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RESUMEN

La evaluacién del Intervalo Parto-Concepcion (IPC), permite conocer el comportamiento
reproductivo de las vacas durante el periodo pospartal (pp), sabiendo que juega un importante
papel en el éxito reproductivo del rodeo y, por tanto, influye en la produccion y beneficio
economico de la empresa agropecuaria. Si bien se esperaria que las vacas se encuentren
ciclando y el tejido endometrial se regenere antes de la cuarta semana pp, actualmente los
sistemas lecheros presentan un bajo rendimiento reproductivo. En este sentido, la
reestructuracion de la matriz endometrial constituye uno de los procesos de remodelacion
uterina pp mas relevantes, y en este punto, el sistema de metaloproteasas de la matriz (MMP)
y sus inhibidores (TIMP), estarian directamente involucrados en la degradacion proteolitica
de la misma, en coordinacion con la esteroidogénesis ovarica. En este trabajo, se investigo la
expresion proteica de MMP2, MMP14 y MMP9, y de sus inhibidores, TIMP1 y TIMP2, en
epitelio luminal, epitelio glandular y estroma del endometrio de vacas lecheras a los 45y 60
dias posparto (DPP), que se encontraban tanto en fase lutea como folicular. Se observé que
la expresion aumentada de MMP2 y de MMP14, no estaria asociada con una demora en la
concepcion de los animales, aun expresandose a los 60 DPP, y que la funcion de TIMP2
como inhibidor o activador dependeria de la expresion de dichas metaloproteasas. Asimismo,
la relacion entre MMP9 y TIMP1, asi como la expresion aumentada de este Ultimo, podrian

vincularse a la ocurrencia de la futura prefiez posparto.

Palabras Clave: Intervalo Parto-Concepcion — Metaloproteasas — Inhibidores de

Metaloproteasas - Vacas — Endometrio posparto
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SUMMARY

The Calving-Conception Interval (IPC), allows to evaluate the reproductive behavior of
cows during the postpartum period (pp), knowledge that it plays an important role in the
reproductive success of the dairy cattle and, therefore, influences production and the
economic benefit of the cattle farmers. Although cows would be expected to be cycling and
endometrial tissue to regenerate before the fourth week pp, dairy systems currently have low
reproductive performance. The restructuring of the Endometrial Matrix, has a relevant
participation in the processes of uterine remodeling pp, and at this point, the matrix
metalloprotease system (MMP) and its inhibitors (TIMP) would be directly involved in the
proteolytic degradation of the matrix itself, in coordination with ovarian production of steroid
hormones. In this work, the protein expression of MMP2, MMP14 and MMP9, and their
inhibitors, TIMP1 and TIMP2, in the luminal epithelium, glandular epithelium and stroma of
the endometrium of dairy cows in both the luteal and follicular phases, at 45 and 60 days
postpartum (DPP), was investigated. It was observed that the increased expression of MMP2
and MMP14 would not seem to be associated with a delay in conception in the animals, even
when expressed at 60 DPP, and furthermore, the activity of TIMP2 as an inhibitor or activator
would depend on the expression of these. Likewise, the relationship between MMP9 and
TIMP1, as well as the increased expression of the latter, could be linked to the occurrence of

a future postpartum pregnancy.

Keywords: Calving-Conception Interval — Metalloproteases — Metalloprotease inhibitors-

Cows — Postpartum endometrium
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1. INTRODUCCION

Alcanzar buenos indices reproductivos es uno de los requisitos fundamentales para lograr
una rentabilidad aceptable en los rodeos (De Vries, 2006). EI comportamiento reproductivo
de las vacas en el posparto, juega un importante papel en el éxito reproductivo y, por tanto,
influye en la produccion y el beneficio econémico de la empresa agropecuaria. EI mismo, ha
sido evaluado a través de parametros especificos como el Intervalo Parto-Parto (IPP) y el
Intervalo Parto-Concepcion (IPC), entre otros. En los Gltimos tiempos, se ha determinado
que, para alcanzar una optima eficiencia reproductiva, es primordial enfocar los esfuerzos en
el logro de la prefiez, reducir el tiempo del IPC y el numero de inseminaciones o servicios
necesarios para que esto ocurra (Ferguson y Galligan, 2000). Las vacas deben parir a
intervalos que permitan maximizar su produccién individual, asi como la produccion lechera
de todo el rodeo (Forero, 2004; Recce, 2013), por esto, se debe procurar que la mayoria de
las vacas queden prefiadas entre los 85 y 120 dias en lactancia (DEL) o dias posparto (DPP)
(LeBlancy col., 2002).

Una buena salud reproductiva posparto en el ganado lechero, se evidencia al observar un
utero completamente involucionado y libre de infecciones y cuando, ademas, las vacas hayan
reanudado su ciclicidad al momento de ingresar a servicio, entre los 50 a 60 DPP (LeBlanc
y col., 2002). En condiciones normales, entre la segunda y cuarta semana posparto, el tejido
endometrial dafiado se regenera, se desarrolla una onda folicular y el animal ovula su primer
foliculo dominante y forma un cuerpo luteo, reiniciando asi su ciclicidad (Sheldon y col.,
2009a).

Los sistemas lecheros actuales se encuentran caracterizados por el bajo rendimiento
reproductivo, frecuentemente asociado a la intensificacion y al aumento de la produccion
individual de leche. En efecto, el conjunto de medidas destinadas a aumentar la productividad
no tiene un efecto positivo sobre la capacidad reproductiva de las vacas. En condiciones de
cria intensiva en vacas lecheras de alta produccion, se ha encontrado una correlacion negativa
entre la alta productividad y la capacidad reproductiva (Dobson y col., 2007; Baimishev y
col., 2018). Se describe que la tasa de concepcion en vacas de alta produccion esta en

permanente descenso a medida que pasan los afios, quizas por la elevada exigencia
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productiva que se impone al ganado (Sheldon y col., 2009a). Dentro de las alteraciones
reproductivas podemos nombrar el retraso en la reanudacion ovarica posparto, fallas en la
ovulacion, pérdidas embrionarias tempranas, entre otras (Wathes, 2012). Las pérdidas
embrionarias conforman uno de los principales problemas reproductivos. Estas pérdidas
ocurren principalmente entre la primera y tercera semana de prefiez (Cérdova y col., 2002;
Diskin y Morris, 2008; Geovanny, 2018) y es mayor en las vacas lecheras de alta produccion
(De Vries, 2006; Moore y Thatcher, 2006; Diskin y Morris, 2008; Minten y col., 2013). Una
caracteristica unica de los tejidos reproductivos es su capacidad de modificarse segun los
ciclos fisiologicos. Todos los tejidos experimentan diferenciacion y desarrollo durante la
embriologia, pero los 6rganos reproductivos tienen ciclos de actividad como una
caracteristica integral de su estado maduro y funcional (Luck y Zhao, 1995). El éxito de la
implantacion del embrién depende de sucesos claves como la preparacion del endometrio
durante el ciclo estral y especialmente, de caracteristicas y eventos puntuales como, por
ejemplo, la capacidad del trofoblasto para fusionarse con el epitelio endometrial en la regién
caruncular. En este sentido, la remodelacién del endometrio durante el ciclo estral y la
gestacion temprana, sigue siendo crucial para el establecimiento de la prefiez y para que el
proceso de implantacion ocurra de manera normal (Mishra y col., 2010). La matriz
extracelular endometrial (MEC), componente no celular que brinda soporte fisico a las
células uterinas, tiene una relevancia fundamental en este proceso. La abundancia de
proteinas de la misma, esta finamente controlada por la sintesis y la degradacion proteolitica,
y cualquier alteracion de dicho equilibrio puede provocar anomalias en la implantacién y
consecuente infertilidad (Skinner y col., 1999). La degradacion proteolitica de las proteinas
de la MEC, se encuentra modulada en parte por la expresion del sistema de metaloproteasas
(MMP, del inglés: matrix metalloproteinases) y sus inhibidores (TIMP, del inglés: tissue
inhibitors of metalloproteinases) (Salamonsen, 1999; Fata y col., 2000; Kizaki y col., 2008)
y todo ello esta en coordinacién con la produccion ovarica de hormonas esteroideas (Henriet
y col., 2002; Spencer y col., 2004). Estudios previos han demostrado que durante la
implantacion y la placentogénesis en bovinos, las MMP se expresan en el endometrio de una
manera espacio-temporal dependiente y juegan un rol destacado en la fusion del embridn al

epitelio luminal y también en la activacion de produccion de citoquinas y factores de
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crecimiento por parte del estroma endometrial (Mishray col., 2010). Sin embargo, no se han
estudiado en profundidad las modificaciones de dicho sistema y sus inhibidores en el

momento de la remodelacion pospartal de vacas lecheras, previo a ser liberadas a servicio.

1.1. OBJETIVOS e HIPOTESIS

1.1.1. Objetivo General

Evaluar la participacion de las metaloproteasas y sus inhibidores en la restauracion y
remodelacion endometrial de vacas lecheras, teniendo en cuenta su potencial efecto sobre la

receptividad endometrial pospartal.

1.1.2. Objetivos Especificos

1) Evaluar la expresion proteica de metaloproteasas de la matriz (MMP2, MMP9,
MMP14) en el endometrio pospartal de vacas lecheras, durante las fases Iutea y folicular,

previo a su liberacién a servicio.

2) Evaluar la expresion proteica de inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP1 y
TIMP2) en el endometrio pospartal de vacas lecheras, durante las fases lutea y folicular,

previo a su liberacidn a servicio.

3) Establecer las relaciones entre la expresion proteica de metaloproteasas de la matriz
(MMP2, MMP14, MMP9) y la expresion proteica de Inhibidores tisulares de metaloproteasas
(TIMP1y TIMP2) en el endometrio pospartal de vacas lecheras en fase lutea.

4) Determinar si los niveles de expresion de las metaloproteasas de la matriz y sus
inhibidores en el Utero pospartal de vacas lecheras en fase lUtea, estan asociados a la demora

en la concepcion inmediata al parto.



1.1.3. Hipotesis

Considerando la importancia de las MMP y sus inhibidores en el proceso de remodelacion
endometrial pospartal, se propone que: alteraciones en los procesos pre-implantatorios de
reparacion/degradacion de la Matriz Extracelular (MEC) en los que interviene el sistema
MMP/TIMP, podrian estar asociados a un retraso en la concepcion en vacas lecheras v,
consecuentemente, al aumento del intervalo parto-concepcion.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.  Aspectos generales en relacion al establecimiento de la prefiez.

Durante las ultimas décadas, se ha observado que los indices de eficiencia reproductiva
han disminuido en relacidn a la intensificacion e incremento de la exigencia productiva. El
ganado, y mayormente, las vacas lecheras de alta produccion, se someten a numerosos
factores estresantes relacionados con el ambiente, el manejo y la nutricion, que pueden inhibir
o0 perjudicar su potencial productividad y bienestar general (Thatcher y col., 2002; Carroll y
Forsberg, 2007). En particular, se ha visto que el mérito genético para la produccién lechera
puede afectar significativamente el patrén de cambio en las concentraciones plasmaticas de
metabolitos y hormonas. Estas tienen efectos sobre el sistema inmune, la actividad ovérica
pospartal, la funcionalidad del Gtero e hipofisis-hipotdlamo, afectando en muchos casos la
fertilidad del ganado (Glauber, 2013; Cainelli, 2019).

Entre los principales problemas reproductivos en todos los sistemas de produccion
ganaderos, la pérdida embrionaria es uno, cuyos efectos directos se relacionan con
subfertilidad, lo que a su vez se refleja en la reduccidn de las tasas de concepcion en cada
servicio (Diskin y col., 2006; Diskin y Morris, 2008). Tal es asi, que la supervivencia de los
embriones se convierte en un factor con importante impacto sobre la produccion y la
eficiencia econdmica en todos los sistemas pecuarios (Santos y col., 2004; Hansen y Block,
2004). Diversos estudios concuerdan en que la mayoria de las pérdidas embrionarias ocurren
principalmente entre la primera y tercera semana de prefiez (Cérdova y col., 2002)
particularmente entre el dia 7 y 16 de gestacion (Sreenan y Diskin, 1987; Diskin y Morris,
2008; Berg y col., 2010; Minten y col., 2013). Asimismo, se ha observado que la pérdida
embrionaria temprana es aun mayor en las vacas de alta produccion lactea (De Vries, 2006;
Moore y Thatcher, 2006; Minten y col., 2013). En estimaciones realizadas en Estados Unidos
y Gran Bretafia, el porcentaje de inseminaciones artificiales exitosas en el ganado destinado
a la produccion de carne es del 90%, del cual la tasa de pérdida embrionaria/fetal es de
aproximadamente el 35-50 % (Diskin y col., 2006; Minten y col., 2013). Estudios realizados
en Argentina, determinaron mayores perdidas de gestacion en tambos con rodeos puramente

5



de raza Holando argentino (Miguel Catalino y col., 2017). Por otro lado, otros autores
pudieron constatar que las vacas multiparas presentaron mayores porcentajes de pérdidas de
gestacion que las primiparas, entre los dias 29 y 45 posparto (Perez Wallace, 2013)

Para el éxito de la prefiez, el estado fisioldgico del Utero debe permitir la implantacion y
el crecimiento del embrion (Ulbrich y col., 2013; Minten y col., 2013). Estudios previos
sugieren que las secreciones endometriales actian como reguladores primarios de la
supervivencia, el crecimiento y el desarrollo del embrion a lo largo de la gestacion (Bazer y
col., 1979; Gray y col., 2001; Spencer y col., 2008), lo que indica que, durante el periodo
previo a la implantacion, el embridn se expone a un entorno marcadamente cambiante (Leese,
1988; Wolfy col., 2003). Este periodo pre-implantatorio resulta critico ya que se ha reportado
que entre los dias 8 y 17, previo al reconocimiento materno, las pérdidas embrionarias
fluctian entre el 30-40% (Thatcher y col., 1994). La implantacion propiamente dicha es
producto de la interaccion entre las membranas asociadas propias del embrién y el
endometrio de la hembra gestante, donde se produce el reconocimiento materno de la prefiez.
Este proceso es indispensable para el subsecuente mantenimiento de la gestacion (Duica y
col., 2007). En este sentido, estudios previos han sugerido que muchos de los problemas
relacionados al establecimiento de la prefiez, podrian atribuirse a una comunicacion
defectuosa entre el embrion y el entorno materno, lo que provocaria una receptividad
endometrial inadecuada o deficiente (Thatcher y col., 2001). Sin embargo, en rumiantes, el
conocimiento de los complejos mecanismos bioldgicos y genéticos que gobiernan la
receptividad endometrial y la implantacion del embridn es aun limitado (Minten y col., 2013;
Ulbrich y col., 2013).

2.2.  Anatomia del Utero bovino

El tracto reproductivo de la hembra consta de los ovarios, el oviducto, el Utero, la vagina,
y los genitales externos (Figura 1). Los ovarios son los encargados de producir las gametas
sexuales femeninas y las hormonas que ejerceran influencia sobre los demas oOrganos
involucrados en la reproduccion. Los oviductos o trompas de Falopio, proveen un ambiente

Optimo para la fertilizacion y para el desarrollo embrionario preimplantatorio. El Gtero, por
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su parte, experimenta una definida sucesion de cambios durante el estro y los ciclos
reproductivos, proveyendo asi, el ambiente para el transporte espermatico, el desarrollo
embrionario temprano y el sitio de implantacion del embrion eclosionado (Dellmann, 1994).
La unidn entre el oviducto y el cuerno uterino ipsilateral se denomina union Gtero-tubérica,
y en las vacas, regularia el movimiento del embrion hacia el interior de la luz uterina
respondiendo a estimulos de tipo hormonal. El cérvix (o cuello uterino) es una barrera que
protege al Utero del ambiente exterior, lubricandose durante el periodo de celo y sellandose
durante la gestacion. Tiene unos 10 cm de largo, siendo su pared gruesa, muscular y rica en
fibras eléasticas. La mucosa-submucosa, forma altos pliegues primarios, con pliegues
secundarios y terciarios, que le dan a la luz del 6rgano, una apariencia espiralada. Esta se
cierra por una serie de proyecciones irregulares de su superficie que engranan entre si,
protegiendo eficazmente el ambiente uterino interno. No existen glandulas en el cérvix, sin
embargo, las células globosas pueden secretar un moco denso, sobre todo durante el estro;
este moco también es el origen del tapdn mucoso que sella el canal cervical del animal
gestante (Sisson y Grossman, 1982; Dyce y col., 1999; Hopper, 2014). El cérvix conecta con
la vagina, que es, por un lado, el érgano copulatorio, y por otro, el canal dilatable a través del
cual el feto es expulsado desde el Gtero. Su epitelio varia en altura y estructura segun las
etapas del ciclo estral. EI segmento terminal del tracto genital en el que se abre la uretra se
denomina vestibulo vaginal y la vulva representa el limite caudal conteniendo el clitoris,
organo homologo al pene (Dellmann, 1994; Senger, 2003; Sisson y Grossman., 1982).

