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Figura 1. Imagen histologica del endometrio de yegua adulta con Hematoxilina-Eosina. Se
observa el epitelio de revestimiento (flecha negra), estroma endometrial (asterisco) y
glandulas endometriales (flecha blanca). Se observan los ntcleos de las células epiteliales y
conjuntivas de color azul en los ntcleos heterocromaticos (basofilia intensa). El estroma
conjuntivo se observa eosinofilo por la presencia de fibras de colageno de tejido conjuntivo
Imagen de la autora. Magnificacion final 100 aumentos. Barra de escala 100 micrometros.

Figura 2. Esquema ilustrativo de etapas reproductivas estro, diestro y anestro definidas por
ultrasonografia y palpacion rectal. Momento de extraccion de biopsias endometriales.

Figura 3. Esquema ilustrativo del disefio experimental 2. Grupo control: con yeguas en estro,
grupo 2 horas y grupo 4 horas post inseminacion cuando se obtuvieron muestras de
endometrio.

Figura 4. Imagenes de inmunohistoquimica de la inmunoexpresion del factor de
transcripcion HSF-1 en endometrio de yeguas durante anestro (a), estro (b) diestro (c). a) En
anestro se observan glandulas endometriales pequenas con escasa inmunomarcacion de
HSF-1. b) En estro se observa estroma con edema endometrial. Se localiza la
inmunoexpresion de HSF-1 en el epitelio de revestimiento y glandulas endometriales. ¢) En
el diestro se observan las glandulas endometriales de mayor didmetro y la inmunoexpresion
de HSF-1 en el citoplasma de las células. d) Control negativo de la técnica de
inmunohistoquimica sustituyendo el anticuerpo primario con suero normal equino.
Magnificacion 200 aumentos. Barra de escala 100 micrémetros. €) Control positivo de la
técnica de inmunohistoquimica con carcinoma de glandula mamaria en perra.

Figura 5. Imdgenes a mayor aumento de la localizacion de la inmunoexpresion de HSF-1 en
el epitelio de revestimiento endometrial y en glandulas a mayor aumento en yeguas en
anestro (a), estro (b) diestro (c). a) En anestro se observa localizacion escasa a nivel nuclear
del factor HSF-1 (flecha negra). b) En estro a nivel nuclear se detecta una intensa
inmunoexpresion de HSF-1 (flecha gris). Se localiza la inmunoexpresion de HSF-1 en el
epitelio de revestimiento y glandulas endometriales. ¢) En el diestro la inmunoexpresion de
HSF-1 en el nucleo es intensa (flecha blanca gruesa) y en citoplasmas. d) Control negativo
de la técnica de inmunohistoquimica sustituyendo el anticuerpo primario con suero normal
equino. Magnificacién 400 aumentos. Barras de escala 50 micrometros.
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Figura 6. Cuantificacion de la inmunoexpresion del factor de transcripcion HSF-1 en
endometrio de yegua. Area inmunomarcada de HSF-1 (%). Los resultados se expresaron
como medias *+ e.e.m. para el anestro, el estro y el diestro, y en el epitelio de revestimiento
(barras negras), en el epitelio glandular (barra gris oscuro), y la suma de ambos epitelios de
revestimiento y glandular (gris claro). Se observa mayor inmunoexpresion de HSF-1 en etapa
de diestro en ambos epitelios. Los literales diferentes entre columnas del mismo color
indican diferencias significativas entre grupos anestro, estro y diestro (p <0,05).

Figura 7. Imagenes de inmunoexpresion de la proteina HSF-1 en el endometrio de yeguas
endometritis post inseminacidn. a) grupo control sin inseminar. b) grupo de yeguas a las 2
horas post inseminacion. ¢) control negativo de la técnica de inmunohistoquimica sustitucion
del anticuerpo primario por suero normal equino. Magnificaciéon 200 aumentos. Barra de
escala 100 micrometros.

Figura 8. Inmunoexpresion de la proteina HSF-1 en el endometrio de yeguas en estro a las 4
horas post inseminacion. a) Imagen a menor aumento de endometrio donde se observa HSF-
1 en epitelio y glandulas y estroma endometrial. Barra de escala 100 micrometros. b) Imagen
a mediano aumento de endometrio donde se observa leve marcacion de HSF-1. Barra de
escala 50 micrometros. c¢) Control negativo de la técnica de inmunohistoquimica sin
anticuerpo primario. Magnificacion 200 aumentos. Barra de escala 50 micrometros.

Figura 9. Cuantificacion del drea inmunomarcada del factor de transcripcion HSF-1 en el
endometrio de yeguas. Los datos representan el porcentaje de drea inmunomarcada (media
+ e.e.m) en grupo control yeguas en estro sin inseminar, 2 horas: grupo de yeguas a las 2
horas post inseminacion y 4 horas: grupo a las 4 horas post inseminacion artificial, en el
epitelio de revestimiento (barras negras), en el epitelio glandular (barra gris oscuro), y la
suma de ambos epitelios de revestimiento y glandular (gris claro). Se observa mayor
inmunoexpresion de HSF-1 en el grupo control en las glandulas endometriales,
disminuyendo a las 2 y a las 4 horas. Las letras diferentes entre columnas del mismo color
indican diferencias significativas entre grupos control, 2 horas y 4 horas post inseminacion
(p <0,05).

Figura 10. Imagenes de técnica de inmunohistoquimica con inmunoexpresion de la proteina
HSPI0 en el endometrio de yeguas en estro a las 2 horas post inseminacion. a) Imagen a 100
aumentos del endometrio donde se observa intensa marcacion de color marrén a nivel del
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epitelio de revestimiento y glandular. Barra de escala 100 micrometros. b) Imagen 400
aumentos se observa la localizacion citoplasmatica y nuclear de HSP90 de color marrén. La
inmunoexpresion de HSP90 en las células del epitelio de revestimiento endometrial (flecha
negra) y en las células del epitelio glandular (flecha blanca). Asimismo, los fibroblastos y
otras células como leucocitos agranulocitos, linfocitos, pertenecientes a las células del tejido
conjuntivo laxo del estroma endometrial presentaron una intensa inmunomarcacion
(circulo). Barra de escala 50 micrometros.

Figura 11. Inmunoexpresion de HSP90 en el endometrio de yeguas en estro a las 4 horas
post inseminacion. a) Endometrio de yeguas donde se observa el epitelio de revestimiento y
las glandulas de color marrén indicando la presencia de HSP90. Se observa ademas el edema
endometrial caracteristico del estro, que es mas notorio en la region mas profunda del
endometrio. Magnificacion 100 aumentos. Barra de escala 100 micrémetros. b) Se observa
la localizacién citoplasmatica en las células epiteliales glandulares (flecha blanca) y
marcacion nuclear en algunas células (flechas negras). Ademas, se observa un aumento de
la celularidad alrededor de las glandulas endometriales con fibroblastos positivos a HSP90
(flechas segmentadas). Magnificacion 400 aumentos. Barra de escala 50 micrometros.

Figura 12. Inmunoexpresion de la proteina HSP90 en el grupo control en estro sin inseminar
de yeguas adultas. a) Imagen representativa de endometrio de yegua en estro donde se
observa la inmunoexpresion en nucleos de células del epitelio de revestimiento y en células
epiteliales glandulares. b) Imagen representativa de zonas donde la HSP90 se expres6 a nivel
del citoplasma de las células. ¢) Control negativo de la técnica de inmunohistoquimica.
Magnificacion 400 aumentos. Barra de escala 50 micrometros.

Figura 13. Cuantificacion del area inmunomarcada de la proteina HSP90 en el endometrio
de yeguas. Los datos representan el porcentaje de area inmunomarcada (media + e.e.m) en
grupo control (yeguas en estro sin inseminar), grupo a las 2 horas post inseminacion (2 horas)
y grupo a las 4 horas post inseminacion (4 horas), y en el epitelio de revestimiento (barras
negras), en el epitelio glandular (barra gris oscuro), y la suma de ambos epitelios de
revestimiento y glandular (gris claro). Se observa mayor inmunoexpresion de HSP90 en el
grupo 2 horas en las glandulas endometriales y en el total del endometrio, disminuyendo a
las 4 horas y con respecto al grupo control. Las letras diferentes entre columnas del mismo
color indican diferencias significativas entre grupos control, 2 horas y 4 horas post
inseminacion (p <0,05).
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RESUMEN

La endometritis persistente post-servicio es una de las principales causas de muerte
embrionaria temprana en la yegua. Estudios previos han determinado que las proteinas de
shock térmico como la proteina de shock térmico 90 (HSP90) y el factor de shock térmico 1
(HSF-1) estan involucradas en los mecanismos reguladores de la inflamacion.
Recientemente hemos descrito cambios en la inmunoexpresion de la HSP90 en el endometrio
de yeguas, lo que sugiere un papel regulador durante el ciclo estral. Asimismo, la HSP90
esta regulada por el factor HSF-1. Sin embargo, hasta donde sabemos no se han realizado
estudios de la expresion de ambas proteinas HSP90 y HSF-1 en la endometritis fisiologica
post-inseminacion. Por lo tanto, en una primera etapa se analiz6 la inmunoexpresion de HSF-
1 en biopsias de endometrio de yeguas sanas durante el estro (n=5), el diestro (n=7) y el
anestro (n=7). En una segunda etapa se analiz6 la inmunoexpresion de las proteinas HSF-1
y HSP90 en el endometrio de yeguas a las 2 (n=8) y 4 horas (n=6) post-inseminacion, y en
estro sin inseminar (grupo control: n=16). Se determind la localizacion y se cuantificé la
inmunoexpresion, porcentaje de area inmunomarcada (%) de HSF-1 y HSP90 en el epitelio
de revestimiento y en las glandulas endometriales por inmunohistoquimica y analisis de
imagenes (FIJI). Durante el ciclo estral y el anestro el factor HSF-1 se inmunoexpresé en el
epitelio de revestimiento y en las glandulas endometriales, a nivel del citoplasma y a nivel
nuclear. La inmunoexpresion de HSF-1 fue mayor en el diestro en comparacion con el estro
y el anestro (7,9 + 0,2%, 5,1 + 0,2%, 1,9 + 0,2%; p<0,0001). La inmunoexpresion de HSF-
1 alas 2 y 4 horas post-inseminacion se localizé tanto en el nticleo como en el citoplasma
del epitelio del revestimiento endometrial y de las glandulas endometriales. La
inmunoexpresion de HSF-1 a las 2 horas post-inseminacion fue menor con respecto al grupo
control (2,34 + 0,35%, 5,13 £ 0,19%; p<0,0001). La inmunoexpresion de HSP90 fue mayor
en las glandulas endometriales a las 2 y 4 horas post-inseminacion (4,92 + 0,24%, 3,72 +
0,37%) en comparacion con el grupo control (1,62 + 0,28%; p= 0,0001). Esto indica un
aumento de HSP90 a las 2 horas post inseminacién mientras que a las 4 h post inseminacion
disminuye. La localizacion del HSF-1 en el citoplasma sugiere la accion de chaperona, y la
localizacion en el nucleo implica procesos reguladores del ADN como factor de
transcripcion. Hasta donde sabemos, esta es la primera descripcion de la localizacion celular
y tisular del HSF-1 y HSP90 en el endometrio equino normal y post-inseminacion. Los altos
niveles de inmunoexpresion del HSF-1 durante el diestro (fase lutea) son consistentes con
un papel en la preparacion del endometrio para la implantacion y el desarrollo del embrion.
Concluimos que tanto la HSP90 como HSF-1 se expresan en las primeras horas en la
endometritis post inseminacion en la yegua con un rol clave en el control de la inflamacion
para posibilitar una futura placentacion.

