silicona del canal cervical de la oveja adulta. Naqvi et al.,
2005.

Esta conformacién anatomica particular constituye una barrera para la
canulacion transcervical, convirtiéndose en un factor limitante para el desarrollo
de biotecnologias reproductivas como la IA (Campbell et al., 1996; Halbert et al.,
1990). En el caso de ovinos el semen se deposita a la entrada del canal cervical,
y en el mejor de los casos a 1 cm de profundidad. La tasa de paricion obtenida
después de la IA con semen congelado es baja debido a la incapacidad de los
espermatozoides para atravesar la naturaleza tortuosa del canal cervical
(Eppleston & Maxwell, 1993). La compleja anatomia del cuello uterino no facilita
el paso para un catéter de 14g de inseminacién (Nagvi et al., 2005; Rodriguez
Gavancho et al., 2015). Ademas, en la gran mayoria de las ovejas solo es posible
la IA en el orificio cervical caudal, resultando en bajos indices de concepcion
cuando se utiliza semen congelado (Salamon & Maxwell, 2000).

Se ha observado que la fertilidad aumenta proporcionalmente a la profundidad
en gue se realiza la deposicién seminal en el canal cervical (IA cervical), a razén
de un 7 a 12 % por cm (Eppleston et al., 1994) y es maxima cuando se hace
directamente en la luz uterina (IA uterina) (Sayre & Lewis,1997). El acceso al
atero en forma transcervical es la alternativa que genera mayor expectativa
(Salamon & Maxwell, 2000), para lo cual el cérvix constituye una barrera y un
problema que debe ser resuelto.

2.3 Induccion de la dilatacion cervical en ovinos

Las estrategias desarrolladas para dilatar el cérvix ovino y acceder al Gtero trans
cervicalmente incluyen la apertura fisica utilizando instrumental especial (Halbert
et al., 1990; Wulster-Radcliffe., et al 2004) y la induccién hormonal a la dilatacion
cervical (Candappa, Bartlewski, 2012; Robinson et al., 2011; Rodriguez- Pifion,
2003 y 2006). La primera ha mostrado producir efectos traumaticos negativos
sobre la fertilidad (Campbell et al., 1996; Wulster-Radcliffe et al., 2004). La
segunda esta basada en el conocimiento de la fisiologia de la dilatacién del cérvix
y se presenta como la opcion mas eficiente y menos costosa.
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El ciclo estral es el resultado de una cadena de eventos coordinados
fundamentalmente por cuatro érganos: cerebro, hipofisis, ovarios y Utero, que
establecen vias neuroendocrinas y endocrinas de comunicacion coordinando la
funcién reproductiva (Goodman, 1994). Esta regulado por la interrelacion entre
las hormonas producidas por estos o6rganos: la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) del hipotdlamo, la hormona luteinizante (LH) y la
hormona foliculo estimulante (FSH) de la hipdfisis, el estrogeno (E) y la inhibina
de los foliculos ovaricos, la progesterona (P) y la oxitocina (Ox) del cuerpo luteo
y la prostaglandina F2a (PGF2a) del utero (Goodman, 1994).

En ovinos, el ciclo estral tiene una duracién promedio de 17 dias que puede
dividirse en 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 (Goodman, 1994). En el dia del estro (dia 0) se produce el pico
preovulatorio de LH y la ovulacién ocurre aproximadamente a las 24 horas del
mismo (Scaramuzzi et al.,1993). La fase luteal se inicia con la ovulacion y es
caracterizada por el desarrollo del cuerpo lateo, el aumento paulatino de las
concentraciones circulantes de P y finaliza con la lutedlisis. (Goodman, 1994).

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 & Adams, 1979). 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 fendmenos moleculares y celulares, mayoritariamente descritos
en la mujer y en roedores (El Maradny et al., 1997; Gorodeski, 1996). La
coordinacion de estos fendmenos depende de los E y la P, actuando a través de
sus receptores especificos directamente (RE y RP, respectivamente)
(Gorodeski, 1996; Stjernholm et al., 1996) 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 et al., 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 caudal respecto a la zona craneal del cérvix (Rodriguez Pifidn, Tasende,
Puime & Garofalo, 2008).

La dilatacion cervical en la oveja al estro es favorecida por la activacion
estrogeno dependiente del sistema Ox/PGE2. La activacion del sistema
Ox/PGEZ2 induce a la relajacion del musculo liso y a la remodelacion del colageno
cervical permitiendo la apertura del canal cervical al estro (Rodriguez Pifidn,
2015).
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La degradacion de las fibras de colageno depende de la actividad de las
colagenasas, que integran la familia de las metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMPs) (Hulboy et al., 1997) compuesta por mas de 20 tipos de
isoenzimas que degradan los componentes de la matriz extracelular (MEC) y de
la membrana basal de manera zinc-dependiente. Las MMPs son sintetizadas
mayoritariamente bajo forma de pro-enzimas (forma latente, L) y luego
secretadas a la matriz extracelular donde son activadas (forma activada, A)
(Hulboy et al., 1997). El proceso de activacion ocurre mediante protedlisis
limitada llevada a cabo fundamentalmente por otras MMPs. Las MMPs pueden
ser reguladas por hormonas, citoquinas inflamatorias y factores de crecimiento y
este control puede ejercerse a nivel transcripcional (regulacion ejercida a nivel
de la expresion de la enzima) y a nivel postranscripcional (regulacion ejercida a
nivel de activacion de la enzima) (Hulboy et al., 1997; Nagase et al., 2006).

