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1. RESUMEN

La subnutricién afecta la sobrevivencia embrionaria a través de cambios en el
ambiente uterino. En un estudio previo se determiné que ovejas en un plano
nutricional bajo (Grupo B) tienen menor contenido de progesterona en el
endometrio que ovejas controles (Grupo C). En el presente estudio se investigo el
efecto de la subnutricion sobre la expresion endometrial de receptores de
progesterona (RP) los dias 5 y 10 postestro. Se determinaron los RP por
inmunohistoquimica en 8 compartimientos histologicos. La tincion en los diferentes
compartimientos histolégicos fue exclusivamente nuclear. El Grupo B presenté una
tincién menos intensa que el Grupo C al dia 5, pero no al dia 10. Los receptores
son capaces de retener hormonas especificas en los tejidos blanco: los niveles
bajos de RP en el Grupo B concuerdan con la menor concentracion de
progesterona endometrial. La mayoria de los compartimientos histolégicos del
Grupo C tuvieron mayor intensidad de tincién el dia 5 que el dia 10 de acuerdo
con la conocida regulacion en menos de la progesterona. Soélo tres
compartimientos histoloégicos en el Grupo B mostraron un patrén similar sugiriendo
que en este grupo los niveles de RP ya eran bajos al dia 5 y por lo tanto la
inhibicibn no fue observada. Nuestros resultados indican que la expresion
endometrial de RP es afectada por la subnutricion en una manera dependiente de
la etapa del ciclo estral y del compartimiento histolégico.



2. SUMMARY

it has been postulated that subnutrition affects embryo survival through changes in
uterine environment. Ewes fed a low plane of nutrition (Group B) have a lesser P4
endometrial content than control ewes (Group C). In this study, the effect of plane
of nutrition on progesterone receptor (PR) expression in the endometrium of the
ewe on days 5 and 10 of the estrous cycle was investigated. PR immunostaining of
8 cell compartments was visualized by immunohistochemistry. PR staining was
detected exclusively in the nuclei of the studied cell types. Group B presented
lower PR average staining than Group C on day 5 but not on day 10. Receptor
proteins retain and concentrate the specific hormones in the target tissues; thus,
lower contents of PR in Group B are consistent with the lower endometrial content
of progesterone found in previous studies. Most cell types of Group C showed
more intense staining on day § than on day 10 in agreement with the known
progesterone downregulation of its own receptor. In group B, only three cell
compartments presented downregulation, suggesting that PR contents were low
already at day 5, and thus downregulation was not observed. Our results indicate
that endometrial PR expression is affected in a temporal and cell type specific
manner by subnutrition.



3. ANTECEDENTES

3.1. Nutricién y reproduccion

La eficiencia reproductiva, definida como el numero de descendientes viables
producidos anuaimente por cada hembra destinada a la reproduccion, es uno de
los factores mas importantes que determina la eficiencia productiva y econémica
en los sistemas de explotaciéon ovina (Azzarini, 2002). La nutricion, el fotoperiodo y
el estrés ejercen efectos profundos sobre la actividad reproductiva (Martin, 1995).

Aunque se sabe que la nutricién tiene influencia sobre la funcién reproductiva en
los rumiantes, la relacién entre [a nutricibn y la reproduccion es compleja
(O'Callaghan y Boland, 1999). Quizas el aspecto mas estudiado sea el efecto de la
sobrealimentacion o *“flushing”, como herramienta para incrementar la tasa
ovulatoria. Sin embargo, es la subnutricién la que se presenta como problema en
las majadas, principaimente en paises subdesarrollados, en las que la
alimentaciéon es basicamente pastoril. En los sistemas extensivos, el esquema
nutricional al que estan sometidos los animales presenta grandes fluctuaciones a
lo largo del afio (Lindsay y col., 1993). A pesar de que los requerimientos
energéticos para el crecimiento folicular, la ovulacién y la prefiez temprana son
muy bajos comparados con los requerimientos para el mantenimiento, una
nutricion inadecuada puede tener efectos deletéreos importantes en Ila
reproduccion (O’Callaghan y Boland, 1999).