Palabras clave
Endometrio, yegua, proteinas de choque térmico, factor de transcripcion, endometritis
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SUMMARY

Persistent post-breeding endometritis in mares is one of the main causes of early embryonic
death. Recent studies determined that heat shock proteins such as heat shock protein 90
(HSP90) and the heat shock factor 1 (HSF-1) are involved in the inflammation regulatory
mechanisms in several tissues. We have recently described changes in the HSP90
immunoexpression in mare’s endometrium, suggesting a regulatory role in the estrous cycle.
Likewise, HSP9O is regulated by HSF-1. However, to date, the expression of HSF-1 in the
endometrium of mares has not been described. On the other hand, the expression of both
HSP90 and HSF-1 proteins in post-breeding endometritis is unknown. Therefore, in the first
place the objective was to analyze the HSF-1 expression in the endometrium of mares in
endometrial biopsies obtained from healthy mares during estrus (n=5), diestrus (n=7) and
anestrus (n=7). Secondly, the immunoexpression of HSF-1 and HSP90 proteins in
endometrial samples obtained at 2 (n=8) and 4 (n=6) hours post insemination, and in estrus
without insemination (control group: n=16). The localization of both HSF-1 and HSP90 was
analyzed by immunohistochemistry and by image analysis (FIJI), and the
immunoexpression, percentage of immunolabeled area (%) of in the lining epithelium and
in the endometrial glands were quantified. During the estrous cycle and in anestrus, the HSF-
1 factor was immunoexpressed in the lining epithelium and in the endometrial glands, at the
cytoplasm and nuclear level. HSF-1 immunoexpression was higher in diestrus compared to
estrus and anestrus (7.9 £ 0.2%, 5.1 £ 0.2%, 1.9 + 0.2%; p<0.0001). At 2 and 4 hours post-
insemination, HSF-1 immunoexpression was observed in both the nucleus and cytoplasm of
the endometrial lining epithelium, as well as within the endometrial glands. HSF-1
immunoexpression at 2 hours post insemination was lower than the control group (2.34 +
0.35% vs. 5.13 £ 0.19%; p<0.0001). HSP90 immunoexpression was higher in endometrial
glands at 2 and 4 h post insemination (4.92 + 0.24%, 3.72 + 0.37%) compared to the control
group (1.62 £ 0.28%; p =0.0001). This indicates a transient increase in HSP90 at 2 h post
insemination while it decreases at 4 h post insemination. The localization of HSF-1 in the
cytoplasm suggests the action of a chaperone in the cytoplasm and the localization in the
nucleus implies DNA regulatory processes as a transcription factor. To our knowledge, this
1s the first description of the cellular and tissue localization of HSF-1 and HSP90 in normal
equine endometrium. High HSF-1 immunoexpression during diestrus suggests its role in
preparing the endometrium for embryo implantation and development. Our findings indicate
that both HSP90 and HSF-1 are expressed in the initial hours following post-insemination
endometritis in mares, suggesting they play a crucial role in regulating inflammation to
facilitate future placentation.

Keywords

Endometrium, mare, heat shock proteins, transcription factor
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INTRODUCCION

Endometritis post inseminacion en la yegua

La endometritis post inseminacion configura un mecanismo fisiologico de reaccion del utero
para eliminar el exceso de espermatozoides y bacterias (LeBlanc, 2010). El objetivo de este
mecanismo es generar un microambiente favorable para la nidaciéon del posible embrion
(Christoffersen et al., 2017). Durante la endometritis en la yegua se produce una respuesta
inmune innata local y se activa posteriormente al reconocimiento y la sefializacion del
antigeno por parte de las células epiteliales de la mucosa en el endometrio (Nasch et al 2010;
Marth et al 2018). Dentro del proceso se produce aumento de neutréfilos y de linfocitos
(Tunoén et al., 2000). La deteccion de particulas extrafias induce la activacion del sistema
inmune innato, que es la primera linea de defensa (Nash et al., 2010). El estroma endometrial
esta constituido por tejido conjuntivo y por lo tanto, las principales funciones del sistema
inmune innato son reclutar células inmunes a los sitios de infeccion a través de la activacion
de varias citocinas, incluidas las quimiocinas, activar la cascada del complemento para
promover la eliminacién de células muertas, inducir la activacion del sistema inmune
adaptativo a través de la presentacion de antigenos, y actuar como una barrera fisica para los
organismos y particulas invasores (Marth et al., 2018).

Proteinas de shock térmico HSP90 en la regulacion del proceso inflamatorio

Las proteinas de shock térmico son importantes proteinas que son consideradas claves en la
reparacion de otras proteinas y regulan entre otros procesos los procesos inflamatorios y
estan altamente conservadas en todos los reinos (Corigliano et al., 2021). Son proteinas que
se expresan constitutivamente en las células y que frente a condiciones de estrés aumentan
para proteger a las células de lesiones y de la desnaturalizacion de proteinas inducida por
estrés, que se rectifica mediante el replegamiento y la remodelacion por medio de las HSPs
(Martine & Rébé, 2019). Una de las principales evaluadas es la HSP90 esté regulada por el
factor de transcripcion de shock térmico-1 (HSF-1). La proteina de shock térmico 90
(HSP90) es una chaperona importante que respalda la funcion de muchas proteinas cliente
proinflamatorias, y su inhibicion es analizado como un nuevo mecanismo de accion para las
enfermedades inflamatorias en la piel en humanos (Ben Abdallah et al., 2024). Las proteinas
como la HSP90 puede ser secretadas en células donde se sugiere que realizan funciones
inmunolodgicas especificas y luego de situaciones de estrés como las mediadas por especies
reactivas de oxigeno, el calor, la hipoxia, la irradiacion y las citocinas (Hoter et al., 2018).
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El factor de transcripcion HSF-1 regulador de las proteinas de shock térmico en
aparato reproductor de hembras en la mujer

En mujeres se ha analizado que el factor de shock térmico 1 (HSF-1) juega un papel central
en el plegamiento o degradacion de proteinas intracelulares. Luego de un shock térmico, se
fosforila, se trimeriza y transfiere al nicleo para unirse a los sitios de la secuencia de ADN
conocidos como elementos de shock térmico. En mujeres HSF-1 juega un papel importante
en el carcinoma endometrial y endometriosis promoviendo la supervivencia y longevidad de
las células bajo estrés, siendo esta una funcién que aprovechan las células tumorales para
prolongar la supervivencia y desarrollar un estado maligno (Engerud et al. 2014). También
el aumento de HSF-1 esta relacionado con el grado de invasion endometrial (Wang et al.,
2021). Se expresa ademas en tumores mamarios y estd implicado en las metastasis en
mujeres (Vydra et al., 2023). Es por esto que esta siendo investigado como foco en el
tratamiento terapéutico para bloquear su accidon en cancer de mama triple negativo (Viana et
al., 2024).

Al activarse el estrés celular, el HSF-1 también juega un rol importante ya que activa la
expresion de las HSP para proteger las células. Esta proteina HSF-1 es un factor de
transcripcion que puede responder a estrés celular de origen enddgeno y exdgeno induciendo
la expresion de las proteinas de shock térmico HSP, como la proteina HSP90. Estas a su vez
actuan en el reticulo endoplasmico rugoso como proteinas reparadoras y facilitan el
replegamiento de proteinas mal plegadas.

Por lo tanto, el conocer los posibles factores reguladores de los mecanismos que ocurren en
el endometrio de las yeguas con endometritis post inseminacion podra dar luz a una
problematica a nivel reproductivo en equinos que aun no se ha dilucidado.
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

1. Reproduccion en la yegua

En la produccién equina el objetivo principal es asegurar un potro sano por yegua por afio,
para que esto sea posible hay varios factores que van a incidir, como el clima, la nutricion,
condicién corporal, sanidad de los animales, y la salud del aparato reproductor. Las yeguas
son reproductoras poliéstricas estacionales de dia largo, con actividad ovarica maxima en
primavera y verano en Uruguay. El factor determinante de la actividad ovérica es la duracion
del periodo luz/dia, proceso conocido como fotoperiodo, y éste depende de la latitud
geografica (Raz and Aharonson-Raz, 2012). Ademas de fotoperiodo, factores exdgenos
como la edad, estado reproductivo, nutricion, condicidon corporal y la temperatura del medio
ambiente afectan a la actividad reproductiva estacional de la yegua (Aurich, 2011). La época
de inactividad reproductiva se denomina anestro (Davies-Morel, 2022). El anestro se observa
fisiologicamente en la mayoria de las yeguas durante el invierno, y se caracteriza por falta
de receptividad sexual de la hembra, los ovarios y el tracto reproductivo no dan sefiales de
ciclicidad (McKinnon et al., 2011). El periodo entre anestro y la etapa reproductiva se
denomina transicion y cursa con ciclos irregulares que pueden durar dias o semanas (Aurich,
2011).

Ciclo estral

El ciclo estral se define como el periodo desde una ovulacion a la siguiente y la yegua
comienza a ciclar cuando alcanza la pubertad entre los 10-24 meses de edad. El ciclo estral
tiene una duracion media de 21 dias y puede dividirse en dos fases. Una fase folicular que
incluye al periodo denominado estro, con una duracion promedio de 4-7 dias y la fase luteal
que incluye al diestro con una duracioén de 14-15 dias (Brinsko et al., 2011). El estro es el
periodo caracterizado por el deseo sexual y la aceptacion del macho por la hembra. El tracto
genital estd preparado para aceptar y transportar espermatozoides y un ovocito al sitio de
fertilizacion (Raz and Aharonson-Raz, 2012). En esta fase se produce el fenomeno de
seleccion folicular, donde de una cohorte de foliculos la mayoria de las veces solo uno pasa
a ser el dominante u ovulatorio (Ginther et al., 2008). El foliculo dominante crece entre 3 y
5 mm por dia, hasta alcanzar su tamafio preovulatorio de 40-45 mm dependiendo de la raza
del animal (Samper, 2009). La ovulacion ocurre alrededor de las 24-48 horas antes del fin
del estro y se denomina dia 0 del ciclo (McKinnon et al., 2011). Durante el periodo de diestro,
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la yegua no es receptiva al semental, y el tracto genital esta preparado para aceptar y nutrir
el concepto. En el lugar de la ovulacion, se forma el cuerpo luteo (Brinsko et al., 2011). El
cuerpo lateo madura a partir del dia 5 y secreta progesterona. Al final de este periodo el
endometrio en respuesta a que no existe un embrion en la luz uterina, secreta prostaglandina
F2a, que es luteolitica y causa la caida de los niveles de progesterona al final del ciclo
(Roberts, 1979).

El control endocrino del ciclo estral esta regulado por el eje hipotadlamo-hipofisario-ovarico.
El hipotdlamo secreta la hormona GnRH, la cual estimula a la adenohipdfisis a producir y
liberar gonadotropinas, cuyos 6rganos diana son los ovarios. Dentro de las gonadotropinas
se encuentra la hormona foliculo estimulante (FSH), responsable del comienzo de una nueva
onda folicular y del reclutamiento de foliculos. Los grandes foliculos secretan inhibina que
ejerce un feedback negativo en la produccion de FSH (Davies-Morel, 2005). La hormona
luteinizante (LH) aumenta pocos dias antes del estro y sus concentraciones crecientes
inducen la secrecion de estrégenos por el foliculo preovulatorio, éstos ejercen una
retroalimentacion positiva que desencadena la ovulacion. La LH alcanza su mayor
concentracion en plasma generalmente un dia después de producida la ovulacién y en el
diestro sus niveles descienden (Ginther et al., 2006). Luego de la ovulacion, dentro del
foliculo colapsado se forma el cuerpo luteo que secreta progesterona. La concentracion
maxima de progesterona ocurre entre los dias 5 y 10 del ciclo estral, ésta tiene un efecto
inhibitorio sobre el eje hipotdlamo - hipofisario, particularmente en la liberaciéon de LH, por
lo tanto, el estro no comienza hasta que los niveles de progesterona descienden (Palmer,
1978). En ausencia de reconocimiento materno de prefiez, el endometrio equino secreta
prostaglandina, que es luteolitica, lisa el cuerpo luteo, entonces los niveles de progesterona
caen y se desinhibe el eje hipotdlamo- hipofisario, volviéndose a liberar FSH y LH para un
nuevo ciclo (Davies-Morel, 2005).

2. Anatomia del aparato reproductor de la yegua

El aparato reproductor de la yegua se compone de dos grupos de dérganos: aquellas
estructuras que son intrinsecas a la via reproductiva: ovarios y vias tubulares femeninas
(trompa uterina, utero y cuello uterino y vagina) y aquellas estructuras que estan
fisicamente aisladas de la via reproductiva, y que desempeiian un papel en la regulacion
de los eventos de la reproduccion: glandula pineal, la retina, el hipotdlamo, glandula
hipofisis (Brinsko et al., 2011). El tero es un érgano muscular hueco que esta suspendido
dentro de la cavidad pélvica y el abdomen por los ligamentos anchos. Est4d formado por



UNIVERSIDAD
C— - DE LAREPUBLICA
oo e URUGUAY
Uruguay

dos cuernos y un cuerpo, con forma de letra T o Y cuando se observa dorsalmente en su
posicion natural en la yegua (Getty et al., 1982). La vascularizacion del utero se compone
a cada lado por tres arterias y venas que forman su camino a través del ligamento ancho.
El tutero realiza varias funciones, como transportar los espermatozoides desde el sitio de
eyaculacion hasta la trompa uterina, regula el funcionamiento del cuerpo luteo, y es el
lugar donde se lleva a cabo la implantacion del embrion, gestacion, parto e involucion
posparto (Hafez, 2000).

