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INTRODUCCION

Los problemas relacionados con la disminucién de la eficiencia reproductiva en los sistemas de
produccién ganaderos tienen causas multifactoriales como la nutricion, el manejo, las deficiencias en
detecciéon de celo, estrés caldrico, entre otros. En efecto, la infertilidad o subfertilidad observada en los
rodeos se debe a la reducciéon de las tasas de concepcidon en cada servicio. El conocimiento de la
anatomia vy fisiologia reproductiva de la vaca es un requisito indispensable para lograr un manejo
eficiente de la reproduccién (Cattaneo, 2016). Estudios previos concuerdan en que la mayoria de las
pérdidas embrionarias ocurren principalmente entre la primera y tercera semana de prefiez y son
raramente detectadas. En bovinos, hasta el 40% de las pérdidas embrionarias totales ocurren entre los
dias 8 y 17 de prefiez, lo que indica que la mortalidad temprana es la principal causa de falla
reproductiva y tiene enormes implicancias econdémicas, siendo aun mas prevalente en vacas de alta
produccion.

En bovinos, el embrién permanece en el oviducto durante aproximadamente 3-4 dias postconcepcién
(pc), y entra en el utero aproximadamente en la etapa temprana de morula, con 16 células (Hackett y
col., 1993; Spencer y col., 2013). Varios estudios han determinado la interacciéon inmunologica entre el
embrion y el endometrio en los bovinos después de la eclosion del embrion (12-13 dias pc), durante el
reconocimiento materno de la prefiez (16 dias pc) y durante el periodo periimplantatorio (18-19 dias
pc) (Walker y col., 2010; Forde y col., 2011; Mansouri-Attia y col., 2012; Oliveira y col., 2013; Kamat y
col.,, 2016). Sin embargo, existen pocos reportes que se centren en la respuesta inmune uterina
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preimplantacional, particularmente durante el periodo desde la llegada de la mérula al utero (5 dias pc)
hasta la eclosién del blastocisto (9 dias pc). Es conocido que las células del estroma endometrial
bovino cumplen roles en la inmunidad innata y tienen la capacidad de iniciar respuestas inflamatorias
(Turner y col., 2014). Estas células estan estrechamente conectadas con células propias del sistema
inmune, como por ejemplo los macréfagos. La relacién y comunicacion intercelular entre las células del
estroma y macrofagos ha sido ampliamente estudiada in vitro (Lebovic y col., 2004; Wang y col., 2014,
2015; Chan y col., 2017). Ademas, en humanos, se ha prestado especial atencién a la accion de los
macréfagos en las enfermedades endometriales por su capacidad de interaccion con las células del
endometrio (Loh y col., 1999; Yang y col., 2006, 2017; Tong y col., 2016; Mei y col., 2014, 2017; Gu y
col., 2018). Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado en profundidad la relacién entre las
células del epitelio endometrial y los macréfagos.

OBJETIVOS

a. Desarrollar un sistema in vitro de cultivo de células endometriales bovinas, que permita evaluar
modificaciones en la receptividad uterina. b. Desarrollar un sistema de co-cultivo de células
endometriales con macréfagos bovinos, que permita evaluar el impacto de estas células inmunes en la
receptividad uterina.

METODOLOGIA

Animales y disefio experimental.

Se obtuvieron de un frigorifico local tractos reproductores de vacas no prefiadas, en ausencia de
anormalidades reproductivas y sin signos de inflamacién, que fueron transportados inmediatamente al
laboratorio y se emplearon en los ensayos in vitro. Para la seleccién de uteros en fase lutea, se
siguieron los criterios descritos por Swangchan-Uthai y col. (2012) y Oguejiofor y col. (2015) en lo que
refiere a apariencia y tamario del cuerpo luteo en ovarios.

Toma y procesamiento de muestras.

Objetivo a. Para el desarrollo de un sistema in vitro de cultivo de células endometriales bovinas, a los
uteros seleccionados se les realizé 1 lavado con alcohol 70° para reducir la carga bacteriana, seguido
de 2 lavados con solucion fisiolégica a 37°C. Luego, dentro del flujo laminar, se obtuvieron 4 porciones
pequefas de endometrio de aproximadamente 1cm x 1 cm x 1Tmm (ancho x largo x profundidad) de las
regiones intercarunculares. Estas porciones fueron lavadas con PBS-ATB y luego se disgregaron con
bisturi, seguido de una digestién enzimatica. Para ello, se coloc6 el homogeneizado celular junto a 1ml
de colagenasa y 4,5ml de medio de cultivo base (MCB - DMEM F-12, transferrina 2 ng/ml, selenito
1ug/ml, antibiético-antimicético 1x) en un tubo de 15 ml y se incubé 18h a 37°C. Al dia siguiente, el
tejido se tamizd con filtros de 70um para células en condiciones de esterilidad. Luego de centrifugar y
resuspender el pellet en 5 mL de MCB suplementado con SFB al 10%, se realizé el recuento celulary
la evaluacion de viabilidad, por medio de una dilucién en Azul de Tripan (Biopack) y utilizando la
camara de Neubauer.

