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RESUMEN: La asociacion de factores genéticos, nutricionales y ambientales afecta directamente la fertilidad de las ovejas sin
embargo en condiciones de similitud ambiental, la raza es un factor determinante existiendo razas de alta fertilidad jemplo por e
Texel y Suffolk y otras de fertilidad estandar tales como Romney y Criolla Araucana. La fertilidad es modulada por las hormonas
sexuales que actdan mediante la unién a receptores especificos. En ovinos el receptor de estrégeno alfa (ER-a) estadistipliamente
buido en el sistema reproductivo y es responsable de la modulacion de varios mecanismos asociados con la funcion del sistema
reproductivo. Un factor posiblemente relacionado con la diferencia en la fertilidad entre razas de ovinos, es el niveidte expre
diferencial de estos receptores en el sistema reproductivo. En el presente estudio se realizo una comparacion cuamiptasidte |
inmunohistoquimica de ER-a se llevo en el endometrio de ovejas prepuberes de ovejas de alta fertilidad (Texel) y aesténtlatad
(Araucana), mediante la medicion de la densidad Optica integrada de la sefial inmunohistoquimica en areas especificasidel endome
Los resultados indican una diferencia significativa entre la expresion del ER-a a favor de ovejas de raza Texel endadakelts ar
raza del endometrio de ovejas prepUberes evaluadas. Esta expresion diferencial sugiere una posible relacion entre teit#ensidad
expresion de ER-a y la fertilidad en las razas ovinas estudiadas en este trabajo.

PALABRAS CLAVE: Receptor de estrogeno alfa; ER-a; Prolificidad; Texel; Criolla araucana.

