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RESUMEN

Las hormonas esteroidales sexuales actuan a través de sus
receptores permitiendo el desarrollo del tracto genital y deter-
minando su estado morfofuncional. El objetivo del presente es-
tudio fue estudiar la presencia de CBG (corticosteroid binding
globulin) y de los receptores de estrégenos alfa y progesterona
en el utero, oviducto y ovario de ovejas ciclicas (n = 3), gestan-
tes (n = 3), y en anestro (n = 3). La evaluacién morfoldgica se
realizé con tincion de hematoxilina - eosina (H-E) e inmunohis-
toquimica, segun técnica de Sternberger. Los resultados reve-
laron para receptores de estrogenos en oveja ciclicas, inmuno-
rreactividad positiva moderada en el epitelio glandular y estro-
ma endometrial y en epitelio superficial y corion de la mucosa
oviductal; siendo la inmunorreactividad leve en ovejas gestan-
tes y anéstricas. Los receptores de progesterona mostraron en
los 3 6rganos inmunorreactividad positiva moderada en ovejas
ciclicas e inmunorreactividad leve o negativa en animales aci-
clicos. La inmunorreactividad para CBG en endometrio fue
marcada en ovejas ciclicas, y leves o negativa en gestantes y
anéstricas. En ovario se observé en ovejas durante el ciclo,
reaccion inmunopositiva a la CBG en células foliculares, en el
fluido folicular y en células estromales llenas de material gra-
nular inmunopositivo dispuestas en forma grupal o aislada. Se
concluye que la presencia de los receptores de estrogenos
alfa y de progesterona es siempre detectable en utero, oviduc-
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to y ovario variando su concentracion segun el estadio. La pre-
sencia de CBG fue constante en los tres 6rganos durante el ci-
clo estral y variable en los otros estadios, siendo su participa-
cion dentro del proceso reproductivo tema de proximos estu-
dios.

Palabras clave: Ovejas, receptores de estrogenos, receptores
de progesterona, CBG.

ABSTRACT

The steroids hormones operate through their receptors in the
development of the genital tract and determine it morphofun-
cional state. The objective of the present study was to investi-
gate the presence of CBG (corticosteroid binding globulin), es-
trogens alpha and progesterone receptors in the uterus, ovi-
duct and ovary of sheep during oestrous cycle (n = 3), preg-
nancy (n = 3), and in anoestrous (n = 3). Cross sections were
stained with Hematoxylin-eosin and Inmunohistochemical
(ICQ) study was made according to the technique of Stern-
berger. The results showed for estrogens receptors in sheep
on cycle estral, moderate positive immunoreaction in the es-
troma and on the epithelial cells of endometrial glands and in
oviductal superficial epithelium and estroma; the immunoreac-
tion in pregnant and anestrics sheep was low. The progester-
one receptors had in the 3 organs moderate immunorreactivity
in cycling sheep and immunorreactivity low or negative in acy-
cling animals. The CBG endometrial immunorreaction was high
in cycling sheep and low or negative in pregnant and anestrics.
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The CBG in sheep during the cycle demonstrated a positive re-
action at ovarian level in follicular cells, inside follicular liquid,
and in stromal cells filled with granulate material disseminated
in groups or isolated. In conclusion, the presence of estrogens
alpha and progesterone receptors are always detectable in
uterus, oviduct and ovary varying their concentration according
to the stage The presence of CBG was constant in the three
organs during the oestral cycle and variable in the other
stages, its participation in the reproductive process is topic for
next studies.

Key words: Sheep, estrogens receptors, progesterone recep-
tors, CBG.

INTRODUCCION

Las hormonas esteroidales sexuales son indispensables
en el desarrollo, la diferenciacion sexual, el crecimiento y la re-
produccién de los mamiferos. Se unen a sus receptores espe-
cificos e inician la respuesta biolégica. Los receptores presen-
tan un complejo mecanismo de control en el cual es necesario
tener varios factores en cuenta: su numero y afinidad (tipos y
subtipos de ellos), expresion selectiva en los distintos érganos,
el estado hormonal, etapa del desarrollo, estadio reproductivo
en que se encuentre el animal y las diferencias entre las diver-
sas especies. Se ha observado la presencia de receptores de
estrogenos y progesterona en altas concentraciones en el en-
dometrio de las ovejas prepuberes antes de que comience su
actividad ovarica ciclica [2]. Es ademas indiscutible la impor-
tancia de estos receptores durante el periodo reproductivo ya
que intervienen en los cambios ciclicos que se producen en el
endometrio durante el ciclo, para tinciones convencionales y la
otra en Methacarn (Carnoy modificado), para inmunohistoqui-
mica (IHQ). Las inclusiones se hicieron en paraplast, de las
cuales se obtuvieron cortes seriados de 5-7 micras. Los anali-
sis morfolégicos se hicieron con Hematoxilina y Eosina. Merck
(H-E).

