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RESUMEN: EI comportamiento reproductivo de los ovinos varia entre las diferentes razas. Dentro de los factores que inciden
en la capacidad reproductiva, el nivel de expresion de receptores de estrdgenos y progesterona en su tracto genitalpai@ce tene
relevante. En el endometrio, oviducto y ovario los estrogenos y progesterona, regulan la expresion de numerosas probaiess compr
das en su desarrollo morfofuncional. Factores genéticos como la raza estarian relacionados con los niveles de expresion de esto
receptores. Las ovejas de raza Texel tienen elevados indices de fertilidad, son muy prolificas y presentan un altogogestatiga d
multiple lo cual podria tener relacion con la expresion de estos receptores en el tracto reproductivo. El objetivo dekprdsefite
evaluar la expresién de receptores de estrogenos y progesterona en tracto genital de ovejas de raza Texel de altalLprolificidad.
expresion de la proteina receptora de ambos receptores se detectdé mediante analisis inmunohistoquimico y el nivel de Bgresion
transcritos por RT-PCR en Tiempo Real Cuantitativo. Los resultados muestran expresion inmunohistoquimica del recep@rale estrog
principalmente en zonas glandulares y carunculares del endometrio. Se destaca ademéas una menor expresion de ambos receptores en
ovario, epitelio del oviducto y cervix. La expresion del receptor de progesterona a nivel inmunohistoquimico es basta@te menor
cuanto a la sefial destacandose marcas débiles en endometrio y ovarios. El nivel de expresion de los transcritos mangéene la mis
distribucién que las sefiales inmunohistoquimicas para ambos receptores. Concluimos que ambos receptores son expresados en el
sistema reproductivo de ovejas de raza Texel en una distribucién similar a lo encontrado en otras razas de ovejas quefitindo por
si los niveles de expresion son similares en las distintas razas.

PALABRAS CLAVE: Sistema reproductor; Receptor de estrégeno; Receptor de progesterona; Ovejas raza Texel.