Se ha demostrado que la subnutricién atrasa la pubertad tanto en ovejas como en
vacas (Foster y Olster, 1985, Adam y col., 1998, Diskin y col., 2003)
probablemente impidiendo el incremento prepuberal en la frecuencia de los pulsos
de hormona luteinizante (LH). La subnutricion afecta la secrecién de LH (Schillo,
1992; Butler, 2003), causa una disminucién en la tasa de crecimiento del foliculo
dominante y en su diametro maximo (Murphy y col.,1991; Mackey y col., 2000) , e



induce fallas en la ovulacion (Mackey y col., 2000; Boland y col., 2001). Ademas,
se ha demostrado que ovejas subnutridas tienen menor numero de foliculos (2 3
mm) que sus controles (O’Callaghan y col., 2000b) y una menor tasa ovulatoria
(Rhind y col., 1989). Una deprivacién nutricional puede inducir el anestro en
ganado ciclando y prolongar el anestro postparto (Schilio, 1992; Boland y col,,
2001; Butler, 2003). Vacas alimentadas con dietas bajas en energia producen
menos oocitos y de peor calidad que vacas con alta energia en su dieta (Butler,
2003). También en ovejas se ha observado que los oocitos de animales
subnutridos tienen una menor tasa de fertilizacion que los obtenidos de ovejas
alimentadas segun sus requerimientos diarios de mantenimiento (O’Callaghan y
col., 2000a; Lozano y col., 2003).

La eficiencia reproductiva esta asociada a la tasa de prefiez. La subnutricion
afecta la tasa de prefiez en ovinos en los dias 14 y 15 de gestacion (Abecia y col.,
1995; 1999) pero no en los dias 8 y 9 (Abecia y col., 1997; 1999). En vacas, se
observé que cuanto mayor es la pérdida de estado corporal, mayor es la reduccion
en la tasa de concepcion (Butler, 2000). El desarrollo embrionario también es
afectado por la subnutricién: Rhind y col. (1989) reportaron que la subnutricién
afecta fa sobrevivencia embrionaria aumentando la mortalidad de los embriones.
Ovejas subnutridas tuvieron un mayor porcentaje de mérulas y blastocistos
tempranos que ovejas controles, las cuales tuvieron mas blastocistos expandidos
luego del mismo tiempo post inseminacion (Abecia y col., 1997). Sin embargo,
ambos grupos presentaron similares porcentajes de embriones recuperados. En
otro trabajo, se recuperé un menor porcentaje de embriones de buena calidad de
ovejas subnutridas que de ovejas controles (Lozano y col., 2003). Asimismo, Parr
y Williams (1982) encontraron que los embriones obtenidos de ovejas subnutridas
pesaban menos que aquelios de ovejas controles. En vacas también se observd
que la tasa de formacién de blastocistos era menor en animales con una condicién
corporal baja (Butler, 2003).



La hormona de la gestacion es la progesterona (Ps), la cual debe mantenerse en
concentraciones elevadas para que la prefiez pueda llegar a término. Una de las
acciones mas significativas de la P, es preparar al Gtero para la prefiez: induce la
secrecion de las glandulas endometriales, aumenta la vascularizacion del estroma,
bloquea las contracciones miometriales y aumenta la viscosidad del mucus
cervical. Ademas, disminuye el numero de cilias y la secrecion del oviducto y
promueve el desarrollo lobuloalveolar de la glandula mamaria (Niswender y Nett,
1994). En la oveja, el cuerpo lateo (CL) es responsable de la secrecion de P4
durante los primeros 50 dias de gestacién, momento en que Ia placenta toma esa
funcién (Niswender y Nett, 1994). Aunque se ha descrito la ausencia de efecto de
la nutricion sobre la concentracion plasmatica de P, (Abecia y col., 1995), el
hallazgo mas contundente en la literatura es la mayor concentracion plasmatica de
P, en las ovejas subnutridas cuando se las compara con ovejas controles
(Williams y Cumming, 1982; Parr y col., 1987; Lozano y col., 1998; Lozano y col.,
2003). Parr (1992) propuso que este fenomeno se debia a un mayor clearance
hepatico de la hormona, dado que las ovejas mejor nutridas presentaban higados
mas pesados y un mayor flujo sanguineo en la vena porta. Ademas, los esteroides
se almacenan selectivamente en el tejido adiposo, por lo que se ha sugerido que
un régimen de alimentacién que resulte en la lip6lisis, llevard aparejado una
liberacion de esteroide aimacenado (Boland y col., 2001).