Para IHQ los cortes histolégicos obtenidos se procesa-
ron siguiendo el método inmunohistoquimico de Peroxidasa,
anti peroxidas (PAP) descrito por Sternberger [17], segun téc-
nica del segundo anticuerpo. En la serie para los receptores
estrogénicos alfa se utilizd como Anticuepo primario o especifi-
co, un monoclonal (Dako, M7047), como Anticuepo secunda-
rio: (-)IgG ratén obtenido en conejo (Dako, Z0109) y el PAP
fue PAP-raton (Dako, P0850). En la serie para los receptores
de progesterona se utiliz6 como anticuerpo primario, un poli-
clonal (Dako, A0098), como anticuerpo secundario: (-) IgG co-
nejo obtenido en cerdo (Dako, Z0196) y el complejo PAP de-
sarrollado en conejo (Dako, Z0113). El revelado se hizo con
3,3’- diaminobenzidina (Dako, S-3000 6 Sigma) y H202 por
1-5 min, para luego ser deshidratados y montados en Entellan
(Merck). Para CBG el anticuerpo especifico fue un policlonal
(-)h CBG, obtenido en conejo (Biogénesis Inc, USA; y de pro-
pia produccién) anticuerpo secundario: Dako, Z0109 y PAP co-
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nejo: Dako, Z0113. El revelado se hizo con 3,3’- diaminobenzi-
dina (Dako, S-3000 6 Sigma) y H202 por 1-5 min, para luego
ser deshidratados y montados en Entellan (Merck). Una vez fi-
nalizada la reaccion, los preparados fueron teflidos con hema-
toxilina, por 10-30 segundos, como tincién de contraste.

Las incubaciones de los Anticuerpos primarios y PAP
fueron de una hora y su dilucién de 1/50. El de los Anticuerpos
secundarios la incubacion fue toda la noche y su dilucion 1/50.
Los lavados fueron de 10 minutos por tres veces.

Segun la intensidad de la tincién se uso la clasificacion
de positividad fuerte o marcada (+++), moderada (++), débil o
leve (+) y negativa (-). La intensidad de reaccion de las mues-
tras fueron comparadas con controles negativos. Estos fueron
evaluados con los mismos cortes de tejido pero con sueros no
inmunes FIG. 1C, FIG. 2C, FIG. 3C.

El estudio morfologico (con H-E y la IHQ) y las fotogra-
fias se realizaron con un microscopio Carl Zeiss, Axiolab,c/ca-
mara MC80 DX. Germany.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en ovejas Rommey Marsh de 3
afos de edad. Inmediatamente después del sacrificio se toma-
ron muestras de pared uterina, oviducto y ovario de ovejas ci-
clicas (n = 3), gestantes (n = 3) y en anestro (n = 3). La condi-
cion de ovejas gestantes, ciclica y en anestro fueron determi-
nadas por las concentraciones de progesterona en sangre me-
didas a través de radioinmunoensayo y examen postmorten de
los ovarios para determinar presencia de foliculos y/o cuerpos
luteos y de utero para determinar presencia del conceptus Las
muestras fueron divididas en dos una parte fue fijadas en
Bouin acuoso, para tinciones convencionales y la otra en
Methacarn (Carnoy modificado), para inmunohistoquimica
(IHQ). Las inclusiones se hicieron en paraplast, de las cuales
se obtuvieron cortes seriados de 5-7 micras. Los analisis mor-
folégicos se hicieron con Hematoxilina y Eosina (H-E), Merck.