INTRODUCCION

Los mecanismos de control endocrino en la repractuando sobre el desarrollo morfofuncional del endometrio
duccion animal estan mediados por hormonas sexuales. @8ley et al,, 1987; Vasconcellost al, 2010). Una baja ex-
estrogenos son una de las principales hormonas que moghesion del RE-a produciria cambios en la sensibilidad
lan el funcionamiento del tracto reproductivo femenino, @ndometrial a las hormonas esteroidales, lo que en estadios
comportamiento reproductivo y los caracteres sexuales sle- prefiez tempranos impediria un desarrollo uterino ade-
cundarios (Muramatsu & Inoue, 2000; Meikleal, 2001). cuado, situacion que afectaria a la implantacion y sobrevida
El efecto hormonal a nivel celular depende de la presencial embrion (Soset al, 2004; Abeciat al., 2006). La pre-
de receptores especificos en los tejidos blancos. La impsencia de estos receptores durante el periodo reproductivo
tancia de éstos radica en la dinamica generada por el c@sfundamental, ya que comenzada la actividad ovarica in-
plejo hormona-receptor que determinan el estadervienen en los cambios que se producen en el endometrio
morfofuncional del tracto genital, dependiendo también diirante el ciclo estral (Meiklet al, 2004; Vasconcellost
factores como la respuesta celular, su afinidad por los ed:, 2006).
ceptores, el estado hormonal, la expresién selectiva en or-
ganos diana, y de distintos factores que afectan la sensibili- A diferencia de otros mamiferos, en el endometrio
dad y funcion de los tejidos (Vasconceldsal, 2011). En ovino se encuentran receptores de estrégenos
ovinos, animales poliéstricos estacionales, los estrogeriigtologicamente activos desde la etapa prepuberal (Garfolo
tienen efecto a nivel del aparato reproductor de la hemigarasende, 1996; Meiklet al,, 1997, 2000, 2001, 2004;
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Vasconcellogt al, 2009). Sin embargo aun no se comprenntercarunculares (epitelio de revestimiento, epitelio glan-
de el rol funcional de la presencia de estos receptoresdrrar y estroma), tanto a nivel superficial (cercano al lumen)
hembras prepuberes. Algunas hipétesis, sefialan una pggprofundo (cercano al miometrio).
ble relacién entre el nivel de expresién endometrial de este
receptor y la prolificidad de la raza (Vasconcedioal, 2009, Andlisis Inmunohistoquimico. Los cortes se procesaron
2011, 2012). desparafinando con xilol y posteriormente rehidratando
mediante incubacidn en bateria de concentracion decrecien-
La raza Criolla Araucana recientemente caracterizée de etanol, con un posterior lavado con tampén fosfato
da en su aspecto morfo-estructural y productivo (Bravealino 1X (PBS). Luego, se bloqued la actividad peroxidasa
2010; Sepulvedat al, 2001), presenta un 9,6 a 20% denddgena natural, incubando con perhidrol 0,3% en metanol
partos dobles alcanzando una prolificidad de 109-120%, cqrer 30 min. Se lavo con PBS 3 veces por 5 min 'y se proce-
siderandola una raza de prolificidad estandar (Sepubtedalié a incubar los cortes con solucién de bloqueo provista
al.). Por otro lado Los rebafios Texel presentan elevados jior el Kit R.T.U Vectastain Universal Elite ABC Kit, N°
dices de fertilidad por encima del 95% de prefiez. En condlat. PK-7200 (Vector Laboratories, USA), a temperatura
ciones normales de alimentacion, teniendo entre 20 a 4@¥hbiente por 30 minutos. Los cortes se incubaron a conti-
de gestacion de mellizos y prolificidad promedio de 16%uacion con el anticuerpo policlonal anti-REa, N° Cat.
210% (Asociacién Argentina de Productores de Texel, 201§c7207, lote G1308, (Santa Cruz Biotechnology, USA) di-
luido 1:500, en solucién de bloqueo, durante 12 h a 37°C.
No existen estudios en los cuales se hayan analiza@osteriormente, los cortes se lavaroneB$, 3 veces por
los niveles de expresion endometrial del RE-a entre raZasnin. Luego se incubaron con un segundo anticuerpo
de ovejas con prolificidad desigual. De este modo el propidiotinilado provisto por el kit descrito anteriormente, por
sito de este trabajo fue precisamente evaluar comparati@@ min a temperatura ambiente. Posteriormente, los cortes
mente el nivel de expresion de los RE-a en ovario de oveggslavaron con PBS 3 veces por 5 min y se procedi6 a incu-
de prolificidad estandar (Criolla Araucana) y de altédar con el reactivo Vectastain Elite ABC reagent (provisto
prolificidad (Texel) mediante analisis cuantitativo popor el kit), por 30 min. Finalmente se lavaron 3 veces por 5
inmunohistoquimica y densidad 6ptica integrada. min con PBS. La detecciéon cromogénica se realiz incu-
bando en solucion diaminobencidina/peroxido de hidrége-
no, 0,5% en PBS, a temperatura ambiente por 10 min. Lue-
MATERIAL Y METODO go la muestra histoldgica se lavé con PBS y seguidamente
se tifid para contraste nuclear aplicando hematoxilina 10%
por 1 miny solucién de acido bérico 1% por 30 s. Seguida-
Animales y muestras biolégicasSe utilizaron 6 ovejas mente, se deshidratdé en una bateria creciente de etanol y se
prepuberes de 4 meses de edad; 3 de raza Texel y 3 de difanizo con xilol. Finalmente, los cortes se montaron con
Araucana. Los animales fueron mantenidos en el Campesina Entellan (Merck, USA).
Experimental Maquehue de la Universidad de La Frontera
(Region de La Araucania), Chile, hasta el sacrificio. EAnalisis de densitometria 6ptica integradala captura de
cuanto a la alimentacion, las ovejas fueron sometidasna@genes digitales se efectué con un microscopio Olympus
crianza extensiva en base a pradera mixta, con ballica pedelo CX31, acoplado una camara digital Cannon PC1089.
renne y trébol blanco. El manejo de los animales se realRara el andlisis de densitometria 6ptica integrada (DOI), las
de acuerdo con el consentimiento del Comité de Etica imhedgenes fueron procesadas en formato TIFF a través del
la Facultad de Medicina de La Universidad de La Frontprograma Image-Pro Plus 6.0®, (Mediacybernetics, USA).
ra. Luego del sacrificio con pentobarbital sédico (100 Ror cada una de las tres muestras uterinas se evaluaron 5
200 mg/Kg) via intravenosa (Gnanalinghatral, 2005), cortes histol6gicos sumando un total de 15 campos micros-
se extrajo el Utero y se diseccionaron ambos cuernos, tdpicos del endometrio por cada grupo. Los resultados de la
cuales fueron fijados en formalina al 10% tamponada a idnsidad éptica integrada (DOI) se presentaron como el pro-
7,0 con buffer de fosfatos por 24 h. Se tomaron cortes transdio de los datos obtenidos de los 15 campos.
versales de 5 mm de longitud y se procesaron
histolégicamente para su inclusion en Paraplast Plus (Maalisis estadisticoLos resultados fueron expresados como
Cormick scientific, USA). Posteriormente se obtuvierota media mas la desviacion estandar. Se comparé la media
cortes de 5um de grosor los que fueron montados ede los grupos por ENDEVA y prueba de F. Se consider6 un
portaobjetos para estudio inmunohistoquimico. Defalor P<0,05 como estadisticamente significativo. Los ana-
endometrio de la pared uterina fueron consideradas paréisés se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism
estudio las siguientes areas: Carunculares 58 para Windows (GraphPad Software Inc, USA).
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RESULTADOS