3. Histologia del uitero: endometrio, miometrio y perimetrio

A nivel histologico la pared uterina estd constituida por tres capas, siendo la capa mas
interna el endometrio, que es glandular y secretora. La capa media con tejido muscular
liso denominado miometrio, es responsable de la variacion en el tono muscular del ttero
de la yegua. La capa mas externa se denomina perimetrio (Brinsko et al., 2011). El
endometrio de la yegua esta compuesto de epitelio luminal (epitelio de revestimiento
endometrial), un epitelio glandular, y una ld&mina propia (tejido conjuntivo laxo) (Kenney,
1978). El epitelio endometrial de la yegua es cilindrico simple o ciibico simple en algunas
regiones, la altura y la estructura de las células epiteliales estdn relacionados con la
secrecion de hormonas ovaricas durante todo el ciclo (Eurell & Frappier 2006). Menos
de la mitad de las células epiteliales son ciliadas y las demas células son secretoras de
glucoproteinas que producen la leche uterina para el desarrollo del histotrofo durante la
implantacion y desarrollo placentario (McKinnon et al., 2011). El endometrio ademas
presenta una lamina propia que contiene tejido conjuntivo laxo mas superficial o estrato
compacto y estrato esponjoso mas profundo. El estrato compacto consta de un tejido
conjuntivo laxo, muy vascularizado, con muchos fibroblastos. Se hallan presentes en la
lamina propia muchos macrofagos y mastocitos. Desde la sangre penetran leucocitos
granulocitos y agranulocitos linfocitos B, que luego se diferencian en el conjuntivo a
plasmocitos o también llamadas células plasmaticas. El estrato esponjoso consta de tejido
conjuntivo denso y menos celular que el superficial (Eurell & Frappier 2006). También
hay capilares, arteriolas, vénulas y ocasionalmente pequeias arterias musculares
(Kenney, 1978). Se hallan presentes por todo el endometrio glandulas tubulares
ramificadas, simples y arrolladas, revestidas por epitelio cilindrico simple. La
ramificacion y enrollamiento de las glandulas son marcadas en la yegua, el aumento de
los niveles de estrogenos estimula el crecimiento y la ramificacion de las glandulas, y la
secrecion aumenta por estimulo de la progesterona (Eurell & Frappier 2006). Luego hacia
la profundidad del itero encontramos la capa muscular o denominada miometrio presenta
una gruesa capa interior circular de musculo liso y una capa externa longitudinal de
musculo liso. Entre estas dos capas se encuentra la capa vascular (McKinnon et al., 2011).
Por ultimo, la capa mas externa se denomina perimetrio esta formado por tejido conectivo
y se continua con el ligamento ancho (Getty et al., 1982) y presenta numerosas fibras
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colagenas, vasos linfaticos, vasos sanguineos y nervios que estdn presentes en esta capa
(Eurell & Frappier 20006).
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Figura 1. Imagen histologica del endometrio de yegua adulta con Hematoxilina-Eosina. Se
observa el epitelio de revestimiento (flecha negra), estroma endometrial (asterisco) y
glandulas endometriales (flecha blanca). Se observan los nicleos de las células epiteliales y
conjuntivas de color azul en los ntcleos heterocromaticos (basofilia intensa). El estroma
conjuntivo se observa eosindfilo por la presencia de fibras de coldgeno de tejido conjuntivo.
Imagen de la autora. Magnificacion final 100 aumentos. Barra de escala 100 micrémetros.

4. Endometritis

El éxito reproductivo de un animal no depende inicamente de la produccion de gametos,
sino también de la generacion de un ambiente apropiado para la fertilizacion, desarrollo
embrionario, y para lograr una adecuada implantacion, placentacion y parto. En este sentido,
las patologias del aparato reproductor femenino son la mayor causa de infertilidad a
consecuencia de un inadecuado ambiente uterino para la supervivencia del embrion,
causando grandes pérdidas para la industria equina (Davies-Morel, 2005).

La endometritis en la yegua es la causa mas comun de subfertilidad y la tercera enfermedad
mas comun que afecta a las yeguas (Canisso et al 2020). Asimismo, la endometritis es la
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principal causa de muerte embrionaria, como consecuencia de un inadecuado ambiente
uterino para la supervivencia del embrion, causando grandes pérdidas para la industria
equina (Davies-Morel, 2005).

La endometritis post-servicio es considerada fisiologica y transitoria ya que el endometrio
desencadena la respuesta inflamatoria con el objetivo remover del utero el exceso de
espermatozoides, plasma seminal y contaminantes, promoviendo un ambiente propicio antes
de que el embrion ingrese al utero para la implantacion entorno del dia 6 post-ovulacion.
Aquellas yeguas que logren resolver esta inflamacion antes de las 48 horas, se les denomina
yeguas resistentes a endometritis post-servicio, y aquellas yeguas que no logren resolver este
proceso inflamatorio dentro de las 48 horas post-servicio, se las considera yeguas
susceptibles. En las hembras susceptible se acumulan fluidos uterinos que son perjudiciales
para la implantaciéon del embridon, causando pérdidas embrionarias (Katila, 1996;
Christoffersen et al., 2017).

El proceso inflamatorio post inseminacion se produce al no ser reconocidos los
espermatozoides por el sistema inmune de la hembra, siendo un factor extrafio al organismo,
por lo que se activa el sistema inmunitario innato, que es la primera linea de defensa. Se
activa el sistema de complemento, que provoca el reclutamiento de neutrofilos o también
llamados polimorfonucleares. Los neutrofilos son considerados la primera linea de defensa
del organismo y aumentan su nimero en la luz uterina. Los primeros neutrdfilos que
atraviesan el epitelio de revestimiento desde el tejido conjuntivo endometrial (estroma
endometrial) ingresan a la luz del utero y se observan desde la primera hora luego de la
inseminacion artificial, alcanzando su pico maximo entre las 6 y 12 horas post inseminacion,
y disminuyendo gradualmente hasta desaparecen a las 48 horas en yeguas sanas (Katila,
1996). El proceso de limpieza o “clearence” es seguido por contracciones del miometrio,
reguladas por la hormona prostaglandina F2a y la oxitocina, con el objetivo de remover y
eliminar del tutero el exceso de espermatozoides, bacterias y plasma seminal (Troedsson,
1999). Por otra parte, se menciona en estudios previos que la intensidad del proceso
inflamatorio depende de la concentracion de espermatozoides (Kotilainen et al., 1994;
Cazales et al., 2018; Cazales et al., 2020).
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5. Mecanismos de regulacion del proceso inflamatorio

La respuesta proinflamatoria se caracteriza por la liberacion de citocinas proinflamatorias
IL-1B, TNF-a, IL-6 y la quimiocina IL-8 liberadas por células del tejido conjuntivo (Fumuso
et al., 2003; Woodward et al., 2013). El endometrio responde rapidamente a la estimulacion
antigénica con la liberacion de mediadores quimiotacticos de las células del estroma
endometrial. Una de las principales células son los neutréfilos que resultan en una rapida
migracion transepitelial hacia el lumen uterino (Pycock y Allen, 1988). Dentro de las células
del tejido conjuntivo, que promueven la respuesta inmune, los leucocitos granulocitos
neutréfilos denominados polimorfonucleares por su caracteristica de presentar multiples
lobulaciones en su nucleo, son los primeros que llegan al sitio de inflamacion. A los 30
minutos de iniciado el proceso inflamatorio los neutrofilos legan por diapédesis, desde la
circulacion sistémica, saliendo de los capilares sanguineos hacia la matriz extracelular del
tejido conjuntivo. La activacidon de los neutréfilos provoca la liberacion de prostaglandina
PGF-2a, que inicia una segunda ola de contracciones miometriales para facilitar la limpieza
del utero (Troedsson et al., 1995).
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6. Proteinas de shock térmico

Las proteinas de shock térmico (HSP) estdn conservadas evolutivamente y ayudan a las
proteinas durante el estrés, o las dirigen para la degradacion cuando la reparacion es
imposible. Las HSPs protegen a las células y los organismos contra varios tipos de estrés, ya
sea promoviendo la supervivencia celular o desencadenando la muerte celular cuando el
dafio es irreversible (Salmand et al., 2008). La respuesta al shock térmico (HSR) se define
como una respuesta molecular inducible a una alteracion de la homeostasis proteica que
resulta en la expresion elevada de genes citoprotectores para proteger el proteoma contra
agresiones toxicas (Cyran & Zhitkovich. 2022). Por lo tanto, la supervivencia de las células
depende de la activacion de ese elaborado mecanismo citoprotector de respuesta al shock
térmico que es un mecanismo rapido y regula positivamente la transcripcion selectiva de
genes en respuesta a la acumulacion de proteinas al enfrentarse a condiciones ambientales
hostiles. Las HSP son importantes en la respuesta celular al estrés y realizan funciones
homeostaticas celulares como la regulacion del plegamiento de proteinas y el transporte de
proteinas a través de las membranas. Investigaciones previas determinaron el papel de las
HSP en la respuesta inflamatoria, participando en la transduccion de sefiales de citocinas y
en el control de la expresion de genes de citocinas, y mejorando la presentacion de antigenos
a los linfocitos T (Moseley, 2018; Martine & Rébé¢, 2019).

Las HSP se muestran en la superficie de las células y son importantes para atacar a las células
citotoxicas que conducen a la produccion de citocina proinflamatoria como la interleucina
IL-1B (Martine & Rébé, 2019). Ademads, uno de las proteinas mas estudiadas, la HSP90,
posee la capacidad de ser chaperona e interactia con las células presentadoras de antigenos
a través de receptores especificos, las estimula para secretar citoquinas inflamatorias y media
la maduracion de las células dendriticas (Corigliano et al., 2021). En revision reciente se
explica en detalles como la resolucion del proceso inflamatorio implica la via de respuesta
de shock térmico que es crucial y que orquesta la resolucion de la inflamacion,
principalmente en condiciones de estrés proteotoxico, y que este proceso depende de la
regulacion positiva de las proteinas de shock bajo el mando del factor de transcripcion de
shock térmico 1 o HSF-1 (Schroeder et al., 2024). Por lo tanto, las HSP estadn siendo muy
estudiadas para comprender los mecanismos de modulaciéon del sistema inmune. En
situaciones de estrés celular la sintesis proteica se ve afectada dando lugar a proteinas mal
plegadas o con una conformacion inadecuada. En ese contexto de estrés celular se activa la
transcripcion de genes dirigida hacia proteinas reparadoras conocidas como proteinas de
shock térmico (HSP) (Cortés-Gonzalez et al., 2008). Las HSP responden a situaciones de
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estrés desempefiando un papel de proteccion, por eso se las denomina chaperonas
moleculares (De Maio et al., 2012). Se expresan tanto en condiciones fisioldgicas, asi como
en condiciones fisiopatoldgicas, mediante el plegamiento de otras proteinas, activando
procesos antiapoptdticos y mantienen asi la homeostasis celular. Estas proteinas se clasifican
de acuerdo con su peso molecular en kilodaltons (Kampinga et al., 2009). Dentro de esta
clasificacion se encuentra la HSP90, una de sus funciones es interactuar con otras proteinas,
dentro de las cuales se encuentran los receptores de hormonas esteroideas, como receptores
de estrogenos y de progesterona (Prodromou, 2016).

7. Proteina de shock térmico HSP90 en endometrio

Las HSP ya se han descrito en el endometrio de diferentes especies y en diferentes
condiciones. Por ejemplo, en la mujer la expresion de las proteinas de shock térmico como
la HSP90 fueron descritas y se registraron cambios en la expresion a lo largo del ciclo estral
(Tabibzadeh et al., 1996). En la cerda se han descrito en el endometrio durante el periodo de
peri-implantacion y en respuesta al estrés térmico (Adur et al., 2022). En condiciones
fisiologicas se describid la expresion de HSP90 en endometrio de yegua, en la estacion
reproductiva y en el anestro, tanto a nivel del epitelio de revestimiento, glandulas y estroma
conjuntivo endometrial. En dicho estudio se observé que la proteina HSP90 aumenta en fase
proliferativa y disminuye en fase secretora, sugiriendo una vinculacion de la accion
chaperona de acompafiamiento de la HSP90 con los receptores de hormonas esteroideas que
regula las estas fases del ciclo estral (Camacho et al 2021).

Por otra parte, en condiciones patologicas las HSP se describieron en endometrio humano y
bovino. La HSP90 en endometrio humano se observd que éstas aumentan en hiperplasia
endometrial en comparacion con endometrio normal, y en el cancer endometrial se registro
un aumento mayor (Wataba et al., 2001). En endometrio bovino se registrd su expresion en
la endometritis, y se las considera como marcadores de inflamacion endometrial (Choe et
al.,, 2010). El aumento de la expresion de HSP se produce en respuesta a un proceso
fisioldgico comun promoviendo la supervivencia celular y proteccion frente al dafio. Los
factores que aumentan la expresion de HSP, pueden ser factores ambientales y quimicos,
causas fisioldgicas no relacionadas con el estrés y enfermedades (Hoter et al., 2018).
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8. La interrelacion de HSP90 con el factor de transcripcion HSF-1

En estudios previos realizados en ovocitos de Xenopus (rana) la HSP90 regula moléculas de
transduccion de sefiales y factores de transcripcion como HSF-1. Se observé la formacion
de heterocomplejos HSF-1-HSP90 y HSP90 participa en la modulacion de HSF-1 en
diferentes puntos de la via de activacion-desactivacion, influyendo en la interconversion
entre conformaciones monomeéricas y triméricas, asi como en la activacion transcripcional y
que la HSP90 vincula a HSF-1 con moléculas de sefializacion celular que coordinan la
respuesta al estrés (Ali et al., en 1998). También en levaduras la HSP90 interactia con las
formas monoméricas inactivas y triméricas activas de HSF-1 (Zheng et al., 2018). Por lo
tanto, HSP90 podria estar involucrado en la regulacion de la interconversion entre estas
formas. Los anticuerpos contra HSP90 como la geldanamicina retrasan el desensamblaje de
trimeros e inhiben la transcripcion inducida por calor de HSF-1, lo que sugiere un papel de
HSP90 en la modulacion del dominio de activacion transcripcional o que la disociacion de
HSP90 de los trimeros de HSF-1 es necesaria para la competencia transcripcional.