Existen interacciones bioquimicas entre los componentes estructurales de la
matriz extracelular (MEC) del tejido conectivo del cérvix ovino, de los cuales el
colageno fibrilar y los glicosaminoglicanos (GAGs) son los mas abundantes
(Myers KM, Paskaleva AP, House M, Socrate S., 2008; Word RA, Li XH, Hnat M,
Carrick K., 2007). Estos son especialmente importantes durante el proceso de
remodelacion cervical que resulta en la dilatacién cervical. La sintesis de PG E2
cervical durante el estro de la oveja sumado a la sintesis de GAG, provocaran la
desagregacion de fibras colageno produciendo la dilatacion cervical (Kershaw et
al., 2009). A su vez, las metaloproteinasas de matriz (MMP) especialmente la
MMP-2 y la MMP-9 participan en la degradacion enzimética del colageno en el
cuello uterino (Rodriguez-Pifidon et al., 2015). Estas presentan secuencias
similares a la fibronectina que facilita la unién y la escisiébn del colageno
parcialmente desnaturalizado y estan regulados por cambios hormonales. Son
producidas como proenzimas (forma latente, L) y se secretan a la MEC donde
se activaran por escision proteolitica (forma activada, A) (Huldboy et al., 1997,
Stygar et al., 2002)

Durante el ciclo natural de la oveja se encontré6 un aumento de la actividad
cervical de las formas Ay L de MMP-2 concomitantemente con una disminucion
de la concentracion del colageno y la agregacion de fibras alrededor del estro.
La MMP-2 se asoci6 con fibroblastos activos, mientras que la MMP-9 se
relaciond con células implicadas en procesos inmunes e inflamatorios
(Rodriguez-Pifion et al., 2015).

En funcion de lo anterior, la Ox y la PGE han sido utilizadas para dilatar el cérvix
y facilitar su canulacién, administradas solas (King et al., 2004; Stellflug et al.,
2001) o combinadas (De Rossi et al. 2009; Falchi et al., 2012; Leethongdee et
al., 2007). Considerando la vida media corta de la Ox (minutos), se desarrollé un
analogo sintético de larga duracion (12 horas), la Carbetocina (Cb). Presenta una
actividad de union al receptor de Ox similar al natural, pero tiene una vida media
de 4 a 10 veces mas prolongada que la Ox natural (Atke & Vilhardt, 1987). Esto
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podria asegurar un efecto oxitdcico lo suficientemente largo para desencadenar
los procesos de dilatacion cervical sin necesidad de usar dosis repetidas o altas
dosis supra fisioldgicas de Ox natural que posiblemente interfieran en la
fertilidad. Ademas, se ha reportado que la Carbetocina posee una menor
actividad uteroténica que la Ox natural (Atke & Vilhardt, 1987; Engstrom et al.,
1998), por lo que la administracién de Carbetocina podria ser una alternativa al
uso de la Ox natural en la induccion de la dilatacion cervical en ovejas.

Segun estudios realizados, mostraron que la Cb administrada 12 horas antes del
momento esperado de la IA (54 h post eCG), aumentd aproximadamente 1 cm
la penetrabilidad cervical respecto a los animales no tratados (1.5 y. 0.6 cm,
respectivamente, P<0.05) (Casuriaga, 2019). Este aumento de la penetrabilidad
cervical estuvo asociado a la activacién de la MMP-2 y una disminucion del
colageno cervical. Ademas, mediante estudios in vitro, la incubacion de
explantes cervicales por 12 h con Cb y PGE2 produjo la activacién de la MMP-2
y un aumento de la relacion activada/latente de la MMP-2 dependiente de la
dosis de Cb (Rodriguez-Pifibn & Garcia-Barcelo, 2019). En conjunto, los
resultados sugieren que la utilizacion de la Cb como inductor de la dilatacion
cervical es una alternativa a investigar.

2.4 El Dimetilsulfoxido como posible agente inductor de la dilatacion
cervical en ovinos

El dimetilsulfoxido (DMSO) es una pequefia molécula anfipatica con un grupo
sulfoxido hidrofilico y dos grupos metil hidrofébicos. Se emplea ampliamente en
biologia celular como eficaz potenciador de la penetracion, fuségeno celular y
crioprotector (Notman et al., 2006). Su naturaleza anfifilica parece ser una
importante caracteristica definitoria de su accién sobre las membranas
(Gurtovenko & Anwar, 2007).