La Figura 1, muestra marca inmunoreactiva en digol negativo (Fig. 1, recuadro inferior) no muestra marca
tintas areas del endometrio de oveja de raza Texel, se ajigrunoreactiva lo cual demuestra la especificidad del anti-
cia claramente expresion inmunohistoquimica de RE-a everpo utilizado. Cualitativamente, la mayor intensidad del
areas estromales (Fig. 1, letra b), epitelio glandular (Fig. tharcaje inmunohistoquimico se aprecia a nivel de la zona
letra c) y epitelio de revestimiento (Fig. 1, letra a). El corglandular basal en ambas razas (Figs. 2A y 2B). A nivel de
N L la zona glandular luminal se distingue mayor intensidad de
3 ‘."f*'%;,' Y @ - la marca inmunohistoquimica en endometrio de raza Texel
MR T (valores DOI, 0,22 y 0,85) lo que también es corroborado
ey por el analisis de DOI que muestra una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la misma zona
en raza Araucana (valores DOI, 0,17 y 0,14) (Fig. 2C). En
la Figura 3, se aprecia claramente una intensa
inmunorreaccion en nicleos de células epiteliales glandula-
res en ovejas Texel que difiere significativamente de
Araucana, segun el analisis DOI con valores de 0,27 y 0,19
respectivamente (Figs. 3A, 3By 3C). El mismo tipo de ana-
lisis, muestra que en ndcleos de células estromales la inten-
sidad de la inmunorreaccion es significativamente mayor
. en raza Texel con valores de DOI de 0,29 y de 0,15 en
yg, ¢ .. . estromadeAraucana. (Figs. 4A, 4By 4C). Ademas, la mar-
Fig. 1. Expresion inmunohistoquimica del RE-aen ehdometrio 83 '””?“r?oreac“"a. en. 'IOS .nUCIEOS celulares del .epltello de
oveja prepuber de raza Texel. Recuadro inferior: control negati\;g.vesum'ento es significativamente mayor en. ovinos T_ex?'
a) Epitelio de revestimiento, b) Estroma, c) Epitelio glandular. L§ON valores de DOI de 0,23 contra 0,16 medido en epitelio
flecha indica nuicleos de células inmunorreactivas (40x). luminar de Araucana (Figs. 5A, 5B y 5C).
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Fig. 2. Expresion inmunohistoquimica del RE- a en endometrio de ovejas prépuberes de razaAraucana (A) y Texel (B). Se
aprecia una marcada inmunoreaccion en glandulas de zona basal (flechas gruesas), que disminuye intensidad hacia glandu-
las superficiales (flechas finas) en ambas razas (400x). (C)Anélisis por Densitometria Optica Integrada (DOI) de las zonas
destacadas en la fotografia Ay B. El analisis DOI se realizd con 15 campos 6pticos por cada grupo de 3 ovejas (p<0,05).
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Fig. 3. RE-a en glandulas endometriales de ovejas prépuberes de razaAraucana (A) y Texel (B). Glandula de oveja Araucana
con células levemente inmunoreactivas. Glandula de oveja Texel con células intensamente inmunoreactivas (1000x). (C)

