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RESUMEN

Se estudid la distribucién endometrial de células inmunes y la presencia en las mismas de receptores de
estrégenos alfa, de progesterona y de antigeno de proliferacién celular en yeguas sin antecedentes de
endometritis. Se tomaron muestras de sangre y biopsias endometriales en yeguas con endometrio sano
al inicio de la fase folicular, a las 24 h después, a las 24 h post-ovulacién y al dia 7 post-ovulacién. Las
biopsias fueron tenidas con hematoxilina-eosina o sometidas a inmunohistoquimica para determinar
la presencia de receptores de estrégeno 0, progesterona o antigeno nuclear de proliferacion celular en
células polimorfonucleares 0 mononucleares. Se detectaron los siguientes cambios estadisticamente
significativos al dia 7 pos-ovulacién, comparado con los otros dias: aumento de la concentracién de
progesterona plasmadtica, disminucién de la cantidad total de células inmunes y una reduccién del
nimero de polimorfonucleares inmunomarcados para receptores de estrégenos alfa. Se concluye
asi que los altos niveles de progesterona plasmdtica al dia 7 pos-ovulacién modularon en forma
negativa la cantidad de células inmunes y la cantidad de polimorfonucleares inmunomarcados para

receptores de estrégeno alfa.
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SUMMARY

Alpha estrogen receptors, progesterone receptors, and cell proliferation antigen were studied in

endometrial immune cells of mares free of endometritis. Endometrial biopsies and blood samples

were taken in healthy mares in four moments: at the start of the follicular phase , at 24 hours after

estrus detection , at 24 hours post-ovulation and on day 7 post- ovulation. Biopsies were stained

with hematoxylin-cosin or subjected to immunohistochemistry to determine the presence of REa.,

RP or PCNA in mononuclear or polymorphonuclear cells. Statistically significant changes were

detected at day 7 post-ovulation, compared to other moments. High levels of plasmatic progesterone

were associated to a decrease in the total amount of immune cells and a reduction in the number

of polymorphonuclear for estrogen receptor alpha. It is concluded that high plasma progesterone

levels at 7 post-ovulation negatively modulated the number of immune cells and the number of

polymorphonuclear immunelabeled for estrogen receptor alpha.
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INTRODUCCION

Los estrogenos y la progesterona tienen
efectos sobre la funcién inmune. La capacidad
de respuesta celular a estrégenos y progesterona
depende de la concentracién circulante de éstas y
de la presencia y cantidad de sus receptores (RE y
RP respectivamente) en las células blanco'. Para
RE, se han identificado dos isoformas: REa y
REB? El REa predomina en Gtero de hembras
adultas y es el principal mediador de efectos
estrogénicos como estimulacion y proliferacién
celular y la induccién de la expresién de RP?.

Diversos estudios sugieren la participacién
de receptores de estrogenos y progesterona
(RE y RP) en la inmunidad celular. En células
linfoides endometriales y en leucocitos cervicales
de mujeres, se determiné la presencia de
RE*. Deficiencias en la expresién de REal en
roedores con lupus result6 en una disminucién
significativa de la enfermedad®. En cultivos de
macréfagos procedentes de mujeres con o sin
endometriosis fue demostrada la presencia de
RE y RP y que el tratamiento con estrégenos o
progesterona modificé la secrecién de mediadores
inflamatorios’. En experimentos realizados
en ratonas ovariectomizadas y modificadas
genéticamente para bloquear la expresién de RP
(RP knockout), se observé que el tratamiento
con E + P, antagoniza la capacidad de los E de
reclutar macréfagos y neutréfilos en ratones

knockout, mientras que el mismo tratamiento
no afecté dicha capacidad en los ratones salvajes
(RP positivos), demostrando que el RP tiene
efecto antinflamatorio. En yeguas ciclando,
los estrégenos de la fase folicular, indujeron la
expresién de RE y RP del estroma endometrial
en sincronia con el aumento en la expresién de
Ki-67, un marcador de proliferacién celular’.
Similarmente, en endometrio humano en fase
folicular, se ha demostrado que la expresién de
RE y RP se correlaciona con la expresién de
un antigeno nuclear de proliferacién celular
(PCNA)™.