El Gtero consta de un cuello (cérvix), un cuerpo y dos cuernos. El cuerpo tiene sélo unos
3 a4 cm de largo, sin embargo, los cuernos pueden llegar a medir entre 35 a 40 cm. Estos
ultimos se ramifican desde el cuerpo, pero estan unidos por peritoneo (tejido conjuntivo). El
cérvix por su parte, tiene una longitud de 10 cm (Sisson y Grossman, 1982). La pared uterina
consta de tres capas, denominandose desde la méas externa hacia la mas interna: serosa o
perimetrio, muscular o miometrio y mucosa-submucosa o endometrio (Dellmann, 1994;
Budras y col., 2003). El perimetrio o tdnica serosa, es la continuacion del peritoneo
abdominal en el utero. EI miometrio esta constituido por dos capas de masculo liso, una capa
interna mas gruesa y una externa mas fina, separadas mutuamente por una capa vascular. El

endometrio (mucosa), consiste en un epitelio de revestimiento, glandulas tubulares y un
7



tejido conjuntivo especial con muchas células y pocas fibras (estroma) (Mullins y Saacke,
2003; Welsch, 2014). En el endometrio se encuentran las carinculas uterinas, prominencias
estromales densas, aglandulares, poco elevadas, cubiertas por epitelio luminal, de disposicion
longitudinal y circular, cuya distribucion puede ser irregular o en filas (Sisson y Grossman,
1982; Dyce y col., 1999, Gray y col., 2001). Estas estructuras son ricas en fibroblastos, estan
altamente vascularizadas, estan formadas por estroma subepitelial engrosado y se unen con
las membranas fetales (cotiledones) durante la formacién de la placenta, conformando de esta
forma los denominados placentomas (Dellmann, 1994; Hopper, 2014). ElI endometrio
“intercaruncular” se ubica entre las cartnculas y contiene glandulas uterinas enrolladas y
ramificadas, que secretan o transportan una variedad de enzimas, factores de crecimiento,
citocinas, linfocinas, hormonas, proteinas transportadoras y otras sustancias (Guillomot,
1995; Gray y col., 2001). EI endometrio bovino, presenta cambios histologicos que
responden a las hormonas presentes durante el ciclo estral, asi como también al estado
gestacional, incluyendo variaciones en la altura del epitelio superficial y epitelio glandular,
en el tamafio del lumen, desarrollo y secrecion glandular y en el edema estromal (Dellmann
y Brown, 1987; Ohtani y col., 1993; Dellman y Carithers, 1996).

A

Figura 1: Vista Lateral (A) y Dorsal (B) del aparato reproductor de la VVaca. Extraido de Senger,
2003.



2.3. Histologia del endometrio

El endometrio bovino se encuentra constituido por un compartimento epitelial, uno
estromal y otro vascular con la existencia, ademés, de una poblacion de células inmunes
residentes. Todo ello se encuentra situado en dos regiones que difieren tanto en estructura
como funcion, denominadas zona superficial o funcional y zona profunda o basal (Figura 3).
La primera se transforma y regenera en cada ciclo estral, mientras que la segunda permanece
y constituye la base para regenerar ciclicamente el endometrio (Dellmann, 1994; Horst-
Dieter, 1994; Simén y col., 2009).

El epitelio endometrial, esta constituido por un componente luminal (EL -epitelio luminal)
y otro glandular (EG — epitelio glandular-) (Figura 2 y 4). Como el resto de las mucosas,
actla como barrera para proporcionar proteccion contra los patégenos que logran acceder
hasta la cavidad endometrial, pero también debe permitir regular la implantacion del embrién
que es, en esencia, la funcién primordial del endometrio. Dicho epitelio endometrial esta
regulado por las hormonas esteroideas ovaricas que inducen cambios morfoldgicos y
bioquimicos ciclicos que ayudan a mantener un microambiente adecuado para la
implantacion del embrién (Simén y col., 2009). EI EL es cilindrico pseudoestratificado y/o
cilindrico simple en rumiantes. La altura y la estructura de las células epiteliales estan
relacionadas con la secrecién de hormonas ovaricas a lo largo del ciclo (Horst-Dieter, 1994).
Las células del EL producen una secrecion proteica que forma una cubierta superficial, y
también pueden transportar iones y liquido. En las porciones glandulares de la capa basal,
existen células precursoras y células madre que pueden regenerar el EG (Welsch, 2014). Este,
se compone de un epitelio cilindrico simple que forma glandulas endometriales tubulares,
simples, espiraladas y ramificadas (Sisson y Grossman, 1982). Las glandulas uterinas
aumentan en namero y tamafio a medida que la fase secretora o lGtea avanza. Su funcién es
la produccion y secrecion de moléculas necesarias para la nutricion e implantacion del
ovocito fecundado (Simény col., 2009). Altos niveles de estrégenos estimulan el crecimiento
y las ramificaciones de las glandulas, pero el arrollamiento y el aumento de su secrecion sélo

ocurren cuando es estimulado por la progesterona (Dellmann, 1994).



El compartimiento estromal (Es) se compone de tejido conjuntivo formado por células y
matriz extracelular, siendo el fibroblasto el tipo celular de mayor relevancia (Horst-Dieter,
1994; Simdn y col., 2009).

La red de vasos que compone el compartimiento vascular intrauterino, comienza en el
miometrio y finaliza en el endometrio, entregando oxigeno y nutrientes a todas las células
que conforman tanto la region basal como la region funcional del mismo (Gartner y Hiatt,
2005; Simon y col., 2009).

Existen también en el endometrio, células del sistema inmunolégico como neutréfilos,
macrofagos y linfocitos, que ingresan desde el torrente sanguineo, y son relevantes para la
fisiologia endometrial, especialmente en la regulacion de la respuesta inmune local para la
proteccion del tracto genital frente a infecciones y para evitar el rechazo inmunoldgico

durante la implantacion embrionaria (Horst-Dieter, 1994; Simén y col., 2009).

Figura 2: A) Epitelio luminal (EL) y Estroma (ES) en corte de tejido endometrial.

Utero, bovino; H-E; 40X. (B) Epitelio glandular (EG) y estroma (Es) en corte de tejido endometrial.
Utero, bovino; H-E; Magnificacion 400X. Barra =25 um.
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2.4.  Periodo pospartal

La involucidn uterina en vacas lecheras implica una reduccién considerable del tamafio
del dtero, necrosis de la superficie del endometrio y una reestructuracion extensa de la matriz
extracelular (Leslie, 1983). Los tejidos placentarios que quedan en el Utero después del parto
se acumulan como restos de tejido en la luz uterina, lo que contribuye a la secrecién loquial.
Después de esta degradacion inicial, se inicia la reparacion, remodelacion y regeneracion del
tejido (Whates y col.,, 2011). Durante este proceso existen multiples mecanismos
inmunoldgicos locales que facilitan el retorno de las funciones fisiol6gicas a un estado
homeostatico (Velazquez y col., 2019), entre los que podemos mencionar la sintesis y
produccion de citoquinas, como TNFa, IL1B e IL6, y también de quimiocinas, como la IL8
(Hammon y col., 2006; Singhy col., 2008; Peter y col., 2015). En vacas sanas, la inflamacion
uterina disminuye entre la cuarta y la quinta semana posparto. Sin embargo, se ha descripto
que la reparacion del tracto genital (principalmente el Utero) no se completa hasta la sexta-
octava semana posparto (Sheldon y col., 2009b). Eventualmente, los Gltimos vestigios de
contaminacion bacteriana se eliminan en la mayoria de las vacas al final de la cuarta semana
del posparto (Hussain y col., 1990).

Como ya se ha mencionado anteriormente, las vacas deben parir a intervalos que
maximicen sus rendimientos. IPP o IPC muy largos, incrementan el nimero de dias abiertos,
encareciendo el mantenimiento de los animales en periodos de baja productividad, sumado a
los gastos en dosis de semen por inseminaciones sin la obtencion de buenos resultados, y los
servicios profesionales adicionales.

Normalmente, en vacas saludables, los dias abiertos, se componen del puerperio
fisiolégico y propiamente dicho, mas el periodo de espera voluntario. El primero, son los dias
necesarios para que el atero involucione clinica y anatomicamente, y aparezca un primer celo
después del parto, abarcando un periodo aproximado de 45 dias, mientras que el segundo, si
bien estd determinado por cada sistema productivo, no deberia superar en su totalidad,
incluyendo al puerperio fisioldgico, los 60-70 dias, para poder cumplir con los objetivos
reproductivos del rodeo. Es por esto, que los animales son liberados a servicio alrededor de

los 60 dias posteriores al parto. La remodelacion requiere una angiogénesis significativa, que
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implica la degradacion de la membrana basal, la migracion y proliferacion de células
endoteliales y la formacion de lumenes. Los factores que regulan la remodelacion incluyen a
las hormonas esteroides, numerosos factores de crecimiento mitégenos y quimiotacticos y
otros inductores de la diferenciacion celular, como interleucinas, interferones,
prostaglandinas y componentes de la MEC (Luck MR y Zhao Y, 1995). El periodo de espera
voluntario no puede ser modificado sustancialmente, ya que responde a variables
fisioldgicas, y el respeto y desarrollo del mismo en condiciones Optimas, resulta imperativo
para el rapido control de factores que puedan impactar a nivel reproductivo vy,

consecuentemente, a nivel productivo (Recce, 2013).

2.5.  Matriz extracelular, metaloproteasas de la matriz y sus inhibidores.

2.5.1. Composicion de la Matriz Extracelular.

La MEC es una red estructural altamente dinamica, que experimenta una remodelacion
continua mediada por varias enzimas. La desregulacion de la composicion y estructura de la
MEC tiene una asociacion con el desarrollo y progresion de condiciones fisiologicas y
patolégicas. Comunmente, se compone de tres clases principales de biomoléculas:
glicosaminoglicanos (GAG), ligados a proteoglicanos, y también proteinas fibrosas, que
incluyen colageno, elastina, fibronectina, vitronectina y laminina (Figura 5) (Kusindarta y
Wihadmadyatami, 2018). Estos componentes pueden clasificarse en moléculas formadoras
de fibras (colageno y elastina) y moléculas de la MEC interfibrilares o no formadoras de
fibras, como los proteoglicanos y las glucoproteinas (Jarveldinen y col., 2009). En general,
la MEC proporciona soporte y anclaje para la formacién de las células, regulando y
determinando la dinamica y el comportamiento de las mismas, incluida su supervivencia,
proliferacion, diferenciacion, adhesion y migracion. Ademas, brinda un soporte mecanico a
los tejidos, estando involucrada en el mecanismo de crecimiento, los procesos regenerativos

y de curacion (Kusindarta y Wihadmadyatami, 2018).
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Figura 5. La estructura de la matriz extracelular, adaptado de Kusindarta y Wihadmadyatami, 2018.

La placenta bovina se clasifica como epiteliocorial o sindesmocorial, cotiledonaria y
adecidua (Dellmann y Brown, 1987; Senger, 2003), considerandose que, a pesar de la no
ocurrencia de sangrado en el alumbramiento, la regresion endometrial y la remodelacién de
la MEC son factores indispensables para una futura implantacion exitosa (Marvaix y col.,
1996). Los colagenos son los principales componentes de la MEC (Yamada y col., 2002). A
nivel uterino, el colageno Tipo | se observa como una malla fina de fibras directamente
debajo del epitelio de la superficie luminal y directamente debajo del epitelio que recubre la
abertura de las glandulas hacia la luz uterina. Sin embargo, estaria ausente en el estroma
superficial y profundo. En cuanto al colageno Tipo Ill, dentro del estroma superficial, las
fibras parecen estar dispuestas laxamente, mientras que, en el estroma intermedio y profundo,
el grosor y la densidad de las fibras son mayores. El colageno tipo IV se halla presente en las
membranas basales que subyacen al epitelio de la superficie endometrial, las glandulas
uterinas y el endotelio vascular, y el colageno tipo VI se observa formando una fina malla de
fibras en todas las partes de la pared uterina, aunque el diametro de los haces de las fibras es
mayor en el estroma intermedio y profundo en comparacion con el estroma superficial (Boos,

2000).
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2.5.2. Metaloproteasas de la matriz. Generalidades.

La degradacion oportuna de la MEC es una caracteristica importante del desarrollo, la
morfogeénesis, la reparacion y la remodelacion de tejidos. Varios tipos de proteinasas estan
implicadas en la degradacion de la MEC, pero se considera que las principales enzimas son
las MMP, también llamadas matrixinas. A medida que las MMP degradan los componentes
de la MEC y las moléculas de la superficie celular, participan en la liberacién y activacion
de citocinas y factores de crecimiento que dirigen la migracion, diferenciacién vy
vascularizacion celular (Nagase y col., 2006).

Las MMP, son proteinas pertenecientes a la familia de las metaloproteasas de zinc.
Actualmente, las MMP abarcan al menos 25 enzimas proteoliticas relacionadas (Birkedal-
Hansen y col., 1993; Kleiner y Stetler-Stevenson, 1993; Nagase y Woessner, 1999; Curry y
Osteen, 2003). Las mismas se subdividen en 5 grupos de acuerdo a sus propiedades
funcionales y estructurales: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, tipo de membrana (MT-
MMP- del inglés “Membrane-type matrix metalloproteinases”) y un ultimo grupo
conformado por componentes proteicos heterogéneos. Estos 5 grupos comparten dominios
funcionales y mecanismos de activacion que son comunes a todas ellas, ademas de ser
enzimas involucradas en la degradacion de la matriz extracelular (Curry y Osteen, 2003;
Nagase y col., 2006). Las MMP se sintetizan como preproenzimas y Se procesan en
proenzimas que eventualmente se secretan al espacio extracelular (Ulbrich y col., 2011). A
excepcioén de las MT-MMP, todas son sintetizadas y secretadas como zimdgenos, estructuras
precursoras (latentes) que precisan ser activadas para alcanzar su actividad proteolitica. Sus
sitios activos contienen Zn2+, y todas requieren de la presencia de Ca2+ para ser estables.
La sintesis de MMP esta regulada principalmente a nivel transcripcional, y su expresion
responde a numerosos factores estimulantes y supresores, dirigidos por multiples vias de
sefializacion. Factores hormonales de crecimiento como el factor de crecimiento
transformante B (TGF-R, del inglés Transforming growth factor-R), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF, del inglés Vascular Endothelial Growth Factor); asi como las
citoquinas, entre ellas el factor de necrosis tumoral o (TNF- a, del inglés Tumor Necrosis

Factor - o), pueden modular la estabilidad de los transcriptos (Bode y col., 1999; Sternlicht
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y Werb, 2001). Si bien existen similitudes entre dichas enzimas, también hay diferencias
claras en el reconocimiento y la especificidad para los componentes de la MEC (Birkedal-
Hansen y col., 1993; Nagase y Woessner, 1999; Curry y Osteen, 2003). Entre la familia de
MMP, dos miembros, MMP2 y MMP9 estan bien caracterizados en rumiantes (Dilly y col.,
2011). Las mismas, fueron identificadas por zimografia de gelatina como dos proteinas
distintas de 72 y 92 kDa respectivamente (Imai y col., 2003), capaces de unir y escindir la
gelatina y, por tanto, degradar muchos constituyentes de las membranas basales, incluyendo
el colageno de tipo 1V, lamininay fibronectina (Mclntush y Smith, 1998; Curry y col., 2001).
En particular, MMP2 es capaz de degradar y desnaturalizar colagenos de la membrana basal
(Woessner, 1991). MMP14, también denominada MT1-MMP, es una proteinasa
transmembrana con un dominio extracelular proteolitico. Un papel importante de MMP14 es
la activacion de MMP2, ya que es capaz de escindir la pro-MMP2 unida a TIMP2. La
concentracion de las tres moléculas es importante debido a que pro-MMP2 sélo puede
escindirse en presencia de una molécula de MMP14 no unida a TIMPZ2, por lo tanto, en caso
de que TIMP2 esté presente en exceso o0 ausente, la pro-MMP2 no se escinde. Pro-MMP2
forma un complejo con TIMP2, que se localiza en la superficie celular y se une a la MMP14
(Sato y col., 1996; Butler y col., 1998; Zucker y col., 1998), y el complejo pro-MMP2 /
TIMP2 / MMP14 ternario resultante, luego facilita la escision y activacion de su pro-MMP2
unido, por accion de otra MMP14 "libre" (Kolkenbrock y col., 1991; Fridman y col., 1993;
Morgunova y col., 2002). Por su parte, las colagenasas (MMP1, MMP8 y MMP13) son
capaces de escindir colageno fibrilar, tales como los tipos de colageno I, 11, 111, V'y XI, como
asi también, los colégenos no fibrilares, tales como los tipos de colageno 1X, XII, y XIV. La
clase estromelisinas (MMP3, MMP7, MMP10 y MMP11) y del tipo MT-MMP, actlan sobre
una amplia y diversa gama de sustratos de la MEC (Curry y Osteen, 2003). Una lista de los
miembros de las familias de MMP y sus sustratos se detalla en la Tabla 1.

Si bien las MMP son las principales proteasas que participan en la remodelacion de la
matriz, estarian ademas implicadas en diversos procesos biolégicos normales como, por
ejemplo: el desarrollo y la implantacion embrionaria, la morfogénesis de drganos, la
ovulacion, la dilatacion del cérvix uterino, la involucion uterina después del parto, el ciclo

endometrial, la remodelacion 0sea, la cicatrizacion de heridas, la angiogénesis, la apoptosis,
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entre otros (Nagase y col., 2006; Nagase y Woessner, 1999). Esto pone en evidencia la amplia
gama de tejidos y diversas funciones en las que se encuentran implicadas dichas enzimas.