Figura 4. Estructura quimica de un dimetilsulfoxido (DMSO). (Gurtovenko &
Anwar, 2007).
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En un estudio realizado sobre el mecanismo molecular de la interaccion del
DMSO con las membranas de fosfolipidos, realizado a escala atomica, se
observo que el DMSO exhibe tres modos de accion distintos, dependiendo de la
concentracion. A bajas concentraciones (2.5 - 7.5 mol%), el DMSO induce el
adelgazamiento de la membrana y aumenta la fluidez de los nucleos
hidrofébicos. En dosis mas altas (10 - 20 mol%), el DMSO induce a la formacion
de poros de agua transitorios en la membrana. A concentraciones aun mayores
(25 - 100 mol%), las moléculas de lipidos individuales se desbordan de la
membrana, desintegrandose la estructura de la bicapa lipidica (Gurtovenko &
Anwar, 2007). Entonces, el DMSO provoca que la membrana se vuelva mas
débil, lo que aumenta la permeabilidad.

Figura 5. Distintos modos de accion de DMSO sobre membranas de fosfolipidos.
Se presentan vistas laterales de las estructuras finales para los sistemas bicapa
que contiene 0, 5, 10 y 40% en moles de DMSO (base libre de lipidos). Los
lipidos se muestran en cian, el agua en rojo y DMSO en amarillo (Gurtovenko &
Anwar, 2007).

Las moléculas de DMSO parecen residir justo debajo de la region del grupo de
cabezay actian como espaciadores / pivotes que aumentan la separacion lipido-
lipido, permitiendo que la bicapa adopte facilmente una forma curva para
adaptarse a cualquier estrés. Este mecanismo de accion puede ser una
caracteristica general de pequefias moléculas anfipatica que incluyen alcoholes
de cadena corta. A altas concentraciones, DMSO ha sido observado para inducir
poros de agua en la membrana, que podria ser un posible mecanismo de accion
para la permeabilidad de la membrana, mejora particularmente a moléculas
hidrofilas (Notman et al., 2006).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS
3.1 HIPOTESIS
3.1.1 HIPOTESIS I

La administraciéon de DMSO a explantes de cérvix ovino, produce un aumento
de la actividad de las MMP-2 y MMP-9.

3.1.2 HIPOTESIS II:
La administracion conjunta de DMSO y Cb a explantes de cérvix ovino, produce

un aumento de la actividad de las MMP-2 y MMP-9 superior al que se obtendria
con DMSO administrado solo.

3.2 OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS
3.2.1 Objetivo general

Obtener evidencias acerca del efecto de la administracion de DMSO y/o Cb
sobre la actividad de las MMP-2 y -9, para aportar al desarrollo de la induccién
farmacoldgica de la dilatacion del cérvix ovino y facilitar la utilizacién de la IA
transcervical en la oveja.

3.2.2 Objetivos Especificos

Determinar el efecto in vitro de la incubacion por 12 h de dosis crecientes de
DMSO sobre la actividad de las formas latente y activada de MMP-2 y MMP-9,
en explantes de cérvix craneal y caudal ovino en fase folicular.

Determinar el efecto in vitro de la incubacion por 12 h de dosis crecientes de
DMSO en presencia de Cb sobre la actividad de las formas latente y activada de
MMP-2 y MMP-9, en explantes de cérvix craneal y caudal ovino en fase folicular.

4. MATERIALES Y METODOS
Obtencién del cérvix

Se obtuvieron 8 tractos reproductivos de ovejas adultas en fase folicular, con
foliculo mayor a 8 mm y con punto ovulatorio presente a la inspeccion visual,
sacrificadas en frigorifico Nirea S.A. (San Jacinto, situado en Ruta 7 km 59.500
Canelones, Uruguay).

Los cultivos de explantes se realizaron no mas de 2 horas posteriores al
sacrificio, en el laboratorio de Bioquimica, Facultad de Veterinaria.

Procesamiento de muestras e incubacién de explantes.

El tracto reproductivo fue disecado y fotografiado. Se observaron dichos tractos,
para determinar la etapa del ciclo estral en la que se encontraban las ovejas y
posteriormente se separd el cérvix del resto del Gtero y trompas uterinas. Se
disecaron los cérvix dividiéndolos en tercios y denominando cérvix craneal al
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tercio contiguo al utero y caudal al contiguo a la vagina, descartando el tercio
intermedio por ser una zona de pasaje. Los dos tercios seleccionados se
fraccionaron en 10 partes homogéneas las cuales fueron pesadas y colocadas
en pocillos de una placa de cultivo con medio MEM a 37 °C por 12 horas; a cada
oveja correspondieron 2 placas; una para cérvix craneal y otra para cérvix
caudal.