El estudio de la expresién de receptores
esteroides ovdricos y la proliferacion celular en
poblaciones leucocitarias del endometrio de
yeguas podria aportar informacién referente al
vinculo inmuno-endécrino. Los objetivos de este
trabajo fueron estudiar la dindmica de las células
inmunes, los niveles de progesterona plasmdtica
y la presencia de REa,, RP o PCNA en dichas
células, en endometrio de yeguas sin antecedentes
de endometritis y con endometrio sano.

MATERIALES Y METODOS

Disefo experimental

La seleccién de las yeguas se realizé durante
la estacién reproductiva en el Departamento de
Fisiopatologia de la Reproduccién de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de Tandil-Argentina
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(Latitud 37°S, 59°W y altitud 188 m), bajo la
supervision del Comité de Bienestar Animal. Se
seleccionaron siete yeguas sanas, de raza Criolla,
de 3 a 10 anos y 330 a 500 Kg. La condicién
de sana se comprobé a través de la citologia
exfoliativa, cultivo bacterioldgico negativo y
la capacidad de eliminar el fluido a las 48 h
luego de la inseminacién artificial con semen
inactivado durante el estro''. La presencia de
fluido libre en ttero, de edema en pared uterina,
la dindmica folicular y la presencia de cuerpo
lateo fueron estudiadas por ultrasonografia con
un ecdgrafo veterinario Berger LC-2010 plus,
5 MHz. Un segundo ciclo estral fue inducido
mediante 2 inyecciones i.m. de prostaglandina
(500pg, Estroplan®, Clorprostenol sédico)
con 14 dias de diferencia. Las yeguas fueron
consideradas en fase folicular cuando hubo tono
uterino flicido, edema endometrial, foliculo
ovdrico dominante > 30 mm.

Progesterona plasmdtica

Se tomaron muestras de sangre por veno-
puncién yugular, fueron extraidas al inicio de la
fase folicular (foliculo ovérico dominante > 30
mm, fuido y edema uterino, Es), a las 24 h del
inicio de Es (24hPEs), a las 24 h de la ovulacién
(24hPOv) y al dia 7 de la ovulacién (d7POv).
La determinacién de progesterona plasmdtica
fue realizada por RIA en fase sélida.

Biopsias endometriales

Los mismos dias en los que se extrajo la
sangre, se tomaron biopsias endometriales
de la unién cuerpo-cuerno uterino. Estas,
se colocaron en formol tamponado al 4 %
durante 24 h, se incluyeron en parafina y se
cortaron a 5 um. Posteriormente, fueron tefiidas
con hematoxilina-eosina para evaluar si los
endometrios sufrieron cambios inflamatorios
a lo largo del estudio de acuerdo a la escala de
Kenney y Doig, (1986) y para determinar
la cantidad y distribucién endometrial de las
células inmunes.

Inmunohistoquimica
Para evaluar la presencia y distribucién

de REa, RP o PCNA en las células inmunes
del endometrio, se utilizé la técnica
inmunohistoquimica de la avidina-biotina-
peroxidasa'® . Se utilizaron anticuerpos
primarios anti-REa (C-311 cat# sc-787;
Santa Cruz, CA, USA), anti-RP (Zymed cat
# 18-0172, South San Francisco, CA, USA)
o anti-PCNA (F-2, cat # 25280, Santa Cruz,
California, USA) diluido 1:50, 1:100 y 1:25
en PBS. Los controles negativos se realizaron
remplazando el anticuerpo primario por suero
inespecifico de ratén (cat#sc-2025, Santa Cruz,
California, USA) diluido PBS. Como anticuerpo
secundario biotinilado se us6 anti-IgG de
equino anti-ratén (Vectastain ABC kit; Vector
Laboratories, Burlingame, CA USA) diluida en
suero equino 1:200. El sistema de deteccién
fue un complejo avidina-biotina-peroxidasa
(Vectastain ABC kit, Elite; Vector). El sitio de
unién del complejo enzimdtico fue visualizado
por medio de 3,3’-diaminobencidina en H,0,
(DAB kit, cat# sk-4100 Vector Laboratories).
Las secciones se tifieron con hematoxilina como
coloracién de contraste.