9. Factor de shock térmico HSF-1

El factor de shock térmico HSF-1, es un factor de transcripcion de las proteinas de shock
térmico, y es un componente clave de la respuesta al shock térmico. La activacion del HSF-
1 impulsa el aumento de las HSP en respuesta a una lesion o estrés (Knowlton, 2006). El
HSF-1 se encuentra como un mondmero inactivo en el citoplasma unido a un complejo
multichaperona que estd gobernado por HSP90. El complejo se disocia y se vuelve a armar
continuamente. En situaciones de estrés las proteinas no nativas se acumulan en el
citoplasma y compiten con HSF-1 por el sitio de uniéon al complejo, dando como resultado
el aumento de HSF-1 no unido (Zou et al., 1998). En situacion es de estrés el factor HSF-1
se activa, lo que resulta en su trimerizacion, fosforilacion, y se transloca al niicleo para unirse
a sitios reguladores del ADN (Home et al., 2015), y asi iniciar la activacion transcripcional
de los genes HSP. Luego el factor HSF-1 se une a la region reguladora y desencadena la
transcripcion masiva de genes como HSP90. El factor HSF-1 mantiene la homeostasis de las
proteinas al activar la transcripcion de proteinas de shock térmico (HSP) (Anckar y Sistonen,
2011; Gomez-Pastor et al., 2018).

Asimismo, el factor HSF-1 regula la expresion de varios genes que codifican importantes
reguladores del crecimiento celular, la supervivencia y el metabolismo (Hahn et al., 2004;
Mendillo et al., 2012; Takii et al., 2015). Debido a que promueve la supervivencia y
longevidad de las células bajo estrés, las células tumorales utilizan esta funcion para
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prolongar su supervivencia y desarrollan un estado maligno (Dai et al., 2007). En tumores
de mama de hembras caninas, se observo que el factor regula la expresion de proteinas de
shock térmico con accidn antiapoptotica, promoviendo la proliferacion celular y evitando la
muerte celular (Alcaide et al., 2018). En humanos, el HSF-1 es promotor de metastasis en
melanomas malignos, y se asocia con un mal pronéstico cuando aumenta HSF-1 por
promover la evasion de la apoptosis, senescencia (Scott et al., 2011). Ademas, en cancer de
endometrio en mujeres, se observo que el alto nivel de HSF-1 se asocia a una mayor agresion
del tumor y una supervivencia del paciente deficiente (Engerud et al., 2014). HSF-1 permite
el crecimiento de células malignas, se sobreexpresa en varios tipos de tumores y se asocia
con un mal prondstico. Debido a la importancia de HSF-1 en cancer se estan estudiando
inhibidores de HSF-1 como objetivo terapéutico contra el cancer. Se ha encontrado que
varios inhibidores bloquean la actividad de HSF-1, aunque no hay datos preclinicos
convincentes sobre su utilidad. Por lo anteriormente mencionado el HSF-1 puede servir
como un biomarcador para el pronoéstico del cancer (Sharma & Seo, 2018; Gumilar et al.,
2023).

En cuanto a la vinculaciéon con los procesos inflamatorios el HSF-1 inhibe genes que
codifican para la sintesis de citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral-
a (TNF-a), la interleucina 1 (IL-1) y la IL-6, se une al promotor de estas citocinas
inflamatorias. Uno de los mecanismos estudiados en los que HSF-1 reprime la expresion de
IL-1PB es a través de la interaccion fisica con el factor nuclear para la interleucina 6, IL-6
(NF-IL-6), que es un activador de IL-1p. Ademas, el factor HSF-1 inhibe la expresion de 1L-
6 al inducir la activacion del factor de transcripcion 3 (ATF3), un regulador negativo de las
citocinas inflamatorias, incluida la IL-6 (Tong et al., 2014).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La endometritis persistente post-servicio es una de las principales causas de muerte
embrionaria en yeguas. El proceso inflamatorio post inseminacion deberia resolverse por ser
un mecanismo fisiologico que debe finalizar antes de las 24 a 48 horas, siendo este un factor
critico para determinar la habilidad de la yegua de mantener una prefiez. Si la endometritis
no se resuelve dentro de las 48 horas puede generar pérdidas embrionarias tempranas
(Canisso et al., 2020).

Las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias se producen en distintos momentos de la
endometritis en la yegua. Las proinflamatorias predominan al inicio del proceso inflamatorio
y las antiinflamatorias al final del proceso para controlar la inflamacion. Aquellas yeguas
que no resuelven en proceso tienen una produccion defectuosa de citoquinas
antiinflamatorias (Woodward et al., 2013).

Estudios previos en otros procesos inflamatorios mencionan a las proteinas de shock térmico
HSPs como reguladoras del proceso y a su factor de transcripcion HSF-1 como factor de
transcripcion que regula la transcripcion de factores pro y antiinflamatorios (Martine &
Rebé, 2019).

Asimismo, recientemente evaluamos la expresion de la proteina de shock térmico HSP90 en
el endometrio de yeguas durante el ciclo estral y el anestro, sugiriendo un papel regulatorio
en el endometrio normal (Camacho et al., 2021). La HSP90 esté regulada por el factor HSF-
1 (Gémez-Pastor et al., 2018). Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito la expresion
de HSF-1 en el endometrio de yeguas sanas ni con endometritis.

Ademas, la HSP90 en vacas se expresa durante la endometritis (Choe et al., 2010). Sin
embargo, aun no se ha determinado la expresion de las proteinas de shock térmico en la
endometritis en yeguas. Por lo tanto, dada la relacion entre HSP90 y HSF-1 y su rol en
procesos inflamatorios se considera esencial determinar si se expresan ambas proteinas
regulando en las primeras horas del inicio del proceso de la endometritis post inseminacion
en yeguas.
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HIPOTESIS

El factor de transcripcion de shock térmico HSF-1 y la proteina de shock térmico HSP90 se
expresan y varian temporal y espacialmente en el endometrio de yeguas durante el ciclo
estral y en la endometritis post inseminacion.

OBJETIVOS

1) OBJETIVO GENERAL:

Determinar la expresion del factor de transcripcion HSF-1 y de la proteina de shock térmico
HSP90 en el endometrio de yeguas con endometritis post inseminacion.

2) OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1) Determinar la expresion de HSF-1:

a) Determinar la inmunolocalizacién de HSF-1 en el endometrio normal
durante estro, diestro y anestro

b) Cuantificar la inmunoexpresion de HSF-1 en el epitelio de
revestimiento y glandulas endometriales durante estro, diestro y
anestro.

¢) Determinar la inmunolocalizacion de HSF-1 en endometrio post
inseminacion artificial

d) Cuantificar la inmunoexpresion de HSF-1 en el epitelio de
revestimiento y glandulas endometriales post inseminacion artificial.

2) Determinar la expresion de HSP90:

a) Determinar la inmunolocalizacion de la proteina shock térmico
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HSP90 en endometrio post inseminacion artificial

b) Cuantificar la inmunoexpresion de HSP90 en el epitelio de
revestimiento y glandulas endometriales post inseminacion artificial.

ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Se plantearon 2 etapas:

1) En la primera se estudio la expresion de HSF-1 en endometrio de yeguas sanas durante el
ciclo estral y el anestro.

2) En la segunda incluy® la realizacion del analisis del factor HSF-1 y de la proteina HSP90
en el endometrio de yeguas 2 y 4 horas luego de la inseminacion artificial.

Etapa 1. Estudio del factor de shock térmico 1 (HSF-1) en el endometrio durante el ciclo
estral y el anestro en yeguas.

Etapa 2.

a) Estudio del factor de shock térmico 1 HSF-1 en el endometrio 2 y 4 horas post
inseminacion artificial

b) Estudio de la proteina de shock térmico HSP90 en el endometrio 2 y 4 horas post
inseminacion artificial
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MATERIALES Y METODOS

Etapa 1 (Fases del ciclo estral y anestro): Estudio del factor de shock térmico 1
(HSF-1) en el endometrio durante el ciclo estral y el anestro en yeguas.

Animales y disefio experimental

Todos los trabajos fueron aprobados por la Comision Honoraria de Experimentacion Animal
(CHEA, Exp 111130-000644-14), cuyos responsables fueron Sebastian Acufia y Rodrigo
Mattos, y particip6 en el muestreo Oscar Jackson, Ana Laura Camacho Benitez y Rossana
Lyle Vasconcellos Quevedo. Se utilizaron yeguas (n=10) cuarto de Milla de 3 a 6 afios, de
435 Kg de peso promedio, condicion corporal > 3 (1-5), virgenes y con la sanidad al dia. Las
yeguas eran sanas, no presentaron historia de enfermedades reproductivas y presentaron una
adecuada conformacion vulvar. El experimento se llevo a cabo en el establecimiento privado
“Haras del Olimar” ubicado en el Departamento de Treinta y Tres, Uruguay (33°S, 54°W),
(DICOSE 190735117). Las yeguas se mantuvieron a campo, en el mismo potrero,
alimentadas en pasturas naturales, en condiciones de luz natural y con agua disponible ad
libitum.

Evaluacion por ultrasonografia de ciclo estral

Las etapas de estro, diestro y anestro fueron definidas por palpacion rectal y ultrasonografia
(mediante transductor lineal de 5 MHz, ecografo marca Pie Medical, modelo Tringa) de la
siguiente manera (Figura 2).

16



UNIVERSIDAD
- A DE LAREPUBLICA
oo e URUGUAY
Uruguay

pliegues endometrio con bordes hiperecogénicos y
_—| centro hipoecogénico, edema 4 (Samper, 2009)

7 estro (n=5) <

ovario con estructura anecogénica foliculo =40 mm

_=| ftero edema grado 1

yeguas sanas . -
diestro (n=7) _ . . i .
(n=10) ~—__| ovario con estructura ecogénica, cuerpo liteo, sin
presencia de foliculos dominantes
\ ___——=| ttero sin tono y el cérvix disminuyo el grosor

anestro (n=7) |—

ovario de pequefio tamafio y sin estructuras activas.

Figura 2. Esquema ilustrativo de etapas reproductivas estro, diestro y anestro definidas por
ultrasonografia y palpacion rectal. Momento de extraccion de biopsias endometriales.

Del total de 10 yeguas, se realizaron biopsias endometriales durante el estro (n=5), en diestro
(n=7) y en anestro (n=7). Las biopsias se realizaron en las mismas yeguas a lo largo del
periodo reproductivo y el anestro. En las yeguas ciclicas se dejo pasar un ciclo entre la toma
en diestro y estro para no afectar el endometrio. Las muestras de las yeguas ciclicas se
tomaron durante los meses de noviembre a abril. Se considerd en estro cuando a la
ultrasonografia en el ovario se observo la presencia de una estructura anecogénica,
correspondiente a un foliculo >40 mm de diametro y no se evidencio la presencia de cuerpo
luteo activo en ninguno de los ovarios. En el endometrio se observo aumento del ancho de
los pliegues endometriales con bordes hiperecogénicos y el centro hipoecogénico,
correspondiente a un edema 3 o 4 caracteristico del estro (Samper, 2009). A la palpacién
rectal el utero no presentd tono y el cérvix aumento de grosor, lo que indica que esté relajado
y abierto. Se consideraron en etapa de diestro cuando a la ultrasonografia del ovario se
observo una estructura ecogénica caracteristica de un cuerpo lateo, sin presencia de foliculos
dominantes y en el utero se observo edema grado 0 caracteristico de diestro (Samper, 2009).
A la palpacion rectal el Gtero presentaba tono, y el cérvix disminuy6 de grosor, lo que indica
que estd cerrado. La muestra de diestro se extrajo entre el dia 7 y 10 post-ovulacion. En el
anestro las biopsias se realizaron a durante los meses de junio y julio (anestro invernal
profundo). En la ecografia el ovario se observé de pequefio tamafio y sin estructuras activas.
A la palpaciéon el atero no presentd tono y el cérvix disminuyo el grosor, por lo que
consideramos que estaba en anestro (Miro, 2012). La muestra de anestro se extrajo en dias
con menos horas de luz.
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Biopsias endometriales

Las biopsias endometriales se realizaron de la zona de unién entre el cuerpo y los cuernos
uterinos de cada yegua, con una pinza de biopsia marca Jorvet de 60 cm de longitud con una
cesta de corte de 1,2 cm por 0,6 cm de ancho. Previamente se realizo higienizado de la zona
perineal con jabon neutro y clorhexidina. Las biopsias se fijaron en paraformaldehido al 4
%, pH 7,4 durante 24 horas, para su posterior procesamiento histoldgico en el laboratorio
(Fiala et al., 2007; Cazales et al. 2020).

