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RESUMEN

Los receptores esteroidales sexuales del tracto genital de la
hembra tienen importancia dado que, a través de ellos, actian
las hormonas responsables de su desarrollo y de sus cambios
morfofuncionales. En su mecanismo, uno de los factores a consi-
derar son las posibles diferencias entre las distintas especies. El
objetivo del presente estudio fue evaluar, en la especie canina
(N=8), la presencia de receptores de estrogenos (RE), progeste-
rona (RP) y la presencia de proteina ligadora de corticosteroides
(CBG) en ovario, oviducto y utero de 3 hembras prepuberes
(N=3) y 5 hembras adultas (N=5). La evaluacién morfolégica se
realiz6 con tincion de hematoxilina-eosina (H-E) e inmunocitoqui-
mica, segun la técnica de Sternberger (1979). Los resultados re-
velaron en animales ciclando, inmunorreactividad (IR) positiva,
RE en utero, oviducto y ovario siendo marcada en oviducto. La
IR para RP fue leve y varidé segun el estadio del ciclo. En hem-
bras prepuberes, los RE y RP no fueron evidenciados. La CBG
mostrd positividad en el tracto durante el ciclo y fue negativa en
prepuberes. Se concluye que la presencia de RE y RP es detec-
table en utero, oviducto y ovario de la hembra canina adulta ha-
biendo variaciones de concentracién segun el estadio del ciclo
estral, siendo su presencia en las prepuberes no evidenciable, a
diferencia de otras especies (oveja), donde son detectables en
este estadio del desarrollo. La presencia de CBG constante du-
rante el ciclo estral y variable en los otros estadios indica su posi-
ble participacién en los procesos reproductivos.

Palabras clave: Perros, receptores de estrégenos, receptores
de progesterona, CBG, inmunocitoquimica.

Recibido: 10/ 05 /2006. Aceptado: 09 /07 /2007.

262

ABSTRACT

The sexual steroid receptors of the genital tract of the female
have significant importance since though them the hormones re-
sponsible acting. In their mechanism one of the factors to be
kept in mind is the possible differences among the diverse spe-
cies, the objective of this study was to evaluate in canine (N= 8)
the presence of receptors of estrogens (ER), progesterone (PR)
and the presence of corticosteroid binding globuline (CBG) in
ovaries, oviduct and uterus of prepuberal female (N=-3) and ma-
tures: (N=5) It was used H-E and immunohistochemical study
according to the technique of Stenberger (1979). The results
during the oestrus showed: Immune reactivity (IR) positive, ER
in uterus and ovary being much stronger in oviduct. The PR var-
ied according the stage of oestrus cycle. In puberal female dog
ER and PR were undetectable. The CBG revealed positive in
reproductive tract of cycling females but negative in prepubertal.
It was concluded that the presence of ER and PR are detectable
in uterus, oviduct and ovary of mature female dogs varying their
concentration according to the cycle. In prepuberal, its pres-
ences come undetectable differing from other species (ovine), in
which they are detected at this stage of development. The con-
stant of CBG presence during oeustrus cycle and such variation
in other stages of the cycle, it might suggest its participation in
the several reproductive activities.

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

INTRODUCCION

Las hormonas esteroidales son esenciales en la repro-
duccion de los mamiferos, las grandes diferencias entre los
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géneros son principalmente el resultado de los efectos de la
testosterona en machos y de los estrogenos y progesterona en
hembras [2].

Los estrogenos y la progesterona, se unen a sus recep-
tores especificos para desencadenar una respuesta biolégica.
Indiscutible es la importancia de éstos durante el periodo re-
productivo de la hembra, ya que interviene en los cambios ci-
clicos que se producen en el tracto genital durante el ciclo es-
tral [2,3,5,11,13]. Ellos presentan un complejo mecanismo de
control en el cual es necesario tener en cuenta diversos facto-
res, entre ellos la especie.

Garfolo y Tasende [1] y otros autores [5-7,13,16] obser-
varon la presencia de receptores de estrogenos y progestero-
na en el endometrio de ovejas prepuberes, sin embargo,en ca-
ninos prepuberes, la presencia de los receptores de progeste-
rona en endometrio fueron muy bajos o indetectables [4].

Segun Slayden [12], en primates y roedores la expresion
de los receptores en el endometrio y oviducto es dependiente
directamente de las hormonas circulantes.

Para que se produzca el efecto de las hormonas sobre el
receptor, éstas van previamente unidas a una proteina ligadora
generalmente una globulina. Entre éstas se encuentra la protei-
na ligadora de corticosteroides (CBG), que une, tanto progeste-
rona como corticoides. La CBG es una molécula que ha sido re-
conocida en el tracto genital del hombre y de algunas especies
[8-10,16] y esta involucrada en mecanismos que llevan a la fe-
cundacién en humanos y por lo tanto, podria estarlo también en
los fendmenos reproductivos de la especie canina.