Andlisis de densitometria dptica Integrada de las zonas destacadas en la fotografiaAy B. El analisis DOI se realiz6 con 15
campos 6pticos por cada grupo de 3 ovejas (p<0,05).
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Flg 4. RE-a en endometrio de ovejas prepuberes de raza Araucana (A) y Texel (B). Células estromales de oveja de raza
Texel intensamente inmunoreactivas y en (B) células estromales de oveja raza Araucana levemente inmunoreactivas
(1000x). (C) Andlisis de Densitometria Optica Integrada de las zonas destacadas en la fotografia Ay B. El anélisis DOI
se realiz6 con 15 campos Opticos por cada grupo de 3 ovejas (p<0,05).
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Flg 5. RE-a en tejido epitelial de ovejas prépuberes de raza Araucana (A) y Texel (B). Epitelio de revestimiento en
endometrio de oveja Araucana levemente inmunoreactivo y epitelio de revestimiento de oveja Texel intensamente
inmunoreactivo (1000x). (C) Andlisis de Densitometria Optica Integrada de las zonas destacadas en la fotografia Ay B.
El analisis DOI se realiz6 con 15 campos 6pticos por cada grupo de 3 ovejas (p<0,05).

DISCUSION prepuberal (Vasconcella al, 2006). Un posible efecto o
funcion asociado a la expresion de RE-a en endometrio de
prepuberes podria estar relacionado con la prolificidad, ya

De acuerdo al andlisis inmunohistoquimico, los anfiue algunos trabajos asocian la baja expresion del RE-a
males prepuberes de las razas Texel y Araucana expresgﬁﬁ)élcambiOS en la sensibilidad endometrial a las hormonas

RE-a, a nivel endometrial. Sin embargo, los datos muesti@gieroidales, lo que impediria un desarrollo uterino adecua-

una clara diferencia en el nivel de expresion de este recefy una baja prolificidad (Lozared al, 1997; Sosat al,

entre estas razas, siendo significativamente mayor en TeXdieciaet al; Vasconcellogt al, 2009). De este modo, una

En un estudio reciente, Vasconcelisal (2011) sefialan Oveja prépuber con mayores niveles de expresion de recep-

que la expresion transcripcional del RE-a en el sisterf{es podria tener una respuesta mas eficiente frente al im-

reproductivo de ovejas de raza Texel presenta una distrifp@cto hormonal durante sus ciclos reproductivos, y esto po-

cién histoldgica similar a lo visto en otras razas, destacédia traducirse en un mayor nivel de prolificidad.

dose un mayor nivel de expresion transcripcional del RE-a

en endometrio, lo cual es consistente con los datos de ex- Los resultados de este trabajo permiten concluir que

presion de la proteina receptora evaluada pda expresion del RE-a presenta una distribucion amplia a ni-

inmunohistoquimica en este trabajo, sin embargo estos 38} celular en el tejido endometrial, pero con diferencias im-

tores no realizaron estudios comparativos entre razas. portantes en cuanto a la intensidad en las distintas areas del
endometrio. También se concluye que existen diferencias en

La expresion de receptores de RE-a en animales adal-expresion del RE-a en endometrio de ovejas prepUberes
tos est4 asociada a mecanismos de diferenciacion y prol#gtre ambas razas, siendo significativameragor en Texel.
racion celular que hacen posible la funcionalidad

reproductiva, sin embargo, no estéa claro an el rol funcional ~ Estos resultados sugieren que la diferencia de expre-

de la expresion de estos receptores en hembras oviigs de este receptor en ovejas preplberes de razas Texel y

prepuberes (Meiklet al, 2004), mas aln considerando quéraucana, eventualmente podrian estar relacionada con el

otros mamiferos no expresan receptores durante la et&pee! de prolificidad que presentan estos ovinos.
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