INTRODUCCION

Las diferencias fisiologicas entre distintas especiesdgscrito los cambios que inducen en el Gtero durante el perio-
sus razas, hacen de la reproduccién un fenémeno compléle.fetal, neonatal (Wilegt al, 1987) y durante sus fases
Su estudio requiere el conocimiento de las caracteristicas figProductivas (Cherny, 1991; Ing & Ott, 1999; Mei&teal,
dividuales de cada especie (Cunningham, 1998; Priedkkald§97; Meikleet al, 2001; Meikleet al, 2004; Spencer &
1993). Los estrogenos y la progesterona son las hormonas R&zer, 1995; Vasconcelles al, 2009a).
ponsables de la diferenciacién sexual, desarrollo, crecimiento
y comportamiento reproductivo en mamiferos (Meélal, A diferencia de otros mamiferos en el endometrio de
2004). Estas actian uniéndose a sus receptores especifi@ss,ovejas se encuentran receptores de estrégenos y
desencadenando como consecuencia expresion de genes§r@igesterona fisiolégicamente activos desde la etapa
teraciones celulares metabdlicas y proliferativas (Megkle prepuberal (Meiklet al, 2004; Vasconcellast al, 2006), no
al., 2004). De este modo, el efecto de estas hormonas é&fociéndose aun el significado fisiologico de esta expresion
relacionado con el nivel de expresion y distribucion de sigmprana de receptores en borregas. La presencia de estos re-
receptores en los tejidos blancos. Es conocida en ovinos¢&ptores durante el periodo reproductivo es fundamental ya
accion de las hormonas sexuales a nivel del aparato reproduéité® comenzada la actividad ovarica intervienen en los cam-
de la hembra, animal poliéstrico estacional, en el cual se HiAs que se producen en el endometrio durante el ciclo estral
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(Cherny; Meikleet al,, 2001; Vasconcellaat al, 2009b). Fac- 1:1000 en solucion de bloqueo durante 12 horas a temperatu-
tores genéticos como raza y factores exdgenos como la nutaiambiente. Posteriormente los cortes se lavaron 3 veces por
cién parecen estar relacionados con los niveles de expresidminutos cada vez con PBS. En adelante se utilizé el sistema
de la proteina receptora y su RNA mensajero. de deteccion LSABTM Kits (Dako, USA) el cual se basa en
el reconocimiento del primer anticuerpo por un segundo anti-
Hay pocos estudios en los que, la mayor parte de elloserpo anti-lgG conjugado a biotina el cual interacciona
en forma tangencial, se hayan analizado posibles variacespecificamente con el complejo estreptoavidina conjugada a
nes en la expresion molecular de los receptores de estrogpamxidasa. Los lavados y tiempos de incubacion se efectua-
y progesterona en razas distintas lo que podria condicioman de acuerdo a las instrucciones del fabricante del kit. El
cambios morfofuncionales diferentes. Las ovejas de raza Tes@lelado se realiz6 incubando en diaminobencidina (0,5%) y
tienen elevados indices de fertilidad y presentan un porcenparhidrol (1%) en PBS, a temperatura ambiente por 5 a 10
je alto de gestacion multiple lo cual podria estar relacionadun. La muestra histolégica se lavé con agua destilada y se-
con una mayor expresién de receptores en el endometrio guidamente se tifio para contraste nuclear, con hematoxilina.
Seguidamente, se deshidrat6 en una bateria creciente de etanol
El objetivo del presente estudio fue evaluar la exprg-se diafanizé con xilol. Finalmente los cortes se montaron
sién de la proteina receptora como del transcrito de amlzmmn resina Entellan (Merck). El andlisis microscopico y cap-
receptores mediante analisis inmunohistoquimico y RT-PGRra de imagenes digitales se efectu6 utilizando un microsco-
en tiempo real respectivamente. en ovejas Texel, raza de gi@mLaborlux 12 (Leitz).
prolificidad.
Analisis de expresion de los transcritos de RP y REEI
nivel de expresion de lostranscritos de RE y RP en el
MATERIAL Y METODO endometrio de oveja, se evalud por medio de RT-PCR en tiem-
po real mediante el método “ComparaiheCt” (Pfaffl, 2001)
utilizando el sistema de amplificacién en tiempo real “Step
Animales y preparacion de muestras biolégica$e utiliza- One” de Applied Biosystem (USA). Para esto, se extrajo ini-
ron 4 ovejas de raza Texel en periodo de ciclo inicial, manteialmente RNA a partir de cuerno uterino segin metodologia
nidas en el Campo Experimental Maquehue de La Universiescrita por Chomczynski & Sacchi (1987). Para estimar la
dad de La Frontera (Region de la Araucania) hasta su sackfincentracion del RNA obtenido se utilizé la ecuaciéon [RNA]
co y de acuerdo con el consentimiento del Comité de Eticad€D260 x FD x 40 mg/mL, donde FD es el factor de dilu-
la Facultad de Medicina de La Universidad de La Frontereign utilizado y OD260 la absorbancia medida a 260 nm. Mien-
Chile. tras que la pureza se evalué mediante la razén de absorbancia
0OD260/0D280, considerado valores de de 1,8 a 2 como bue-
Para el estudio se utilizaron muestras de tejidos coa estimacion de pureza. El RNA obtenido se utilizé para pre-
rrespondientes a ovario, oviducto, cuerno y cérvix. Una separar ADN complementario (cDNA) mediante el uso del kit
de muestras se fijaron en Bouin acuoso para técnicas ctidiigh Capacity RNA to cDNA kit” (Applied Biosystems,
vencionales e inmunohistoquimica (IHQ) y otra se congel&/SA). Para ello, se utilizaron 2 mg de RNA total, el cual se
ron a -80 C para extraccion de RNA total. mezclé con 5 mL de tampon RT 2X y 0,5 mL del de enzimas
20X (transcriptasa reversa y RNasa H) provistas por el fabri-
Analisis inmunohistoquimica Las muestras fijadas se in-cante del kit. La mezcla de reacciéon se completé a 10 ml de
cluyeron en Paraplast (Merck, Alemania) y posteriormente gelumen final con agua ultrapura y se incub6 a 37°C por 60
prepararon cortes de 5 micras a partir del tejido incluido. Losinutos, finalmente reaccién de trascripcion se detuvo incu-
cortes se procesaron eliminado el Paraplast con xilol y luegando a 90°C por 5 minutos. El cDNA obtenido se utilizé
se hidrataron mediante incubacién en una bateria de concermo templado para amplificacién especifica de RE, RP y b
tracion decreciente de etanol. Posteriormente, se eliminé-&tina cuya expresion constitutiva se utiliz6 como control
actividad de peroxidasas endégenas incubando con H202atlégeno referencial para la cuantificacion relativa. Los
3% en metanol por 10 min. Se lavo luego, dos veces con tatNAs de RE y RP se amplificaron por PCR en tiempo real,
pén fosfato salino (PBS) por 5 minutos cada vez y se proaaezclando 1 mL del respectivo cDNA con 10 mL del tampén
di6 a incubar los cortes en solucién de bloqueo (BSA 1%(de reaccion Power SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied
triton X 100 0,3%, diluidos en PBS) a temperatura ambienBiosystem), 7 mL de agua ultrapura y 1 mL (10 mM) de
por 30 minutos. Los cortes se incubaron a continuaciéon coada uno del par de partidores RE-S/RE-A (Tabla 1) o RP-
un anticuerpo policlonal anti-RE (H-184; Santa CruB/RP-A (Tabla I) ambos pares concentrados a 10mM. El
Biotechnology, USA) y anticuerpo monoclonal anti-RRRDNA de b-actina se amplific6 con mezclas de reacciones
(NeoMarkers, USA) el primero diluido 1:500 y el segundsimilares a las descritas para RE y RP, pero utilizando el par
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de partidores especificos OB-A/OB-S a 10mM cada uno (Tiezal (Tabla I) se derivaron a partir de la secuencias del cDNA
bla I). Todas las reacciones se realizaron en un volumendielos receptores de estrogeno y progesterona de oveja dis-
reaccion final de 20 mL. Las condiciones térmicas de apenible en la base de datos GenBaflkitp://
plificacion para los tres genes fueron similares y se prograww.ncbi.nlm.nih.gov El disefio bioinformético de los
maron con un ciclo inicial de 10 minutos a 95°C, seguidmartidores se efectué con el programa “Primertatp(//
por 45 ciclos compuestos cada uno por una denaturaciépramer3.sourceforge.nft Los partidores utilizados para
95°C por 20 segundos, hibridacion a 60°C por 20 segunduosplificar el cDNA de b -actina (Tabla I) son los descritos
y extension a 72°C por 20 segundos. Se programé al térpar Dzidicet al (2004).
no de los 45 ciclos de amplificacién, un ciclo para el anali-
sis de las temperaturas de fusion (melting) de los amplicones,
lo cual permitié evaluar la especificidad de la reaccion dRESULTADOS
amplificacion y descartar de este modo el efecto de produc-
tos no especificos sobre la cuantificacion.