El objetivo del presente estudio fue determinar en hem-
bras caninas mediante estudio inmunocitoquimico, la presen-
cia de receptores de estrogenos (RE), progesterona (RP) y la
presencia de CBG en ovario, oviducto y Utero de hembras pre-
puberes y adultas.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé el estudio en 8 tractos reproductivos de hem-
bras caninas sanas procedentes de histerectomias realizadas
para prevencion del ciclo estral en el Hospital de Pequefios
Animales de la Universidad Catélica de Temuco, Chile (su eta-
pa reproductiva fue confirmada por anamnesis y citologia vagi-
nal). Inmediatamente después de obtener los tractos reproduc-
tivos se tomaron muestras de pared uterina, oviducto y ovario
de perras durante ciclo estral: 3 en proestro y 1 en estro, 1 en
anestro y 3 prepuberes. Cada muestra fue dividida en dos, una
parte fue fijada en Bolin acuoso, para tinciones convenciona-
les y la otra en Methacarn (Carnoy modificado), para inmunoci-
toquimica (IHQ). Las inclusiones se hicieron en paraplast
(Merck), de las cuales se obtuvieron cortes seriados de 5-7 mi-
cras. Los analisis morfologicos se hicieron con Hematoxilina y
Eosina.Merck (H-E).

Para IHQ, los cortes histoldgicos obtenidos se procesaron
siguiendo el método inmunohistoquimico de Peroxidasa anti pe-
roxidas (PAP) descrito por Sternberger [14], segun técnica del
segundo anticuerpo. En la serie para los receptores estrogéni-
cos se utilizé como anticuerpo primario o especifico, un mono-
clonal (Dako, M7047), como anticuerpo secundario: anti IgG ra-
ton 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 policlonal (Dako, A0098),
como anticuerpo secundario: anti IgG conejo obtenido en cerdo
(Dako, Z0196) y el complejo PAP desarrollado 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 deshidra-
tados y montados en Entellan (Merck). Para CBG, el anticuerpo
especifico fue un policlonal anti h CBG, obtenido en conejo
(Biogénesis Inc, EUA; y de propia produccion), anticuerpo se-
cundario: Dako, Z0109 y PAP 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). Una vez finalizada la reaccién, los prepara-
dos fueron tefiidos con Hematoxilina, por 10-30 segundos,
como tincién de contraste.

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

Segun la intensidad de la tincién se usé la clasificacion
de positividad fuerte o marcada (+++), moderada (++), débil o
leve (+) y negativa (-). La intensidad de reaccion de las mues-
tras fue evaluada comparandola con controles negativos, sien-
do éstos, cortes de los mismos tejidos tratados con sueros no
inmunes.

El estudio morfolégico (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

El tracto genital es muy sensible a la accidén de las hor-
monas sexuales, las que responden por medio de sus recepto-
res especificos modificando sus caracteristicas estructurales
[2,3,11,13]. La respuesta celular depende de distintos factores
que afectan la sensibilidad y funcion de los tejidos como son:
el numero y afinidad a sus receptores (tipos y subtipos de
ellos), el estado hormonal, la expresion selectiva en los 6rga-
nos diana, la etapa del desarrollo y el estadio reproductivo en
que se encuentre el animal y la diferencia entre las diversas
especies [5]. La presencia de receptores de estrogenos RE y
receptores de progesterona (RP) ha sido estudiada en el tracto
genital de distintas especies. En las ovejas se estudio y de-
mostro la presencia de RE y RP en el utero y oviducto de ani-
males prepuberes y en ciclo [1,5-7,15].

263



Deteccién de receptores de estrégeno, progesterona y de proteina ligadora de corticosteroides en caninas/ Vasconcellos, A. y col.

En perras, segun Lessey [4], los receptores de progeste-
rona fueron en este estadio del desarrollo bajos o indetecta-
bles en el utero.

Vermeirsch y Simoens [17], Vermeirsch y cols. [18,19]
estudiaron la presencia de receptores de estrogeno y proges-
terona en utero y oviducto de perra y observaron que su fluc-
tuacion fue mas pronunciada en el estroma endometrial que
en el epitelio glandular, concluyendo que el papel de las célu-
las estromales en la regulacién de los cambios ciclicos endo-
metriales normales como patoldgicos, no debe ser subestima-
do, ya que ellas podrian mediar la accién de varias hormonas
esteroidales sobre el epitelio.

Los resultados del presente estudio mostraron para los
receptores de estrégenos (RE) durante el ciclo estral, inmuno-
rreactividad positiva moderada en el estroma y el epitelio glan-
dular endometrial (FIG 1) y marcada en epitelio superficial y
estroma del oviducto (FIG 2). Los RE mostraron inmunorreacti-
vidad leve o negativa en perras anéstricas.

Los RP presentaron en los 3 érganos inmunopositividad
leve, en animales ciclicas (proestro y estro) e inmunorreactivi-
dad leve o negativa en aciclico.