Como fue mencionado anteriormente, se demostré que la subnutricion afecta la
tasa de prefiez en ovinos en los dias 14 y 15 de gestacién, pero no en los dias 8 y
9 (Abecia y col., 1995; 1997; 1999). En rumiantes, cerdos y equinos, en las
primeras etapas de la gestacién, ocurre la integracion de una variedad de sefales
endocrinas y paracrinas cuyo fin es mantener la vida del CL y la secrecion de
progesterona. Este proceso se conoce con el término de “reconocimiento materno
de la prefiez”. Sin duda, el momento crucial en el reconocimiento materno de la
prefiez en rumiantes es la liberacion de interferé6n tau (IFNt) por parte del embrién,
que reduce y altera los patrones de secrecién de prostaglandina Foq (PGF2)
uterina evitando asi el desencadenamiento de la lutedlisis y asegurando la vida del



CL (Geisert y col., 1992). En vacas, las concentraciones de P, e IFNt estan
relacionadas positivamente (Mann vy col.,, 1998). Por lo tanto, cambios en las
concentraciones plasmaticas maternas de P4 pueden alterar la secrecion de este
agente antiluteolitico y ser criticas para la sobrevivencia embrionaria.

Para comprender el efecto de la subnutricibn sobre el establecimiento y
mantenimiento de la prefiez, no s6lo se debe estudiar su accion sobre los niveles
plasmaticos de P4, sino también investigar como es recibida la seial hormonal por
los tejidos blanco. Es decir, comprender los mecanismos moleculares que
determinan respuestas diferenciales en la célula.

3.2. Mecanismo de acciéon de la progesterona

La P4 y los estrégenos, debido a su naturaleza lipidica, entran a las células por
difusion. Sin embargo, s6lo algunos tejidos tienen la capacidad de retenerlas. Esta
especificidad tisular se debe a que las hormonas se unen a receptores especificos
ubicados en las céluias de los tejidos blanco. Estos receptores se unen a la
hormona (ligando) con alta afinidad (en el rango de las concentraciones
circulantes de hormona), tienen una capacidad de unién limitada (es decir, son
saturables), y su interaccién con la hormona induce una respuesta biolégica en los
tejidos sensibles. Los receptores de progesterona (RP) y de estrégenos (RE), asi
como el resto de los receptores esteroideos, forman parte de una gran familia de
factores de trascripcion activados por el ligando (hormona) y comparten
caracteristicas estructurales. Son macromoléculas, proteinas, que se encuentran
en el niicleo de la célula y que tienen sitios 0 dominios especificos de unién a las
hormonas y dominios de union al ADN que interactiian con secuencias especificas
del ADN (elementos de respuesta a esteroides, SRE) (Tsai y O'Malley 1994). Un
modelo simplificado de la acciébn de las hormonas esteroideas en la célula se
presenta en la Figura I. La unién de la hormona a su receptor conlleva cambios
conformacionales que convierten al complejo hormona-receptor inactivo en activo



[1, 2] (lo cual implica su dimerizacion [3]), y posibilita la union a los SRE activando
genes y estimulando su trascripcion por ARN-polimerasas para producir ARN
mensajeros (MARN) [4]. Los mARN son traducidos en los ribosomas citoplasmicos
[5] para producir proteinas, que alteran la funcion celular, el crecimiento o
diferenciacién [6]. En algunos casos la interaccion del receptor con los genes
puede ser represiva. Una vez que el complejo hormona-receptor interactué con un
gen, el receptor sufre reacciones que resultan en su reciclaje o destruccion (por
revisién ver Clark y Mani, 1994).

Progesterona
&

Citoplasma Nucleo

Figura |. Representacion esquematica del mecanismo de accion esteroidea en las
células blanco. Por explicacién de la figura, ver texto. (Tomado de Meikle, 2001).