A la mitad de las muestras se les agreg6 concentraciones crecientes de DMSO
de 0, 0.25, 0.5, 1.0y 2.0 % (p/v) en medio MEM. A la otra mitad se les agrego
una dosis fija de Carbetocina (100 ng/ml), ademas de las mismas dosis de
DMSO. Luego fueron llevados a la estufa a 37°C por 12 horas. Posteriormente,
los sobrenadantes fueron extraidos y almacenados a -80°C hasta su
procesamiento.

Determinacion de actividad de las Metaloproteinasas por zimografia en
geles de poliacrilamida.

Consiste en una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
copolimerizado con gelatina, sustrato de las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9).
Luego de la electroforesis, se reconstituyen las condiciones de re-naturalizacion
y recuperacion de la actividad enzimatica y se registra la actividad enzimatica
segun el grado de degradacién de la gelatina copolimerizada. Se utilizé la
metodologia segun fue descrita en Marco et al. 2006. Alicuotas de los
homogeneizados de tejido cervical fueron diluidas en SDS-buffer (pH 7.6) e
incubadas a 37°C por 1 h antes de la electroforesis. La gelatina fue
copolimerizada en un gel de poliacrilamida al 7.5%, con una concentracion final
de 2.5mg/ml y las condiciones de corrida fueron a 100V por 2 h. Posteriormente
el gel fue lavado en Triton al 2.5% por 1 h a TA, enjuagado en agua destilada e
incubado en buffer de desarrollo (Tris, pH 7.6) por 18 h a 37°C. Luego fue
coloreado con azul de Coomassie, decolorado y secado. La degradacién de la
gelatina se manifesté como zonas claras sobre el gel azul. Para el calculo de la
masa molecular aparente de las bandas gelatinoliticas se utilizaron marcadores
estandar de peso molecular (SDS7B2, Sigma). Formas A y L de las MMP-2 y
MMP-9 recombinantes (M-9445 y M8945, Sigma) fueron corridas como controles
positivos y como control negativo se corri6 una muestra pre incubada con un
buffer conteniendo EDTA, un quelante del zinc. Los geles fueron escaneados y
la cuantificacion de las bandas se realiz6 por densitometria (Image J),
calculandose la concentracion de cada forma de cada enzima (formas Ay L de
MMP-2 y de MMP-9) en ng/mg de tejido incubado, contra una curva de
calibracion confeccionada con diluciones seriadas de las formas A y L de los
estdndares recombinantes respectivos (r=0.9858 y P<0.01 y r=0.9890 vy
P<0.032, para las formas A y L, respectivamente). Se calculé la relacién entre
las formas Ay L (Rel A/L) enzima activada y latente.

El minimo detectable de la técnica fue 0.012 ng/mg de tejido para ambas formas
Ay L. El coeficiente de variacion (CV) inter ensayo fue de 2.4, 6.0 y 10.3 para
los blancos, formas Ay L, respectivamente. El CV intraensayo de los estandars
fue de 2%.
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4.1 ANALISIS ESTADISTICOS

Se le realizé test de normalidad a todas las variables (tests de Shapiro—Wilk,
Kolmogorov—Smirnov y D’Agostino-Pearson), al dar no normales se asumié que
no tienen distribucion Gaussiana y se utilizaron test no paramétricos para su
analisis. Los datos (actividad de las formas A y L de las MMP-2 y MMP-9 en
ng/mg de tejido) fueron analizadas mediante el test de Wilcoxson para muestras
pareadas para detectar los efectos de la zona cervical (craneal y caudal) y para
el efecto de la Cb (con o sin Cb) y mediante el Test de Friedman con un test
posterior de Dunn’s para muestras pareadas, para detectar el efecto de las
diferentes dosis de DMSO utilizadas (0, 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 %).

Los valores se expresan como la mediana, y los percentiles 25% (C1) y 75%
(C3) y se presentan como graficos “box and whisker plots” donde el 50% de los
datos estan dentro de la caja y la mediana esta marcada con una linea horizontal
y las barras representan los percentiles 25% (C1) y 75% (C3). La significacion
se fij6 en P<0.05, tomandose 0.05<P<0.1 como una tendencia.

5. RESULTADOS

La actividad de las formas A y L de la MMP-9 fue escasa y esporadica,
manifestandose como bandas tenues unicamente en el 19.4 % de las muestras
corridas (31 de 160), sin un patron detectable (Figura 6). Por lo tanto, la actividad
de las formas A y L de la MMP-9 no fueron cuantificadas ni analizadas
estadisticamente.

92 kDa
86 kDa

72 kDa L PUTTIRO TR L
62 kDa ot g . Nl

Figura 6. Zimografia de SDS PAGE co-polimerizado con gelatina, para la
deteccion de la actividad MMP-2 y MMP-9 en cérvix ovino. Lineas 1 a 6:
sobrenadantes obtenidos de explantes cervicales incubados por 12 h. En la linea
2 se puede observar una banda que migré a 86 kDa y que se corresponde a la
forma activada (A) de la MMP-9 y por encima, mas tenue, su forma latente (L)
de 92 kDa. En todas las lineas se evidencia bandas de actividad de las formas
Ay L dela MMP-2 de 72y 62 kDa, respectivamente.
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La actividad de la forma L de la MMP-2 (ng/mg de tejido) fue afectada por la zona
cervical (P<0.05). El cérvix craneal tuvo mayor actividad de L MMP-2 que el
cérvix caudal (Figura 7).