La actividad de las MMP, esta regulada por la activacion de los zimogenos precursores y
su inhibicion, por inhibidores enddgenos llamados TIMP. Por lo tanto, el equilibrio entre
MMP y TIMP es fundamental para la eventual remodelacion de la MEC en el tejido (Nagase
y col., 2006). Las MMP estan reguladas en multiples niveles, incluida la transcripcion génica,
la induccidn, la secrecion, la activacion del zimdgeno, la dimerizacion y la internalizacion
por endocitosis. Las proMMP inactivas dan lugar a sus formas proteoliticas activas por
accion de otras MMP u otras proteasas (Visse y Nagase, 2003; Raffetto y Khalil, 2008).
Ademas, los TIMP enddgenos se unen e inhiben las MMP (Bode y col., 1999; Nagase y col.,
2006). Las gelatinasas MMP2 y MMP9 son secretadas por las células como monémeros que
podrian formar diversos complejos y formas diméricas (Sato y col., 1996; Butler y col., 1998;
Olson y col., 2000; Koo y col., 2012). Cabe destacar que la activacion de gelatinasas puede
requerir la formacién de complejos no inhibitorios con otras MMP o TIMP (ltoh y col., 2001;
Morgunova y col., 2002). MMP9 también existe como un homodimero, asi como formando
complejos con otras proteinas (Olson y col., 2000; Malla y col., 2008), y se predice que las
diferentes especies moleculares y formas diméricas de MMP9 tienen diferentes propiedades
fisicoquimicas, bioquimicas y enziméticas. Se han identificado formas monoméricas y
diméricas de proMMP9 en varias células (Triebel y col., 1992; Kjeldsen y col., 1993; Toth y
col., 1997), tejidos (Upadhya y col., 1997) y fluidos biolégicos (Vartio y Baumann, 1989;
Mautino y col., 1997), lo que indica que son formas fisiol6gicas de MMP9.

Los TIMP presentan diversas funciones bioldgicas y bioquimicas, tales como las
mencionadas anteriormente en relacion a su capacidad para inhibir las MMP activas y
controlar la activacién de las proMMP, asi como también estan implicados en promover el
crecimiento celular, inhibir la angiogénesis e inducir la apoptosis (Nagase y Woessner, 1999).
Ademas, esta clase de inhibidores, es muy abundante en los tejidos reproductivos, y su
sintesis estaria regulada hormonalmente (Curry y Osteen, 2003). Se han descripto cuatro
tipos de TIMP en mamiferos (TIMP1 — 4), los cuales comparten entre ellos de 30 a 40% de
homologia respecto a su secuencia de aminoacidos, y se diferencian en la masa molecular y

el grado de glicosilacion, asi como en la solubilidad en el medio extracelular (Brew y col.,
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2000). Mientras TIMP1, TIMP2 y TIMP4 son solubles en el medio extracelular, TIMP3 se
puede unir a la MEC (Leco y col., 1994). Particularmente, TIMP1 puede unirse a las formas
activas de todas las MMP conocidas (Woessner, 1991), mientras que TIMP2 puede unirse a
MMP activas e inhibir su actividad proteasa (Zhang y col., 2003). En lo que refiere a su
participacion en la fisiologia de la reproduccion, los TIMP son abundantes en los tejidos
reproductivos regulados hormonalmente, y participan en numerosos eventos en relacion a la
remodelacion endometrial en torno a la implantacién (Ulbrich y col., 2011; Peralta y col.,
2017).
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Tabla 1. MMP y sustratos sobre los que actia. Adaptado de Curry y Osteen, 2003.
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2.5.3. Participacion de las metaloproteasas y sus inhibidores en reproduccion.

El proceso de remodelacion de la matriz extracelular es un proceso dinamico que requiere
la degradacion de sus componentes. En este contexto, las MMP se consideran mediadores
clave que desencadenan la degradacion de los principales componentes de la MEC (Nagase
y col., 2006). Tal como se ha mencionado, las gelatinasas MMP2 y MMP9, desempefian un
papel de relevancia en la remodelacion del tejido endometrial durante los ciclos estral y
menstrual y durante la prefiez (Mishra y col., 2010; Ulbrich y col., 2011). Se ha demostrado
que MMP2 y MMP9 estan reguladas positivamente en el Gtero y la aorta de las ratas prefiadas,
y en funcion de ello se ha sugerido un papel importante de las gelatinasas en la remodelacion
uterina y vascular relacionada con la prefiez en ratas (Yin y col., 2012; Dang y col., 2013).
Tanto MMP2 como MMP9 escinden elastina, colageno tipo IV y varias otras moléculas de
MEC. Por su parte, MMP2 digiere colageno intersticial tipo I, 11y 11l (Nagase y col., 2006).
Ambas, son secretadas por el trofoblasto para facilitar su penetracion a las membranas
basales. El trofoblasto es el tejido no patolégico més invasivo, sin embargo, su invasion se
distingue por ser progresiva, controlada y limitada (Luck y Zhao, 1995).

En base a lo expuesto, y en lo que refiere a rumiantes, se sabe que el éxito de la
implantacion en ellos depende de sucesos claves como, por ejemplo, la preparacion del
endometrio durante el ciclo estral y, especialmente, de los sucesos alrededor del momento de
la implantacion incluyendo la capacidad del trofoblasto para fusionarse con el epitelio
endometrial en la region caruncular. En relacion a estos sucesos, durante el ciclo estral y el
establecimiento de la prefiez, las células endometriales experimentan un rapido crecimiento
y diferenciacion, al mismo tiempo que se descompone y se remodela la matriz extracelular
(Curry y Osteen, 2001; Yamada y col., 2002). Estos cambios y la remodelacion en el
endometrio estdn modulados en parte, por la expresion del sistema MMP que hemos
mencionado (Salamonsen, 1999; Fata y col., 2000; Kizaki y col., 2008) y todo ello esta en
coordinacion con la esteroidogénesis ovarica (Henriet y col., 2002; Spencer y col., 2004). Se
ha encontrado que existen alteraciones en la expresion génica de MMP14, TIMP2 y MMP2

en el utero de vacas posparto con retencion de membranas fetales tras la induccion del parto
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0 cesarea prematura, lo que denota que el sistema MMP/TIMP podria estar involucrado en
el proceso de retencion placentaria (Dilly y col., 2011).

Estudios previos en bovinos, han demostrado que TIMP2 estaba presente en la luz uterina
durante la prefiez temprana, lo que podria proporcionar un entorno protegido contra las
enzimas que degradan la MEC, permitiendo la elongacion del trofoblasto (Ulbrich y col.,
2011). Su patron de expresion y la localizacion celular estan en concordancia con las
funciones de las MMP en la liberacion y activacion de citoquinas y factores de crecimiento
que dirigen la migracion celular, la diferenciacion y la vascularizacion requerida durante este
periodo crucial de desarrollo del embrion. Especificamente, la presencia de la forma activa
de MMP2 en el endometrio puede determinar un efecto positivo en el desarrollo del embridn
a través de su influencia sobre los factores de crecimiento (Curry y Osteen, 2003). Estas
evidencias sugieren que las metaloproteasas de la matriz y sus inhibidores, poseen un rol
primordial en los procesos cruciales de remodelacion, preparando un endometrio receptivo

para una regulacion adecuada y precisa del desarrollo embrionario posterior.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Lugares de desarrollo del trabajo

e Laboratorio de Biologia Celular y Molecular Aplicada (LBCMA). ICIVET Litoral
(UNL-CONICET).

e Laboratorio de Histologia y Anatomia Patolégica. ICIVET Litoral (UNL-
CONICET).

e Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV). Esperanza. Santa Fe.

e Hospital de Salud Animal. FCV, UNL. Esperanza. Santa Fe.

e Campos de la zona de influencia de la FCV, UNL.

3.2.  Aspectos éticos

Todos los procedimientos efectuados con animales se realizaron de acuerdo a las normas
correspondientes sobre experimentacion animal (Guide for the care and use of agricultural
animals in research and teaching. 4th edition. 2020) y han sido evaluados y aprobados por
el Comité de Etica y Seguridad de la FCV-UNL (protocolo n° 616/20).

3.3.  Grupos de animales

El estudio se realiz6 sobre 22 vacas Holando Argentino multiparas (entre 2 y 4 lactancias),
pertenecientes a un establecimiento productor de leche comercial, ubicado en la zona rural
de Hipatia, departamento Las Colonias, Provincia de Santa Fe, zona de influencia de la FCV
(UNL). En el mismo se realiza paricion estacionada (para evitar partos de verano), lo que
permitio extender los muestreos de Utero hasta los 60 DPP.

De todas las vacas se obtuvieron muestras de tejido uterino a los 45 (t1) y 60 (t2) DPP,
Para la obtencién de las biopsias endometriales, se sincronizaron los ciclos estrales, por
aplicacion de dos dosis de D-cloprostenol (Enzaprost, Biogénesis-Bago S.A) separadas 11

dias (Mac Kenna, 2018), corroborando posteriormente las fases del ciclo estral (lGtea y
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folicular) mediante la medicion de hormonas (estrégeno y progesterona) en sangre. La toma
de biopsias uterinas, se realiz6 en simultdneo con la toma de muestras de sangre (Figura 6).
La primera dosis de D-Cloprostenol, fue colocada el dia 42 posparto, es decir, 72 hs previas
a la toma de las biopsias en el t1. La segunda dosis de prostaglandina, se colocé 11 dias
después de la primera, es decir, a los 53 DPP. La toma de la segunda biopsia fue llevada a
cabo el dia 60 posparto. Debido a que luego de la segunda dosis de prostaglandina, el
intervalo hasta la ocurrencia del celo es muy variable entre cada vaca, por diversos factores
entre los que podemos mencionar el tamafio y grado de madurez del foliculo dominante al
momento de aplicar la segunda dosis de PGF2a, 0 los niveles de progesterona que pudiesen
existir al momento de aplicar el tratamiento (Quintans y col., 2000; Lucy y col., 2004), para
poder dividir con mayor precision las muestras segun la fase folicular (FF) o fase latea (FL),
se utilizaron los valores hormonales obtenidos en los dias 45 y 60 de muestreo. De esta
manera, y debido a que la progesterona es una hormona clave frecuentemente utilizada para
estudiar la actividad reproductiva y sus niveles suelen evaluarse para monitorear la funcion
ovérica (Barui y col., 2015), fueron considerados animales en FF, aquellos que hayan
registrado concentraciones menores a 1 ng/ml de progesterona en sangre, y en FL, aquellos
donde se hayan obtenido concentraciones iguales o mayores a 1 ng/ml de progesterona
sanguinea (Stabenfeldt y col., 1969; Carrera, 2017). Asimismo, y bajo la premisa de que el
aumento en el diametro del foliculo ovulatorio se acomparia de aumento significativo en la
concentracion de estradiol concomitantemente a una disminucion en la concentracion de
progesterona, nos basamos en datos de estudios previos y corroboramos que las mediciones
de 17pB-estradiol sérico obtenidos se encuentren por encima de los valores previamente
reportados para vacas en anestro (Spicer y col. 1986; Nosier, 2003).

Una vez obtenidas las biopsias correspondientes a los 60 DPP, las vacas recibieron una
tercera dosis de D-cloprostenol, separada 14 dias de la segunda, para luego realizar el servicio
de las mismas por inseminacion artificial (1A). El celo fue detectado mediante observacion
visual a partir de las 48 hs posteriores a la ultima aplicacién. A medida que los animales
manifestaron el celo, fueron inseminados mediante la técnica AM/PM, utilizando siempre
semen congelado del mismo toro y de la misma partida, previamente chequeada su calidad

mediante andlisis subjetivos de motilidad, concentracion y morfologia, en el Instituto de
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Reproduccion Animal (IRA) de la FCV. Las inseminaciones se realizaron siempre por el
mismo operario, siendo éste, personal permanente del establecimiento donde se encontraban
las vacas. Se repitié la dosis de D-cloprostenol cada 14 dias en aquellas vacas que no
manifestaron celo. El diagndstico de prefiez se realizé6 mediante ultrasonografia, para poder
considerar este dato en el analisis estadistico empleado, a partir de los 35 dias posteriores a
la aplicacion de la tercera dosis de prostaglandina, y repitiéndose la misma cada 30 dias. Este
manejo reproductivo permitio llevar un registro de prefiez de los animales en estudio,
teniendo en cuenta la confirmacion de la misma por ultrasonografia y la fecha de servicio del
animal.

Los animales fueron divididos en 2 grupos, retrospectivamente segin el IPC que
registraron, y teniendo en cuenta, ademas, estudios previos realizados con animales del
mismo rodeo comercial (Angeli y col., 2019). El Grupo de bajo IPC: IPC < 100 dias, n = 11;
y el Grupo de alto IPC: IPC >130 dias, n = 11.

En cada punto de muestreo se examind la condicién corporal (CC) de todos los animales,
utilizando la escala de 1 a 5 puntos (Edmonson y col., 1989), donde el valor “1” se refiere a

las vacas mas flacas y el valor “5” hace referencia a las vacas mas gordas.
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42 53
t1 2 | ¥
) 4 x
@ @
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* Repeticidn cada 14 dias de lasno inseminadas

Figura 6. Distribucién de la toma de muestras sanguineas, aplicaciones de D-Cloprostenol y
biopsias uterinas segun los dias postparto.

25



La salud de los animales fue evaluada antes y durante el estudio por el veterinario del
establecimiento. Los signos externos evaluados fueron la temperatura rectal, el puntaje de
CC, el color y la consistencia de las descargas vaginales, el aspecto general, la marcha y el
estado de alerta. Ademas, se realizaron auscultacion y percusion simultanea del abdomen.
Por otro lado, se recabaron datos individuales de todos los animales seleccionados para
muestrear, en relacién a su produccion lactea e indices reproductivos. Las muestras de
animales en los que haya existido una marcada reduccion en la produccion de leche o el
desarrollo de alguna patologia durante el parto o complicacion del mismo, como ser mellizos,
distocia, retencion de membranas fetales, mastitis, enfermedades podales, metritis,

endometritis, fueron excluidas del analisis.

3.4. Tomay Procesamiento de las Muestras

Los animales de interés para el estudio se separaron luego de realizado el ordefie de la
tarde para la obtencion de muestras de sangre y biopsias uterinas segun los métodos
detallados mas adelante. Previo a la toma de muestras se realizd la palpacion rectal y
ultrasonografia para corroborar la ausencia de anormalidades en el tracto reproductivo que
pudieran afectar el estudio. En los casos en que se detectd alguna alteracion de indole

reproductiva, los animales fueron excluidos del muestreo.

3.4.1. Biopsias Uterinas

Previo a la obtencion de biopsias uterinas en los t1 y t2, el exudado vaginal fue evaluado
empleando el dispositivo ‘Metricheck™", el cual permite asignar a la descarga recogida una
puntuacion basada en un Score segun las caracteristicas del moco obtenido (Figura 7). El uso
de Metricheck, permitid seleccionar e incluir en los grupos aquellas vacas con flujo normal
translucido (grado = 1) y descartar aquellas con signos de endometritis (grado 2 — 5) donde
el flujo se observo conteniendo pus (Williams y col., 2005; Pletichay col., 2009; Westermann
y col., 2010).

26



Figura 7: (A) Pasos para realizar el examen de flujo vaginal utilizando Metricheck. (B) Escala de
flujo vaginal obtenido mediante Metricheck. Score 1 = moco claro. Score 2 = moco en su mayoria
claro con pequefias manchas de pus. Score 3 = moco que contiene <50% de pus. Score 4 = moco
que contiene >50 % de pus. Score 5 = moco que contiene >50% de pus y olor. Extraido de Doyle y
col., 2019.

Para la toma de biopsias uterinas, se empled la técnica descripta por Chapwanya y col.,
(2010). Las muestras se obtuvieron con una pinza para biopsias uterinas bovinas (Figura 8),
previa aplicacion de anestesia epidural baja con lidocaina al 2% (5 ml) (OVER S.R.L, Santa
Fe, Argentina), en el espacio epidural sacrococcigeo o ler espacio intercoccigeo.
Inicialmente se limpio el perineo y los genitales externos, para luego, mediante la técnica
recto-vaginal de enhebrado cérvico-uterino (Hafez y Hafez, 2000), proceder a atravesar el
cérvix y deslizar la pinza hacia el cuerno uterino, aproximadamente 3 cm mas alla de la
bifurcacion. Una vez en el sitio deseado, se abrieron las mordazas de la pinzay, con la ayuda
de la mano en el recto, se presiond suavemente la pared uterina en las mordazas del
instrumento. El tejido endometrial se cort6 cerrando las mordazas y tirando del instrumento.
Con este procedimiento se extrajo la muestra del cuerno contralateral al ultimo gestante,
segun los registros del establecimiento. Esta se destind al procesamiento histoldgico,
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fijandose inmediatamente en formol bufferado al 10% durante 6-8 hs a 4°C, seguidamente
fue lavada en buffer fosfato salino (PBS) 0,01M, pH 7,2, deshidratada en concentraciones
crecientes de etanol (de 70° a 100°), aclarada en xilol y embebida en parafina siguiendo
protocolos histoldgicos de rutina (Ortega y col., 2008). Se efectuaron cortes seriados de 4 um
de espesor con un micrétomo rotativo (Leica, Suiza). Los mismos se montaron en
portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma Aldrich, St. Louis,
Estados Unidos), se secaron en estufa a 37°C y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion
para técnicas de inmunohistoquimica.

Se realizé un estudio microscopico de las estructuras histolégicas endometriales mediante
coloracién de hematoxilina-eosina, a fin de realizar una caracterizacion inicial de los estratos
presentes en el tejido y evidenciar la morfologia y orientacion general del mismo. Luego,
mediante inmunohistoquimica (IHQ) indirecta, se evaluaron las metaloproteasas MMP2,

MMP9 y MMP14, y sus inhibidores TIMP1 y TIMP2, empleando anticuerpos especificos

para la deteccion de cada uno de ellos.

Figura 8: (A) Toma de biopsia uterina guiada por técnica recto-vaginal de enhebrado cérvico-
uterino. (B) Retiro de la biopsia desde la pinza y colocacién en placa de Petri conteniendo formol
bufferado al 10%
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3.4.2. Sangre

Se tomaron muestras de sangre de cada uno de los animales en los puntos de muestreo
planteados (véase Figura 6).