Al menos dos isoformas del RP han sido descritas en ratas: A y B (Conneely y
col., 2001). Los RP-A y RP-B son expresados por diferentes promotores sobre el
mismo gen y ambos se unen a la P4 con similar afinidad e interactian con los
mismos SRE. Sin embargo, se ha sugerido en base a estudios en uteros de ratas,
que el PR-A es responsable de la accion antiestrogénica de la P4 mientras que el
PR-B interviene en su efecto proliferativo (Conneely y col., 2001). Las isoformas A
y B del RP también fueron demostradas en el endometrio de cerdas (Geisert y
col., 1994), pero no hemos encontrado trabajos que las describan en ovinos.
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La sensibilidad de un tejido a una determinada hormona esta dada en parte por la
concentracion de receptores especificos en dicho tejido. Sin embargo, la
concentracion de receptores no permanece constante, ya que su expresion y su
degradacion estan sometidas a regulacion.

3.3. Regulacioén de los receptores esteroideos

Los receptores esteroideos actian como intermediarios de los efectos de las
hormonas esteroideas. La modulacién de la concentracién de estas proteinas
constituye el paso mas probable en el control de las respuestas celulares (Clark y
Mani, 1994). La concentracion uterina de los receptores esteroideos
(determinados por ensayos de unién) varia a lo largo del ciclo estral de la oveja
(Miller y col., 1977), 'el cual se caracteriza por tener una fase folicular de 2-3 dias
con predominio estrogénico, y una fase luteal de 12-14 dias con predominio de Ps.
Las hormonas esteroideas ovaricas (progesterona y estrégenos) son importantes
moduiadores de sus propios receptores, ya que los complejos hormona-receptor
son factores de trascripcién que pueden activar o reprimir genes incluyendo los
genes de RP y RE. El estradiol (E;) estimula la sintesis de su propio receptor asi
como también la del RP, mientras que la P4 provoca la regulacion en menos o
“downregulation” de ambos receptores (Clark y Mani, 1894). De esta manera, la
concentracion uterina de los RP varia a lo largo del ciclo estral, presentando
valores maximos alrededor del estro como respuesta a la accion estimuladora de
los estrogenos y minimos durante la fase luteal debido a la accién inhibitoria de la
P4 (Miller y col., 1977). La relacion entre RE, RP, E; y P4 durante el ciclo estral del
ovino se muestra en la Figura Il.
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Figura ll. Contenidos uterinos de RE y RP, y niveles circulantes de P4 y E; durante el ciclo
estral de la oveja. Los valores de RE y RP al estro fueron definidos como el 100%.
(Modificado de Miller y col, 1977).

Sin embargo, ha sido descrita una regulacion espacial subyacente a esta
regulacién de tipo temporal. En estudios inmunohistoquimicos para detectar RE
uterinos en ovejas ciclando, y en ovejas ovariectomizadas tratadas con P4 0 E, se
observé que la respuesta en términos de cantidad de receptores, fue diferente en
los distintos tipos celulares. Por ejemplo, mientras que la mayoria de los tipos
celulares estudiados presenté una disminucién de los RE en la fase luteal tardia,
esto no se observd en el estroma profundo, que mantuvo su expresion de RE a lo
largo de todo el ciclo (Cherny y col., 1991). Esta diversidad de respuestas de los
diferentes tipos celulares frente a un mismo estimulo también ha sido descrita por
otros autores, tanto para los RE como para 10s RP (Wathes y Hamon, 1993;
Geisert y col.,1994; Spencer y Bazer, 1995; Meikle y col., 2000).

El presente trabajo se ha centrado en el estudio de los RP especificamente en el
utero dado que es el 6rgano donde se establece 1a prefiez, y es por Io tanto, uno
de los principales érganos blanco de la Ps. Por eso, a continuacidon se presenta
una breve descripcion de la anatomia e histologia uterinas.