Para IHQ los cortes histolégicos obtenidos se procesa-
ron siguiendo el método inmunohistoquimico de Peroxidasa
anti peroxidas (PAP) descrito por Sternberger [17], segun téc-
nica del segundo anticuerpo. En la serie para los receptores
estrogénicos alfa se utilizé como Anticuepo primario o especifi-
co, un monoclonal (Dako, M7047), como Anticuepo secunda-
rio: (-)IgG ratéon obtenido en conejo (Dako, Z0109) y el PAP
fue PAP-ratén (Dako, P0850). En la serie para los receptores
de progesterona se utiliz6 como anticuerpo primario, un poli-
clonal (Dako, A0098), como anticuepo secundario: (-) 1gG co-
nejo obtenido en cerdo (Dako, Z0196) y el complejo PAP de-
sarrollado en conejo (Dako, Z0113). El revelado se hizo con
3,3’- diaminobenzidina (Dako, S-3000 6 Sigma) y H202 por
1-5 min, para luego ser deshidratados y montados en Entellan
(Merck). Para CBG el anticuerpo especifico fue un policlonal
(-)h CBG, obtenido en conejo (Biogénesis Inc, USA; y de pro-
pia produccion) anticuerpo secundario: Dako, Z0109 y PAP co-
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OGENO Y CBG. A: LOCALIZACION
INMUNOCITOQUIMICA DE RECEPTORS DE ESTROGENOS EN CELULAS DEL EPITELIO GLANDULAR ENDOMETRIAL.
DETALLE: NOTESE LA INMUNOREACTIVIDAD (FLECHAS) QUE INDICA LA PRESENCIA DE RECEPTORES (100 X).
RECUADRO: CELULAS INMUNOPOSITIVAS EN ESTROMA (400 X). B: INMUNOPOSITIVIDAD CBG EN EPITELIO
SUPERFICIAL ENDOMETRIAL (FLECHA FINAL) Y EN CELULAS DEL EPITELIO GLANDULAR (FLECHA GRUESA) (400X).
C: CONTROL NEGATIVO (400X) | CYCLING EWE ENDOMETRIUM :ESTROGEN AND CBG RECEPTORS. A: INMUNNOHISTOCHEMICAL
LOCALIZATION OF RECEPTORS OF ESTROGEN IN CELLS OF THE GLANDULAR ENDOMETRIAL EPITHELIUM. DETAIL: NOTICE YOU THE

INMUNOREACTIVITY (ARROWS) THAT INDICATES THE PRESENCE OF RECEPTORS (100 X). INSERT: INMUNOPOSITIVITY IN STROMAL CELLS
(400 X). B: INMUNOPOSITIVITY CBG IN SUPERFICIAL ENDOMETRIAL EPITHELIUM (FINE ARROW) AND IN CELLS OF THE GLANDULAR
EPITHELIUM (THICK ARROW) (400X). C: NEGATIVE CONTROL (400X).

nejo: Dako, Z0113. El revelado se hizo con 3,3~ diaminobenzi-
dina (Dako, S-3000 6 Sigma) y H202 por 1-5 min, para luego
ser deshidratados y montados en Entellan (Merck). Una vez fi-
nalizada la reaccion, los preparados fueron teflidos con hema-
toxilina, por 10-30 segundos, como tincion de contraste.

Las incubaciones de los Anticuerpos primarios y PAP
fueron de una horay su dilucioén de 1/50. El de los Anticuerpos
secundarios la incubacion fue toda la noche y su dilucién 1/50.
Los lavados fueron de 10 minutos por tres veces.

Segun la intensidad de la tincion se usoé la clasificacion
de positividad fuerte 0 marcada (+++), moderada (++), débil o
leve (+) y negativa (-). La intensidad de reaccion de las mues-
tras fueron comparadas con controles negativos. Estos fueron
evaluados con los mismos cortes de tejido pero con sueros no
inmunes FIG. 1 C, FIG. 2 C, FIG. 3C.

El estudio morfologico (con H-E y la IHQ) y las fotogra-
fias se realizaron con un microscopio Carl Zeiss, Axiolab,c/ca-
mara MC80 DX, Alemania.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los receptores esteroidales sexuales tienen primordial
importancia en los mecanismos reproductivos. El tracto genital
es muy sensible a la accidén de las hormonas sexuales las que
responden por medio de sus receptores especificos modifican-
do sus caracteristicas estructurales [4, 7-10, 15, 20, 21].

En la practica veterinaria es importante la determinacion
de las hormonas esteroidales sexuales para el diagnéstico de
problemas reproductivos en los animales domésticos incluyen-
do al bovino y ovino [6], siendo por lo tanto importante conocer
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ROGENO Y CBG. A: RECEPTORES DE ESTROGENOS

INMUNOPOSITIVIDAD EN CELULAS DEL EPITELIO OVIDUCTAL; DETALLE NOTESE LA INMUNOREACTIVIDAD (FLECHAS)
QUE INDICA LA PRESENCIA DE RECEPTORES (400 X). INMUNOPOSITIVIDAD CELULAS DEL ESTROMA (400 X).