Los RE y RP fueron indetectables en perras prepuberes.

Un hecho llamativo fue la presencia de receptores de es-
trégeno comparativamente alta, respecto al endometrio, en es-
troma y epitelio de oviducto de perra en proestro.

Para que se produzca el efecto de las hormonas sobre
el receptor, éstas, son transportadas hasta €l por una proteina
ligadora que generalmente es una globulina. Entre éstas la
CBG une, tanto a la progesterona como a los corticoides y su
presencia en el oviducto crearia un ambiente adecuado para la
fecundacion [10]. Su funcidn respecto al ovario mismo es aun
desconocida, sin embargo, su relacién con vasos sanguineos
sugiere que su secrecion podria tener una funcion integradora
alcanzando el lecho vascular y actuando en forma paracrina o
endocrina logrando otros objetivos como el transporte de este-
roides a distancia en el sistema reproductor.

Al igual que en un estudio previo en ovejas [16], para el
rastreo de CBG se utilizé anticuerpo policlonal comercial (y
otro de produccion propia) elaborado contra CBG humana
pura.

Trabajos del grupo de autores (aun no publicados) indi-
can, que la CBG humana es una molécula proteica (globina)
cuyas especificidades podrian presentar reaccién cruzada con
estructuras moleculares de naturaleza estrechamente relacio-
nadas. Este fundamento apoya los resultados obtenidos [10],
en que si bien es un anticuerpo relacionado por la reactividad
cruzada, tanto los sitios de reaccion como la intensidad de las
marcas son similares a los resultados obtenidos en la especie
humana con anticuerpos mono y policlonales, y por lo tanto,
constituye una buena aproximacion al rastreo de esta molé-
cula en otras especies mamiferas.
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FIGURA 1. ENDOMETRIO DURANTE EL CICLO: PRESEN-
CIA DE RE. LOCALIZACION INMUNOCITOQUIMICA DE RE-
CEPTORS DE ESTROGENOS EN CELULAS DEL EPITELIO
GLANDULAR Y ESTROMA ENDOMETRIAL. DETALLE: NO-
TESE LA INMUNOREACTIVIDAD (FLECHAS) QUE INDICA
LA PRESENCIA DE RECEPTORES (100 X)/ CYCLING ENDO-
METRIUM: PRESENCE OF ESTROGEN RECEPTORES. INMUNNOHIS-
TOCHEMICAL LOCALIZATION OF ESTROGEN RECEPTORS IN CELLS
OF THE GLANDULAR EPITHELIUM AND STROMA ENDOMETRIAL.
DETAIL: NOTICE THE INMUNOREACTIVITY (ARROWS) THAT INDICA-
TES THE PRESENCE OF RECEPTORS (100 X).

FIGURA 2. OVIDUCTO DURANTE EL CICLO: PRESENCIA
DE RE. RECEPTORES DE ESTROGENOS INMUNOPOSITI-
VIDAD MARCADA EN CELULAS DEL EPITELIO OVIDUC-
TAL Y EN CORION. DETALLE: NOTESE LA INMUNOREAC-
TIVIDAD (FLECHAS) QUE INDICA LA PRESENCIA DE RE-
CEPTORES (100 X)/ CYCLING OVIDUCT: ESTROGEN RECEPTO-
RES. ESTROGEN RECEPTORS MARKED INMUNOPOSITIVITY IN
EPITHELIUM OVIDUCTAL CELLS AND IN CORION. DETAIL: NOTICE
THE INMUNOREACTIVITY (ARROWS) THAT INDICATES THE PRESEN-
CE OF RECEPTORS (100 X).
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FIGURA 3. OVARIO DURANTE EL CICLO: PRESENCIA DE
CBG. INMUNOPOSITIVIDAD CBG EN CELULAS FOLICU-
LARES Y EN EL FLUIDO FOLICULAR (FLECHAS) (400X)/
CYCLING OVARY: CBG PRESENCE CBG INMUNOPOSITIVITY IN FOLI-
CULARES CELLS AND IN FOLICULAR FLUID (ARROWS) (400 X).

La inmunorreactividad para CBG en endometrio y en ovi-
ducto fue moderada en perras en ciclo estral y negativa en
prepuberes y anéstricas. En ovario se observé durante el ciclo
reaccion inmunopositiva a la CBG en células foliculares, en el
fluido folicular (FIG 3) y en células estromales diseminadas,
aisladas o en grupos, siendo llamativa su presencia asociada
con vasos sanguineos (FIG 4).

La inmunoreactividad fue negativa en prepuberes.

CONCLUSIONES

— La presencia de RE y RP es detectable en utero, oviduc-
to y ovario de la hembra canina adulta variando sus con-
centraciones segun el estadio del ciclo estral, siendo su
presencia no evidenciable en las hembras prepuberes.

— La presencia de CBG constante en los érganos estudia-
dos durante el ciclo estral sugiere su participacion en los
fendémenos reproductivos de esta especie.
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