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RESUMEN: Uno de los factores que incide en la capacidad reproductiva de los ovinos es la presencia de receptores de estrogeno
enel tracto genital, donde regulan la expresion de numerosos genes comprometidos en su desarrollo morfoldgico y funcional. Posible-
mente el desempeiio reproductivo de diferentes razas de ovejas podria estar determinado por la expresion diferencial de estos receptores.
En el presente estudio, se evalu6 comparativamente el nivel de expresion del receptor de estrogeno en tejido endometrial de ovejas
prepuberes de alta prolificidad (raza Texel) y de prolificidad estandar (raza Araucana) mediante analisis inmunohistoquimico. Se con-
cluye que el nivel de expresion del receptor de estrogeno en tejido estromal, epitelial, de revestimiento y glandular del endometrio de
ovejas de raza Texel es significativamente mayor que en ovejas de raza Araucana. Esta diferencia en el nivel de expresion de estos
receptores podria estar relacionado con la diferencia de prolificidad entre estas razas.
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INTRODUCCION

Las hormonas sexuales son moduladores de la re-  Sin embargo lo que gatilla estos cambios es la acti-
produccion animal, ellas a traves de sus receptores indugerion de los receptores de estrogeno alfa con lo cual se
cambios morfoldgicos y funcionales en el endometrio dinicia la proliferaciéon glandular endometrial en la oveja
rante sus distintas etapas de desarrollo (Cherny, 1991; Meiklsbnata (Carpentet al, 2003 y 2004). Posteriormente las
etal, 2001; Spencer & Bazer, 1995). Dado que la reprodugtandulas endometriales ya desarrolladas van a sintetizar,
cion es un fenémeno complejo debemos recordar el que cadaretar y transportar sustancias que son necesarias para la
especie animal y sus diferentes razas presentan caracterigiterior implantacion y crecimiento embrio-fetal (Geay
cas propias. Se ha observado que los niveles de expresibn2002).
de los receptores hormonales muestran variaciones entre las
distintas especie (Cunningham, 1998; Priedkkalns, 1993; El endometrio de las ovejas presenta una caracteris-
Meikle et al.,2004). En ovinos los estrogenos actian a niica que lo diferencia de otros mamiferos (Medtlal, 2004;
vel del aparato reproductor de la hembra e inducen cambigssconcello®t al, 2009a), y es la presencia de receptores
en el Gtero durante el periodo fetal, neonatal (Wetegl, de estrégenos y progesterona fisiolégicamente activos en la
1987) y durante sus fases reproductivas (Meikéd, 1997, etapa prepuberal (Garéfalo & Tasende, 1996; Meikk,,

2001, 2004; Vasconcelled al, 2009a, 2009b). Varios son 2001), no habiéndose encontrado alin una explicacion del
los factores que intervienen en la morfogénesis uterina: fagignificado fisioldgico de esta expresion de receptores en
tores hormonales, celulares y mecanismos moleculares aiejas jovenes. Encontramos pocos estudios en los cuales
no definidos. Los factores endocrinos actuarian en forrsa hayan analizado variaciones en la expresién molecular
dinamica en la morfogénesis y citodiferenciacion dele los receptores de estrégeno en razas distintas, por lo tan-
endometrio (Carpentet al, 2003; Priedkkalns, 1993).  to elevados indices de fertilidad y alta tasa de gestacion
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multiple podria relacionarse con una mayor expresion de El revelado se realizé incubando con
receptores endometriales en la oveja. diaminobencidina (0,5%) y perhidrol (1%) en PBS, a tem-
peratura ambiente por 5 a 10 min. Los cortes histolégicos
De este modo, el objetivo fue evaluar la expresidya procesados, se lavaron con agua destilada y seguidamente
inmunohistoquimica del receptor de estrégeno en sé tifidé para contraste nuclear con hematoxilina. Luego, los
endometrio de ovejas prepuberes de dos razas distintas, cordes se deshidrataron en una bateria creciente de etanol y
de alta fertilidad (Texel) y otra de fertilidad estandase diafanizé con xilol. Finalmente los cortes se montaron
(Araucana). con resina Entellan (Merck). El andlisis microscépico y cap-
tura de imagenes digitales se efectud utilizando un micros-
copio Leitz, Laborlux 12.
MATERIAL Y METODO

RESULTADOS
Animales. Se utilizaron ocho ovejas prepuberes de dos afios
de edad; cuatro de raza Texel y cuatro de raza Araucana.
Los animales fueron mantenidos en el Campo Experimen-  El analisis inmunohistoquimico del endometrio de
tal Maquehue de la Universidad de La Frontera (Regién deejas prepuberes indica expresion del receptor en zonas
La Araucania), Chile hasta el sacrificio. EI manejo de lasarunculares y areas intercarunculares-glandulares de am-
animales se realizo de acuerdo con el consentimiento dms raza, sin embargo se aprecia claramente que las sefiales
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de La Universitmunorreactivas nucleares son de mayor intensidad en ove-
dad de La Frontera. jas de raza Texel. También se puede destacar que aparente-
mente, el nimero de células inmunoreactivas también es
Luego del sacrificio, se extrajo el utero el cual fuenayor en estroma y epitelio glandular de ovejas Texel (Fig.
dividido quirGrgicamente en tres partes: cervix, cuerpo 3).
cuernos. Cada una de las secciones se fijaron en
parafolmaldehido al 10 %. Para el analisis del tejidDISCUSION
endometrial se utilizaron los cuernos uterinos.