Las muestras se tomaron por puncion venosa yugular y fueron procesadas luego para la
obtencion de plasma. Para ello, una alicuota de cada muestra fue recolectada en tubos con
anticoagulante (EDTA), y conservada en hielo hasta su llegada al laboratorio, donde fueron
centrifugadas a 1000 g durante 10 min. El plasma obtenido fue almacenado a -80°C para

posteriores determinaciones hormonales.

3.4.2.1. Determinacion de las concentraciones plasmaticas de 17p-estradiol y

progesterona

Las concentraciones plasmaticas de 17p-estradiol y progesterona se midieron mediante
electroquimioluminiscencia (Roche Diagnostics GmbH, Germany) en un sistema COBAS
e411 (Roche Diagnostics), de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes, y previamente
validados en estudios bovinos (Diaz y col., 2015). La sensibilidad del ensayo utilizado fue
de 5,00 pg/ml para el 17p-estradiol y 0,05 ng/ml para la progesterona. Dichas

determinaciones fueron realizadas en Alkemy Diagnostico, Santa Fe, Argentina.

3.4.3. Expresion proteica y localizacion endometrial de Metaloproteasas y sus
Inhibidores.

Sobre los cortes histologicos realizados previamente y por medio de la técnica de IHQ
indirecta (Woods y Ellis, 1994), se analiz6 la expresion proteica y localizacion celular de
metaloproteasas (MMP2, MMP14 y MMP9) y sus inhibidores (TIMP1 y TIMP2) en los
diferentes estratos celulares del endometrio: EL, EG y Es. Los anticuerpos utilizados han
sido validados por Western Blot, en muestras de ovario bovino (Peralta y col., 2017; Belotti
y col., 2020) constando la especificidad declarada por el fabricante para dicha especie.
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3.4.3.1. Inmunohistoquimica indirecta en muestras de Utero

Los patrones de expresion y localizacion endometrial de las metaloproteasas y sus
inhibidores fueron evaluados a partir de las muestras de Utero tomadas en los t1 y t2 (45 y 60
DPP) cuando las vacas se encontraban en el periodo de espera voluntaria, antes de ser
liberadas a servicio. Se empled la técnica de IHQ indirecta, utilizando anticuerpos primarios
especificos (Abcam, Santa Cruz) para cada marcador mencionado.

Se siguid el siguiente protocolo (Ortega y col., 2004; Salvetti y col., 2004; Baravalle y
col., 2011):

* Los cortes se colocaron 10 minutos en la estufa de 60°C.

« Las secciones de tejido incluidas en parafina fueron desparafinadas en 2 cambios de xilol
de 15 y 10 min, y luego hidratados en una serie de alcoholes con graduacion decreciente
(etanol 100°, etanol 96°, etanol 70°), finalizando con un lavado de PBS durante 5 min.

« Para la determinacién de MMP9, TIMP1y TIMP2, se realizo la recuperacién antigénica
convencional en horno microondas de uso domestico (potencia maxima 1200 W). Los cortes
se colocaron en buffer citrato 0,01 M pH 6,0 durante 3 min a 100% de potencia, 6 min a 40%
(dos veces) y enfriamiento durante 20 min dentro del microondas apagado. En este
procedimiento de recuperacion, entre cada paso y si es necesario, se completa el coplin que
contiene los cortes con agua destilada caliente. Para la deteccion de MMP2 y MMP14, no se
realizd el paso de recuperacién antigénica.

« El bloqueo de la actividad enddgena de peroxidasa se realiz6 sumergiendo los cortes
durante 10 minutos en una solucion al 3% de peroxido de hidrégeno en metanol absoluto.
Transcurrido ese tiempo se agregd nuevamente el mismo volumen de peroxido de hidrogeno
y se mantuvieron sumergidos durante 10 minutos adicionales. Luego se realizaron 3 lavados
con PBS durante 5 min.

« Para MMP9, se bloquearon las uniones inespecificas con suero normal de burro al 10%,
en camara himeda por 15 min a 25°C.

* Los anticuerpos primarios (Abcam, Santa Cruz) y las concentraciones utilizadas para

cada uno de ellos se encuentran detallados en la tabla 2. Las incubaciones se realizaron en

30



camara humeda durante toda la noche (minimo 16 h) a 4°C. Luego se realizaron 2 lavados de
5 min con PBS.

 La incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente, segun el
anticuerpo primario utilizado (Tabla 2), se realiz6 en cdmara himeda durante 30 min a 25°C.
Luego se realizaron 2 lavados con PBS durante 5 min.

« La incubacion con complejo streptavidina - peroxidasa (Cytoscan HRP Detection
System Cell marque) se realizd en cdmara humeda durante 30 min a 25°C, para luego
realizarse 5 lavados con PBS durante 5 min.

 Para el revelado, se adiciond cromégeno 3,3’-diaminobencidina (Kit DAB Plus,
Invitrogen), controlando la reaccién positiva en microscopio Optico para estandarizar el
tiempo Optimo en cada prueba. La reaccion se detuvo sumergiendo los portaobjetos en agua
destilada (Velazquez y col., 2010, Salvetti y col., 2012).

« Se efectud contra coloracion con hematoxilina activada (Biopur, Bubendorf, Suiza),
deshidratacién en una serie de alcoholes con graduacion creciente (etanol 70°, etanol 96°,
etanol 100°), aclarado en xilol y montaje con balsamo natural de Canada (Canadax, Biopur)
y cubreobjetos apropiados.

En todos los ensayos se realizaron controles negativos, reemplazando los anticuerpos
primarios por PBS-BSA, con el fin de descartar reacciones inespecificas de los anticuerpos

secundarios.
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RECUPERACION ANTICUERPO
ANTICUERPO | CONDICIONES ANTIGENICA BLOQUEO SECUNDARIO
Anti MMP2 .
Rabbit Secundario
L2300 Universal
polyg:;gal 4 °C toda la Sin recuperacion | Sin blogueo | (cytoScan HRP
S(:r:a o noche detection system-
uz
CellM
Biotechnology) ell Marque)
Anti MMP14 i
Rabbit Secundario
1:100 Universal
polyclonal 4 °C toda la Sin recuperacion | Sin bloqueo | (cytoScan HRP
;Cn_:g?7‘ noche detection system-
uz
Cell M
Biotechnology) ell Marque)
Anti MMP9
Goat 150 _ Suero Donkey anti-
polyclonal 4°C toda la Convencional en normal de goat IgG
(sc-6840 noche microondas burro al (sc-2042 Santa
Santa Cruz 10% Cruz)
Biotechnology)
Anti TIMP1 i
Rabbit Secundario
1:100 . i
Sl . Convencional en | _. Universal
g 4°Ctoda la i Sin bloqueo | (cytoScan HRP
(sc-6832R microondas )
S Cri noche detection system-
Cell M
Biotechnology) ell Marque)
Anti TIMP2 1300 SSCL_mdarllo
' Convencional en . niversa
Miouse 4°Ctoda la - Sin bloqueo | (cytoScan HRP
monoclonal microondas '
noche detection system-
(ab1828 Abcam) Cell Marque)

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados, y las condiciones de uso en la técnica de
IHQ indirecta.
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3.4.3.2.  Anadlisis de imagenes

Las iméagenes de los preparados histoldgicos fueron tomadas mediante una cadmara digital
(Nikon DS- Fi2, Tokio, Japon), montada sobre un microscopio 6ptico (Nikon Eclipse Ci -L
Ni) y conectada a una PC de escritorio. La resolucion de las iméagenes fue establecida en
1200 x 1600 pixeles. La evaluacion de las mismas fue realizada con el analizador digital de
imagenes Image Pro-Plus 3.0.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MA, EE.UU.), siguiendo
métodos ya descriptos (Velazquez y col., 2010; Salvetti y col., 2012).

El porcentaje de area inmunomarcada se calculé a través del analisis de segmentacion de
colores, seleccionando los objetos con reaccion marron moderado/intenso (dado por la
reactividad del cromogeno utilizado) como rango positivo. Dicha coloracion fue elegida con
una sensibilidad de 4 (maximo 5). Posteriormente fue aplicada una mascara para la
separacion permanente de los colores y se realizé un histograma para determinar el porcentaje
del area marcada sobre el area total evaluada, tal como fue descripto en trabajos previos
(Salvettiy col., 2004; Ortega y col., 2007). Los valores fueron normalizados con los controles
realizados paralelamente, utilizando la misma region (verificado por comparacion de
imagenes) para calibracion. El porcentaje de area inmunopositiva 0 inmunomarcada fue
calculada separadamente para cada estrato del endometrio (EL, EG y Es). Este procedimiento
se realizo, siempre que fue posible, para al menos 10 iméagenes de cada uno de los estratos,

en cada corte histoldgico.

3.5.  Analisis Estadistico de los resultados obtenidos.

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 utilizando el software IBM SPSS
Statistic 22 para Windows. Luego de verificar la normalidad de los datos y la homogeneidad
de varianzas con los tests de Shapiro-Wilk y Estadistico de Levene, respectivamente, se
realizaron los andlisis estadisticos detallados a continuacion.

Para realizar comparaciones entre animales con BAJOy ALTO IPC, y entre los resultados
de ambos muestreos, 45 DPP y 60 DPP, los animales fueron divididos en dos grupos, segun
se encontraban en FF o FL al momento de toma de las biopsias. Para evaluar los niveles de
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expresion proteica de las metaloproteasas y sus inhibidores (variables respuestas), a los 45y
60 DPP, se utilizé un Modelo Lineal Generalizado (MLG), considerando como predictores,
los grupos categorizados: Vacas con BAJO IPC (< 100 dias de IPC) y Vacas con ALTO IPC
(>130 dias de IPC).

Para evaluar los niveles de expresion proteica de las metaloproteasas y sus inhibidores
(variables respuestas) en cada tiempo (45 y 60 DPP), dentro de cada grupo de estudio (Vacas
con BAJO IPC y Vacas con ALTO IPC), se tomaron los animales que al momento del
muestreo se encontraban en la FL del ciclo, y se utilizé un MLG.

En todos los casos, se utiliz6 una funcidn de enlace lineal para aquellas variables con
distribucion normal, mientras que, para las variables no normales, se utiliz6 una funcién de
enlace gamma. Los resultados obtenidos fueron expresados como la media + error estandar
de la media. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas para valores
de p <0,05.

Se calcularon los cocientes (MMP/TIMP) para las vacas en FL, a los 60 DPP. Esto se
Ilevd a cabo para todos los estratos evaluados, promediando las areas inmunomarcadas, a los
fines de comparar entre los grupos de ALTO y BAJO IPC los cocientes calculados, aplicando
un MLG, con el IPC categorizado como factor.

Finalmente, para evaluar la posible asociacion de la expresion endometrial de MMP y
TIMP con la ocurrencia y celeridad para la concepcion de los animales, se utilizé un modelo
de supervivencia de Kaplan-Meier, considerando los valores de expresion endometrial de
manera categorizada segun la mediana de los datos (‘altos/bajos niveles de expresion’),
determinados en FL a los 60 DPP. En dicho andlisis, la variable tiempo representada por el
IPC (valores continuos) de los animales que lograron la prefiez, fue la variable respuesta. Las

diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas para valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

Se analizaron los valores correspondientes de las primo inseminaciones realizadas a cada
grupo (BAJO y ALTO IPC), a fin de descartar que haya existido entre ambos una disparidad
de manejo que pudiese haber influido en los resultados obtenidos. Se observé que la media
de las primo inseminaciones para las vacas de BAJO IPC fue de 86 dias, con un desvio
estandar de 7 dias, y para las vacas de ALTO IPC fue de 97 dias, con un desvio estandar de
23 dias, observandose que no existieron diferencias significativas entre los grupos
observados (p < 0,562). En efecto, podemos aseverar que el tiempo a la primera inseminacion
posparto, no seria un factor de confusién para el analisis de las asociaciones propuestas con
el IPC de los animales, dado que no hubo demoras involuntarias en tales inseminaciones que
pudieran estar provocando variaciones en los IPC (Ver Figura 9). En cuanto a la cantidad de
servicios que fueron necesarios para lograr la concepcion, la totalidad de las vacas del grupo
de BAJO IPC recibi6 un solo servicio, mientras que las vacas del grupo de ALTO IPC,
recibié més de 2 servicios, siendo 6, el maximo de servicios otorgados para alcanzar la
prefiez.
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ALTO BAJO

1751 N=11 N=11

Rango medio=12,32 Rango medio= 10,68
1501 50
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Figura 9: Intervalos Parto — Primer Servicio en las vacas de ALTO y BAJO IPC. Resultados de
Prueba de Mann-Whitney.

La expresion proteica de las metaloproteasas MMP2, MMP9, MMP14 y de los
Inhibidores de Metaloproteasas, TIMP1 y TIMP2, fue detectada y localizada por
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inmunohistoquimica indirecta en EL, Es y EG del endometrio de las vacas de todos los
grupos analizados y en ambas fases del ciclo estral. En todos los ensayos se evaluaron
controles negativos, corroborando la ausencia de inmunomarcacion en los mismos, lo cual

indica la especificidad del anticuerpo primario empleado en cada caso (Ver Figura 10).

el %
Sl R

Figura 10: Imagenes representativas de los controles negativos de inmunomarcacion para cada uno
de los Anticuerpos utilizados. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG. Magnificacion
400X.

4.1. Niveles de expresion proteica de MMP2, MMP14 y MMP9 en endometrio

de vacas lecheras durante el periodo pospartal.

4.1.1. Niveles de expresion proteica de MMP2 en endometrio de vacas lecheras en

Fase Folicular

A los 45 DPP, los niveles de expresion proteica de MMP2 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (BAJO IPC vs ALTO IPC) (p = 0,341,
p = 0,308, p = 0,169, respectivamente) (Figura 11).

A los 60 DPP, los niveles de expresion proteica de MMP2 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,370, p = 0,341 y p = 0,699,
respectivamente) (Figura 11).
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En las figuras 12 y 13, se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
MMP2, en EL, Esy EG, para cada uno de los grupos en estudio en FF, en ambos tiempos de

muestreo.

MMP2 - Fase Folicular - 45 DPP MMP2 - Fase Folicular - 60 DPP
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% de drea inmunomarcada

% de drea inmunomarcada

Figura 11: Expresion proteica de MMP2 medida como porcentaje de area inmunomarcada en Es,
EL y EG del endometrio pospartal, de vacas en FF (n=18), con ALTO y BAJO IPC, a los 45 (n=11)
y 60 (n=7) DPP. Los valores representan la media + desviacion estandar de la media.
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Figura 12: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP2 en endometrio de vacas en
FF, con ALTO y BAJO IPC, a los 45 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG.
Magnificacion 400X.
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BAJO IPC
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Figura 13: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP2 en endometrio de vacas en
FF, con ALTO y BAJO IPC, a los 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG.
Magnificacion 400X.

4.1.2. Niveles de expresion proteica de MMP2 en el endometrio de vacas lecheras
en Fase Lutea.

A los 45 DPP, los niveles de expresion proteica de MMP2 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,211, p = 0,106, p = 0,873,
respectivamente) (Figura 14).

A los 60 DPP los niveles de expresion proteica de MMP2 en Es y EL mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,001 y p = 0,012 respectivamente)
siendo en ambos casos mayor la expresion en biopsias de animales con BAJO IPC. En
cambio, los niveles de expresion proteica de MMP2 en EG, no mostraron diferencias
significativas entre las vacas con BAJO y ALTO IPC (p=0,269) (Figura 14).

En las figuras 15 y 16, se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
MMP2, en EL, Es y EG, para cada uno de los grupos en estudio en FL, en ambos tiempos de
muestreo.
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Figura 14: Expresién proteica de MMP2 medida como porcentaje de area inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FL (n=24), con ALTO y BAJO IPC, a los 45 (n=11)
y 60 (n=13) DPP. Los valores representan la media + desviacion estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 15: Iméagenes representativas del area inmunomarcada de MMP2 en endometrio de vacas en
FL, con ALTO y BAJO IPC, a los 45 DPP. Para cada caso se muestran imégenes del EL, Esy EG.
Magnificacion 400X.
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Figura 16: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP2 en endometrio de vacas en
FL, con ALTO y BAJO IPC, a los 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG.
Magnificacion 400X.

Posteriormente y a los fines de estudiar las posibles variaciones entre los tiempos de
muestreo para animales en FL, se obtuvo que: en las vacas con BAJO IPC, los niveles de
expresion proteica de MMP2 en Es, EL y EG no mostraron diferencias significativas entre
ambos tiempos de muestreo (p = 0,775, p = 0,473, p = 0,110, respectivamente) (Figura 17).

En las vacas con ALTO IPC, los niveles de expresion proteica de MMP2 en Es y EL no
mostraron diferencias significativas entre ambos tiempos de muestreo (p = 0,101y p = 0,637
respectivamente). En cambio, los niveles de expresion proteica de MMP2 en EG, fueron
significativamente mayores a los 45 DPP en comparacion con los resultados obtenidos a los
60 DPP (p=0,001) (Figura 17).

En las figuras 18 y 19 se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de

MMP2, en EL, Esy EG, para cada tiempo de muestreo, en vacas con BAJO y ALTO IPC.
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Figura 17: Expresién proteica de MMP2 medida como porcentaje de area inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FL (n=24), con BAJO (n=14) y ALTO IPC (n=10), a
los 45y 60 DPP. Los valores representan la media + desviacién estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

BAJO IPC

Figura 18: Iméagenes representativas del area inmunomarcada de MMP2 en endometrio de vacas en
FL y BAJO IPC, a los 45 y 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG.
Magnificacion 400X.
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Figura 19: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP2 en endometrio de vacas en
FLy ALTO IPC, a los 45y 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, E y EG.
Magnificacion 400X.