Control de ausencia de endometritis por realizacion de biopsias

En las ecografias no se observd fluido intrauterino que denotara un proceso inflamatorio
(LeBlanc, 2010). Por otra parte, la evaluacion histologica endometrial determind que las
yeguas no presentaban endometritis, por lo que se considerd6 que eran yeguas con un
endometrio con caracteristicas normales, clasificadas con categoria grado I en la escala de
Kenney & Doig, 1986. Se realizé en analisis histélogo considerando un endometrio con un
epitelio de revestimiento y glandular, y estroma con caracteristicas normales sin signos de
inflamacién. Para la validacion que las yeguas no presentaran endometritis subclinica se
determind en 10 campos histologicos a 400 aumentos y no se registrd presencia de
neutrofilos tal como describe Kenney, 1978 y Kenney y Doig, 1986.

Procesamiento histologico, microtomia

El procesamiento histoldgico, asi como la microtomia y los ensayos de inmunohistoquimica
y analisis de imagen se realizaron en la Unidad Académica de Histologia y Embriologia,
Facultad de Veterinaria de Montevideo, Uruguay. Brevemente, las biopsias endometriales
que estaban en fijador fueron deshidratadas sumergiéndose en concentraciones crecientes de
etanol (70°, 95° y 100°), y sumergidas luego en cloroformo durante 12 horas, e incluidas
posteriormente en 3 bafios sucesivos de parafina por 1:30 horas (30 minutos en cada una).
Luego se procedi6 a realizar la microtomia obteniendo cortes de 5 micrometros de espesor
en microtomo (Leica Reichert Jung Biocut 2030, Wetzlar, Alemania) que se colocaron en
un bafio de flotacion de agua corriente a 37°C y luego se colocaron en portaobjetos, que se
secaron en estufa para evitar el desprendimiento. Se obtuvieron 20 cortes histoldgicos por
biopsia endometrial.
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Técnica de inmunohistoquimica

Para la realizacion de los ensayos de inmunohistoquimica se prepararon soluciones buffer
fosfato salino (PBS) pH 7,4 y buffer citrato 0,01 M pH 6.0. Brevemente, para realizar el
ensayo de inmunohistoquimica contra HSF-1 y HSP90, se realiz6 el desparafinado de los
cortes de endometrio en estufa a 60° (15 minutos), y luego se realizé inmersion en xilol (15
minutos); hidratacion por inmersion en concentraciones decrecientes de alcoholes (100°, 95°,
70°) e inmersion en PBS durante 5 minutos. Luego se procedi6 a realizar la recuperacion
antigénica por calor en microondas con solucion buffer citrato durante 3 minutos a 100% de
potencia. Luego se procedié a la inactivacion de peroxidasas enddgenas con perdxido de
hidrogeno (H202) al 3%. Luego se incubaron los cortes con anticuerpo primario anti HSF-1
(mouse policlonal ab52813, Abcam), a una concentracion de 1/50 por 18 horas a 4°C. Al dia
siguiente se incubaron con anticuerpo secundario biotinilado (kit mouse monoclonal
HRP/DAB, ab 64259, Abcam, EE. UU.) durante 30 minutos. Luego se incubd con el
complejo enzimatico estreptavidina-peroxidasa por 30 minutos, para luego realizar el
revelado con solucion de cromoégeno diaminobencidina (DAB) por 1 minuto y se
contracolored con Hematoxilina de Harris durante 15 segundos. Luego se realiz6 el virado
en agua corriente y la posterior deshidratacion en concentraciones crecientes de etanol 70°,
95°y 100°. Por ltimo, se realiz6 el aclaramiento con xilol, montaje con Entellan® (107960
Sigma-Aldrich, EE. UU.) y se colocaron los cubreobjetos. Para verificar la especificidad de
la técnica se realizaron controles negativos reemplazando el anticuerpo primario por suero
normal (no inmune). Se incluy6 un portaobjetos de control positivo con un carcinoma de
glandula mamaria canina (Kijima et al., 2019).
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Analisis digital de imagenes

Se capturaron 60 imagenes (30 de epitelio endometrial y 30 de glandulas endometriales) a
400 aumentos, de cada preparado realizado con la técnica de inmunohistoquimica para
detectar HSF-1, de cada yegua, y en cada etapa reproductiva. Se utiliz6 el software
(DinoCapture 2,0, AnMoElectronicsCorporation, Taiwan) de la camara digital (Dino-
Eyepiece AM-423X, AnMokElectronicsCorporation, Taiwan) conectada a un microscopio
binocular (Premiere profesional, modelo MRP-5000, Manassas, EE. UU.). Se realizo a partir
de las imagenes digitales el andlisis cuantitativo para determinar el porcentaje de area
inmunomarcada de HSF-1 en el epitelio de revestimiento endometrial, y en glandulas
endometriales. Dicho procesamiento incluy6 la segmentacion, binarizacidon, umbralizacion
y creacion de macro automatizando el procesamiento de cada imagen con los parametros de
intensidad de coloracion marron (DAB positivos) seleccionados/umbralizados previamente.
Se utilizo el software Image J 1.43m, Wayne Rasband open Source, National Institutes of
Health, EEUU, http://rsb.info.nih.gov/ij/.

Analisis estadistico

Los resultados de la cuantificacion de la variable continua area inmunomarcada de HSF-
1, se expresaron como medias + error estandar de la media (eem). Se compararon las
diferencias entre los 3 grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA) para medidas
repetidas utilizando el modelo general lineal (GLM) mediante el software SAS (SAS
v.9.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, EE. UU.). En todos los casos, el nivel de significacion
fue de p < 0,05. En el modelo estadistico se considerd el efecto de la etapa reproductiva
(estro, diestro, anestro) y la region endometrial (epitelio, glandulas).
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Etapa 2: Endometritis inducida post inseminacion

Animales y disefio experimental

El disefio experimental fue aprobado por la Comision de Experimentaciéon Animal
(CEUA) Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay
(nimero de protocolo 111130-001637-13). Se llevo a cabo en el frigorifico equino Sarel
de la Republica Oriental del Uruguay, durante la estacion reproductiva, entre los meses
de octubre y marzo.

Examen ginecologico, ecografia y citologia endometrial para ingreso de yeguas al
experimento

Se seleccionaron yeguas mestizas (n=30) ciclicas en estro de las cuales se seleccionaron
yeguas con un puntaje de condicion corporal de >3 (Hennecke et al., 1983, modificada
por Malschitzky, 2001) y clinicamente sanas. La edad promedio fue de 10,5 £+ 0,5 afios
(rango 3—15), y el peso promedio fue de 452 + 5 kg (rango 340-560). Todas las yeguas
utilizadas en el experimento se sometieron a un examen ginecologico, palpacion y
ecografia transrectal (Mattos et al., 1984; Curnow, 1991), antes de incluirse en los grupos
experimentales. El dia previo a la faena las yeguas ciclicas con comportamiento de celo,
sin contenido uterino, que presentaran imagen ecografica uterina compatible con estro,
sin tono uterino y cérvix abierto, ausencia de cuerpo lateo funcional y foliculos de 35 mm
de diametro, se seleccionaron para el experimento. Se realiz6 luego un examen citologico
del lumen uterino luego de una cuidadosa limpieza del 4rea perineal con agua potable y
detergente neutro (minimo tres veces), finalizando la limpieza con una solucién jabonosa
diluida con clorhexidina al 2 %, se lavo y se seco con papel absorbente. Luego de
higienizada la region perineal se procedié a tomar la muestra de citologia endometrial
mediante el uso de cepillos ginecologicos estériles (Cito-Brush®, Juvaquez, Espafia),
utilizando un dispositivo estéril para toma de muestras citologicas (Botupharma,
Botucatu, Brasil), evitando la contaminacion por el ambiente vestibular, vaginal y
cervical (Mattos et al., 1984). Una vez tomada la muestra, el cepillo se rodé suavemente
sobre la superficie de un portaobjeto, se dejo secar al aire y se colored con tincion de
Pandptico Pappenheim (Diff-Quik®, Baxter Healthcare, Miami, USA) para
posteriormente evaluarse microscopicamente en busqueda de leucocitos neutréfilos
(polimorfonucleares). Solo se utilizaron en el experimento yeguas en estro, con buena
conformacion perineal, sin acimulo de aire o liquido intrauterino y sin presencia de
leucocitos neutrofilos (o polimorfonucleares) al examen citoldgico.
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Inseminacion artificial

Las yeguas (n=30) se dividieron al azar en 3 grupos: 1) grupo control (n=16) en estro que
no se inseminaron, 2) grupo 2 horas (n=8): yeguas inseminadas y sacrificadas a las 2
horas post inseminacion, 3) grupo 4 horas (n=6): yeguas inseminadas y sacrificadas a las
4 horas post inseminacion. La inseminacion se realizd con semen
criopreservado/descongelado de un semental de nueve afos con fertilidad demostrada y
una tasa de prefiez del 40% por ciclo en programas previos de inseminacion artificial con
esperma criopreservado. Las yeguas fueron inseminadas en el cuerpo del utero via
transcervical con una pipeta de inseminacion flexible atraumatica de 57 cm de largo
(Minitub, Tiefenbach, Alemania), corroborando la ubicacion de la punta de la pipeta en
el medio del cuerpo uterino por via transrectal. La dosis inseminante fue de ocho pajuelas
de 0,5 ml con 400 x 10° espermatozoides totales. El mismo veterinario experimentado
realiz6 todas las inseminaciones. Previo a la inseminacion se realizo la higienizacion de
la region perineal con agua, detergente neutro y solucion estéril (Laboriodine®,
Segmenta, Ribeirdo Preto, Brasil), y se sec6 con una toalla de papel. Luego de la
inseminacion las yeguas ingresaron a faena y se obtuvieron muestras de endometrio.

grupo control estro
(n=16) I >
horas
0
yeguas sanas
citologia grupo 2 horas estro
endometrial (n=8) >
negativa horas
(n=30) 2

grupo 4 horas
(n=6)
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Figura 3. Esquema ilustrativo del disefio experimental 2. Grupo control: con yeguas en estro,
grupo 2 horas y grupo 4 horas post inseminacién cuando se obtuvieron muestras de
endometrio.
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Obtencion de muestras endometriales

Los tractos reproductivos se recuperaron dentro de los 10 minutos posteriores a la faena.
Se recolectaron muestras endometriales de 1,0 cm? del cuerpo uterino de cada yegua, con
tijera de cirugia (Kenney, 1978), y se conservaron en formalina tamponada al 4% (v/v)
durante 48 horas. Luego se realizd el procesamiento histologico idem al previamente
descrito en la etapa 1. Para validar la inflamacién post inseminacion se observaron los
cortes histologicos a 400 aumentos coloreados con hematoxilina-eosina y se determin6
en los grupos inseminados presencia de neutrofilos 2 o 3 por campo en 20 campos en la
zona de estroma endometrial inmediatamente por debajo del epitelio de revestimiento. El
analisis de los polimorfonucleares del proceso inflamatorio se realizo por 3 observadores
a 400 aumentos de magnificacion final.

Inmunohistoquimica

Los cortes de endometrio fueron desparafinados en estufa a 60 °C durante 15 min, luego
se sumergieron en xilol (15 min) y luego se hidrataron por inmersion en concentraciones
decrecientes de etanol (100°, 95°, 70°). Para la recuperacion antigénica, las secciones de
tejido se sumergieron en 300 ml de solucion tampon de citrato 0,01 M (pH 6,0) con 5 ml
de Tween 20 y se calentaron durante 3 min en un microondas (100%). El bloqueo de las
peroxidasas enddgenas se realizd mediante tratamiento con peroxido de hidrégeno H>O»
al 3% durante 20 min. Los cortes se incubaron durante la noche a 4 °C con el anticuerpo
primario anti HSF-1 (ab52813 policlonal de raton, Abcam; diluido 1/50) o con el
anticuerpo primario anti-HSP90 [ACS88] (ab13492 monoclonal de ratén, Abcam; 1/50).
Posteriormente, las ldminas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min con
anticuerpo de cabra biotinilado anti-raton (ab64255 en HRP/DAB Detection IHC Kit
ab64259, Abcam, EE. UU.). Luego, las secciones se incubaron con complejo de
estreptavidina peroxidasa. Posteriormente, se realizd una deteccion colorimétrica con un
cromogeno tetrahidrocloruro de diaminobencidina (DAB) en solucién de sustrato de
perdxido de hidrogeno (H20») al 3% (ab64259, Abcam, EE. UU.). Los portaobjetos se
contra colorearon con hematoxilina de Harris, se deshidrataban y finalmente se montaban
con Entellan® (107960 Sigma-Aldrich). Se incub6 un control negativo sin el anticuerpo
primario con suero no inmune (dilucion 1:500). Se incluy6 un portaobjetos de control
positivo con un carcinoma de glandula mamaria canina (Kijima et al., 2019).