34. Utero

El Gtero consta de dos cuemos uterinos, un cuerpo y un cuello o cérvix. En las
ovejas el Utero es bipartito, es decir, existe un tabique entre ambos cuemos, pero
estos estan unidos caudalmente por el ligamento intercornual. La mayor parte de
la gruesa pared uterina estd formada por el muscuio liso (miometrio), el cual
incluye una capa interna circular y una capa externa longitudinal. La luz uterina
esta tapizada por una mucosa glandular llamada endometrio, formado por un
epitelio cilindrico simple desde el que se extiende una serie de glandulas
tubulares, y por el estroma endometrial (Hafez, 1996; Fawcett, 1988). El estroma
comprende una 2zona de fibroblastos densamente organizada (stratum
compactum) adyacente al epitelio luminal, que se extiende hacia una zona mas
profunda dispuesta de manera mas laxa (stratum spongiosum), vasos sanguineos
y células inmunes (Gray y col, 2000). Las glandulas endometriales son
estructuras ramificadas y sinuosas que sintetizan y secretan enzimas, factores de
crecimiento y hormonas entre otras sustancias. Esta secrecion es esencial para la
sobrevivencia y crecimiento embrionarios (Taylor y col., 2000). En los rumiantes, el
endometrio presenta zonas aglandulares de unién a las membranas fetales
llamadas carinculas, que son los sitios de implantacion y placentacion, ya que
junto con los cotiledones fetales forman los placentomas, a través de los cuales se
da el intercambio de gases y nutrientes para el embrién (Gray y col., 2000). El
endometrio sufre una serie de transformaciones ciclicas en respuesta a la
fluctuaciéon de los niveles sanguineos de las hormonas ovaricas (Hafez, 1996;
Fawcett, 1988). Los estrégenos producen un notabie crecimiento uterino. Durante
la fase folicular, las glandulas crecen, penetran profundamente en el estroma y
comienzan a arrollarse, pero su capacidad secretoria plena se da bajo fa influencia
de la P, (Niswender y Nett, 1994). Las glandulas uterinas sufren una notable
hiperplasia e hipertrofia durante la prefiez (Gray y col., 2001). El desarrollo y
funcion uterinos dependen de interacciones entre el epitelio y el estroma (Gray y
col., 2001). El estroma dirige el desarrolio epitelial, mientras que el epitelio influye
en la organizaciéon del endometrio y en la diferenciacién del miometrio (Cunha y
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col., 1989; Gray y col., 2001). Esta comunicacién entre el epitelio y el estroma es
facilitada por vias autdécrinas y paracrinas dentro del tejido uterino (Cooke y col.,
1998).

Debido a que la expresion de los receptores esteroideos es dependiente del tipo
celular, y debido a la relevancia de la comunicacion intercelular, en el presente
trabajo se estudié la expresion de los RP en diferentes compartimientos
histoloégicos del endometrio ovino. El epitelio luminal se clasificé en caruncular e
intercaruncular. El epitelio glandular adyacente a la luz uterina se denominé
superficial, y el adyacente al miometfrio, profundo. El estroma se clasifico en
estroma caruncular superficial y profundo, e intercaruncular superficial y profundo,
utilizando los mismos criterios.

3.5. Determinacién de receptores por inmunohistoquimica

Existen varias técnicas para determinar las proteinas receptoras en el tejido, tales
como ensayos de unién, ensayos inmunoenzimaticos, westernblot e
inmunohistoguimica. Dado la importancia de la interaccion celular en la funcién del
tejido uterino, es necesario detectar qué tipos celulares contienen receptores y
estimar la abundancia relativa de dichos receptores con respecto a otros tipos
celulares. A diferencia de las tres primeras técnicas mencionadas, en las que el
tejido es homogeneizado para su estudio, la inmunohistoquimica ofrece la
posibilidad de localizar los receptores en los diferentes compartimientos
histologicos, ya que se realiza sobre secciones de tejido que mantiene intacta su
morfologia. Esta técnica se basa en la unién altamente especifica de un
anticuerpo por su antigeno situado en el tejido, y en la visualizacion de esa
reaccion mediante reactivos cromégenos (Beesley, 1995). De esta manera, la
localizacion de la reaccién antigeno-anticuerpo puede ser correlacionada con la
morfologia del tejido, siendo esta la principal fortaleza de la inmunohistoquimica.
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4. INTRODUCCION

El establecimiento de la prefiez depende del sistema de comunicacién entre el
embrién y el ambiente uterino. La alteracién de este sistema resuita en fallas en la
implantacion, pérdidas embrionarias tempranas y crecimiento retardado o
acelerado (Barnes, 2000). El incremento de la concentracion plasmatica de P4 a lo
largo del ciclo estral, juega un rol preponderante en el estado de desarrollo del
utero (Wilmut y Sales, 1981). Kleeman y col. (1994) encontraron que la exposicion
de embriones a un Utero previamente estimulado con P, resultaba en un
incremento del crecimiento fetal. Se ha demostrado que la P4 estimula la secrecion
uterina de nutrientes, factores de crecimiento y enzimas necesarias para el
correcto desarrollo embrionario (Ashworth, 1995).