La actividad de la forma L de la MMP-2 también fue afectada por el tratamiento
con DMSO (P<0.005). Las dosis 0.5, 1 y 2% mostraron mayor actividad de L
MMP-2 que el control no tratado (Figura 8).

Actividad de la L MMP-2
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Figura 7. Actividad de la forma Latente (L) de la MMP-2 (ng/mg tejido), en el
sobrenadante de explantes de cérvix craneal y caudal de ovejas en fase folicular
(n=8). ElI 50% de los datos estan dentro del rectangulo, la linea horizontal indica
el valor de la mediana, la barra inferior representa el percentil 25% (C1) y la barra
superior el percentil 75% (C3). Diferentes letras indican diferencias significativas
con una P<0.05.
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Figura 8: Actividad de la forma Latente (L) de la MMP-2 (ng/mg tejido) en el
sobrenadante de explantes de cérvix de ovejas en fase folicular (n=8) incubados
por 12 h en medio MEM con DMSO en concentraciones crecientes (0, 0.25, 0.5,
1y 2%). El 50% de los datos estan dentro del rectangulo, la linea horizontal
indica el valor de la mediana, la barra inferior representa el percentil 25% (C1) y
la barra superior el percentil 75% (C3). Diferentes letras indican diferencias
significativas con una P<0.005.

La actividad de la forma L de la MMP-2 también fue afectada por la interaccién
entre el tratamiento con DMSO y la zona cervical (P<0.0005). La mayor actividad
de la L MMP-2 en el cérvix craneal respecto al caudal, solo se manifestd en el
tratamiento con DMSO 0.5% (Figura 9).
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Figura 9: Actividad de la forma Latente (L) de la MMP-2 (ng/mg tejido) en el
sobrenadante de explantes de cérvix craneal y caudal de ovejas en fase folicular
(n=8) incubados por 12 h en medio MEM con DMSO en concentraciones
crecientes (0, 0.25, 0.5, 1y 2%). El 50% de los datos estan dentro del rectangulo,
la linea horizontal indica el valor de la mediana, la barra inferior representa el
percentil 25% (C1) y la barra superior el percentil 75% (C3). Diferentes letras
indican diferencias significativas con una P<0.0005.

La actividad de la forma L de la MMP-2 también fue afectada por el tratamiento
con Cb (P<0.005). Los explantes tratados con Cb mostraron mayor actividad de
la L MMP-2 que los no tratados (Figura 10).

La actividad de la forma L de la MMP-2 también fue afectada por la interaccién
entre el tratamiento con Cb y la zona cervical (P<0.001). El cérvix craneal tuvo
mayor actividad de la L MMP-2 respecto al cérvix caudal solo en presencia de
Cb (Figura 11).
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Figura 10: Actividad de la forma Latente (L) de la MMP-2 (ng/mg tejido) en el
sobrenadante de explantes de cérvix de ovejas en fase folicular (n=8) incubados
por 12 h en medio MEM en presencia o no de Cb (100 ng/mL). El 50% de los
datos estan dentro del rectdngulo, la linea horizontal indica el valor de la
mediana, la barra inferior representa el percentil 25% (C1) y la barra superior el
percentil 75% (C3). Diferentes letras indican diferencias significativas con una
P<0.005.
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Figura 11: Actividad de la forma Latente (L) de la MMP-2 (ng/mg tejido) en el
sobrenadante de explantes de cérvix craneal y caudal de ovejas en fase folicular
(n=8) incubados por 12 h en medio MEM en presencia o no de Cb (100 ng/mL).
El 50% de los datos estan dentro del rectangulo, la linea horizontal indica el valor
de la mediana, la barra inferior representa el percentil 25% (C1) y la barra
superior el percentil 75% (C3). Diferentes letras indican diferencias significativas
con una P<0.01.
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La actividad de la forma L de la MMP-2 también fue afectada por la interaccion
entre el tratamiento con DMSO vy el tratamiento con Cb (P<0.03). Sin embargo,
las diferencias se establecen entre series con mas de un efecto fijo distinto
(DMSO 0% vs. Cb+DMSO 1% o Cb+DMSO 2% y DMSO 0.25% vs. Cb+DMSO
1% o Cb+DMSO 2%, por lo que no es posible asignarles una interpretacion.
(Figura 12).
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Figura 12: Actividad de la forma Latente (L) de la MMP-2 (ng/mg tejido) en el
sobrenadante de explantes de cérvix craneal y caudal de ovejas en fase folicular
(n=8) incubados por 12 h en medio MEM con DMSO en concentraciones
crecientes (0, 0.25, 0.5, 1 y 2%) en presencia o no de Cb (100 ng/mL). El 50%
de los datos estan dentro del rectangulo, la linea horizontal indica el valor de la
mediana, la barra inferior representa el percentil 25% (C1) y la barra superior el
percentil 75% (C3). Diferentes letras indican diferencias significativas con una
P<0.05.