La expresion inmunohistoquimica indica que en
Obtencidn de partidores para amplificacion de REy RP  endometrio existe una marcada sefial inmunoreactiva para
Los partidores utilizados para el analisis por PCR en tiempmbos receptores (Figs. 1y 2), destacandose en este tejido

Tabla I. Partidores para analisis de expresion de los receptores de estrogeno (RE-S/ RE-A) y
progesterona (RP-S/ RP-A). Gen b -actina (OB-S/ OB-A)

Nombre  Partidor N° Acceso GenBank Fuente
RE-S CTCCACGATCAAGTCCACCT AY033393

RE-A ACGGAACCGAGACGATGTAG AY033393

RP-A TGTGCTGGAAGAAACGATTG Z66555.1

RP-S TAGGGCTTGGCTTTCATTT Z66555.1

OB-S AACTCCATCATGAAGTGTGAC Dzidicet al.
OB-A GATCCACATCTGCTGGAAGG Dzidicet al.
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Fig. 1. Andlisis inmunohistoquimico del receptor de esfrégéno en organos del sistema reproductivo
de ovejas de raza Texel. Al. Cuerno, B1. Cervix, C1. Ovario, D1. Oviducto.
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presencia de los receptores de estr6genos en zotrageno, pero con mucho menor intensidad (Fig. 2).
carunculares y glandulares, siendo mas intensa en células

del epitelio glandular y en células estromales (Fig.1). En A nivel de la cantidad de transcritos detectados me-
ovario se destaca una sefial de menor intensidad en céldiaste PCR en tiempo real, se destaca un mayor nivel de
de la granulosa y células estromales. En oviducto y cengxpresion tanto del receptor de estrégeno como de
la sefial en el epitelio es débil indicando baja expresion gemgesterona en el endometrio (Figs. 3y 4). Los transcritos
este receptor (Fig. 1). En cuanto al receptor de progesteraigeambos receptores también se detectaron en cervix y ovi-
la distribucion de la expresion es similar al receptor de eddcto pero en mucho menos cantidad (Figs. 3y 4).

: : S s - % e _ <t ®
: 73 T 5 smdi f i
Fig. 2. Andlisis inmunohistoquimico del receptor de progesterona en érganos del sistema
reproductivo de ovejas de raza Texel. Al. Cuerno, B1. Cervix, C1. Ovario, D1. Oviducto.
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Fig. 3. Nivel de expresion del transcrito del receptor de estrogehig. 4. Nivel de expresion del transcrito del receptor de progesterona
en sistema reproductor de ovejas Texel. Los datos por 6rgano,&@-sistema reproductor de ovejas Texel. Los datos por 6rgano, re-
presentan el promedio de tres medidas independientes. presentan el promedio de tres medidas independientes.
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DISCUSION