La P4 tiene la habilidad de modificar la relacién materno-embrionaria estimulando
cambios en el estado fisiolégico del utero, lo suficiente para determinar la
sobrevivencia embrionaria (Lawson y Cahill, 1983; Ashworth, 1995). La accion de
la P4 en el Gtero estd mediada por interacciones con su receptor intracelular (RP)
(Clark y col., 1992), por fo tanto, la respuesta celular a la hormona depende de los
niveles de receptores existentes. Los mecanismos que modifican la concentracion
de receptores pueden ser determinantes en el control de la accién hormonal. Se
ha reportado que la expresion del RP es regulada en una manera dependiente del
compartimiento histolégico a lo largo del ciclo estral y en Ia prefiez temprana en
ovejas (Spencer y Bazer, 1995).

Los efectos de la nutricion sobre la reproduccion han sido ampliamente estudiados
(por revision ver. Rhind, 1992; O’Callaghan y Boland, 1999) y revisados
anteriormente en el presente trabajo. La concentracion de la P, plasmatica
periférica ha sido descrita como inversamente relacionada con el plano nutricional
(Williams y Cumming, 1982; Parr y col., 1987; Lozano y col., 1998; Lozano y col,
2003). Parr (1992) atribuy6é esto a un incremento en la tasa de la depuracion
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metabdlica de la P4 mas que a cambios en la secrecion de la hormona por el
cuerpo liteo.

Rhind y col. (1989) no encontraron relacién entre la concentracién de P4
plasmatica periférica y la sobrevivencia embrionaria y concluyeron que para
dilucidar los efectos de la ingesta sobre la sobrevivencia embrionaria seria
necesario determinar el aporte plasmatico local de P4 al Gtero. Se ha demostrado
que las ovejas subnutridas presentaron mayores concentraciones plasmaticas de
P4 en la vena yugular (Lozano y col., 1998), pero las concentraciones en la vena
ovarica y la arteria uterina no se vieron afectadas por el plano nutricional. Sin
embargo, en ovejas subnutridas se encontré una menor concentracién endometrial
de P4, sugiriendo que esto podria relacionarse con la cantidad de P, unida a los
receptores, con lo cual el contenido endometrial de los RP seria menor en dichos
animales (Lozano y col., 1998).

El objetivo de este estudio fue investigar el efecto del plano nutricional sobre el
contenido y la distribucién de los receptores de progesterona en diferentes
compartimientos histolégicos endometriales en los dias 5 y 10 del ciclo estral de la
oveja.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Disefio experimental

El disefio experimental fue llevado a cabo en la granja experimental de la
Universidad de Zaragoza, Espafia, mientras que el estudio inmunohistoquimico y
el analisis de los datos fueron realizados en la Facultad de Veterinaria, Uruguay

Se utilizaron 26 ovejas adultas de raza Rasa Aragonesa con un peso Vivo
promedio (+ SEM) de 56.7 + 1.9 kg y una condicién corporal (CC) promedio (+
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SEM) de 29 + 0.1. La CC fue determinada por palpacién de las apdfisis
vertebrales en la regién del lomo en una escala de 0 (emaciada) a 5 (obesa)
(Russel y col., 1969). EIl estudio se realizd en ovejas ciclando para considerar
solamente los efectos maternos. Las ovejas fueron sincronizadas usando esponjas
intravaginales con progestagenos (Acetato de fluorogestona, Intervet SA.
Salamanca, Espaila). Al retirar las esponjas, las ovejas fueron divididas en dos
grupos en funcion del peso y la CC, y se les adjudicé dietas para proveer 1.5 0 0.5
veces los requerimientos diarios de mantenimiento (Grupo C —control-, n = 13 y
Grupo B -bajo—, n = 13). La dieta estaba compuesta por 0.55 kg de pellet y 0.80
kg de paja de cebada (Grupo C, 12.4 MJ de energia metabolizable) 0 0.10 kg de
pellet y 0.50 kg de paja de cebada (Grupo B, 4.1 MJ energia metabolizable). La
dieta peleteada consistia en cebada (79%), poroto de soja (15%) y suplementos
minerales (6%). Estas dietas se mantuvieron a lo largo de todo el experimento.