La actividad de la forma A de la MMP-2 (mediana (C1, C3) en ng/mg de tejido)
no fue afectada por la zona cervical, ni por el tratamiento con DMSO, siendo 1.62
(0.40, 2.32), y 1.48 (0.68, 2.45) en cérvix craneal y caudal y 1.65 (0.35, 2.31) y
1.24 (0.60, 2.17) en ausencia o presencia de Cb, respectivamente (P>0.05).

La actividad de la forma A de la MMP-2 fue mayor en el tratamiento con DMSO
1% respecto al control no tratado, siendo 1.33 (045, 2.20) y 2.0 (0.60, 2.63)
(P<0.03).

La relacion entre las formas Ay L de la MMP-2 (Rel A/L) fue afectada por la zona
cervical (P<0.002). El cérvix craneal tuvo menor Rel A/L que el cérvix caudal
(Figura 13).
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Relacion A/L de la A MMP-2
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Figura 13: Relacion entre la actividad de las formas activada (A) y latente (L) de
la MMP-2, en el sobrenadante de explantes de cérvix craneal y caudal de ovejas
en fase folicular (n=8). EI 50% de los datos estan dentro del rectangulo, la linea
horizontal indica el valor de la mediana, la barra inferior representa el percentil
25% (C1) y la barra superior el percentil 75% (C3). Diferentes letras indican
diferencias significativas con una P<0.05.

La Rel A/L de la MMP-2 (mediana (C1, C3), fue menor en el tratamiento con
DMSO 1% respecto al control no tratado, siendo 0.39 (0.20, 4.64) y 1.50 (0.44,
5.64) (P<0.05).

La relacion entre las formas Ay L de la MMP-2 (Rel A/L) no fue afectada por el
tratamiento con Cb, siendo 1.57 (0.26, 6.99) y 1.03 (0.22, 5.71) en ausencia o
presencia de Cb, respectivamente (P>0.05).

6. DISCUSION

En esta Tesis se confirma el predominio de la MMP-2 sobre la MMP-9, en la
participacion en los procesos de remodelacion cervical de la oveja. Ademas, se
reportan evidencias de que el DMSO es capaz de aumentar la actividad de la
MMP-2, haciéndolo con mayor intensidad en presencia de Cb.

En el 80,6% de las muestras analizadas no hubo evidencia de actividad de la
MMP-9 y en el restante 19,4%, las bandas fueron tenues y sin un patron
identificable por oveja, zona cervical o tratamiento. Esos resultados estan en
acuerdo con estudios anteriores in vivo en cérvix de ovejas durante el ciclo estral,
durante el ciclo estral inducido en el anestro estacional y durante el desarrollo
prepuberal (Rodriguez-Pifion et al., 2015, 2018 y 2019), donde la actividad de la
MMP-9 también fue escasa y ocasional. Estos resultados reafirman el concepto
de que la actividad gelatinasa en el cérvix de la oveja no prefiada es ejercida
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predominantemente por MMP-2. Adicionalmente, mediante inmunohistoquimica
en cortes de cérvix de oveja (Rodriguez-Pifion et al., 2015) y humano (Stygar et
al., 2002), la MMP-9 fue localizada en células de respuesta inmuno/inflamatoria,
en cambio la MMP-2 se detect0 asociada a los fibroblastos activos. La escasa
actividad de la MMP-9 y su asociacion con procesos de tipo inmune o
inflamatorios, sugiere que este tipo de procesos no son predominantes en las
modificaciones de la matriz extracelular cervical en ovejas vacias (Rodriguez-
Pifion 2015), como si fue reportado en mujeres (Bakker et al., 2017; Sahlin et al.,
2008) y vacas (Van Engelen et al., 2008) gestantes a término. Asi mismo, de
nuestro experimento tampoco surgen evidencias de que los tratamientos con Cb
y/lo DMSO hayan afectado la actividad de la MMP-9, coincidiendo con la escasa
actividad de la MMP-9 reportada en explantes de cérvix de ovejas en anestro
incubados con Cb, Furoxano o DMSO (Paiva & De Cuba 2020). Si bien en
nuestro modelo in vitro, era esperable una escasa actividad de la MMP-9, dado
gue el desencadenamiento de procesos inflamatorios infiltrantes en explantes
estaria detenido, los tratamientos con Cb y/o PGE2 tampoco afectaron la
actividad de la MMP-9 en experimentos in vivo (Casuriaga, 2019).