Captura y digitalizacion de imagenes endometriales

Para este disefo se utilizd un escaner digital (escaner de portaobjetos histologicos Motic
EasyScan One) para captura de imagenes. Se capturaron 60 imagenes (30 de epitelio
endometrial y 30 de glandulas endometriales) a 40X de cada preparado realizado con la
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técnica de inmunohistoquimica para detectar HSF-1 y HSP90 en el endometrio de yegua.

Analisis cuantitativos de imagenes de la inmunoexpresion de HSF-1 y HSP90 en
endometrio de yeguas

Se utilizo el software FII (Schindelin et al. 2012,
https://imagej.net/software/fiji/downloads) para medir el area inmunomarcada del
epitelio de revestimiento y las glandulas endometriales y la suma de los epitelios de
revestimiento y glandular.

En las iméagenes del epitelio de revestimiento endometrial se midi6 el drea inmunomarcada
para HSF-1y HSP90. Se seleccion6 el epitelio con la herramienta de seleccion a mano alzada
en cada imagen y se eliminaron las regiones externas del estroma o las glandulas
endometriales. Todas las imagenes recortadas que solo contenian epitelio se procesaron para
detectar areas marrones en el epitelio utilizando el complemento Colour Threshold. Después
de la conversion a imagenes binarias (Process—Binary—Make Binary), se midio el area
inmunomarcada (Analyse—Measure) utilizando una macro para garantizar la seleccion de los
mismos colores en todas las imagenes.

En las imagenes de las glandulas endometriales se seleccionaron una a una con la
herramienta de seleccion a mano alzada (Freehand seleccion de FIJI) y se eliminaron las
regiones que las rodeaban (herramienta Editar—Borrar el exterior, Clear outside). Para
cuantificar cada una de las marcaciones marrones de HSF-1 y HSP90, se utilizo el plugin
Colour Threshold para seleccionar areas marrones especificas DAB positivas. Se utilizé una
macro que se genero a partir de pruebas, similar a la medicion anterior de HSF-1 y por otra
parte de HSP90 en el epitelio endometrial, para seleccionar el mismo color en todas las
imagenes y se utilizé6 un modo por lotes (Batch) para aplicar la macro a todas las imagenes
de una carpeta.

Analisis estadistico

En la etapa 2: Todos los resultados se expresaron como medias + eem. El area
inmunomarcada de HSF-1 y de HSP90 se analizd6 también mediante un analisis de
varianza en el modelo general lineal (GLM) utilizando el software SAS (SAS v.9.1, SAS
Institute Inc., Cary, NC, EE. UU.). Las diferencias se consideraron significativas cuando
p fue menor a 0,05. En el modelo estadistico se considerd el efecto de la inseminacion, el
tiempo de evaluacion de la endometritis post inseminacion, la regiéon endometrial
(epitelio, glandulas y la suma de los epitelios de revestimiento y glandular). Las
diferencias entre los grupos se evaluaron con pruebas post hoc de Tukey y de Fisher.
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RESULTADOS

Etapa 1. Evaluacion del factor HSF-1 durante el ciclo estral y anestro.

1. Expresion del factor de shock térmico HSF-1 en endometrio de yeguas adultas
durante las etapas de estro y diestro del ciclo estral y durante el anestro, en el
epitelio de revestimiento endometrial y en las glandulas endometriales.

a) Localizacion de la inmunoexpresion de HSF-1 en el epitelio de revestimiento
endometrial

La inmunoexpresion del factor HSF-1 se localizé en el epitelio de revestimiento endometrial
en el citoplasma y nucleo de las células secretoras y ciliadas y en algunas células basales.

En anestro la inmunoexpresion de HSF-1 se localizo en el nucleo de células del epitelio de
revestimiento epitelial (Figura 4a).

En el estro la inmunoexpresion de HSF-1 se localiz6 también a nivel nuclear en el epitelio
de revestimiento y en el citoplasma de las glandulas (Figura 4b).

En el diestro se observd intensa inmunoexpresion en nucleos de células del epitelio de
revestimiento y epitelio glandular, asi como en células de tejido conjuntivo del estroma
endometrial. La inmunoexpresion de HSF-1 también se observo en el citoplasma de células
epiteliales del epitelio de revestimiento y epitelio glandular (Figura 4c).

b) Localizacion de la inmunoexpresion de HSF-1 en las glandulas endometriales

En las glandulas endometriales la inmunoexpresion del factor HSF-1, se observo en la region
citoplasmatica y escasamente a nivel nuclear en las células epiteliales, siendo en el diestro
mas evidente la inmunomarcacion y una leve inmunomarcacion durante el anestro (Figura
4).

En suma, se observd una mayor inmunoexpresion en diestro en comparacion al estro y al
anestro (Figura 5).
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Figura 4. Imagenes de inmunohistoquimica de la inmunoexpresion del factor de
transcripcion HSF-1 en endometrio de yeguas durante anestro (a), estro (b) diestro (c). a) En
anestro se observan glandulas endometriales pequefias con escasa inmunomarcacion de
HSF-1. b) En estro se observa estroma con edema endometrial. Se localiza la
inmunoexpresion de HSF-1 en el epitelio de revestimiento y gldndulas endometriales. c) En
el diestro se observan las glandulas endometriales de mayor didmetro y la inmunoexpresion
de HSF-1 en el citoplasma de las células. d) Control negativo de la técnica de
inmunohistoquimica sustituyendo el anticuerpo primario con suero normal equino.
Magnificacion 200 aumentos. Barra de escala 100 micrometros. e) Control positivo de la
técnica de inmunohistoquimica con carcinoma de glandula mamaria en perra.
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Figura 5. Imdgenes a mayor aumento de la localizacion de la inmunoexpresion de HSF-1 en
el epitelio de revestimiento endometrial y en gldndulas a mayor aumento en yeguas en
anestro (a), estro (b) diestro (c). a) En anestro se observa localizacion escasa a nivel nuclear
del factor HSF-1 (flecha negra). b) En estro a nivel nuclear se detecta una intensa
inmunoexpresion de HSF-1 (flecha gris). Se localiza la inmunoexpresion de HSF-1 en el
epitelio de revestimiento y glandulas endometriales. ¢) En el diestro la inmunoexpresion de
HSF-1 en el nucleo es intensa (flecha blanca gruesa) y en citoplasmas. d) Control negativo
de la técnica de inmunohistoquimica sustituyendo el anticuerpo primario con suero normal
equino. Magnificacion 400 aumentos. Barras de escala: 50 micrometros.

¢) Cuantificacion de la inmunoexpresion de HSF-1 durante estro y diestro y anestro, en
el epitelio de revestimiento endometrial y en las glandulas endometriales

A nivel del epitelio endometrial el mayor nivel de inmunoexpresion de HSF-1 se observo en
diestro (p<0,0001) seguido de estro y la menor inmunoexpresion fue en el anestro.

Asimismo, en las glandulas endometriales, la mayor inmunoexpresion de HSF-1 se registro
en el diestro, seguido por el estro y luego anestro (p<<0,0001). El area inmunomarcada de
HSF-1 en la etapa de diestro en el epitelio de revestimiento endometrial fue mayor en el
diestro (p = 0,0001) (7,98 + 0,22%) que en el estro (5,13 + 0,19%), y que en el anestro (1,92
+0,19%).

El area inmunomarcada de HSF-1 en las glandulas endometriales fue mayor en diestro,
seguido por el estro y luego el anestro (8,42 + 0,47; 5,44 £ 0,43; 0,79 + 0,41%; p = 0,0001).

El 4rea inmunomarcada de HSF-1 en la suma de los epitelios de revestimiento y glandular
fue mayor (p =0,0001) en diestro (15,92 + 0,43%) en comparacion con el estro (10,27 +
0,38%) y anestro (2,73 + 0,36%) (Figura 6).
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Figura 6. Cuantificaciéon de la inmunoexpresion del factor de transcripcion HSF-1 en
endometrio de yegua. Area inmunomarcada de HSF-1 (%). Los resultados se expresaron
como medias + e.e.m. para el grupo en anestro, el estro y el diestro, y en el epitelio de
revestimiento (barras negras), en el epitelio glandular (barra gris oscuro), y la suma de ambos
epitelios de revestimiento y glandular (gris claro). Se observa mayor inmunoexpresion de
HSF-1 en etapa de diestro en ambos epitelios. Los literales diferentes en las columnas del
mismo color indican diferencias significativas entre grupos anestro, estro y diestro (p <0,05).
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Etapa 2.1. Evaluacion de HSF-1 en endometritis post inseminacion

1. Expresion del factor HSF-1 en el epitelio de revestimiento endometrial,
glandulas endometriales en endometritis a las 2 horas y 4 horas post
inseminacion en yeguas y en el grupo control sin inseminacion.

a) Localizacion de la inmunoexpresion del factor de shock térmico HSF-1 a las 2
horas post inseminacion en el epitelio de revestimiento

El factor de transcripcion de shock térmico HSF-1 se inmunolocaliz6 en las células del
epitelio de revestimiento endometrial a nivel del ntcleo y citoplasma (Figura 7).

b) Localizacion de la inmunoexpresion del factor de shock térmico HSF-1 a las 2
horas post inseminacion en las glandulas endometriales

En las células epiteliales glandulares a las 2 horas post inseminacion la inmunoexpresion se
observo tanto en nicleo como en citoplasma (Figura 7).
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Figura 7. Imagenes de inmunoexpresion de la proteina HSF-1 en el endometrio de yeguas
endometritis post inseminacién. a) grupo control sin inseminar. b) grupo de yeguas a las 2
horas post inseminacion. ¢) control negativo de la técnica de inmunohistoquimica sustitucion
del anticuerpo primario por suero normal equino. Magnificacion 200 aumentos. Barra de
escala 100 micrometros.

¢) Localizacion de la inmunoexpresion del factor de shock térmico HSF-1 a las 4
horas post inseminacion en el epitelio de revestimiento endometrial

A las 4 horas post inseminacion, la inmunomarcacion para HSF-1 se localizé tanto en los
nucleos y el citoplasma del epitelio de revestimiento endometrial (Figura 8).

d) Localizacion de la inmunoexpresion del factor de shock térmico HSF-1 a las 4
horas post inseminacion en las glandulas endometriales

A las 4 horas post inseminacion el factor HSF-1 se localizé en el citoplasma de las células
epiteliales de las glandulas endometriales y la luz de las glandulas (Figura 8).

Ademas, en el estroma conjuntivo, se observo el HSF-1 en fibras y en escasas células
conjuntivas a nivel nuclear.
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Figura 8. Inmunoexpresion de la proteina HSF-1 en el endometrio de yeguas en estro a las 4
horas post inseminacion. a) Imagen a menor aumento de endometrio donde se observa HSF-
1 en epitelio y glandulas y estroma endometrial. Barra de escala 100 micrémetros. b) Imagen
a mediano aumento de endometrio donde se observa leve marcacion de HSF-1. Barra de
escala 100 micrémetros. c¢) Control negativo de la técnica de inmunohistoquimica sin
anticuerpo primario. Barra de escala 50 micrometros.

e) Cuantificacion de la inmunoexpresion de HSF-1 en el endometrio de yeguas a
las 2 horas y 4 horas post inseminacion y en el grupo control.

La inmunoexpresion de HSF-1 en el epitelio de revestimiento endometrial fue menor (p =
0,0001) a las 2 horas post inseminacion (2,39 + 0,16%) en comparacion con el grupo control
(3,40 = 0,23%).

En las glandulas endometriales el area inmunomarcada de HSF-1 fue menor el grupo de
endometritis a las 4 horas post inseminacion (5.29 + 0,67%, p< 0,0001) en comparacion con
el grupo de endometritis a las 2 horas post inseminacion (9,68 £ 0,53%). El grupo control en
estro presento la mayor inmunoexpresion (12,38 + 0,75%).