El estro (Dia 0) fue detectado diariamente utilizando cameros vasectomizados
desde el dia en que se retiraron las esponjas. Al dia 5 + 1 del segundo ciclo
siguiendo al retiro de los progestagenos, 6 ovejas del Grupo C y 8 del Grupo B
fueron eutanasiadas. Se disecaron trozos de la zona media del cuerno uterino
ipsilateral al cuerpo liteo, y se fijaron por inmersién en formol al 4% y fueron
luego mantenidos en etanol a 4°C hasta ser incluidos en blogues de parafina por
técnicas histolégicas de rutina. Este procedimiento fue repetido en las ovejas
restantes al dia 10 + 1 (Grupo C, n =7 y Grupo B, n = 5).

Durante el experimento, el Grupo B present6 una disminucion progresiva en el peso
vivo y la CC, mientras que no hubo cambios detectables en el Grupo C (Lozano y
col., 1998). Los parametros endécrinos fueron publicados previamente (Lozano y
col., 1998): el grupo B presentd una mayor concentracion periférica de P4 que el
grupo C desde el dia 5 al 10. La concentracién de P, en el endometrio ipsilateral
(pg/mg) fue mayor en el grupo C que en el grupo B al dia § (27.4 + 2.1 vs. 16.2
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2.6, P<0.05), pero no se observé el mismo efecto de la nutricién al dia 10 (Grupo
C, 18.1 £ 2.0 vs. Grupo B, 20.6 + 3.0).

5.2. Inmunohistoquimica

Para visualizar los RP se utiliz6 la técnica de inmunohistoquimica (avidina-biotina-
peroxidasa) previamente descrifa por Meikle y col. (2000). Después que los
cortes de tejido (5 pm) fueron desparafinados y rehidratados, se realiz6 un
procedimiento de recuperacién antigénica. Las secciones fueron pretratadas en
microondas a 900 watts de potencia, en citrato de Na 0.01 M (pH 6.0) por 10 min,
y se dejé enfriar durante 20 minutos. Después de un lavado en buffer (PBS 0.01
M, pH 7.5) la actividad inespecifica de las peroxidasas endégenas fue bloqueada
con peréxido de hidrégeno (H202) al 3% (Merck) en metanol por 10 min a
temperatura ambiente. Luego de un lavado de 10 min en buffer, los preparados
fueron incubados por 60 min en una camara humeda a temperatura ambiente, con
suero de caballo diluido en PBS (Vectastain; Vector Laboratories, Burlingame,
CA). El anticuerpo primario anti RP fue diluido 1100 en PBS (anticuerpo
monoclonal de ratén; Zymed Cat No. 18-0172, South San Francisco, CA; USA) e
incubado por 1 hora. Los controles negativos se obtuvieron reemplazando el
anticuerpo primario por un suero inespecifico de raton a una concentracion
equivalente (Cat No. sc-2025, Santa Cruz, California, USA). Luego de la unién al
anticuerpo primario, los tejidos fueron incubados por 60 min con una IgG
biotinilada anti- IgG de ratén producida en caballos (Vectastain, Vector) diluida en
suero de caballo, y luego 60 min mas con el complejo avidina-biotina-peroxidasa
(Vectastain Elite; Vector). El sitio de unién del complejo enzimatico fue visualizado
por medio de 3,3 -diaminobencidina en H,O, (DAB kit; Vector), un cromégeno que
produce un precipitado marrén insoluble cuando se incuba junto con la enzima.
Las secciones de tejido fueron contracoloreadas con hematoxilina y deshidratadas

antes de ser montadas con cemento sintético Pertex (Histolab, Gothenburg,

-
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Suecia). La inmunohistoquimica fue realizada en el mismo ensayo para todos los
preparados histolégicos.

5.3. Andlisis de imagen

Se llevé a cabo un andlisis de imagen subjetivo para estimar la expresion de los
RP en el endometrio. La evaluacién fue realizada por dos observadores
independientes que desconocian la conformacién de los grupos. La expresion de
RP fue estudiada en 8 compartimientos histoldégicos. El epitelio luminal fue
clasificado en dos regiones: caruncuiar e intercaruncular. El epitelio glandular fue
dividido segun su ubicacién en: superficial y profundo. El estroma se clasificd en
estroma caruncular superficial y profundo, y estroma intercaruncular superficial y
profundo. Se analizaron 10 campos por compartimiento histolégico por animal
(total de observaciones por observador. 2080) a un aumento de X1000. La
intensidad de tincion se clasifico en negativa (-), leve (+), moderada (++) o intensa
(+++) y cada categoria se expresd en % de la cantidad total de células (Thatcher
y col., 2003).