En nuestro experimento, el cérvix craneal tuvo mayor actividad de L MMP-2 que
el cérvix caudal, acompafiado de una menor relacién A/L, sin diferencias en la
actividad de la A MMP-2 entre zonas cervicales. Cuando los explantes cervicales
fueron tratados con DMSO 0.5% o con Cb, la actividad de la forma L de la MMP-
2 también fue mayor en el cérvix craneal respecto al caudal. Esto coincide con
la mayor actividad de la L MMP-2 en el cérvix craneal respecto al caudal en
experimentos in vivo con ovejas en anestro estacional (Rodriguez-Pifidn et al.,
2018). Sin embargo, no hubo diferencias entre zonas cervicales en la actividad
de las formas A y L MMP-2 en experimentos in vivo, con ovejas ciclando o
comenzando a ciclar (Rodriguez-Pifién et al., 2015 y 2019) y tampoco en
experimentos in vitro, con explantes de cérvix de ovejas en anestro (Paiva & De
Cuba, 2020). En conjunto, los resultados parecen estar indicando que el cérvix
craneal tendria un mayor potencial gelatinolitico latente que el cérvix caudal. Sin
embargo, el hecho de que tanto la actividad de la forma L MMP-2, como la de la
A MMP-2, fueron menores en el cérvix craneal respecto al caudal en
experimentos in vivo con ovejas durante la ovulacién inducida, (Casuriaga,
2019), no permite ser concluyentes al respecto.

El tratamiento con DMSO a dosis de 0.5, 1y 2% aumento la actividad de la forma
L de la MMP-2 respecto al control no tratado. Si bien la actividad de la forma A
MMP-2 también aument6 con la dosis de 1% de DMSO, éste aumento fue de
menor intensidad que el registrado en la forma L MMP-2, dado que la relacion
A/L disminuyd con la misma dosis de DMSO. Esto sugiere que el efecto del
DMSO sobre la actividad de la MMP-2 se ejerceria fundamentalmente sobre la
forma L MMP-2. En forma similar, el cultivo con DMSO 2% de explantes de cérvix
de ovejas en anestro también disminuyo la relacion A/L de MMP-2, a la vez que
aumento la actividad de ambas formas L y A MMP-2 (Paiva & De Cuba, 2020).
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No hemos encontrado otros reportes del efecto del DMSO sobre la actividad de
estas enzimas en el cérvix ovino, ni en cérvix de otras especies, ni en otros
tejidos. EI mecanismo de accion del DMSO sobre las membranas celulares
descrito a escala atémica incluye la interaccion del DMSO con la cabeza
hidrofilica de los fosfolipidos, produciendo la separacion entre ellos v,
dependiendo de la dosis, desde un adelgazamiento y aumento de la fluidez,
hasta la formacion de poros transitorios e incluso permanentes a altas
concentraciones, que aumentan progresivamente la permeabilidad celular
(Gurtovenko & Anwar, 2007; Notman et al., 2006). En base a esto, podemos
especular que un aumento en la permeabilidad celular inducido por el DMSO a
concentraciones entre el 0.5 y el 2%, permitiria el pasaje de la proenzima
intracelular de la MMP-2 (la forma L MMP-2) hacia el espacio intercelular y de
ahi al sobrenadante, donde ocurririan las reacciones de activacion de la enzima
a su forma A MMP-2.