Andlisis de imdgenes

Para evaluar la cantidad de células inmunes
y presencia de REa,, RP o PCNA en éstas,
se tomaron de cada biopsia, 10 fotografias a
400 X del epitelio luminal, estrato compacto
y estrato esponjoso. En las fotografias de las
biopsias tenidas con hematoxilina-eosina, se
contabilizaron células polimorfonucelares
(PMN) linfocitos (L) y macréfagos (M), y
en las fotografias de las biopsias sujetas a
inmunohistoquimica se contabilizaron los
PMN, L y M inmunomarcados a REa, RP
o PCNA. Los L y M fueron agrupados como

mononucleares (LM) para su andlisis estadistico.

Andlisis estadisticos

Se utilizé un modelo mixto de ANOVA con
el procedimiento PROC MIXED del SAS 9.2
(Statistical Analysis System, SAS institute Inc.,
Cary, NC, USA) contemplando las mediciones
repetidas para evaluar las diferencias en la
cantidad de células inmunes entre los dias del
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ciclo y sus localizaciones endometriales. Las
variables analizadas fueron el promedio de
células inmunes (PMN o LM), la localizacién
endometrial y dias del ciclo (Es, 24hPEs,
24hPOv o d7POv). Las concentraciones
plasmdticas de progesterona se analizaron por
ANOVA, considerando el efecto del dia del
ciclo. El nivel de significacién considerado fue
P <0,05.

RESULTADOS

En ninguna biopsia se detectaron signos de
inflamacién o cambios degenerativos.

La concentracién de progesterona fue mayor
al d7POv en relacién a Es, 24hPEs y 24hPOv
y similar entre Es, 24hPEs y 24hPOv. Las
concentraciones (ng/mL, media de los minimos
cuadrados + error estdndar), fueron: 0,12 + 0,01;
0,18 + 0,04, 0,54 + 0,10y 9,01 + 1,18, para Es,
24hPEs, 24hPOv y d7POv respectivamente.
La sensibilidad del ensayo fue 0,1 ng/mL, el
coeficiente de variacién intra-ensayo fue 13 %
para concentraciones entre 0,1 y 40 ng/mL.

Sobre el total de células inmunes (LM
y PMN, 121,84 + 7,13, corresponde al 100
%) se encontrd efecto de dia, de localizacién
endometrial (P < 0,0001) y de tipo celular (P <
0,0001). El total de células inmunes fue menor
al d7POv que en Es, 24hPEs y 24hPOv (24.02,
30.78,25.50,y 19.63, porcentajes para d7POy,
Es, 24hPEs y 24hPOv respectivamente) Sobre
el total de PMN o LM se encontré efecto de
dia y de localizacién endometrial (P < 0,0001).
En la Figura 1, se muestran las diferencias en
los porcentajes de células inmunes en funcién
de los dias del y localizaciones endometriales.

El inmunomarcado especifico a REa,
RP o PCNA fue observado en el ntcleo de
las células inmunes, Figura 2. No fueron
encontradas diferencias significativas en la
cantidad de PMN o LM inmunomarcados a
RP o PCNA en los diferentes dias del ciclo
ni diferentes localizaciones endometriales.
La cantidad de PMN inmunomarcados a
REa (18,97 + 2,69) fue mayor que la de LM
inmunomarcados a REa (2,27 + 0,56) en los
cuatro dfas evaluados (2 < 0,0001). La cantidad

de PMN inmunomarcados a REa fue menor
en d7POv que en Es (3,75 + 1,67; 5,63 + 1,67;
d7POv y Es, respectivamente). A los dias Es y
d7POy, el promedio de LM inmunomarcados
a REa tendié a ser mayor en EE que en EL (P
=0.06).