B: INMUNOPOSITIVIDAD CBG EN CELULAS DEL CORION DE LA MUCOSA DEL OVIDUCTO (FLECHAS) RECUADRO:
CELULAS INMUNOPOSITIVAS AGRUPADAS (FLECHAS) (400 X Y 630X). C: CONTROL NEGATIVO / CYCLING EWE OVIDUCT:
ESTROGEN AND CBG RECEPTORES. A: ESTROGEN RECEPTORS INMUNOPOSITIVITY IN EPITHELIUM OVIDUCTAL CELLS; DETAIL NOTICES YOU
THE INMUNOREACTIVITY ( ARROWS) THAT INDICATES THE PRESENCE OF RECEPTORS (400 X). INMUNOPOSITIVITY CELLS IN ESTROMA (400
X). B: INMUNOPOSITIVITY CBG IN CORION MUCOSA CELLS OF OF THE OVIDUCT ( ARROWS) INSERT: GROUP OF INMUNOPOSITVITY CELLS (
ARROWS) (400 X AND 630X). C: NEGATIVE CONTROL (400X).

el estado de los receptores sobre las que ellas actuan. No se
debe olvidar ademas que se ha generalizado el empleo de
hormonas sexuales sintéticas para producir induccién del celo
y sincronizaciones como método para mejorar la eficiencia re-
productiva, estos farmacos podrian actuar sobre los recepto-
res generando modificaciones en ellos [1].

Existen trabajos que demuestran la presencia y sensibili-
dad de receptores de estrégenos y progesterona en el endo-
metrio de las ovejas aun antes del comienzo de su actividad
ciclica ovarica [2]. Es ademas indiscutible la importancia de es-
tos receptores durante el periodo reproductivo ya que intervie-
nen en los cambios ciclicos que se producen en el endometrio
durante el ciclo estral. Se ha detectado la presencia de recep-
tores de estrégeno en sus dos isoformas alfa y beta en ovejas
[2, 20]. y en vacas [15] se cree que el primero es el receptor
proteico que media la clasica accion estrogénica en el tracto
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reproductivo aunque se han identificado también receptores
estrogénico isoforma beta en ttero y ovarios.

Los receptores de estrogenos y progesterona durante el
ciclo estral ovino en el endometrio muestran una elevacién
corta después del estro y declinan hasta hacerse indetectables
en la mitad de la fase lutea [9].

En la oveja madura la presencia de receptores esteroi-
dales en el oviducto es igual o ligeramente elevada con res-
pecto a los del utero [18]. Su expresidn es dependiente de las
hormonas y la regulacion de los receptores esteroidales seria
similar a la del utero: los estrégenos los aumentan mientras
que la progesterona los reducen.

Poco se sabe de los receptores durante la gestacion y el
postparto inmediato [10, 19]. A pesar del rapido crecimiento
del tejido intercaruncular y de los cotiledones entre el primer y
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FIGURA 3. OVARIO DE OVEJA CICLICA: PRESENCIA DE CBG. A: INMUNOPOSITIVIDAD CBG EN CELULAS FOLICULARES
Y EN EL FLUIDO FOLICULAR (FLECHAS) (100X). B: INMUNOPOSITIVIDAD CBG EN CELULAS DISTRIBUIDAS EN EL
ESTROMA OVARICO. RECUADRO: CELULAS INMUNOPOSITIVAS ASOCIADAS A VASOS SANGUINEOS (FLECHAS) (400
X). C: CONTROL NEGATIVO (400 X) / CYCLING EWE OVARY: CBG PRESENCE. A: CBG INMUNOPOSITIVITY IN FOLICULARES CELLS AND
IN THE FOLICULAR FLUID( ARROWS) (100X). B: INMUNOPOSITIVITY CBG IN CELLS DISTRIBUTED IN THE OVARIAN ESTROMA. INSERT:
INMUNOPOSITIVITY CELLS ASSOCIATED TO SANGUINE VESSELS ( ARROWS) (400 X). C: NEGATIVE CONTROL (400 X).

tercer mes de prefiez los receptores de estrogeno y progeste-
rona son bajos comparados con los del estro [11]. Asi mismo
los receptores de estrogenos son raramente detectables en
placentotas desde los dias 45 a 70 y los receptores de proges-
terona son indetectables después del dia 45 de gestacion.