4.1.3. Niveles de expresion proteica de MMP14 en el endometrio de vacas lecheras

en Fase Folicular.

A los 45 DPP, los niveles de expresion proteica de MMP14 en Es y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,296 y p = 0,354 respectivamente).
En cambio, los niveles de expresion proteica de MMP14 en EL, fueron significativamente
mayores para el grupo de vacas de BAJO IPC en comparacion con el grupo de vacas de
ALTO IPC (p=0,001) (Figura 20).

A los 60 DPP los niveles de expresion proteica de MMP14 en Es y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,392 y p = 0,471 respectivamente).
En cambio, los niveles de expresion proteica de MMP14 en EL, fueron significativamente
mayores para el grupo de vacas de BAJO IPC en comparacion con el grupo de vacas de
ALTO IPC (p=0,004) (Figura 20).
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En las figuras 21 y 22, se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
MMP14, en EL, Es y EG, para cada uno de los grupos en estudio en FF, en ambos tiempos

de muestreo.
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Figura 20: Expresion proteica de MMP14 medida como porcentaje de area inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FF (n=18) con BAJO y ALTO IPC, a los 45 (n=11)
y 60 (n=7) DPP. Los valores representan la media + desviacion estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 21: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP14 en endometrio de vacas
en FF, con ALTO y BAJO IPC, a los 45 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy
EG. Magnificacién 400X.
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Figura 22: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP14 en endometrio de vacas
en FF, con ALTO y BAJO IPC, a los 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es 'y
EG. Magnificacién 400X.

4.1.4. Niveles de expresion proteica de MMP14 en el endometrio de vacas lecheras

en Fase LUtea.

A los 45 DPP, los niveles de expresion proteica de MMP14 en EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,441y p = 0,203 respectivamente).
En cambio, los niveles de expresion proteica de MMP14 en Es, fueron significativamente
mayores para el grupo de vacas de BAJO IPC en comparacion con el grupo de vacas de
ALTO IPC (p=0,017) (Figura 23).

A los 60 DPP los niveles de expresion proteica de MMP14 en Es y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,442 y p = 0,144 respectivamente)
En cambio, los niveles de expresion proteica de MMP14 en EL, fueron significativamente
mayores para el grupo de vacas de BAJO IPC en comparacion con el grupo de vacas de
ALTO IPC (p=0,001) (Figura 23).
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En las figuras 24 y 25, se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
MMP14, en EL, Es y EG, para cada uno de los grupos en estudio en FL, en ambos tiempos

de muestreo.
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Figura 23: Expresidn proteica de MMP14 medida como porcentaje de area inmunomarcada de Es,

EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FL (n=24) con ALTO y BAJO IPC, a los 45 (n=11)

y 60 (n=13) DPP. Los valores representan la media + desviacion estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

BAJO IPC

ALTO IPC

Figura 24: Imégenes representativas del &rea inmunomarcada de MMP14 en endometrio de vacas
en FL, con ALTO y BAJO IPC, a los 45 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy
EG. Magnificacion 400X.
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Figura 25: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP14 en endometrio de vacas
en FL con ALTO y BAJO IPC, a los 60 DPP. Para cada caso se muestran iméagenes del EL, Esy
EG. Magnificacién 400X

Asimismo, a los fines de estudiar las posibles variaciones entre los tiempos de muestreo
para animales en fase lGtea, se obtuvo que: en las vacas con BAJO IPC, los niveles de
expresion proteica de MMP14 en Es y EL no mostraron diferencias significativas entre
ambos tiempos de muestreo (p = 0,130 y p = 0,899 respectivamente). En cambio, los niveles
de expresion proteica de MMP14 en EG, fueron significativamente mayores a los 45 DPP en
comparacion con los resultados obtenidos a los 60 DPP (p=0,017) (Figura 26).

En las vacas con ALTO IPC, los niveles de expresion proteica de MMP14 en Esy EG no
mostraron diferencias significativas entre ambos tiempos de muestreo (p = 0,729y p = 0,501
respectivamente). En cambio, los niveles de expresion proteica de MMP14 en EL, fueron
significativamente mayores a los 45 DPP en comparacién con los resultados obtenidos a los
60 DPP (p=0,001) (Figura 26).

En las figuras 27 y 28, se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
MMP14, en EL, Esy EG, para cada tiempo de muestreo, en vacas con BAJO y ALTO IPC.
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Figura 26: Expresion proteica de MMP14 medida como porcentaje de area inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FL (n=24), con BAJO (n=14) y ALTO IPC (n=10), a
los 45y 60 DPP. Los valores representan la media + desviacion estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

45 DPP

Figura 27: Iméagenes representativas del area inmunomarcada de MMP14 en endometrio de vacas
en FL y BAJO IPC, a los 45 y 60 DPP. Para cada caso se muestran iméagenes del EL, Es y EG.
Magnificacion 400X.
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Figura 28: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP14 en endometrio de vacas
en FL y ALTO IPC, a los 45 y 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG.
Magnificacion 400X.

4.1.5. Niveles de expresion proteica de MMP9 en el endometrio de vacas lecheras
en Fase Folicular.

A los 45 DPP, los niveles de expresion proteica de MMP9 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,949, p = 0,552 y p = 0,757
respectivamente) (Figura 29).

A los 60 DPP los niveles de expresion proteica de MMP9 en Es y EL no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,354 y p = 0,105 respectivamente).
En cambio, los niveles de expresion proteica de MMP9 en EG, fueron significativamente
mayores para el grupo de vacas de ALTO IPC en comparacion con el grupo de vacas de
BAJO IPC (p=0,023) (Figura 29).

En las figuras 30 y 31, se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
MMP9, en EL, Esy EG, para cada uno de los grupos en estudio en FF, en ambos tiempos de
muestreo.

48



MMP9 - Fase Folicular - 45 DPP MMP9 - Fase Folicular- 60 DPP

n
o
1

mm BAJO IPC
b =3 ALTO IPC

=
(6]
1

o
(&)
1

% de Grea inmunomarcada
-
o
L

% de Grea inmunomarcada
N

o
o
1

Estroma Epitelio Glandulas Estroma Epitelio Glandulas

Figura 29: Expresion proteica de MMP9 medida como porcentaje de area inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FF (n=18) con ALTO y BAJO IPC, a los 45 (n=11)
y 60 (n=7) DPP. Los valores representan la media + desviacion estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 30: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP9 en endometrio de vacas en
FF, con ALTO y BAJO IPC, a los 45 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy EG.
Magnificacion 400X.
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Figura 31: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP9 en endometrio de vacas en
FF, con ALTO y BAJO IPC, a los 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy EG.
Magnificacion 400X

4.1.6. Niveles de expresion proteica de MMP9 en el endometrio de vacas lecheras

en Fase LUtea.

A los 45 DPP, los niveles de expresion proteica de MMP9 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,917, p = 0,384 y p = 0,756
respectivamente) (Figura 32).

A los 60 DPP los niveles de expresion proteica de MMP9 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,793, P = 0,946 y p = 0,860
respectivamente) (Figura 32).

En las figuras 33 y 34, se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
MMP9, en EL, Esy EG, para cada uno de los grupos en estudio en FL, en ambos tiempos de

muestreo.
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Figura 32: Expresion proteica de MMP9 medida como porcentaje de area inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FL (n=24), con ALTO y BAJO IPC, a los 45 (n=11)
y 60 (n=13) DPP. Los valores representan la media £ desviacion estandar de la media.
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Figura 33: Iméagenes representativas del area inmunomarcada de MMP9 en endometrio de vacas en
FL con ALTO y BAJO IPC, a los 45 DPP. Para cada caso se muestran iméagenes del EL, Esy EG.

Magnificacion 400X.
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Figura 34: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP9 en endometrio de vacas en
FL con ALTO y BAJO IPC, a los 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy EG.
Magnificacién 400X.

Asimismo, a los fines de estudiar las posibles variaciones entre los tiempos de muestreo
para animales en fase lGtea, se obtuvo que: en las vacas con BAJO IPC, los niveles de
expresion proteica de MMP9 en Es 'y EL no mostraron diferencias significativas entre ambos
momentos de muestreo (p = 0,829y p = 0,457 respectivamente). Sin embargo, a nivel de EG,
si bien no se observaron diferencias significativas, se reconoce cierta tendencia hacia un
mayor nivel de expresion proteica en las muestras obtenidas al dia 60 posparto, en relacion a
las obtenidas a los 45 DPP (p=0,062) (Figura 35).

En las vacas con ALTO IPC, los niveles de expresién proteicade MMP9 en Es, EL y EG
no mostraron diferencias significativas entre ambos momentos de muestreo (p = 0,896, p =
0,833y p = 0,281 respectivamente) (Figura 35).

En las figuras 36 y 37 se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
MMP9, en EL, Es y EG, para cada tiempo de muestreo, en vacas con BAJO y ALTO IPC.
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Figura 35: Expresién proteica de MMP9 medida como porcentaje de area inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FL (n=24), con BAJO (n=14) y ALTO IPC (n=10), a
los 45y 60 DPP. Los valores representan la media + desviacion estandar de la media.

BAJO IPC

Figura 36: Imagenes representativas del area inmunomarcada de MMP9 en endometrio de vacas en
FL y BAJO IPC, alos 45 y 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG.
Magnificacion 400X.
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Figura 37: Imagenes representativas de area inmunomarcada de MMP9 en endometrio de vacas en
FLy ALTO IPC, alos 45y 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG.
Magnificacion 400X.

4.2. Niveles de expresion proteica de TIMP1y TIMP2 en el endometrio de vacas

lecheras durante el periodo pospartal.

4.2.1. Niveles de expresion proteica de TIMP1 en el endometrio de vacas lecheras

en Fase Folicular.

A los 45 DPP, los niveles de expresion proteica de TIMP1 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,952, p = 0,609 y p = 0,613
respectivamente) (Figura 38).

A los 60 DPP los niveles de expresion proteica de TIMP1 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,700, p = 0,138 y p = 0,116
respectivamente) (Figura 38).
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En las figuras 39 y 40, se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
TIMP1, en EL, Esy EG, para cada uno de los grupos en estudio en FF, en ambos tiempos de

muestreo.
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Figura 38: Expresion proteica de TIMP1 medida como porcentaje de rea inmunomarcada de Es,
ELy EG del endometrio pospartal de vacas en FF (n=18), con ALTO y BAJO IPC, a los 45 (n=11)
y 60 (n=7) DPP. Los valores representan la media + desviacion estandar de la media.
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Figura 39: Iméagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP1 en endometrio de vacas en
FF con ALTO y BAJO IPC, a los 45 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy EG.
Magnificacion 400X.
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BAJO IPC
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Figura 40: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP1 en endometrio de vacas en
FF con ALTO y BAJO IPC, a los 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy EG.
Magnificacién 400X.

4.2.2. Niveles de expresion proteica de TIMP1 en el endometrio de vacas lecheras

en Fase LUtea.

A los 45 DPP, los niveles de expresion proteica de TIMP1 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,519, p = 0,844 y p = 0,345
respectivamente) (Figura 41).

A los 60 DPP los niveles de expresion proteica de TIMP1 en Es y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,164 y p = 0,191 respectivamente).
En cambio, los niveles de expresion proteica de TIMP1 en EL, mostraron resultados
significativamente mayores para los animales con BAJO IPC en relacion a aquellos con
ALTO IPC (p =0,013) (Figura 41).

En las figuras 42 y 43, se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacién de
TIMP1, en EL, Esy EG, para cada uno de los grupos en estudio en FL, en ambos tiempos de

muestreo.

56



TIMP 1 - Fase Lutea - 45 DPP TIMP 1 - Fase Litea - 60 DPP

N
o
1

2.5
Hm BAJO IPC

2.0 == ALTO IPC

=
ol
1

1.59

% de drea inmunomarcada
-
o
1

% de drea inmunomarcada

0.5+
mim

Estroma Epitelio Glandulas Estroma Epitelio Glandulas

Figura 41: Expresion proteica de TIMP1 medida como porcentaje de &rea inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FL (n=24) , con ALTO y BAJO IPC, a los 45 (n=11)
y 60 (n=13) DPP. Los valores representan la media + desviacién estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 42: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP1 en endometrio de vacas en
FL con ALTO y BAJO IPC, a los 45 DPP. Para cada caso se muestran imégenes del EL, Esy EG.
Magnificacién 400X.
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Figura 43: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP1 en endometrio de vacas en
FL con ALTO y BAJO IPC, a los 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy EG.
Magnificacién 400X.

Por otro lado, a los fines de estudiar las posibles variaciones entre los tiempos de muestreo
para animales en fase lGtea, se obtuvo que: en las vacas con BAJO IPC, los niveles de
expresion proteica de TIMP1 en Es, EL y EG no mostraron diferencias significativas entre
ambos momentos de muestreo (p = 0,429, p = 0,437 y p = 0,194 respectivamente) (Figura
44).

En las vacas con ALTO IPC, los niveles de expresion proteica de TIMP1 en EL y EG no
mostraron diferencias significativas entre ambos tiempos de muestreo (p = 0,187 y p = 0,284
respectivamente). Sin embargo, en la expresion proteica de TIMP1 a nivel de Es, se
observaron niveles de expresion significativamente mayores en las muestras
correspondientes al dia 45 posparto en comparacion con las muestras correspondiente al dia
60 posparto (p= 0,004) (Figura 44).

En las figuras 45 y 46 se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
TIMP1, en EL, Esy EG, para cada tiempo de muestreo, en vacas con BAJO y ALTO IPC.
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Figura 44: Expresion proteica de TIMP1 medida como porcentaje de rea inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FL (n=24), con BAJO (n=14) y ALTO IPC (n=10), a
los 45y 60 DPP. Los valores representan la media + desviacion estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 45: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP1 en endometrio de vacas en
FL y BAJO IPC, a los 45 y 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y epitelio EG.
Magnificacion 400X.
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Figura 46: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP1 en endometrio de vacas en
FLy ALTO IPC, alos 45y 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG.
Magnificacion 400X.

4.2.3. Niveles de expresion proteica de TIMP2 en el endometrio de vacas lecheras
en Fase Folicular.

A los 45 DPP, los niveles de expresion proteica de TIMP2 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,501, p = 0,750 y p = 0,085
respectivamente) (Figura 47).

A los 60 DPP los niveles de expresion proteica de TIMP2 en Es y EL no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,282 y p = 0,259 respectivamente).
En cambio, se encontraron niveles de expresion proteica significativamente mayores a nivel
de EG, en las vacas con ALTO IPC, en relacion a las vacas con BAJO IPC (p =0,001) (Figura
47).

En las figuras 48 y 49 se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
TIMP2, en EL, Es y EG, para cada uno de los grupos en estudio en FF, en ambos tiempos de

muestreo.
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Figura 47: Expresion proteica de TIMP2 medida como porcentaje de rea inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FF (n=18), con ALTO y BAJO IPC, a los 45 (n=11)
y 60 (n=7) DPP. Los valores representan la media + desviacion estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p <,05).
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Figura 48: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP2 en endometrio de vacas en
FF con ALTO y BAJO IPC, a los 45 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy EG.
Magnificacion 400X
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Figura 49: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP2 en endometrio de vacas en
FF con ALTO y BAJO IPC, a los 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy EG.
Magnificacién 400X.

4.2.4. Niveles de expresion proteica de TIMP2 en el endometrio de vacas lecheras

en Fase LUtea.

A los 45 DPP, se encontraron niveles de expresion proteica de TIMP2 en Es,
significativamente mayores para el grupo de vacas con ALTO IPC, en relacion a las vacas
de BAJO ICP (p = 0,007). Por otro lado, si bien no se observaron diferencias significativas,
existié cierta tendencia a una mayor expresion proteica de TIMP2 a nivel de EL para las
vacas con BAJO IPC comparado con las de ALTO IPC (p = 0,064). En cuanto al EG, no se
hallaron diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,682) (Figura 50).

A los 60 DPP los niveles de expresion proteica de TIMP2 en Es, EL y EG no mostraron
diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0,475, p = 0,550 y p = 0,081
respectivamente) (Figura 50).

En las figuras 51 y 52, se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
TIMP2, en EL, Esy EG, para cada uno de los grupos en estudio en FL, en ambos tiempos de

muestreo.
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Figura 50: Expresién proteica de TIMP2 medida como porcentaje de area inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FL (n=24), con ALTO y BAJO IPC, a los 45 (n=11)
y 60 (n=13) DPP. Los valores representan la media + desviacién estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p <,05).

45 Dias Posparto
- R
"&, 71?\‘{. .

W,

A

N - AR
A /{ Yr-a

BAJO IPC

Pty U
. e ot

«‘;\W‘-'-. L
¥ ‘--‘15';-';_
BN

(

o
-
0y

ALTO IPC

Figura 51: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP2 en endometrio de vacas en
FL con ALTO y BAJO IPC, a los 45 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy EG.
Magnificacion 400X
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Figura 52: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP2 en endometrio de vacas en
FL con ALTO y BAJO IPC, a los 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Esy EG.
Magnificacién 400X.

Por otro lado, a los fines de estudiar las posibles variaciones entre los tiempos de muestreo
para animales en fase IUtea, se obtuvo que: las vacas con BAJO IPC, presentaron niveles de
expresion proteica de TIMP2 en Es, significativamente mayores a los 60 DPP en relacion a
lo observado a los 45 DPP (p = 0,048). En cuanto a EL y EG, no se hallaron diferencias
significativas entre los grupos evaluados (p = 0,076 y p = 0,756 respectivamente) (Figura
53).