DISCUSION

Los perfiles y concentraciones plasmdticas
de progesterona hallados en las yeguas de este
estudio estdn en acuerdo con lo reportado por
otros autores' '°.

La menor cantidad de células inmunes
halladas al dia 7 de la ovulacién podria deberse
aun efecto inhibitorio de los mayores niveles de
progesterona plasmdtica hallados ese dia. Dicho
efecto fue especificamente observado sobre
los PMN y LM del estrato compacto. Efectos
inhibitorios de la progesterona sobre células del
sistema inmune han sido reportados en ttero
de ratona, mujeres'® y ovejas”. Asimismo,
Watson y cols (1987)* demostraron en yeguas
ovariectomizadas, que la migracién de PMN
hacia el ttero, asi como su actividad fagocitica fue
deprimida por el tratamiento con progesterona.
Sin embargo, en endometrio de yeguas sanas
ciclando, la misma autora reporté mayores
cantidades de células MHC II positivas al estro
que en diestro, pero sin variaciones ciclicas en las
cantidades de macréfagos, linfocitos B y T2,
La mayor cantidad de células inmunes presentes
en el estrato compacto en dias de la fase folicular
y diestro temprano (Es y 24hPEs y 24hPOv),
cuando las concentraciones de progesterona
fueron basales, podria estar vinculado a una
influencia de los estrégenos foliculares sobre la
irrigacién y permeabilidad capilar endometrial.
En yeguas ovariectomizadas el tratamiento con
estrégenos provocé una invasién masiva de
leucocitos al utero®. Hallazgos similares han
sido reportados en yeguas®, cerdas®y ovejas .

El inmunomarcado a REa y RP hallado en
células inmunes del endometrio, sugiere que
los receptores a hormonas esteroides ovdricas,
median la funcién inmunoldgica celular. La
presencia de PCNA en células inmunes del
endometrio, indica que ésta proteina contintia
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Figura 1. Porcentaje + error estdindar medio de LM (Panel Izquierdo) y PMN (Panel Derecho) identificados con tincién
de HE presentes en epitelio luminal (EL), estrato compacto (EC) y estrato esponjoso (EE) en endometrio de yeguas
resistentes a endometritis ciclando. Dias del ciclo estral: inicio de la fase folicular (Es), 24 h post Es (24hPEs), 24 h post
ovulacién (24hPOv) y dia 7 de la ovulacién (d7POv). a,b,c diferencias entre localizacién endometrial en un mismo dfa
del ciclo, x,y diferencias entre dfas del ciclo en una misma localizacién endometrial (P <0,05).

Figura 2. Inmunohistoquimica para la determinacién de REo, RP 0o PCNA en células inmunes en endometrio de yeguas
resistentes a endometritis ciclando. (EL = epitelio luminal, EC = estrato compacto, EE = estrato esponjoso, eg = epitelio
glandular, PMN = polimorfo nuclear, M = macréfago, L = linfocito). (A) Control negativo. Se sefiala un PMN negativo
a REa (PMN-); (B): se sefiala un PMN y L inmunomarcados a REat (PMN+, L+) y un L negativo a REa (L-); (C) se
sefiala un PMN positivo a REat (PMN+); (D) se sefiala un L positivo a RP (L+) dentro de un vaso sanguineo; (E) se
sefiala un L positivo a PR (L+); (F) se sefialan dos L y un M inmunomarcados a PCNA (L+, M+); (H) se sefiala un PMN
positivo a PCNA (PMN+) dentro de una glindula; (I) se sefiala un M positivo a PCNA (M+). Fotos tomadas a 400 X.
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expresindose en el endometrio aun después
de la salida de los tejidos hematopoyéticos.
En el presente estudio no hay elementos que
demuestren que en endometrio de las yeguas
los leucocitos estén sujetos a actividades de
mitosis y proliferacién celular, a pesar de
expresar PCNA. La presencia de receptores
esteroides asociada a la proliferacién celular
en células inmunes ha sido demostrada. En
cultivos de células precursoras de monocitos y
en macréfagos de mujeres, fue demostrada la
presencia de RE y RP y que el tratamiento con
estrégenos y progesterona modificé la expresion
de ambos receptores asi como la diferenciacién
y proliferacién celular” . Asimismo, en el
cérvix de mujeres, a través de técnicas de doble
marcado, fue demostrada la presencia de RE
en leucocitos®. Posteriormente, el mismo autor
reporta que en ratas los leucocitos del ttero y en
sangre periférica expresan RE y que éste podria
participar de la inflamacién y remodelacién de
la matriz extracelular’. En ratonas, ensayos con
agonistas selectivos de RE demostraron que el
REa al unirse a su ligando puede modificar la
respuesta inmune en términos de expresién de
citoquinas e inmunomodulacién?.