Andlisis inmunohistoquimica Las muestras fijadas se in- En diferentes razas varia el comportamiento
cluyeron en Paraplast (Merck, Alemania) y posteriormenteproductivo de los ovinos, y dentro de los factores que
se prepararon cortes de 5 micras a partir del tejido incluidociden en la capacidad reproductiva, se encuentra la ex-
Los cortes se procesaron eliminado el Paraplast dos vepession y distribucion de receptores de estrégenos en su
con Xilol por 20 min cada vez. Luego, los cortegracto genital. Se sabe que la respuesta reproductiva a ni-
desparafinados, se hidrataron mediante incubacién en weh celular depende de multiples factores, entre ellos el
bateria de concentracion decreciente de etanol (100 a 50%inero y afinidad de los receptores hormonales en los te-
y tres incubaciones con tampdn fosfato salino (PBS) poijiios del sistema reproductor, el estadio reproductivo en el
minutos cada vez. Posteriormente, se eliminé la actividgdie se encuentre la hembra, factores ambientales, entre
de peroxidasas enddgenas incubando cgib, Hl 3% en otros (Meikleet al, 2004). La expresion del receptor de
metanol por 10 minutos. Se lavé luego, dos veces con PBSrdégeno en animales prepuberes se ha detectado anterior-
por 5 minutos cada vez y se procedio a incubar los cortesreante en ovejas de la raza Corriedale (Garéfalo & Tasende),
solucién de bloqueo (BSA 1%y tritdbn 100X 0,3%, diluidofRomney Marsh (Meiklet al, 1997, 2004; Vasconcellos

en PBS) a temperatura ambiente por 30 minutos. Los corétsl.,2005) y en raza Araucana (Vasconcediosl, 2009a,

se incubaron a continuacion con un anticuerpo policlon2009b, 2010). A diferencia de otros mamiferos, como en
anti-RE (H-184; Santa Cruz Biotechnology, USA) diluidecanidos, donde no es posible evidenciar receptores de
1:1000 en solucién de bloqueo durante 12 horas a 37 #3trégenos en la etapa prepuberal (Vasconcetlas.,
Posteriormente los cortes se lavaron 3 veces con PBS p@0B6), en las ovejas la expresion de estos receptores es
minutos cada vez. En adelante se utiliz6 el sistema de detegidenciable, encontrandose en estado fisiolégicamente
cion LSABTM Kits (Dako, USA) el cual se basa en el recaactivos. En ovinos se han descrito receptores de estrogeno
nocimiento del primer anticuerpo por un segundo anticuegn sus dos isoformas: alfa y beta y se sostiene que el pri-
po anti-lgG conjugado a biotina el cual interaccionanero es el receptor proteico que media la clasica acciéon
especificamente con el complejo estreptoavidina conjugagistrogénica en el tracto reproductivo aunque se han identi-
a peroxidasa. Los lavados y tiempos de incubacion se efécado también receptores estrogénicos de la isoforma beta
tuaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante del kih Gtero y principalmente en ovarios (Ing & Ott, 1999).
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Fig. 1. Expresion inmunohistoguimica de rceptor de etrégeno alfa en endometrio de ovejas de raza Texel (A, By C) fDAraucana
Ey F). Recuadro Ay D (100 X), By E (400X), Cy F (1000X). Recuadros inferiores en Ay D son controles negativos. Sk muestra
imagen mas representativa del analisis efectuado en ocho animales.

Nuestro estudio realizado con recepsagstrogénicos alfa reproductiva de las hembras, sin embargo por su papel in-
indica que la expresion inmunohistoquimica del receptor dector de desarrollo endometrial es interesante evaluar a
estrogeno en tejido estromal y epitelial del endometrio dieturo el significado preciso de el nivel de expresion del
ovejas de raza Texel es de mayor intensidad que en ovegeptor de estrogeno y la prolificidad en estos animales.
de raza Araucana y esta diferencia de nivel de la expresion

de estos receptores podria eventualmente explicar las dife-

rencias en la capacidad reproductiva entre razas de #aRADECIMIENTOS

prolificidad como texel y de prolificidad estdndar como

Araucana. Evidentemente la capacidad reproductiva de es-

tos animales no solo depende del nivel expresién del gga agradece a la Direccion de Investigacion de la Universi-
del receptor de estrdgeno, siendo necesarios muchos ottad de La Frontera por el apoyo econémico entregado me-
factores moleculares que modulan en conjunto la condicidrante el Proyecto DIUFRO 12-0027.

VASCONCELLOS, C. A. & PAREDES, H. M. Immunohistochemical detection of estrogen receptor in the endometrium of sheep high
prolificacy and standard prolificacint. J. Morphol., 30(3)1090-1093, 2012.

SUMMARY: A factor that affects the reproductive capacity of sheep is the presence of estrogen receptors in the genital tract,
where they regulate the expression of numerous genes involved in morphological and functional development. Possiblydiivereprodu
performance of different breeds of sheep could be determined by the differential expression of these receptors. Inshelpresent
evaluated comparatively level of estrogen receptor expression in endometrial tissue ewe lambs high prolificacy (Texelp@hd stan
prolificacy (Araucana) by immunohistochemical analysis. It is concluded that the level of estrogen receptor expressiahtinsigom
epithelial lining and endometrial glandular Texel Sheep is of greater intensity than in ewes Araucana, this differenceré@ssiene
level of these receptors could be related to the increased prolificacy of Texel breed.
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