En las vacas con ALTO IPC, los niveles de expresion proteica de TIMP2 en Esy EG no
mostraron diferencias significativas entre ambos momentos de muestreo (p = 0,192 y p =
0,098 respectivamente). Sin embargo, en EL, se observo una tendencia a mostrar mayores
niveles de expresion proteica de TIMP2 en las muestras obtenidas a los 60 DPP en
comparacion con las obtenidos a los 45 DPP (p=0,059) (Figura 53).

En las figuras 54 y 55 se muestran imagenes representativas de la inmunomarcacion de
TIMP2, en EL, Es y EG, para cada tiempo de muestreo, en vacas con BAJO y ALTO IPC.
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Figura 53: Expresién proteica de TIMP2 medida como porcentaje de area inmunomarcada de Es,
EL y EG del endometrio pospartal de vacas en FL (n=24), con BAJO (n=14) y ALTO (n=10) IPC, a
los 45y 60 DPP. Los valores representan la media + desviacién estandar de la media. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05)
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Figura 54: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP2 en endometrio de vacas en
FL y BAJO IPC, a los 45 y 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG.
Magnificacion 400X.
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Figura 55: Imagenes representativas del area inmunomarcada de TIMP2 en endometrio de vacas en
FLy ALTO IPC, alos 45y 60 DPP. Para cada caso se muestran imagenes del EL, Es y EG.
Magnificacién 400X.

4.3. Relaciones entre la expresion proteica de metaloproteasas de la matriz y la
expresion proteica de Inhibidores tisulares de metaloproteasas en el

endometrio pospartal de vacas lecheras.

Las relaciones de MMP/TIMP se calcularon a partir de los promedios de los valores de
area inmunomarcada de MMP y TIMP, en cada uno de los estratos evaluados del endometrio

uterino pospartal (EL, Esy EG), a los 60 DPP, en animales en FL.

4.3.1. Relacion entre la expresion proteica de MMP2 y la expresion proteica de
cada uno de los TIMP.

Tanto la relacion MMP2/TIMP1 como la relacion MMP2/TIMP2, no mostraron
diferencias significativas entre los animales agrupados segun su IPC, en las vacas en FL, a
los 60 DPP (p =0,9 y p = 0,756 respectivamente) (Figura 56 Ay B).
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Figura 56: (A) Relacion de los porcentajes de area inmunomarcada MMP2/TIMP1, a los 60 DPP,
en vacas en FL (n=24), de Alto y Bajo IPC. (B) Relacion de los porcentajes de area inmunomarcada
MMP2/TIMP2, a los 60 DPP, en vacas en FL (n=24), de Alto y Bajo IPC. Los valores representan
la media + desviacion estandar de la media.

4.3.2. Relacion entre la expresion proteica de MMP14 y la expresion proteica de
cada uno de los TIMP.

Tanto la relacion MMP14/TIMP1, como la relacion MMP14/TIMP2, no mostraron
diferencias significativas entre los animales agrupados segun su IPC, en las vacas en Fase
Lutea, a los 60 DPP (p = 0,721y p =0,973) (Figura 57 Ay B).
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Figura 57: (A) Relacion de los porcentajes de area inmunomarcada MMP14/TIMP1, a los 60 DPP,

en vacas en FL (n=24), de Alto y Bajo IPC. (B) Relacién de los porcentajes de area inmunomarcada

MMP14/TIMP2, a los 60 DPP, en vacas en FL (n=24), de Alto y Bajo IPC. Los valores representan
la media + desviacion estandar de la media.
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4.3.3. Relacién entre la expresion proteica de MMP9 y la expresion proteica de
cada uno de los TIMP.

La relacion MMP9/TIMP1 mostro diferencias significativas entre animales de distintos
grupos (p = 0,045) siendo mayor la relacion en aquellas vacas con alto IPC (Figura 58A).

La relacion MMP9/TIMP2 no mostro diferencias entre los grupos de animales evaluados
(p =0,371) (Figura 58B)
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Figura 58: (A) Relacién de los porcentajes de area inmunomarcada MMP9/TIMP1, a los 60 DPP,
en vacas en FL (n=24), de Alto y Bajo IPC. (B) Relacién de los porcentajes de area inmunomarcada
MMP9/TIMP2, a los 60 DPP, en vacas en FL (n=24), de Alto y Bajo IPC. Los valores representan
la media + desviacion estandar de la media. Diferentes letras indican diferencias significativas (p <
0,05)

4.4, Asociacion de los niveles de expresion proteica de Metaloproteasas y sus

Inhibidores con el retraso en la concepcion.

En la seccidn 4.1. se evaluaron los niveles de expresion proteica de MMP y TIMP para
los diferentes grupos en estudio, tanto a los 45 como a los 60 DPP. Sin embargo, no es posible
concluir a partir de dicho analisis si el retraso en la concepcion esta asociado a los niveles de
expresion local de algin componente del sistema MMP-TIMP en particular. Por este motivo,
se realiz6 un analisis estadistico complementario, teniendo en cuenta los niveles de expresién
de cada componente a los 60 DPP (de manera categorizada), es decir, en el momento previo
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a que los animales se liberaron a servicio. De esta manera, se logro determinar si el retraso
en la concepcion inmediata al parto, pudo estar asociado a dichos niveles temporales de
expresion proteica a nivel endometrial, de acuerdo al IPC de los animales, considerado como

variable de respuesta continua.

4.4.1. Asociacion entre la expresion proteica de MMP2 y el retraso en la

concepcion.

En relacién con los niveles de expresion proteica de MMP2, si bien no se observaron
diferencias significativas, existio cierta tendencia en EL (p = 0,063), donde se encontr6 que
los animales con menores niveles de expresion proteica tardaron mas en prefarse (247 + 41
DPP y 92 + 3 DPP respectivamente) (Figura 59).

En cuanto a la expresion de MMP2 en Es y EG, no hubo asociacion con el retraso en la
concepcién (p = 0,221 y p = 0,571 respectivamente). Especificamente, no hubo diferencias
en la cantidad de dias que demoraron en lograr la prefiez los animales con menores niveles
de expresion proteica en Es (151 + 30 DPP) en relacion a aquellos con mayores niveles de
expresion proteica (107 = 20 DPP) (Figura 60). Del mismo modo, no hubo diferencias en la
cantidad de dias que demoraron en lograr la prefiez los animales con menores niveles de
expresion proteica en EG (143 + 32 DPP) en relacion a aquellos con mayores niveles de
expresion proteica (124 + 18 DPP) (Figura 61).

69



Funciones de supervivencia

10 Expresion

' proteica de
MMP2 en EL
Categorizado
(FL - 60 DPP)

~BAJO
~IALTO

08

08

04

Supervivencia acumulada

02

00

00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

IPC

Figura 59: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de MMP2 en EL (p > 0 05).
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Figura 60: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de MMP2 en Es (p > 0 05).
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Figura 61: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de MMP2 en EG (p > 0 05).

4.4.2. Asociacion entre la expresién proteica de MMP14 y el retraso de la

concepcion.

En relacion con los niveles de expresion proteica de MMP14 en EL, si bien no se
observaron diferencias significativas (p = 0,063), se observd una tendencia hacia mayores
niveles de expresion proteica, en animales que alcanzaron la prefiez en menor cantidad de
tiempo (92 + 3 DPP y 247 + 41 DPP respectivamente) (Figura 62)

En cuanto a la expresion de MMP14 en Es y EG, no hubo asociacion con el retraso en la
concepcién (p = 0,896 y p = 0,713 respectivamente). Especificamente, no hubo diferencias
en la cantidad de dias que demoraron en lograr la prefiez los animales con menores niveles
de expresion proteica en Es (130 + 20 DPP) en relacion a aquellos con mayores niveles de
expresion proteica (134 + 28 DPP) (Figura 63).

Finalmente, no hubo diferencias en la cantidad de dias que demoraron en lograr la prefiez
los animales con menores niveles de expresion proteica en EG (141 £ 35 DPP) en relacién a

aquellos con mayores niveles de expresion proteica (126 + 14 DPP) (Figura 64).
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Figura 62: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de MMP14 en EL (p > 0 05).
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Figura 63: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de MMP14 en Es (p > 0 05).
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Figura 64: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de MMP14 en EG (p > 0 05).

4.4.3. Asociacion entre la expresion proteica de MMP9 y el retraso en la concepcion

En relacion con los niveles de expresion proteica de MMP9 en EL, Es y EG, no hubo
asociacion con el retraso en la concepcion (p = 0,343, p=0,210y p = 0,648 respectivamente).
Especificamente, no hubo diferencias en la cantidad de dias que demoraron en lograr la
prefiez los animales con menores niveles de expresion proteica en EL (129 + 38 DPP) en
relacién a aquellos con mayores niveles de expresion proteica (173 £ 58 DPP) (Figura 65).
Del mismo modo, no hubo diferencias en la cantidad de dias que demoraron en lograr la
prefiez los animales con menores niveles de expresion proteica en Es (111 + 14 DPP) en
relacién a aquellos con mayores niveles de expresion proteica (151 £ 29 DPP) (Figura 66).
Finalmente, no hubo diferencias en la cantidad de dias que demoraron en lograr la prefiez los
animales con menores niveles de expresion proteica en EG (124 + 17 DPP) en relacion a
aquellos con mayores niveles de expresion proteica (140 + 30 DPP) (Figura 67).
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Figura 65: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de MMP9 en EL (p > 0 05).
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Figura 66: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de MMP9 en Es (p > 0 05).
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Figura 67: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de MMP9 en EG (p > 0 05).

4.4.4. Asociacion entre la expresion proteica de TIMP1 y el retraso en la

concepcion.

En relacion con los niveles de expresion proteica de TIMP1 en EL, se observaron
diferencias significativas (p = 0,025), encontrdndose una mayor expresion en aquellos
animales que alcanzaron la prefiez en menor tiempo, en relacion a aquellos que tardaron mas
en prefiarse (92 £ 3 DPP y 221 + 35 DPP respectivamente) (Figura 68).

En relacién con los niveles de expresion proteica de TIMP1 en Es y EG, no hubo
asociacion con el retraso en la concepcion (p = 0,091 y p = 0,349 respectivamente).
Especificamente, no hubo diferencias en la cantidad de dias que demoraron en lograr la
prefiez los animales con menores niveles de expresion proteica en Es (98 + 12 DPP) en
relacién a aquellos con mayores niveles de expresion proteica (148 + 23 DPP) (Figura 69).
Asimismo, no hubo diferencias en la cantidad de dias que demoraron en lograr la prefiez los
animales con menores niveles de expresion proteica en EG (158 + 47 DPP) en relacion a

aquellos con mayores niveles de expresion proteica (121 + 14 DPP) (Figura 70).
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Figura 68: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de TIMP1 en EL (p <0 05).
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Figura 69: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de TIMP1 en Es (p > 0 05).
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Figura 70: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de TIMP1 en EG (p > 0 05).

4.4.5. Asociacion entre la expresion proteica de TIMP2 y el retraso en la

concepcion.

En relacion con los niveles de expresion proteica de TIMP2 en EL, Es y EG, no hubo
asociacion con el retraso en la concepcion (p = 0,277, p = 0,341y p = 0,193 respectivamente).
Especificamente, no hubo diferencias en la cantidad de dias que demoraron en lograr la
prefiez los animales con menores niveles de expresion proteica en EL (109 + 13 DPP) en
relacién a aquellos con mayores niveles de expresion proteica (181 + 58 DPP) (Figura 71).
Del mismo modo, no hubo diferencias en la cantidad de dias que demoraron en lograr la
prefiez los animales con menores niveles de expresion proteica en Es (153 + 37 DPP) en
relacion a aquellos con mayores niveles de expresion proteica (112 + 17 DPP) (Figura 72).
Finalmente, no hubo diferencias en la cantidad de dias que demoraron en lograr la prefiez los
animales con menores niveles de expresién proteica en EG (152 + 30 DPP) en relacion a

aquellos con mayores niveles de expresion proteica (107 + 20 DPP) (Figura 73).
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Figura 71: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de TIMP2 en EL (p > 0 05).
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Figura 72: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de TIMP2 en Es (p > 0 05).
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Figura 73: Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para el IPC en relacion a los niveles de
expresion proteica de TIMP2 en EG (p > 0 05).
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5. DISCUSION

5.1. Expresion proteica de Metaloproteasas y sus Inhibidores en el endometrio

pospartal de vacas lecheras en Fases Folicular y Lutea.

El establecimiento y mantenimiento de la prefiez son eventos complejos. El desarrollo de
un endometrio histologica y funcionalmente normal es fundamental para la implantacion y
las interacciones embrionarias-maternas iniciales. En este contexto, la remodelacion del
tejido endometrial podria ser un requisito previo para conseguir un ambiente uterino éptimo
para la ocurrencia de una gestacion (Scolari y col., 2017). Se estima que un endometrio
receptivo a la implantacion, deberia mostrar caracteristicas de un tejido que superd el estado
proliferativo, con el fin de proporcionar un microambiente maduro y diferenciado capaz de
recibir al embrién (Binelliy col., 2015).

En rumiantes, la implantacion no invasiva da lugar a una placenta sindesmocorial y la
remodelacion del tejido endometrial se considera un requisito previo para la implantacion y
desarrollo de la angiogénesis cerca del tejido trofoblastico. Se ha estudiado en ratas y
humanos que durante la involucion se produce una pérdida de colageno a medida que el Gtero
vuelve a su estado anterior a la prefiez (Harkness y Moralee, 1956; Curry y Osteen, 2003).
Concomitantemente con modificaciones del estroma endometrial, ocurre una transformacion
del epitelio uterino luminal, siendo en ambos procesos, fundamental la degradacion de la
matriz extracelular (MEC), y en este contexto, las MMP se consideran como principales
mediadores (Salamonsen y col., 1995; Guillomot, 1999; Nagase y col., 2006). Asimismo,
estudios mas recientes han postulado que la remodelacion de la MEC es un factor clave para
la receptividad materna y el éxito de la prefiez (Binelli y col., 2015; Mesquita y col., 2015),
y que, en el endometrio bovino, la funcion de las MMP estaria mayormente relacionada a
sostener un equilibrio entre proliferacion y diferenciacion (Nagase y col., 2006).

Sin el apoyo de las hormonas esteroideas, el endometrio uterino exhibe pocos cambios
morfoldgicos y no logra la diferenciacion bioquimica necesaria para el establecimiento y
mantenimiento de la prefiez. Méas aln, durante los ciclos menstrual y estral, y durante la

gestacion se requiere la accion de una serie compleja, precisa y altamente interactiva de
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eventos bioldgicos, que pueden afectar el patron de expresion, asi como la actividad de las
MMP y TIMP (Curry y Osteen, 2003). En humanos, se ha observado que existe una variacion
ciclica de la expresion de la mayoria de las MMP, que es reprimida durante la fase secretora
(lutea) e inducida en la menstruacion, cuando caen las concentraciones de progesterona,
sugiriendo que los esteroides ovaricos regulan la expresion de estos genes (Marbaix y col.,
1996; Gaide Chevronnay y col., 2012). Mediante cultivos in vitro de endometrio bovino otros
autores pudieron confirmar la influencia hormonal mencionada sobre la expresion de las
MMP (Hashizume y col., 2003; Rahman y col., 2020). Sumado a esto, se ha observado que
los TIMP, se encuentran hormonalmente regulados (Curry y Osteen, 2003). Es por eso, que
para evaluar los posibles cambios que pudiesen existir en la expresion de MMP y TIMP a
nivel endometrial en ambos tiempos de muestreo, entre las vacas que obtuvieron resultados
de ALTO y BAJO IPC, se han analizado de manera separada los animales segun la fase del
ciclo en la que se encontraban al momento de la biopsia, a fin de bloquear el posible efecto
hormonal sobre las diferencias de expresion.

Sin embargo, y dado que existen evidencias acerca de la influencia que ejercen sobre la
expresion génica endometrial pequefias fluctuaciones de los niveles de progesterona durante
el ciclo, e incluso, durante la misma fase lutea (Spencer y col., 2015), seria enriquecedor
ampliar el estudio considerando como objeto del mismo la evaluacion de la expresion
proteica de MMP y TIMP dentro de una misma fase contemplando las concentraciones
hormonales como co-variables en el anélisis.

A su vez, la comparacion entre los resultados de expresion proteica de las MMP y sus
inhibidores observados a los 45 y 60 DPP dentro de los grupos de vacas de ALTO y BAJO
IPC, se llevd a cabo sélo en las vacas que se encontraban en FL al momento de los muestreos,
debido a que, por estar bajo la influencia de progesterona y ante la presencia de un cuerpo
luteo ciclico, se estima seria homologo al ambiente uterino en el cual se produciria la prefiez
e implantacion del embrion, siendo los resultados de alguna manera indicativos de los
eventos que podrian ocurrir al momento de la concepcion.

Por el mismo motivo, al momento de evaluar las potenciales relaciones entre las distintas
MMP y sus inhibidores, asi como el efecto individual que pueda tener cada uno en el tiempo

necesario para que ocurra la primera concepcion posparto, se decidié trabajar solo con los
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animales que se encontraban en FL y con los muestreos realizados a los 60 DPP, a fin de
evaluar el estado de reestructuracion endometrial dependiente de MMP y TIMP previo a la

liberaciodn a servicio de los animales.

5.1.1. Expresion de las Metaloproteasas y sus Inhibidores en el endometrio

pospartal de vacas lecheras, durante la Fase Folicular.