Por otro lado, es conocido que los estrégenos
estimulan la sintesis y expresion tisular de ambos
receptores, mientras que la progesterona regula
en menos ambos receptores?®. La mayor cantidad
PMN inmunomarcados a REa hallados en el
endometrio de yeguas en fase folicular temprana
en relacién al dia 7 de la ovulacién, sugiere un
estimulo directo y positivo de los estrégenos
sobre la inmunidad celular. Sin embargo, no
fueron encontradas variaciones ciclicas en la
cantidad y distribucién endometrial de células
inmunes inmunomarcadas a R, lo cual podria
deberse a una sensibilidad temporal diferente de
las células inmunes a estrégenos y progesterona
(en términos de RE y RP). En apoyo con esto,
ha sido reportado que el RE es el primero en
responder al estimulo estrogénico y que la
expresion de RP y PCNA depende en parte
de RE*1*?_ Ademis, la progesterona tiene un
rol anti-mitogénico que contrarresta la accién
proliferativa del REa., y es mediado por sefiales

directamente sobre las células del estroma, y/o
indirectamente, al actuar sobre el epitelio a
través de mecanismos pardcrinos incluyendo la
liberacién de citoquinas®” . Los mecanismos
mencionados, podrian explicar en parte, la
menor cantidad de PMN endometriales que
expresaron REa al dia 7 de la ovulacién, cuando
los niveles de progesterona plasmdticos fueron
mayores. Por otro lado, la similar cantidad de
células inmunes inmunomarcadas a PCNA,
sugiere que en endometrio de yeguas sanas, el
PCNA se expresa de forma constitutiva, sin
vinculo aparente con la proliferacién celular ni
con la influencia hormonal sobre la actividad
mitética de las mismas. Sin embargo, el PCNA
favorece la sintesis de ADN, al actuar como
cofactor de la ADN polimerasa delta. Ademds,
cuando existen dafnos en el ADN, el PCNA
participa en la via de reparacién del ADN?.
La presencia de PCNA en los leucocitos en
endometrio, podria estar relacionada con
actividades de reparacién del ADN vy sintesis
de mediadores de la inflamacién a través de la
replicacion de genes especificos.

La utilizacién de técnicas de doble marcado
que puedan co-localizar receptores hormonales
en un tipo de célula inmune especifica, podria
aportar patrones mds precisos en relacién a la
regulacién endécrina sobre la inmunidad celular.
La caracterizacion del sistema inmuno-endocrino
endometrial de las yeguas con endometrio sano
y sin antecedentes de endometritis, podria
aportar patrones de referencia para el estudio
de la endometritis en yeguas.

CONCLUSIONES

Los mayores niveles de progesterona al dia 7
de la ovulacién podrian haber tenido un efecto
inhibidor sobre la cantidad de células inmunes.
La presencia de REa,, RP o PCNA en células
inmunes endometriales, establece un vinculo
inmuno-endocrino relacionado a la proliferacién
celular, que podria ser modulado por hormonas

esteroides sexuales.
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