En el presente estudio, los resultados evidenciaron en
receptores de estrégenos (RE) en oveja en ciclo estral, inmu-
norreactividad positiva moderada en el estroma y el epitelio
glandular endometrial (FIG.1 A) y en epitelio superficial y es-
troma del oviducto (FIG. 2A) e inmunorreactividad leve en las
gestantes y anéstricas. Los receptores de progesterona (RP)
mostraron en los 3 6rganos inmunopositividad moderada en
ovejas ciclicas e inmunorreactividad leve o negativa en anima-
les aciclicos.

Las otras muestras analizadas no mostraron hallazgos
relevantes. Para que se produzca el efecto de las hormonas
sobre el receptor, estas son transportadas por una proteina
que generalmente es una globulina. Entre estas, la CBG (corti-

costeroid-binding protein) es una proteina de transporte, que
une tanto a la progesterona como a los como corticoides [5].
En el hombre, se ha visto que la CBG asociada a la progeste-
rona, induce la reaccion acrosdémica y sincronizacién de la ca-
pacitacion espermatica [13], ademas se ha descrito su presen-
cia en tuba uterina (oviducto) y estroma del ovario [14].

Dado que existen escasas evidencias directas respecto
a la presencia de la molécula de CBG en el sistema reproduc-
tor de la oveja, para su rastreo se utilizé anticuerpo policlonal
comercial (y otro de produccion propia) realizado contra CBG
humana pura.

En los resultados obtenidos se aprecié inmunorreactivi-
dad para CBG en endometrio (FIG. 1B) y en oviducto
(FIG. 2B), fue marcada en ovejas en ciclo estral y leve o nega-
tiva en gestantes y anéstricas. En ovario se observo en ovejas
durante el ciclo reaccion inmunopositiva a la CBG en células
foliculares, en el fluido folicular (FIG. 3A) y en células estroma-
les llenas de material granular inmunopositivo diseminadas en
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forma grupal o aislada, es llamativa su presencia asociada con
vasos sanguineos de alto intercambio (capilares y vénulas)
(FIG. 3B).

Trabajos previos de los autores indican que la CBG hu-
mana es una molécula proteica(globina), de gran tamario, del
tipo de las serin-proteinasas y que, desde el punto de vista in-
munoldgico, su estructura presenta un sin numero de determi-
nantes antigénicos, los cuales al ser usados para inducir res-
puesta inmune humoral, generan la produccién de familias de
anticuerpos (anticuerpos policlonales), cuyas especificidades
podrian presentar reaccion cruzada con estructuras molecula-
res de naturaleza estrechamente relacionadas. Este funda-
mento apoya los resultados obtenidos, en que si bien es un
anticuerpo relacionado por la reactividad cruzada, tanto los si-
tios de reaccion como la intensidad de las marcas son simila-
res a los resultados obtenidos en la especie humana con anti-
cuerpos mono Yy policlonales, y por lo tanto, constituye una
buena aproximacion al rastreo de esta molécula en otras espe-
cies mamiferas y por ende en las ovejas.

Otros antecedentes obtenidos por los autores sefialan
que la presencia de CBG en el oviducto crearia un ambiente
adecuado para la fecundacion. No se conoce aun la funcién
que cumple en el ovario, sin embargo su relacién con vasos
sanguineos sugiere que su secrecion podria estar relacionada
con la funcién ovarica misma, donde tendria una funcién endo-
crina integradora alcanzando su secrecion el lecho vascular y
de alli logrando otros objetivos situados en vecindad o a dis-
tancia como el transporte de esteroides en el sistema repro-
ductor.

Se supone que si esta molécula esta presente y partici-
pa en mecanismos que intervienen en la fecundacion humana
es posible suponer que tienen una participacién similar en
otras especies mamiferas con procesos reproductivos simila-
res como es la oveja [22].

CONCLUSIONES

Los resultados observados en el estudio muestran que
la presencia de los receptores de estrégenos alfa y de proges-
terona es siempre detectable en utero, oviducto y ovario va-
riando su concentracidon segun el estadio.

La presencia de CBG fue constante en los tres 6rganos
estudiados durante el ciclo estral y variable en los otros esta-
dios del ciclo reproductivo.

RECOMENDACIONES

Es necesario continuar con esta linea de investigacion
para estudiar la participacion de la CBG dentro del proceso re-
productivo de esta especie.

Se debe tratar de obtener CBG de oveja y su respectivo
anticuerpo para observar y comparar resultados.
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