Los resultados obtenidos en las vacas que al momento de los muestreos se hallaban en FF,
mostraron gue, si bien hay expresion de MMP2 en endometrio, no se observaron diferencias
significativas entre las vacas de ALTO y BAJO IPC, en ninguno de los tiempos de muestreo.
Respecto a MMP14, se encontraron mayores niveles de expresion en EL tanto a los 45 como
a los 60 DPP en las vacas que tuvieron BAJO IPC. MMP14 es una metaloproteasa de
membrana, y por lo tanto actda en la superficie celular, donde puede facilitar localmente la
degradacion de la MEC, la migracion celular, la invasion y la angiogénesis. En humanos, se
ha postulado que se produce en las células epiteliales del endometrio (Zhang y col., 2000) y
que su expresion disminuye con el advenimiento de la menopausia, lo que sugiere su posible
rol en la remodelacion de un endometrio ciclico. Asimismo, se estima que MMP14 podria
estar asociada con el proceso de desprendimiento endometrial y que, por lo tanto,
desempefiaria un rol en los procesos de remodelacién del endometrio en la preparacion para
la implantacion. En humanos se ha reportado, que la mayoria de las MMP de membrana
redujeron su expresion durante la ventana receptiva, posiblemente bajo la influencia de
hormonas esteroides (Plaisier y col., 2006). En el presente estudio, encontramos una mayor
expresion proteica de MMP14 a nivel de EL durante la FF, en ambos tiempos de muestreo
en las vacas con bajo IPC, por lo que aparentemente, su expresion no pareceria tener un
efecto negativo sobre la ocurrencia de la prefiez futura. Esto a su vez, podria relacionarse con
su actividad proteolitica per se (d’Ortho y col., 1997), ya que como metaloproteasa de tipo
membrana, afecta el entorno cercano de manera paracrina en procesos de migracion e

invasion celular, ejecutando precisamente una de sus funciones mas importantes en cuanto a
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la degradacion de colageno, el cual es un componente principal de la MEC (Itoh y Seiki,
2006).

Los niveles de expresion de MMP9 durante la FF, mostraron ser significativamente
mayores en el EG de las vacas con ALTO IPC, a los 60 DPP, en relacion a lo expresado en
las vacas con BAJO IPC. En humanos, se ha observado que MMP9 proveniente de
neutrofilos, tiene un papel importante en la degradacion del tejido en la etapa menstrual del
ciclo (Salamonseny Lathbury, 2000; Goffin y col., 2003), y su actividad, podria considerarse,
como parte de los mecanismos de defensa y restructuracién del endometrio (Rigot y col.,
2001; Gaide Chevronnay y col., 2012). Vincent y col. (1999), han reportado su expresion en
células epiteliales, estromales, inmunitarias y vasculares del endometrio humano. Asimismo,
MMPJ se ha identificado en las células epiteliales glandulares endometriales con niveles mas
altos durante la fase proliferativa tardia del ciclo menstrual y se ha reportado que este
aumento de su expresion estaria asociado con la afluencia de leucocitos polimorfonucleares,
macrofagos y eosinofilos (Zhang y Nothnick, 2005). La mayor expresion de MMP9
observada en el presente estudio, en las glandulas endometriales de las vacas a los 60 DPP
con bajos niveles de progesterona caracteristicos de la FF, en el grupo con alto IPC, podria
sugerir que la presencia de esta enzima se relaciona a una reestructuracion endometrial activa
que, en este caso, podria haber afectado la futura concepcion. En relacion con estos hallazgos,
un estudio realizado en perras demostrd que una mayor actividad de MMP9 a nivel uterino
en la segunda y tercera semanas posparto, llevo a una marcada degeneracion de las células
epiteliales luminales, y elevado nimero de neutréfilos, linfocitos y células plasmaticas en el
estroma. Esto permitié a los autores sugerir que dicha actividad de MMP9 podria estar
asociada con una respuesta inflamatoria del endometrio, y concomitantemente, con procesos
de remodelacion del Gtero (Chu Py PY y col., 2002).

Durante la FF del ciclo estral, encontramos que, si bien TIMP1 no mostré diferencias
significativas entre las vacas de ALTO y BAJO IPC, en ninguno de los tiempos de muestreo,
TIMP2 mostré mayor porcentaje de area inmunomarcada en el EG de las vacas con ALTO
IPC, a los 60 DPP. En bovinos, Ledgard y col. (2009), encontraron que TIMP2 se expresé
abundantemente en el borde apical del epitelio de las glandulas endometriales, secretandose

directamente al liquido luminal uterino. En la misma especie, Ulbrich y col. (2011),
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mencionan que al final de la FL, la deteccion de TIMP2 en endometrio disminuye. Por su
parte, Scolari y col. (2017), encontraron que la expresion de TIMP2 en el endometrio bovino
no estaria influenciada por los niveles de hormonas esteroides. En este contexto, podemos
decir que la expresion aumentada de TIMP2 a los 60 DPP en vacas de ALTO IPC durante la
FF, podria ser parte de mecanismos que obstaculicen la preparacién del endometrio para la
futura concepcion

Es sabido, que la regulacion de MMP y TIMP es una interaccion compleja. Se ha
determinado que el patron de expresion temporal de TIMP2 pareceria estar inversamente
relacionado con la expresion de MMP2 y MMP14 (Ulbrich y col., 2011). En efecto, los
niveles de expresion de MMP2 y MMP14 hallados en las vacas de ALTO IPC fueron
menores en relacion a lo observado en las de BAJO IPC, hallandose un comportamiento
inverso para TIMP2. Esto evidencia que, concomitantemente a la existencia de bajos niveles
de progesterona, los altos niveles de TIMP2 pueden estar inhibiendo la expresion de las
mencionadas metaloproteasas a los 45y 60 DPP en las vacas de ALTO IPC y de esta manera,
verse afectados los procesos de reestructuracion endometrial, retrasando una futura

concepcioén.

5.1.2. Expresion de las Metaloproteasas y sus Inhibidores en el endometrio

pospartal de vacas lecheras, durante la Fase LUtea.

En nuestro trabajo, y durante la FL, encontramos que la expresion de MMP2, mostro ser
significativamente mayor a los 60 DPP, en Es y EL del endometrio de las vacas con BAJO
IPC en comparacion con las vacas de ALTO IPC.

La presencia de MMP2 en las células estromales, podria ser indicativa de la participacion
de la misma en procesos de migracion y remodelacion celular y vascular (Zhang y col., 2000;
Walter y Boos, 2001; Nagase y col., 2006). Ulbrich y col. (2011), por su parte, observaron la
expresion proteica de MMP2 en Es endometrial de bovinos, sin encontrar expresion en EL y
EG. Si bien existen opiniones encontradas en cuanto a la sintesis de MMP2 por parte de las
células epiteliales endometriales, se acepta que factores ovaricos, en particular las hormonas

esteroideas, podrian estar involucradas en estimular dicha expresion (Hashizume y col.,
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2003). Kizaki y col. (2008), han podido demostrar actividad gelatinasa en epitelio
endometrial y estroma, asi como también la participacion crucial de MMP2 en la
remodelacion endometrial durante el periodo de implantacion en las vacas. Se estima que la
localizacion de MMP2 en Es y EL, guarda relacion con la abundancia de colageno tipo IV
en tales tipos celulares, principalmente en las carinculas endometriales, y se ha registrado un
aumento de expresion del mismo en Es bajo la influencia de progesterona (Boos, 2000). Hay
reportes que indican que mayores concentraciones de MMP2 activa se acompafia de una
intensa inmunomarcacion de la membrana plasmatica de las células del Es, en aquellas areas
de remodelacion del tejido (Hashizume y col., 2003; Gaide Chevronnay y col., 2012). La
mayor expresion de MMP2 en Es y EL en el endometrio pospartal de vacas con BAJO IPC,
podria relacionarse con hallazgos previos donde se ha reportado la presencia de la forma
activa de MMP2 en los placentomas bovinos, indicando que esta metaloproteasa podria
desempefiar un rol relevante en la remodelacion tisular de los mismos (Dilly y col., 2011), y,
a la luz de nuestros resultados, podriamos suponer a su vez que su expresion en Es y EL a
los 60 DPP favoreceria la concepcion temprana.

Al comparar entre los 45 y 60 DPP dentro del grupo de vacas de BAJO IPC, en FL, no
hubo diferencias significativas en la expresion de MMP2, en ninguno de los estratos
evaluados. Contrariamente, en el grupo de vacas de ALTO IPC, se observé que la expresion
de MMP2 en EG, fue significativamente mayor a los 45 DPP en relacion a los 60 DPP.

Como detallamos anteriormente, no se observaron marcadas diferencias a nivel de EG,
comparando las vacas de ALTO y BAJO IPC durante la FL, por lo tanto, esta mayor
expresion a los 45 DPP que luego decae hacia el dia 60 posparto en las vacas de ALTO IPC,
podria no estar directamente relacionada con el tiempo para que ocurra la primera concepcion
posparto. Sin embargo, se ha observado en yeguas, que las alteraciones endometriales que
afectaron la morfologia glandular, redujeron significativamente su fertilidad (Schoon y col.,
1997). Bajo la premisa de la ocurrencia de una extensa hiperplasia e hipertrofia glandular en
el endometrio durante cada prefiez, en respuesta a las crecientes demandas por parte de la
unidad fetoplacentaria en crecimiento (Gray y col., 2001), es posible que haya ocurrido en
estas vacas, un proceso de remodelacion glandular mediado por MMP2 a los 45 DPP que fue

paulatinamente disminuyendo hacia los 60 DPP. Sin embargo, seran necesarios estudios mas
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especificos a nivel glandular en el endometrio pospartal de vacas lecheras, para esclarecer la
posible participacion de MMP2 sobre la fertilidad posterior de los animales.

Para el caso de MMP14, en FL, se observd la mayor inmunomarcacion en las vacas de
BAJO IPC en comparacién con las de ALTO IPC, particularmente en Es a los 45 DPP, y en
EL alos 60 DPP. Ulbrich y col. (2011) observaron la expresion de MMP14 en las células del
EL del endometrio bovino, y notaron que su intensidad aumentaba durante la FL. Por su
parte, al analizar la expresion de varias enzimas en el endometrio bovino durante el ciclo
estral, Mishra y col. (2010) hallaron niveles de expresion del ARNm de MMP14
significativamente mayores después de la ovulacién, mayormente en Es, disminuyendo hacia
la mitad del ciclo y al dia 35 de gestacion. La expresion coordinada de MMP2 y MMP14,
sugiere que estas proteasas se producirian conjuntamente en forma activa contribuyendo a la
remodelacion de la matriz y ejerciendo actividades “de limpieza” (Goffin y col., 2003). Tal
como hemos mencionado previamente, MMP2 se expresa Yy secreta en varios tipos celulares
y tejidos, y no se regula predominantemente a nivel de transcripcién, sino en su activacion,
debido en gran medida a la accién de MMP14 (Zhang y col., 2000). Bajo la luz de estas
afirmaciones, podemos sugerir, que el aumento en la expresion de MMP14 en la misma
localizacion y en concordancia con la expresién de MMP2, podria estar sustentado en su
participacion en el complejo ternario Pro-MMP2-MMP14-TIMP2. Por otro lado, estos
hallazgos se relacionan con su actividad per sé como enzima proteolitica y su participacion
en la migracion celular, especificamente a nivel de Es y EL, donde se localizan las fibras de
colageno I, que son sustrato de MMP14 (Boos, 2000; Nagase y col., 2006; Dilly y col., 2011).
En efecto, en un estudio realizado en ratas, se hallé que, durante la involucion uterina
pospartal, MMP14 y MMP2 actuaban juntas para degradar el colageno tipo | (Manase y col.,
2006). Concomitantemente, existen evidencias que sugieren que MMP14 provoca la
degradacion de los tipos de colageno I, IV y V' y de elastina (Birkedal-Hansen y col., 1993)
y, aunque se cree que la funcion principal de la MMP2 activada es la degradacion del
colageno tipo 1V, también escinde el colageno tipo | (Aimes y Quigley, 1995).

A su vez, dentro del grupo de vacas con BAJO IPC, se observo que la expresiéon de
MMP14 a nivel de EG, fue mayor a los 45 DPP, para luego disminuir significativamente en

el dia 60 posparto. Similar a lo ocurrido con MMP2, al comparar los resultados obtenidos
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para la expresion de MMP14 entre las vacas de ALTO y BAJO IPC durante la FL,
encontramos que no existieron diferencias significativas a nivel de EG, y que, por lo tanto,
esta mayor expresion a los 45 DPP que luego disminuye hacia el dia 60 posparto en las vacas
de BAJO IPC, tampoco estaria directamente relacionada a la celeridad para lograr la
concepcion. Sin embargo, en estas vacas se podria sugerir una participacion de MMP14 en
los procesos de reestructuracion del EG, con mayor expresion a los 45 respecto a los 60 DPP,
que parecerian no comprometer la receptividad del ambiente uterino y que, asimismo, podria
ser objeto de estudios futuros.

Dentro del grupo de vacas de ALTO IPC, encontramos que la expresion de MMP14 en
EL fue significativamente mayor a los 45 DPP que a los 60 DPP. Cuando se compard la
expresion de MMP14 entre las vacas de ALTO y BAJO IPC durante la FL, observamos que
hubo una mayor expresién en EL a los 60 DPP a favor de las vacas de BAJO IPC. Observando
que, en las vacas de ALTO IPC esta metaloproteasa disminuyé su expresion hacia el dia 60
posparto, podria sugerirse que el detrimento en su expresion en tiempos previos a la
concepcidn estaria impidiendo el logro de una prefiez temprana, confirmando a su vez lo
hallado en cuanto a su expresién, en animales con BAJO IPC.

Varios estudios han reportado que los niveles de expresion de MMP9 en el endometrio
bovino, son relativamente bajos, hallandose en algunos casos por debajo de los limites de
deteccidn (Kizaki y col., 2008; Mishra y col., 2010). En nuestro trabajo, y durante la FL, al
igual que lo hallado en FF, no se hallaron diferencias significativas en los niveles de
expresion de MMP9 en EL y Es, entre las vacas de ALTO y BAJO IPC, en ninguno de los
tiempos de muestreo. Otros autores han observado que, en células cultivadas in vitro o
explantos de tejido, la progesterona (sola o combinada con estradiol) inhibié moderadamente
la expresion de MMP9, indicandose que dicha regulacion ocurriria a través de citocinas o
factores de crecimiento producidos, liberados o activados localmente (Gaide Chevronnay y
col., 2012; Rahman y col., 2020). Especificamente, en endometrio decidualizado de raton, se
observo que MMP9 aument6 draméaticamente después de la retirada de progesterona (Kaitu'u
y col., 2005). Estos reportes de alguna manera concuerdan con los hallados en el presente

trabajo para vacas en FL, donde los niveles de P4 estarian regulando negativamente la
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expresion de MMP9, lo que explicaria la baja e invariable expresion encontrada en los
animales de ambos grupos.

En las vacas de BAJO IPC, se observo una tendencia hacia un aumento de la expresion
de MMP9 en EG, en el dia 60 posparto, comparado con el dia 45. La proteina MMP9 se ha
identificado en las células epiteliales glandulares del endometrio humano, con niveles mas
altos durante la fase proliferativa tardia y justo despuées de la ovulacion, asi como en la
secrecion glandular y el liquido uterino durante la fase periimplantacional. En el endometrio
de ratones, se observo que, a medida que el tejido se reparaba, las células positivas a MMP9
se reducian en ndmero, manteniéndose sélo donde aun no se habia completado la
reepitelizacion (Kaitu'u y col., 2005). Bajo la premisa de que el éxito de los eventos de
desarrollo que regulan la morfogénesis de la glandula endometrial, determinan la capacidad
funcional y el potencial embriotréfico del Gtero adulto (Gray y col., 2001), se podria inferir
que a los 60 DPP, aumento la degradacién de colageno con participaciéon de MMP9 a nivel
del EG en las vacas con BAJO IPC, lo que podria estar determinando un ambiente adecuado
para la concepcidn temprana, si bien no existieron diferencias significativas en la expresion
de esta MMP entre las vacas de ALTO y BAJO IPC.

Durante la FL, una mayor expresion en EL de vacas con BAJO IPC a los 60 DPP se
observé para TIMP1. El ARNm y la proteina de TIMP1 se han detectado tanto en EL cdmo
en Es del endometrio intacto de ovejas (Hampton y col., 1995). Se ha reportado que TIMP1
tiene afinidad por MMP9 (Zhang y Nothnick, 2005) y que, ademas, puede unirse a casi todos
los sitios activos de la misma, lo que inhibe irreversiblemente su actividad (Willenbrock y
Murphy, 1994). En ovinos, se observo que, en las carlnculas, la regeneracion del EL
comenzd después del dia 8 y no se completd hasta los dias 28-31 después del parto, y que el
mismo, parecia emanar del epitelio que recubre las areas intercarunculares (van Wyk y col.,
1972). Se ha estudiado que MMP9 puede actuar sobre células epiteliales, induciendo cambios
estructurales y funcionales asociados con la remodelacion (Vermeer y col., 2009).
Asimismo, en bovinos, se observd una aumentada reactividad de MMP9 en el epitelio
endometrial pospartal (Walter y Boos, 2001). Por lo tanto, esta mayor expresion de TIMP1
en EL a los 60 DPP, podria tener un efecto positivo sobre el control de la reepitelizacion

caruncular y la generacion de un ambiente endometrial receptivo, ya que ejerceria una
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actividad inhibitoria sobre la expresion de MMP9, que, si bien no mostr6 diferencias
significativas entre las vacas de ALTO y BAJO IPC, se ha observado su expresién en ambos
grupos en EL, tanto a los 45 como a los 60 DPP. Esto guardaria relacion con los resultados
obtenidos para la expresion de TIMP1 a los 45 y 60 DPP donde no se observaron diferencias
a lo largo del tiempo en ninguno de los estratos evaluados, para las vacas con BAJO IPC. Sin
embargo, dentro de las vacas de ALTO IPC, se observo una mayor expresion de TIMP1 en
Esalos 45 DPP, que luego disminuyd hacia el dia 60. En un estudio llevado a cabo en ratones,
observaron que la ausencia de TIMP1 es perjudicial para la reproduccion, y esto podria
relacionarse a una alteracion en la actividad de las MMP (Nothnick, 2001). En otros tejidos,
se ha visto que la actividad de MMP9 puede desregularse tanto por aumentos de la
metaloproteasa como por disminuciones en su inhibidor (Vermeer y col., 2009). A la luz de
los resultados obtenidos al comparar las vacas de BAJO y ALTO IPC, donde TIMP1 mostré
una mayor expresion en EL de las vacas de BAJO IPC a los 60 DPP, podria suponerse que
su mayor expresion a los 45 DPP seguida de un detrimento al dia 60 posparto en vacas de
ALTO IPC, podria estar denotando un desequilibrio en la actividad de MMP, especialmente
de MMP9, lo cual influiria en una variedad de funciones bioldgicas dentro del Utero,
pudiendo afectar los procesos de remodelacion del endometrio pospartal y la ocurrencia de
la futura prefiez.