Para la evaluacion y caracterizacion de las células endometriales bovinas, se realizaron citoespines
fijando por centrifugacion las células recuperadas a un portaobjeto. Dichos citospines se utilizaron para
evaluar la morfologia de las células cultivadas utilizando la tincién May Grumwald-Giemsa (MGG), y
por inmunocitoquimica (ICQ) se determiné la presencia de células epiteliales y estromales en el cultivo
mixto. A su vez, se verifico la especificidad de los anticuerpos utilizados en la ICQ mediante la técnica
de inmunohistoquimica, corroborando las poblaciones inmunomarcadas. Asimismo, las células del
cultivo mixto del sistema in vitro aisladas fueron identificadas y cuantificadas mediante citometria de
flujo (Attune, NxT, LifeTechnology) como células epiteliales y estromales a través de la marcacién con
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anticuerpos anti-citoqueratina conjugado a alexa fluor 750 y anti-vimentina conjugado a alexa fluor
680, respectivamente.

Una vez que las células endometriales son obtenidas mediante el método descripto, se siembran en
placas de 12 pocillos (1,10%pocillo) para usarse posteriormente en el co-cultivo con macrofagos
bovinos y/o ensayos posteriores.

Objetivo b. Para el sistema de co-cultivo de estas células endometriales se realizé el aislamiento de
células mononucleares de sangre periférica bovina, y a partir de éstas se purificaron macréfagos
bovinos. Para ello se diluyé 10 ml de sangre con 10 mL de PBS 1X estéril. Luego se colocaron 3 ml de
Ficoll-Hypaque (FH) en tubos de 15 ml y se agregd lentamente 9 ml de la sangre diluida. Se
centrifugaron 20 min a 1800 rpm, luego se retir6 5 ml de plasma con micropipeta y suavemente se
recogio la capa anteada (células mononucleares) y se colocé en tubos de 15 ml con 5ml de PBS 1X
estéril para lavar las células. Se centrifugaron a 1800 rpm durante 5 min y se descart6 el sobrenadante
por inversion. Se resuspendid el pellet en 5 ml de PBS 1X estéril. Se repitié el lavado, centrifugacion y
se resuspendié el pellet en medio de cultivo BoMac (RPMI, glutamina 2mM, antibiotico-antimicético 1x,
suero fetal bovino 10%). Se ensayaron dos concentraciones celulares diferentes a sembrar en un
frasco T de 5 ml: 20,10° y 30,10° células/frasco. El cultivo de células mononucleares se incubd 12 h a
37°C - 5% de CO, en estufa humidificada. Esta incubacién favorece la adherencia de los monocitos
sembrados a la superficie del frasco T. Luego de las 12 h, se descartd el medio de cultivo, se hicieron
2 lavados con PBS 1X estéril para eliminar las células no adheridas, detritos celulares y glébulos rojos,
y se colocaron 5 ml en medio de cultivo BoMac para continuar con el cultivo a 37° Cy 5% de CO,en
estufa humidificada. Se continu6 con los lavados y el cambio de medio cada 48 h, hasta llegar al dia 6
de cultivo donde las células se cosecharon de la superficie utilizando scrapper y se colocaron sobre
portaobjetos mediante citocentrifugacion (citospines, Cyto-Tek-Sakura). Se recuperaron muy pocas
células de los frascos T sembrados (4,10° - 6,10° células/ml). Sin embargo, al microscopio observamos
mayor cantidad de células adheridas a la superficie del frasco cuando menor fue la concentracién
celular inicial sembrada. Estos resultados nos permiten inferir que las células mononucleares se
adhieren mejor y en mayor cantidad cuando se siembran en concentraciones menores.

Para la evaluacién y caracterizacion de los macréfagos bovinos, una vez cosechados luego de los 6
dias de cultivo, fueron citocentrifugados sobre portaobjetos. Los citospines obtenidos se utilizaron para
determinar el porcentaje de pureza del cultivo al dia 6 y evaluar la morfologia de los presuntos
macréfagos por medio de la tincion de May-Griinwald Giemsa. Se observé que la morfologia de las
células provenientes del cultivo in vitro corresponde a macréfagos (células grandes, nucleos con
cromatina laxa y citoplasma vacuolado).

CONCLUSIONES

Se logré poner a punto el cultivo primario mixto de células endometriales bovinas, el éxito del mismo
fue corroborado mediante los métodos que se detallan a continuacion:

¢ Mediante inmunocitoquimica se corrobor6 la presencia de células epiteliales y estromales en el
cultivo primario mixto de células endometriales bovinas.

¢ Mediante citometria de flujo se determind el porcentaje de células epiteliales (30%
aproximadamente) y de células estromales (70% aproximadamente).

Por otro lado, actualmente se tienen puesto a punto por separado los cultivos primarios de células
endometriales y de macréfagos bovinos, por lo que son necesarios ensayos posteriores para lograr
eficientemente el co-cultivo y poder utilizarlos en ensayos subsiguientes. En relacién al cultivo de
monocitos a partir de sangre periférica, se corroboré que la morfologia de las células cultivadas in vitro
a los 6 dias, corresponde en un alto porcentaje de pureza a macréfagos.
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