Si analizamos la suma total del &rea inmunomarcada de HSF-1 en el epitelio de revestimiento
y glandular en el grupo endometritis a las 2 horas y el grupo a las 4 horas post inseminacion
fue menor que el grupo control respectivamente (12,06 +0,93; 8,64 +0,69; 15,8 + 0,9 <0,05)
(Figura 9).
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Figura 9. Cuantificacion del area inmunomarcada del factor de transcripcion HSF-1 en el
endometrio de yeguas. Los datos representan el porcentaje de area inmunomarcada (media
+ e.e.m) en grupo control yeguas en estro sin inseminar, 2 horas: grupo de yeguas a las 2
horas post inseminacion y 4 horas: grupo a las 4 horas post inseminacion artificial. en el
epitelio de revestimiento (barras negras), en el epitelio glandular (barra gris oscuro), y la
suma de ambos epitelios de revestimiento y glandular (gris claro). Se observa mayor
inmunoexpresion de HSF-1 en el grupo control en las glandulas endometriales,
disminuyendo a las 2 y a las 4 horas. Las letras diferentes entre columnas del mismo color
indican diferencias significativas entre grupos control, 2 horas y 4 horas post inseminacion
(p <0,05).

Etapa 2. 2. Evaluacion de la proteina HSP90 en la endometritis post
inseminacion
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2. Expresion de la proteina de shock térmico HSP90 en el epitelio de revestimiento
endometrial, glandulas endometriales en endometritis a las 2 horas y 4 horas
post inseminacion en yeguas adultas y en el grupo control en yeguas.

a) Localizacion de la inmunoexpresion de HSP90 en epitelio de revestimiento
endometrial a las 2 horas post inseminacion

La proteina HSP90 se localizé en el epitelio de revestimiento con endometritis a las 2 horas
post inseminacion. Se detectd intensa inmunomarcacion nuclear y citoplasmatica (Figura
10).

b) Localizacion de la inmunoexpresion de HSP90 en las glindulas endometriales a las
2 horas post inseminacion

En el epitelio glandular se observd intensamente inmunomarcacion de HSP90 a nivel
citoplasmatico y nuclear (Figura 10b).

Cabe destacar ademas que fibroblastos y leucocitos del tejido conjuntivo del estroma
endometrial evidenciaron marcacion nuclear de HSP90 (Figura 10b).

37



UNIVERSIDAD

_— . DE LA REPUBLICA
gﬂﬁﬂﬁfﬂﬂf H— ANOS URUGUAY
ruguay

Figura 10. Imagenes de técnica de inmunohistoquimica con inmunoexpresion de la proteina
HSP90 en el endometrio de yeguas en estro a las 2 horas post inseminacion. a) Imagen a 100
aumentos del endometrio donde se observa intensa marcaciéon de color marron a nivel del
epitelio de revestimiento y glandular. Barra de escala 100 micrémetros. b) Imagen 400
aumentos se observa la localizacion citoplasmatica y nuclear de HSP90 de color marrén. La
inmunoexpresion de HSP90 en las células del epitelio de revestimiento endometrial (flecha
negra) y en las células del epitelio glandular (flecha blanca). Asimismo, los fibroblastos y
otras células como leucocitos agranulocitos, linfocitos, pertenecientes a las células del tejido
conjuntivo laxo del estroma endometrial presentaron una intensa inmunomarcacion
(circulo). Barra de escala 50 micrémetros.
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¢) Localizacion de la inmunoexpresion de la proteina HSP90 a las 4 horas post
inseminacion en el epitelio de revestimiento endometrial.

La inmunoexpresion de la proteina HSP90 se observo a nivel nuclear y a nivel citoplasmatico
en epitelio de revestimiento a las 4 horas post inseminacion. Se evidencié una menor
inmunoexpresion en comparacion con el grupo de 2 horas post inseminacion (Figura 11).

d) Localizacion de la inmunoexpresion de la proteina HSP90 a las 4 horas post
inseminacion en las glaindulas endometriales.

En las glandulas endometriales la proteina HSP90 se localizo a nivel nuclear y citoplasmatico
(Figura 11b).

En el estroma endometrial las células del tejido conjuntivo presentaron marcacion nuclear.
Por ejemplo, se observan fibroblastos con nucleos positivos en el estroma subepitelial, asi
como en la region entre los cortes transversales de glandulas endometriales (Figura 11).
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Figura 11. Inmunoexpresion de HSP90 en el endometrio de yeguas en estro a las 4 horas
post inseminacion. a) Endometrio de yeguas donde se observa el epitelio de revestimiento y
las glandulas de color marrén indicando la presencia de HSP90. Se observa ademas el edema
endometrial caracteristico del estro, que es mas notorio en la region mas profunda del
endometrio. Magnificacion 100 aumentos. Barra de escala 100 micrometros. b) Se observa
la localizacion citoplasmatica en las células epiteliales glandulares (flecha blanca) y
marcacion nuclear en algunas células (flechas negras). Ademas, se observa un aumento de
la celularidad alrededor de las glandulas endometriales con fibroblastos positivos a HSP90
(flechas segmentadas). Magnificacion 400 aumentos. Barra de escala 50 micrometros.
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e) Localizacion de la inmunoexpresion de HSP90 en el grupo control en estro sin
inseminar

En el grupo control la proteina se expreso a nivel del epitelio de revestimiento de forma leve
en algunas células a nivel nuclear intensamente. A nivel de las gldndulas endometriales
también se observo la inmunomarcacion en los nticleos de manera intensa y mas leve en los
citoplasmas de algunas de las células epiteliales glandulares (Figura 12).
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Figura 12. Inmunoexpresion de la proteina HSP90 en el grupo control en estro sin inseminar
de yeguas adultas. a) Imagen representativa de endometrio de yegua en estro donde se
observa la inmunoexpresion en nucleos de células del epitelio de revestimiento y en células
epiteliales glandulares. b) Imagen representativa de zonas donde la HSP90 se expreso a nivel
del citoplasma de las células. ¢) Control negativo de la técnica de inmunohistoquimica. Barra
de escala 50 micrometros.

f) Cuantificacion de la inmunoexpresion de HSP90 en el endometrio de yeguas adultas
a las 2 horas y 4 horas post inseminacion y en el grupo control.

El area inmunomarcada en el epitelio de revestimiento endometrial fue mayor (p = 0,0001)
en el grupo a las 2 horas post inseminacion (1,59 £ 0,13%) que en el grupo a las 4 horas post
inseminacion (0,81 £+ 0,23%). Sin embargo, no se observaron diferencias (p = 0,51) entre el
grupo a las 2 horas post inseminacion y el grupo control (1,46 + 0,15%) en el epitelio de
revestimiento endometrial. El area inmunomarcada en el epitelio de revestimiento
endometrial fue menor (p = 0,003) en el grupo 4 horas post inseminacion (0,81 = 0,23%) en
comparacion con el grupo control (1,46 + 0,15%).

La inmunoexpresion de HSP90 en las glandulas endometriales fue mayor (p =0,007) durante
la endometritis 2 horas post inseminacion (4,92 + 0,24%) que en el grupo 4 horas post
inseminacion (3,72 = 0,37%) y el grupo control (1,62 = 0,28%; p = 0,0001). El &rea
inmunomarcada de HSP90 en las glandulas endometriales fue mayor (p = 0,007) en el grupo
de endometritis a las 4 horas post inseminacion (3,72 £+ 0,37%) que en el grupo control (1,62
+ 0,28%).

El area inmunomarcada de HSP90 en la suma de epitelios de revestimiento y glandular fue
mayor (p = 0,0002) en el grupo de endometritis 2 horas post inseminacion (6,78 + 0,33%)
en comparacion con el grupo endometritis 4 horas post inseminacion (4,45 + 0,53%) y en
comparacion con el grupo control (3,28 + 0,31%; p 0,0001). Se registrd una tendencia a
disminuir (p = 0,06) entre el grupo con endometritis 4 horas post inseminacion con respecto
al grupo 2 horas (Figura 13).
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Figura 13. Cuantificacion del area inmunomarcada de la proteina HSP90 en el endometrio
de yeguas. Los datos representan el porcentaje de area inmunomarcada (media + e.e.m) en
grupo control (yeguas en estro sin inseminar), grupo a las 2 horas post inseminacion (2 horas)
y grupo a las 4 horas post inseminacion (4 horas), y en el epitelio de revestimiento (barras
negras), en el epitelio glandular (barra gris oscuro), y la suma de ambos epitelios de
revestimiento y glandular (gris claro). Se observa mayor inmunoexpresion de HSP90 en el
grupo 2 horas en la glandulas endometriales y epitelio de revestimiento y el glandular,
disminuyendo a las 4 horas y con respecto al grupo control. Las letras diferentes entre
columnas del mismo color indican diferencias significativas entre grupos control, 2 horas y
4 horas post inseminacion (p <0,05).

En resumen, la proteina de shock térmico HSP90 aumenta en el endometrio de yeguas
después de 2 y 4 horas post inseminacion artificial, con una intensa inmunomarcacion en las
glandulas endometriales.
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DISCUSION

El presente estudio determino que el factor de transcripcion HSF-1 se inmunoexpreso en el
endometrio de yeguas durante el ciclo estral y en anestro, y durante las 2 y 4 horas post
inseminacion en el endometrio de yeguas adultas. Hasta donde sabemos éste es el primer
reporte de la expresion de HSF-1 en endometrio en yeguas adultas durante el ciclo estral.

Factor de shock térmico HSF-1 en el endometrio de yeguas en ciclo estral y anestro

El factor HSF-1 se localiz6 en el citoplasma y en el ntcleo de las células del epitelio de
revestimiento endometrial y en las glandulas endometriales. El HSF-1 en la célula no
estresada se encuentra en el citoplasma como un monomero inactivo unido a un complejo de
chaperonas, que incluye a la HSP90, y éste complejo se disocia y se vuelve a ensamblar
continuamente (Ahn & Thiele 2003). Sin embargo, después del estrés proteo-toxico, este
complejo se rompe, debido a la accion de las HSP fuera de los complejos por la acumulacion
de proteinas mal plegadas que deben reparar, lo que resulta en un aumento de HSF-1 no
unido, entonces se activa, se trimeriza se fosforila y se transloca al ntcleo para interactuar
con sitios reguladores del ADN para activar la transcripcion de genes dirigidos a proteinas
de shock térmico (Shi et al. 1998). Por lo tanto, ambas localizaciones de HSF-1 tanto a nivel
citoplasméatico como nuclear observados en las células del epitelio de revestimiento y en
glandulas endometriales implica union a otras proteinas como HSP90 y la regulacion de la
transcripcion de genes.

Ademas, en el endometrio ocurren cambios morfologicos a nivel de la altura del epitelio de
revestimiento, y del diametro y densidad de las glandulas endometriales, por lo tanto,
podemos sugerir que el HSF-1 esta ejerciendo su rol protector sobre las células que van a
renovar los epitelios promoviendo la proliferacion y diferenciacion celular (Salmand et al.,
2008). Los cambios detectados en la expresion de HSF-1 en las células de los epitelios de
revestimiento y glandulares en las fases reproductivas sugieren la relevancia que posee el
HSF-1 en el control de las proteinas de shock térmico, de importancia en la funcion uterina.
Ademas, en investigaciones previas con las mismas yeguas utilizadas en el presente estudio,
se observo que la proteina de shock térmico HSP90 aument6 en estro y disminuy6 en el
diestro en el endometrio. Esto se asocid a que las HSP90 interactiian con los receptores de
hormonas esteroideas que actiian en etapas reproductivas (Camacho et al. 2021).

Por lo tanto, si analizamos los resultados de ambos estudios en el diestro aumenta HSF-1, y
disminuye la proteina de shock térmico HSP90. Mientras que durante el estro ocurre lo
contrario, disminuye HSF-1 y aumenta HSP90. Este resultado podria deberse a que altos
niveles de HSP90 regulan negativamente al HSF-1, ya que la HSP90 tiene una accion
represora sobre HSF-1 (Leach et al. 2012). Ademas, nuestros resultados concuerdan con
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datos previos que mencionan que la inhibicion de HSP90 o disminucién de HSP90 por si
sola, es suficiente para activar HSF-1 en ausencia de factores ambientales estresantes (Zou
et al. 1998; Dayalan Naidu and Dinkova-Kostova 2017).

Por otro lado, el aumento detectado de la inmunoexpresion de HSF-1 durante el diestro
sugiere una relacion con los niveles hormonales de progesterona. La accién de la
progesterona durante el diestro en el ttero de la yegua, lo hace susceptible a las infecciones
bacterianas, mientras que, en estro cuando aumentan los estrogenos, el ttero es capaz de
eliminar las infecciones (Canisso et al. 2020). El aumento de HSF-1 en diestro sugiere una
accion de defensa durante esa etapa por parte el endometrio por estar expuesto a un medio
con secreciones endometriales que favorecen el crecimiento de microorganismos, y por lo
tanto el desarrollo de la endometritis (Marth et al. 2015). Por lo tanto, la inmunoexpresion
del factor de transcripcion HSF-1 en el endometrio de la yegua, sugiere que el HSF-1 esta
involucrado en la regulacion de los cambios moleculares en el endometrio de yegua que
acontecen durante el ciclo estral y durante el anestro.