En la expresion de TIMP2 durante la FL, se observo una tendencia a mostrar mayores
niveles de expresion en las vacas de BAJO IPC en relacion a las de ALTO IPC, en EL a los
45 DPP. Estudios en humanos, informaron que, si bien las proteinas TIMP estaban presentes
en todos los compartimentos tisulares del endometrio, la inmunorreactividad era mas intensa
en el EL (Zhang y Salamonsen, 1997). Se ha visto que se expresa fuertemente en el
endometrio durante la gestacion tardia, especulandose que esto pueda ser necesario para
mantener un equilibrio entre las moléculas de degradacion y sus inhibidores (Kizaki y col.,
2008). Estas tendencias observadas, que indican una mayor expresion de TIMP2 en las vacas
de BAJO IPC, se suman a lo observado para MMP2 y MMP14, donde también fue mayor la
expresion proteica en dichas vacas, en relacion a las de ALTO IPC. Es por ello que,
conjuntamente podria asumirse una participacion de TIMP2 como activador dentro del

complejo MMP14/TIMP2/pro-MMP2. Esto se respaldaria, ademas, en el hecho de que
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concomitantemente, durante la FL, TIMP2 mostr6 mayores niveles de expresion para las
vacas con ALTO IPC, en Es a los 45 DPP, sin acomparfiarse de la expresion aumentada de
MMP2 y MMP14, por lo que estimamos que, en este caso, TIMP2 ejerceria un rol mas bien
regulador de las metaloproteasas sobre las cuales ejerce su funcidén. En ovejas, se ha
observado una expresion inversamente proporcional entre MMP2 y TIMP2, al momento de
producirse la migracion de células trofoblésticas y posterior implantacion, donde se redujo
la expresion del inhibidor para permitir la accion de la gelatinasa (Salamonsen y col., 1995).
Es decir, que la marcada expresion de TIMP2 en Es a los 45 DPP en las vacas con ALTO
IPC, durante la FL, podria estar sugiriendo su necesaria intervencion para mitigar la
expresion de MMP2, alterando asi los procesos de remodelacion uterina dependientes de
dicha MMP. Como ya hemos mencionado, si bien TIMP2 posee un fuerte efecto inhibidor
sobre las MMP, similar a TIMP1, también ejerce un rol como activador, y el hecho de que
ejerza una u otra funcién, dependera de la cantidad de componentes circundantes del sistema
MMP/TIMP. Tal como se ha mencionado previamente, cuando existen altas concentraciones
de TIMP2, éste se une en su totalidad a la MMP14 disponible, no quedando mondmeros
libres de MMP14 capaces de activar MMP2 (Curry y Osteen, 2003; Manase y col., 2006;
Dilly y col., 2011). Tal es asi, que la regulacion de cada TIMP debe ser coordinada para que
su expresion en sitios y momentos sea la apropiada para regular las MMP especificas, y s6lo
el logro de un correcto equilibrio entre TIMP y MMP individuales, permitiria la
remodelacion apropiada del utero durante el ciclo estral (Hampton y col., 1995).

Asimismo, al analizar las diferencias que pudiesen existir en la expresion de TIMP2, entre
ambos tiempos de muestreo, encontramos que, dentro del grupo de vacas con BAJO IPC, la
expresion de TIMP2 mostrd ser significativamente mayor en Es a los 60 DPP respecto a los
45 DPP. Esto guarda relacion con lo anteriormente expuesto, ya que en las vacas de BAJO
IPC, se observo que hubo mayores niveles de expresion de MMP2 a nivel de EL y Es a los
60 DPP en comparacion a las de ALTO IPC. Estudios previos indicaron que la expresion de
MMP2 no estaria regulada por el mismo conjunto de hormonas esteroideas, citocinas y
factores de crecimiento que las otras MMP secretadas (Zhang y col., 2000), por lo que podria
suponerse, que TIMP2 ejerceria en este caso una funcion como activador del complejo

ternario. A su vez, en el grupo de vacas de ALTO IPC, se encontraron tendencias a una mayor
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expresion de TIMP2, en EL a los 60 DPP. En estas vacas, se observd que MMP2, estaba
mayormente expresado en EG al dia 45 posparto y que decrecia hacia el dia 60. Ante esto, y
basdndonos en todo lo anteriormente expuesto, se podria sugerir que TIMP2 estaria
participando de la inhibicion de la misma. En cuanto a lo observado en EL, al comparar entre
ambos tiempos de muestreo dentro de las vacas de ALTO IPC, no se encontraron diferencias
significativas en la expresion de MMP2, aunque si se observé una mayor expresion de
MMP14, en dicho estrato, a los 45 DPP que luego disminuyo hacia el dia 60 posparto, por lo
que esta mayor expresion de TIMP2 en EL a los 60 DPP denotaria su potencial rol inhibidor,
através de su unién a todo el MMP14 disponible, impidiendo consecuentemente la activacion
de MMP2 (Curry y Osteen, 2003; Manase y col., 2006; Dilly y col., 2011).

5.2. Relaciones halladas entre la Expresion de las Metaloproteasas y sus
Inhibidores en el Endometrio pospartal de vacas lecheras

La relacion de la expresion de TIMP con la expresion de MMP es clave para el equilibrio
de la actividad de MMP durante los periodos de remodelacion endometrial (Curry y Osteen,
2003). Los TIMP sirven para regular con precision el sitio y el alcance de la degradacion de
laMEC y, por lo tanto, aseguran la homeostasis de la arquitectura extracelular uterina (Zhang
y Nothnick, 2005). Se ha estudiado que, ante una proporcion de MMP/TIMP baja, se evita la
degradacidon de la MEC vy por lo tanto se lentifica la involucién; contrariamente, si aumenta
esta relacion, la MEC se degrada, produciéndose una remodelacion epitelial (Talhouk y col.,
1992; Beccaria y col., 2021). Cada TIMP forma un complejo 1:1 con MMP de forma no
selectiva (Bode y col., 1999), a excepcidn de la interaccién de TIMP2 con MMP14 y pro-
MMP2, y se desconoce la relevancia bioldgica de estos complejos. En general, todos los
TIMP son inhibidores de amplio espectro de las MMP, pero existen diferencias en su
especificidad y aunque las relaciones MMP2/TIMP2 y MMP9/TIMP1 se han utilizado para
evaluar el equilibrio de MMP/TIMP en estudios previos (Curry y Osteen, 2003; Loffek y
col., 2011), la interaccion exacta entre MMP y TIMP sigue siendo en gran parte
indeterminado. Es por esto, que evaluamos todas las relaciones posibles MMP/TIMP que
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fueron objeto de este estudio, y encontramos que, en las vacas en FL a los 60 DPP, la relacion
MMPO/TIMP1 fue mayor en las vacas con alto IPC que en las de bajo IPC, lo que estaria
indicando que habria en estos animales, una mayor expresion de MMP9 en relacion a la
expresion de TIMP1.

La actividad de MMP9 y de su inhibidor, son importantes para un normal funcionamiento
de los procesos reproductivos. Se ha informado que ratones knockout para MMP9 'y TIMP1,
resultaron en una fertilidad disminuida. Especificamente, los ratones deficientes en MMP9
tuvieron una menor eficiencia reproductiva, mientras que los ratones deficientes en TIMP1
manifestaron tener un ciclo reproductivo alterado caracterizado por una disminucion en la
duracién del estro y una morfologia uterina alterada (Dubois y col., 2000; Nothnick, 2000;
Zhang y Nothnick, 2005).

La MMP9 uterina, ademas de participar en el proceso de parto, y en la involucién uterina
pospartal, se ha propuesto como uno de los principales factores implicados en la degradacion
menstrual del endometrio humano, ya que es capaz de degradar los componentes de la
membrana basal (Stygar y col., 2002). Asimismo, se ha estudiado que MMP9 aumenta
durante y después del parto, mientras que TIMP disminuye, y que este equilibrio entre enzima
e inhibidor ocurre en favor de la degradacion tisular (Salamonsen, 2003), por lo que esta
mayor expresion de MMP9 por sobre la expresion de TIMP1, podria sugerir la presencia de
una mayor actividad de remodelacién endometrial, con una menor actividad de regulacion o
control.

En un estudio realizado en bovinos, se ha visto que la intensidad de la expresion
endometrial de MMP9 disminuyé de manera significativa desde la primera hasta la quinta
semana después del parto, demostrando una disminucién en los procesos degenerativos
durante ese tiempo (Sematovica y Jemeljanov, 2008). Ademés, se ha reportado, que MMP9
se asocia a una inmunorreactividad en células inflamatorias y su expresion puede estar
correlacionada con este tipo de funcidn, induciendo la actividad migratoria de linfocitos y
monocitos que infiltran el tejido afectado, a los fines de favorecer el cleareance del mismo
(Porto y col., 2011). Se ha observado que una enzima producida exclusivamente por los
neutrofilos, inactiva TIMP1 en el complejo proMMPY/TIMP1, lo que permite la activacion

de MMP9 (Itoh y Nagase, 1995). Ante esto podria sugerirse, que el desbalance hallado en
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favor de MMP9 respecto de TIMP1, podria ser uno de los mecanismos locales necesarios
para que ocurran procesos de migracion celular para el cleareance endometrial, que, en caso
de prolongarse en el tiempo, estarian asociados a una demora en la concepcion inmediata al

parto.

5.3. Asociaciones halladas entre los niveles de expresion proteica de

Metaloproteasas y sus Inhibidores con el retraso en la concepcion.

La basqueda de una posible asociacion entre los niveles de expresion de las MMP y TIMP
a nivel endometrial, con la demora en la concepcidn inmediata posterior al parto, nos permite
postular que existe cierta tendencia de los animales que lograron la prefiez con mas celeridad
a presentar mayores niveles expresion de MMP2 y MMP14 a nivel del EL a los 60 DPP.
Estos valores no resultaron ser significativos, posiblemente por la existencia de un “n” bajo,
pero el efecto se evidencia notablemente al observar los gréaficos.

En este sentido, sabemos que MMP14, ademéas de ser un activador fisiologico de
proMMP2, estaria involucrada, entre otros muchos procesos, en la actividad proteolitica
afectando al entorno cercano de manera paracrina en procesos de migracion e invasién celular
mediante la degradacion de la MEC, especialmente de los principales colagenos fibrilares
(Ohuchi y col., 1997; Itoh, 2015). En un estudio llevado a cabo en ratones, se observé que
los “knockout” a MMP14, exhibieron anomalias esqueléticas durante el desarrollo posnatal,
lo que se atribuyd a una ausencia de actividad colagenolitica (Holmbeck y col., 1999). En
cuanto a MMP2, se estima que podria facilitar y regular la liberacion de factores de
crecimiento que participarian en los procesos de implantacion, ya que se ha observado que
su mayor actividad coincide con el momento de la elongacién del concepto (Ulbrich y col.,
2011).

A la luz de nuestros hallazgos, y los reportes anteriormente citados, podriamos suponer
gue en ese tiempo previo a la prefiez ocurrieron procesos tisulares en los que participaron
estas MMP, y que los mismos tuvieron una implicancia positiva para lograr la concepcién

temprana luego del parto.
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Nuestros resultados también muestran una asociacion de la expresion de TIMP1 en EL,
con la concepcion inmediata posterior al parto. Se evidencia que aquellos animales con
mayor expresion de TIMP1 en dicho estrato, alcanzaron la primera prefiez posparto en menos
tiempo que aquellos que mostraron niveles de expresién menores. Esto condice con los
hallazgos en los niveles de expresion de dicho inhibidor, al comparar las vacas de ALTO y
BAJO IPC en FL, donde se observo una mayor expresion en EL de las vacas con BAJO IPC
a los 60 DPP. Asimismo, este hecho refuerza lo postulado respecto a la aumentada relacion
encontrada entre MMP9/TIMP1 a los 60 DPP, en las vacas con alto IPC. Precisamente, la
expresion de TIMP1 a los 60 DPP, podria ejercer un efecto de control de la reepitelizacion
para la generacion de un ambiente endometrial receptivo. En un estudio realizado en cabras,
se observo que TIMPL ejercié un papel como promotor de la proliferacion de células
epiteliales oviductales (Peng y col., 2015). Por otro lado, en humanos, se observé en la
mayoria de los tejidos endometriales, que el EL muestra una mayor intensidad de
inmunomarcacion para TIMP1, y que la funcion principal de este inhibidor, es la homeostasis
de la matriz extracelular y el mantenimiento de la integridad del tejido (Zhang y Salamonsen,
1997). Asimismo, se ha observado que, durante las primeras semanas de embarazo, la
relacion MMP/TIMP se encuentra a favor de las metaloproteasas, sugiriendo una alta
actividad invasiva durante en este periodo. Sin embargo, existe también una funcién
protectora ejercida por los TIMP resguardando la integridad de los vasos sanguineos de la
accion de las MMP (Seval y col., 2004).
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6. CONCLUSIONES

Durante la FF, observamos una mayor expresion de MMP14 en EL en las vacas que
resultaron con BAJOS IPC, por lo que podria suponerse que la expresion aumentada
de dicha MMP ante bajos niveles de progesterona, no afectaria negativamente los
tiempos de ocurrencia de la primera concepcion posparto. En cambio, una elevada
expresion de MMP9 y TIMP2 a nivel glandular, se observo en las vacas que
resultaron con ALTO IPC, por lo que esto podria representar un estado de
desregulacién del sistema que podria asociarse a una demora en la ocurrencia de la

prefiez inmediata posterior al parto.

Durante la FL, encontramos la expresion concomitante de MMP2 y MMP14 en EL y
Es de las vacas con BAJO IPC, lo que pareceria demostrar que la expresion de las
mismas, sea a los 45 como a los 60 DPP, guardaria una relacion positiva con el logro
temprano de la prefiez en vacas lecheras. Los niveles de expresion hallados para
TIMP1, expusieron su relevancia como inhibidor de MMP9 a nivel de Es y EL,
indicando que la expresion del mismo, influiria positivamente sobre los tiempos de
ocurrencia de prefiez posterior al parto. TIMP2 por su parte, pudo ser evaluado en su
dualidad, mostrando, por un lado, su participacion dentro del complejo ternario,
activando MMP2 y por otro, su rol como inhibidor de metaloproteasas, con las

consecuentes implicancias de dicha modulacion.

La mayor expresion de MMP14 y MMP2 a los 45 DPP, y la tendencia observada a
una mayor expresion de MMP9 a los 60 DPP, en el EG de las vacas en FL, denotan
la necesidad de realizar futuros trabajos que profundicen en el estudio de la regulacion
de MMP en dicho estrato, ya que las glandulas endometriales sufren cambios durante
las distintas etapas del ciclo estral y los mecanismos mediante los cuales se logran los
patrones espaciotemporales de expresion del sistema MMP involucran, no sélo a las
hormonas  esteroideas ovaricas sino  también a numerosos factores
autocrinos/paracrinos. Estudios en mayor profundidad, permitirian vislumbrar el
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posible efecto que la expresidn de estas MMP en las glandulas endometriales, pudiese
tener sobre el IPC de los animales.

e Larelacion hallada entre MMPO/TIMP1, indicaria que la alta expresion de MMP por
sobre su inhibidor a los 60 DPP en el endometrio de vacas lecheras en FL, se

corresponderia con una demora en la concepcion.

e Se observd que una mayor expresion de TIMP1, asi como la tendencia a mayores
expresiones de MMP2 y MMP14, principalmente a nivel de EL, durante la FL y a los
60 DPP, tuvo una relacion directa con el advenimiento de la temprana concepcion

posparto.

El hecho de que la influencia ejercida por las hormonas reproductivas, estrogenos y
progesterona, fue tenida en cuenta como “fases” del ciclo estral, y no se consider6é de manera
especifica el efecto que las variaciones en sus niveles pudiesen tener sobre la expresion de
las metaloproteasas y los inhibidores evaluados, creemos que futuros analisis que contemplen

dicho objetivo, enriquecerian la informacion brindada en este trabajo.

Asimismo, podemos concluir, que los resultados obtenidos evidencian la presencia y
participacion de MMP2, MMP14 y MMP9, y de sus inhibidores, TIMP1 y TIMP2, en el
utero pospartal de vacas lecheras, y como el equilibrio en la expresién de los mismos a nivel
endometrial, podria estar asociado positiva 0 negativamente a los IPC que se logren en los
animales, generandose de esta forma, valiosa informacion para futuras aplicaciones e

investigaciones.
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