En nuestro experimento, el tratamiento in vitro con Cb (100 ng/mL) aumentoé la
actividad de la forma L de la MMP-2 respecto a los no tratados con Cb, sin afectar
la actividad de la forma A MMP-2 ni la relacion A/L de MMP-2. En el mismo
sentido, pero en explantes de cérvix de ovejas en anestro, la misma dosis de Cb
desplazé la relacion A/L hacia la forma latente, dado que disminuyé la relacion
A/L de MMP-2 sin afectar las formas L y A MMP-2 (Paiva & De Cuba, 2020).
Ambos experimentos parecen indicar que la Cb induciria un aumento de la
actividad de la L MMP-2 en el sobrenadante de cultivo. Contrariamente, en el
modelo in vivo utilizando cérvix obtenidos de ovejas en fase folicular y tratadas
por 12 h con Cb im (1ug/Kg), la relacién A/L de MMP-2 aumentd, sin modificar la
actividad de las formas L y A de MMP-2 (Casuriaga, 2019). En este ultimo
trabajo, el tratamiento con Cb también disminuy6 el contenido de colageno
cervical, a la vez que aument6 la penetrabilidad cervical respecto a los controles
no tratados, por lo que la autora plantea que una activacién de L MMP-2 a A
MMP2, dependiente de oxitocina seria un mecanismo probable por el cual la Cb
induciria la degradacién del colageno y el aumento de la penetrabilidad cervical.
Esta discrepancia entre el modelo in vitro y el modelo in vivo podria deberse a
que el modelo in vitro de explante cervical podria ser disruptor de los procesos
de activacion de la MMP-2, que si podrian darse en el tejido cervical integro (in
vivo). Sin embargo, la incubacién con Cb también aumento la actividad de la
forma A respecto a la L MMP-2 en experimento in vitro con explantes de cérvix
obtenidos de ovejas al momento de la IA a tiempo fijo (Rodriguez-Pifidn &
Garcia-Barcelo, 2019). En este ultimo experimento, asi como en el experimento
in vivo de Casuriaga (2019), los cérvix fueron obtenidos al momento de la IA a
tiempo fijo, monitorizada por ultrasonografia ovarica, de ovejas con ovulacion
sincronizada. Por el contrario, en nuestro experimento y en el experimento de
Paiva & De Cuba (2020), los cérvix fueron obtenidos de ovejas sacrificadas en
frigorifico que tenian un foliculo grande con punto ovulatorio visible.
Considerando lo anterior, podria plantearse que la precision del momento
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periovulatorio en el cual se obtienen las muestras podria ser determinante para
detectar o no un aumento en la activacion de la MMP-2. Efectivamente, cabe
esperar que las muestras obtenidas de ovejas con ovulacién sincronizada y al
momento de la IA a tiempo fijo, estuviesen en una fase folicular mas tardia,
expuestas por mas tiempo a los altos niveles de estrégenos foliculares y que a
la vez sean menos dispersas, respecto a las obtenidas de ovejas de frigorifico
tras la observacion visual de foliculos grandes con punto ovulatorio. Esta
exposicidbn mayor a niveles de estrogenos foliculares puede ser importante para
lograr una buena capacidad de respuesta del cérvix a la oxitocina, en términos
de aumento del Receptor de Oxitocina (Rodriguez et al., 2014). Reafirma lo
anterior, el hecho de que no se hubiera obtenido evidencias de que la Cb
aumente la actividad de la forma A MMP-2 en experimentos in vitro con explantes
obtenidos de ovejas en anestro, donde la exposicion a estrégenos foliculares no
existio (Paiva & De Cuba,2020).

Interesantemente, en nuestro experimento, la actividad de la forma L de la MMP-
2 fue afectada globalmente por la interaccién entre el tratamiento con DMSO y
el tratamiento con Cb. Si bien las diferencias en actividad de L MMP-2 parecen
ser a favor del tratamiento combinado respecto al tratamiento solo con DMSO,
las diferencias estadisticas se establecen solo entre series que no se pueden
comparar entre si, por lo que es dificil de interpretar el significado. Similarmente,
en el mismo modelo de explantes de cérvix de ovejas en anestro, el tratamiento
combinado con Cb y DMSO (100 ng/mL y 2%, respectivamente), produjo un
aumento de la actividad de ambas formas (L y A MMP-2) por encima de sus
respectivos controles tratados solo con DMSO o Cb (Paiva & De Cuba, 2020).
Ambos experimentos in vitro muestran que, en explantes de cérvix de ovejas,
habria un efecto positivo de la Cb sobre la actividad de la MMP-2, que se
manifestaria en presencia de DMSO. Ademas, el efecto positivo de la Cb en
presencia de DMSO sobre la actividad de la MMP-2, se ejerceria en igual
proporcién sobre ambas formas A y L, dado que el tratamiento combinado no
afect6 la relacion A/L de MMP-2 en nuestro experimento, ni en el experimento
de Paiva & De Cuba (2020). Estos datos sugieren que la Cb estaria estimulando
la actividad de la MMP-2 por un mecanismo distinto y complementario al del
DMSO. Se puede especular que el DMSO facilitaria la salida de la L MMP-2
hacia el espacio intercelular y de ahi al sobrenadante y que la fuga de la L MMP-
2 de la célula al exterior, estaria acompafada de la activacibon a A MMP-2
inducida por Cb.
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7. CONCLUSIONES

7.1 La escasa actividad de la MMP-9 registrada sugiere que esta enzima no es
predominante en las modificaciones de la matriz extracelular cervical en ovejas
vacias.

7.2 El tratamiento con DMSO a dosis de 0.5, 1y 2% y el tratamiento con Cb a
100 ng/mL, aumentaron la actividad de la forma L de la MMP-2 respecto a sus
controles no tratados.

7.3 La actividad de la forma L de la MMP-2 fue afectada globalmente por la
interaccion entre el tratamiento con DMSO vy el tratamiento con Cb, a favor del
tratamiento combinado y sin afectar la relacion A/L.

7.4 Las evidencias experimentales reportadas permiten especular que la Ch
estaria estimulando la actividad de la MMP-2 por un mecanismo distinto y
complementario al del DMSO: un aumento en la permeabilidad celular inducido
por el DMSO a concentraciones entre el 0.5 y el 2%, permitiria el pasaje de la
proenzima intracelular de la MMP-2 (la forma L MMP-2) hacia el espacio
intercelular y de ahi al sobrenadante, donde ocurririan las reacciones de
activacion de la enzima a su forma A MMP-2, dependientes de OXx.
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