Factor de shock térmico HSF-1 en endometritis en yeguas post inseminacion

En segundo lugar, el factor de transcripcion de shock térmico HSF-1 se expresa en la
endometritis a las 2 y 4 horas post inseminacion. Este es el primer reporte de la expresion de
HSF-1 en el endometrio de yeguas con endometritis fisioldgica post inseminacion artificial.

Nuestros resultados demuestran que la inmunoexpresion de HSF-1 disminuye a las 2 y a las
4 horas luego de la inseminacion artificial. En el endometrio de yeguas a las 2 horas
aumentan las citoquinas inflamatorias luego de la monta en yeguas no susceptibles
(Woodward et al., 2013). Asimismo, las citocinas proinflamatorias como el TNF-a y la IL-
6 actuan en la fase inicial de la inflamacion y bloquean la actividad transcripcional de HSF-
1 (Schroeder et al., 2024). Por otra parte, el factor de transcripcion HSF-1 juega un papel
esencial en las células normales y bajo estrés celular, éste activa la transcripcion de genes de
proteinas reparadoras y regula la respuesta inflamatoria por supresion de interleucinas como
IL-6 (Takii et al. 2010). En este sentido, en el endometrio humano estudios previos
mencionan que el factor de transcripcion HSF-1 juega un rol protector a través de la
regulacion de citoquinas inflamatorias (Trinklein et al. 2004).

Por lo tanto, al inicio del proceso inflamatorio donde las citocinas se estan sintetizando,
sugerimos que éstas bloquean la actividad transcripcional de HSF-1 en el endometrio de
yeguas. Ademads, en nuestros resultados a las 2 horas post IA la proteina de shock térmico
HSP90 aumenta, sugiriendo una accion represora sobre HSF-1 tal como describe Walker et
al., 2009. Finalmente, sugerimos que el factor HSF-1 en el endometrio de la yegua esta
involucrado en el mecanismo de proteccion similar al que ocurre en humanos durante el
diestro en condiciones normales cuando HSP90 disminuye.
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Localizacion citoplasmatica, nuclear de la proteina de shock térmico HSP90 en
endometrio de yeguas con endometritis post inseminacion.

Nuestros resultados en yeguas con endometritis post inseminacién coinciden con lo
previamente reportado con respecto a la localizacion de la proteina HSP90 en el epitelio de
revestimiento endometrial, glandulas endometriales durante el estro (Camacho et al., 2021).
En el endometrio de yeguas observamos una localizacion citoplasmatica tanto en las células
epiteliales como conjuntivas. Tal como mencionamos anteriormente, las proteinas de shock
térmico se expresan en condiciones de estrés para proteger a las células. La localizacion de
las HSP es tanto como proteinas intracelulares, pero pueden estar presentes en el liquido
extracelular estimulando la respuesta inmunitaria (Liu et al., 2021; Poggio et al., 2021)

En primer lugar, la localizacion citoplasmatica se explica porque la principal funcion de la
HSPI0 es interactuar con otras proteinas, dentro de las cuales se encuentran los receptores
de hormonas esteroideas, como los receptores de estrogenos y los receptores de
progesterona. La HSP90 se une al receptor de hormonas esteroideas en el citoplasma,
manteniéndolo en estado inactivo, cuando ingresa su ligando, la HSP90 se libera y el
complejo receptor-ligando se transloca al ntcleo (Komatsu et al., 1997). En segundo lugar,
la localizacion citoplasmatica se explica por su actividad dentro del reticulo endoplasmico
regulando las proteinas mal plegadas (De Maio et al., 2012). En tercer lugar, la HSP90 realiza
la translocacion de antigenos desde el medio extracelular al citosol para su degradacion en
el proteosoma (Srivastava 2002).

Por otra parte, observamos una localizacion nuclear de la HSP90 en las células epiteliales
endometriales. Aunque tradicionalmente se considera una chaperona citosolica, trabajos
recientes indican que la HSP90 en el nticleo modula la transcripcion a través de la accion en
los sitios de regulacion del ADN y se encuentra asociada con la cromatina cerca de los sitios
de inicio de la transcripcion de multiples genes (Sawarkar et al., 2012). La HSP90 funciona
tanto en la regulacion de la actividad de factores de transcripcion especificos de secuencia
como los receptores nucleares y HSF-1, como también en el impacto sobre factores de accion
mas global que actiian sobre la cromatina y la ARN polimerasa Il y en la transcripcion
modulando la modificacion de histonas (Calderwood & Neckers, 2016).

Estudios previos en otros drganos como en testiculos de raton en condiciones normales, las
HSP90 se observan mayoritariamente una localizacion citoplasmatica y en menor medida en
el nucleo, pero después de un shock térmico, estas aumentan y se presentan en el nucleo
(Biggiogera et al., 1996). La localizacion nuclear de las HSP90 implica su participacién en
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la sintesis y procesamiento de ARN.

Por otra parte, se observd la localizacion extracelular, sugiriendo que la HSP90 esta
involucrada en la modulacion del proceso inflamatorio al interactuar con células del tejido
conjuntivo. Las HSPs citosolicas se liberan al espacio extracelular formando vesiculas
internas se liberan fuera de la célula para convertirse en exosomas. También pueden
transportarse directamente desde el citoplasma a través de la membrana plasmatica con o sin
transportador. Ademads, se produce liberacion al espacio extracelular a través de
microvesiculas que se desprenden de la superficie celular (Li et al., 2022). En el espacio
extracelular es modular la respuesta inflamatoria por ejemplo estimulando macrofagos y las
estimulan a sintetizar citoquinas proinflamatorias y estdn implicadas en la comunicacion
célula-célula, la activacion de células inmunes y la promocion de respuestas
antiinflamatorias y antiplaquetarias (Reddy et., 2018). Especificamente, se ha estudiado que
la HSP90 extracelular como tiene la capacidad de unirse a receptores de superficie y activar
funciones celulares relacionadas con la respuesta inmune como activar la secrecion de
citocinas, la maduracion celular y la presentacion de antigenos siendo estudiadas como
moduladores de la respuesta inmune (Corigliano et al., 2021).

Cuantificacion de la inmunoexpresion de HSP90 en endometrio de yeguas con
endometritis post inseminacion.

La proteina de shock térmico HSP90 aumenta su expresion durante la endometritis post
inseminacion en yeguas. El aumento de HSP90 es mayor a las 2 horas y luego a las 4 horas
disminuye siendo de todas maneras mayor que las yeguas sin inseminar. Hasta donde
sabemos este es el primer reporte de la expresion de la proteina HSP90 en estas condiciones
de endometritis post inseminacion en yeguas.

Sugerimos que el aumento de la HSP90 registrado a las 2 horas post inseminacion puede
deberse al papel importante que cumplen las proteinas de shock térmico en la regulacion de
la inflamacion, especialmente en la produccion de citoquinas proinflamatorias como el factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a), y la interleucina-6 (IL-6), II-1B e IL-8 a través de los
receptores CD14, TLR2 y TLR4 (Wischmeyer et al., 2020), que predominan en la primera
fase de la inflamacion en la endometritis en yeguas (Woodward et al., 2013). Asimismo, en
la endometritis se activa la respuesta innata y adaptativa del sistema inmunologico, que
activa a los neutrofilos, las células asesinas naturales (NK), los macréfagos, las células
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dendriticas y los linfocitos T o B (Srivastava 2002). Por otro lado, en estudios previos en
yeguas con endometritis post inseminacion se observo que con altas dosis de
espermatozoides se produce una mayor respuesta inflamatoria (Fiala et al., 2007), siendo la
respuesta inflamatoria rapida e intensa a las 2 y 4 hs, y menos intensa a las 12 horas post
inseminacion con 400 millones de espermatozoides en el cuerpo del ttero (Cazales et al.,
2020).

Por lo tanto, altas dosis altas de espermatozoides provocan una endometritis produciendo
una rapida y eficiente fagocitosis de espermatozoides y bacterias, obteniendo una respuesta
inflamatoria rapida e intensa, pero corta en el tiempo. Esto concuerda con nuestros
resultados, ya que la HSP90 se vi6é aumentada a las 2 horas post inseminacidon con respecto
al grupo control, y disminuy6 en el grupo de las 4 horas post inseminacion. Canisso et al.,
2020 describen que a partir de las 2 a 6 horas post inseminacion artificial aumenta las
citoquinas antiinflamatorias y éstas inhiben la produccion de mediadores proinflamatorios.
Esto podria explicar la disminuciéon de HSP90 detectada a las 4 horas post inseminacion
artificial. Las citocinas proinflamatorias actian para iniciar y aumentar la respuesta inmune,
mientras que las citocinas antiinflamatorias modulan las citocinas proinflamatorias y
desempefian un papel importante en la resolucion de esta respuesta inflamatoria. En el
endometrio de yeguas (Canisso at al., 2020).

En estudios previos en endometrio de yegua durante las fases reproductivas estro, diestro y
anestro, la proteina HSP90 fue mayor en el epitelio de revestimiento y en epitelio glandular
durante el estro en comparacioén con el diestro o el anestro (Camacho et al. 2021). Esto se
asocio a que la principal funcion de la HSP90 es interactuar con otras proteinas, dentro de
las cuales se encuentran los receptores de hormonas esteroideas, como receptores de
estrogenos y receptores de progesterona. La HSP90 se une al receptor de hormonas
esteroideas en el citoplasma, manteniéndolo en estado inactivo, cuando ingresa su ligando,
la HSP90 se libera y el complejo receptor-ligando se transloca al nticleo (Komatsu et al.,
1997).

Asimismo, en cerdas las HSPs tienen un papel importante en la respuesta inflamatoria
controlada que es necesaria para la implantacion del concepto y el crecimiento del trofoblasto
y estan asociadas con la decidualizacion, la implantacion y la placentacion (Adur et al.,
2022). A pesar de ser momentos distintos en la vida reproductiva y especies diferentes,
sugerimos que el rol de HSP90 para controlar la endometritis post inseminacion en yeguas
es fundamental y similar al descrito para el control de la respuesta inflamatoria para la
implantacioén del embrion en la cerda. Por otra parte, los embriones expresan HSP para hacer
frente a condiciones de manipulacion estresantes, incluida la variacion térmica y el entorno
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celular alterado, por lo tanto, las HSP mejoran la tasa de éxito de la fertilizacion in vitro (Jee
et al., 2021).

Finalmente, podemos afirmar que la proteina de shock térmico HSP90 se expresa en el
revestimiento epitelial y en las gldndulas endometriales del endometrio de yeguas adultas
durante el ciclo estral y se sobreexpresa en el inicio de la endometritis fisioldgica post
inseminacion. La intensidad de la inmunoexpresion varia temporal y espacialmente durante
el ciclo estral. Por su parte, el factor de transcripcion HSF-1 disminuye durante el estro y el
anestro, y aumenta durante el diestro, tanto en el revestimiento epitelial como en las
glandulas endometriales, y disminuye su expresion a las 4 horas primeras horas post
inseminacion artificial.

En sintesis, tanto la proteina HSP90 como el factor de shock térmico HSF-1 se expresan en
el endometrio en las primeras horas del proceso inflamatorio post inseminacidon para
controlarlo y mantener asi un ambiente uterino que promueva la posible implantacion. Por
lo tanto, se sugiere que ambas proteinas contribuyen a la resolucion de la endometritis post
inseminacion artificial en yeguas, evento clave para lograr una prefiez exitosa.
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CONCLUSIONES

En la endometritis post inseminacion la proteina de shock térmico HSP90 y el factor de
transcripcion HSF-1 se expresan en el endometrio de yeguas siendo esenciales en la
regulacion del proceso inflamatorio.

En primer lugar, concluimos que el factor de transcripcion HSF-1 se expresa levemente en
el epitelio de revestimiento y glandulas y estroma endometrial, durante distintos momentos
reproductivos durante el ciclo estral en el estro y diestro y durante el anestro en yeguas.

En segundo lugar, el factor de shock térmico HSF-1 se expresa y varia espacial y
temporalmente, en el endometrio a las 2 y 4 horas post inseminacion artificial cuando ocurre
la endometritis fisioldgica.

En tercer lugar, la expresion de HSP90 post inseminacion artificial en el endometrio de
yeguas es bifasica, aumentando después de 2 horas y disminuyendo a las 4 horas, siendo
evidente su expresion en epitelio y en las glandulas endometriales.

Finalmente, concluimos que tanto el factor de transcripcion HSF-1 como la proteina de shock
térmico HSP90 estan involucradas en el proceso inflamatorio en la endometritis fisioldgica
post inseminacidn en yeguas sugiriendo una regulacion del proceso inflamatorio mediado
por estas proteinas. Ambas proteinas regulan el inicio en las primeras horas en la
endometritis post inseminacion en la yegua, y son esenciales para el control del proceso
inflamatorio, determinando que el establecimiento de la futura placentacion sea posible.
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