El comportamiento reproductivo de los ovinos varia Se sabe que durante la fase estrogénica del ciclo
entre las diferentes razas. Dentro de los factores que incidgemnual, la influencia de los estrégenos aumenta la cantidad
en la capacidad reproductiva, se encuentra la expresiodey/sus receptores en el tracto reproductivo, y ademas esti-
distribucién de receptores de estrogenos (RE) y progesteromala la sintesis de receptores para progesterona y androgenos
(RP) en su tracto genital. La expresién de RE y RP en apara continuar con la segunda etapa del ciclo sexual (Belli-
males prepuberes y adultos se ha detectado en ovejas diol& Bellido, 1999; Meiklest al, 1996). Esto explicaria la
raza Corriedale (Garofolo & Tasende, 1996) y Romngyesencia de ARNm de RP en tejidos de ovinos adultos, que
Marsh (Meikleet al, 1997; Meiklest al, 2004; Vasconcellos aunque presente, producira la expresion de proteina
et al, 2005). Ya es conocido que la respuesta reproductivdetectable en grandes cantidades sélo al llegar a la fase
nivel celular depende de mdltiples factores, entre ellos lateinica del ciclo. Esto concuerda con los hallazgos de
namero y afinidad de los receptores hormonales en los t&jipencer & Bazer donde detectaron el RP por andlisis
dos del sistema reproductor, el estadio reproductivo enimmunohistoquimico y ademas su RNAm, y se demostré que
gue se encuentre la hembra, factores ambientales, entre daaxpresion de RP disminuia durante el ciclo estral, mien-
(Meikle et al, 2004). Si bien se ha estudiado la presencia tlas que su RNAm esta presente durante esta etapa, pero
RE y RP erdiferentes especies animales demostrando difdisminuyendo en cantidad a lo largo de los dias, hasta llegar
rencias entre ellas (Meiké al, 2004), y en hembras ovinasa la segunda fase del ciclo, determinado por la hormona
prepuberes (Vasconcelles al, 2005), no existen estudios progesterona, donde aumenta al igual que los receptores.
anteriores en hembras ovinas adultas de razas Texel. Rela-
cionado con lo anterior, la evidencia indica que ovinos de Este trabajo demuestra que tanto el receptor de estro-
raza Texel poseen altos indices de prolificidad, (Riquelmgeno como de progesterona estan expresados en sistema
2005). Estudios previos nuestros, en ovejas de raza Araucesfoductivo de ovejas de raza Texel en una distribucién si-
y Romney Marsh referentes a la presencia de estos receptdar a lo encontrado en otras razas de ovejas quedando por
res en tracto genital mostraron que la expresién de RE y B&finir si los niveles de expresion son similares entre razas.
es siempre detectable, variando la intensidad de su expresién
segln su etapa de desarrollo y estadio reproductivo, no mos-
trando diferencias significativas entre ambas raza30ONCLUSION
(Vasconcellost al., 2005), destacandose elevados niveles
de expresion endometrio respecto a otros tejidos del sistema
reproductivo (Vasconcellat al, 2009a, 2010). Este estudio La distribucién de la expresion de los receptores de
también indica mayor expresidanto de la proteina como estrégeno y progesterona en raza Texel es similar a lo en-
del RNA en endometrio, lo cual se relaciona con el papel dentrado en otras razas de ovejas. Sin embargo este estudia
estos receptores a nivel de desarrollo morfofuncional de permite deducir diferencias en los niveles de expresién
este tejido durante el desarrollo del animal. lo cual se proyecta hacer en un siguiente trabajo.

VASCONCELLOS, C. M.; PAREDES, H. M.; HERNANDEZ, V. C.; MUNOZ, S. A. & NAVARRETE, J. Expression of estrogen
and progesterone receptors in the genital tract of Texel &wes. Morphol., 29(4)1268-1273, 2011.

SUMMARY: Reproductive performance of sheep varies between different races. Among the factors that affect the reproductive
capacity, the level of expression of estrogen and progesterone receptors in the genital tract appears to have a réfetlamt role.
endometrium, oviduct and ovarian estrogen and progesterone regulate the expression of numerous proteins involved in imagphofunct
development. Genetic factors such as race would be related to expression levels of these receptors. The Texel ewegtiidye high fe
rates, are very prolific and have a high percentage of multiple births which could be related to the expression of thesénrdwept
reproductive tract. The aim of this study was to evaluate the expression of estrogen and progesterone receptors imaheajemvites
and Texel high prolificacy. The expression of the receptor protein of both receptors was detected by immunohistochehedgyeind t
of expression of the transcripts by Quantitative RT-PCR Real-Time. The results showed immunohistochemical expression of estroge
receptor mainly in areas of glandular and caruncular endometrium. It also highlights a lower expression of both recegtars in ov
tissue, epithelium of the oviduct and cervix. Expression of progesterone receptor immunohistochemical level is much Veeadewrith
signal in endometrium and ovaries. The expression level of transcripts remains the same distribution as immunohistoctasfimal sig
both receptors. We conclude that both receptors are expressed in the reproductive system Texel ewes in a distributothaimilar t
found in other breeds of sheep, must be defined if the levels of expression are similar in different races.

KEY WORDS: Reproductive system; Estrogen receptors; Progesterone receptors; Texel race.
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