5.4. Analisis estadistico

Las variables consideradas fueron el porcentaje de células positivas y la
intensidad de tincion promedio de los 10 campos. El porcentaje de células
positivas por campo se calculé como = namero estimado de células positivas /
total de células x 100. La intensidad de tincion promedio se calculé como = 1 x n4
+ 2 x na + 3 X n3, donde n = proporcién de células por campo que exhiben tincién
leve (1), moderada (2) e intensa (3) (Boos vy col., 1996). Para el andlisis
estadistico se utilizd el Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA 1989). Los datos se analizaron por procedimiento mixto y el modelo incluy6
los efectos del observador, tratamiento (bajo vs. control), dia del ciclo (5 vs. 10),
compartimiento histologico (epitelio luminal vs. epitelio glandular vs. estroma),
region (caruncular vs. intercaruncular) y ubicacién (superficial vs. profundo) y las
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interacciones entre ellos. Los datos se presentan como promedios minimos
cuadrados % errores estandares. El nivel de significacion fue P <0.05.

6. RESULTADOS

6.1. Observaciones generales

La tincion de los RP fue observada exclusivamente en el nucleo (y no en el
citoplasma) de las células epiteliales y estromales de todos los compartimientos
endometfriales estudiados en ambos grupos (Figura llIB). La inmunorreaccion
positiva fue también observada en las células del miomefrio. Las células de los
endotelios vasculares no presentaron una tincién especifica. Cuando el anticuerpo
monoclonal primario fue sustituido por un anticuerpo inespecifico, la ausencia de
tincién demostré la alta especificidad de las reacciones antigeno-anticuerpo
(Figura [lIA).

6.2. Porcentaje de células positivas

Hubo efectos significativos de la region, el compartimiento histologico y la
ubicacién (P < 0.0001) sobre el porcentaje de células positivas. Los epitelios
(luminal y glandular) presentaron un mayor porcentaje de células positivas que el
estroma (al dia 5: 84 % vs. 53%, respectivamente). El Grupo B tuvo menor
cantidad de células positivas que el Grupo C, excepto al dia 10 en el estroma
intercaruncular (Cuadro 1). En los epitelios, ambos grupos presentaron mayor
porcentaje de células positivas al dia § que al dia 10, excepto en el epitelio
glandular profundo del Grupo B. Las células del estroma presentaron un patrén
diferente: en el Grupo B hubo mas células tefiidas al dia 10 que al dia 5 excepto
en el estroma intercaruncular profundo, y no se observé efecto del dia en el Grupo
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C, excepto en el estroma intercaruncular profundo, donde hubo mayor porcentaje
de células positivas al dia 5 que al dia 10 (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de células positivas en el tejido endometrial a los dias 5 y
10 del ciclo estral (Estro=Dia 0), en ovejas del Grupo C y Grupo B.
Los valores se presentan como porcentaje del total de células *

errores estandar.
Compartimiento Grupo B Grupo C
histolégico Dia § Dia 10 Dia5 Dia 10
ELI 8054160 657:20° 89.0:1.8° 764:1.7°
Epielio ELC 82.0 + 2.02 59.0 + 2.6: 92.6 + 2.1: 766+ 'z.o;i
EGS 87.3+16° 68.0:20 947:18° 74.0:17
EGP 666:16° 64.3:20° 771:198° 713:17°
EIS 445:16° 641+20° 633:18 653217
EIP 316:16° 338220 442:19° 306217
Estroma a b c c
ECS 4721207 587:26° 66.4:20° 64.4:20
ECP 48.4+20% 57.8:26° 684:20° 64.9:20°

ELI = epitelio luminal intercaruncular; ELC = epitelio luminal caruncular; EGS = epitelio
glandular superficial; EGP = epitelio glandular profundo; EIS = estroma intercaruncular
superficial; EIP = estroma intercaruncular profundo; ECS = estroma caruncular superficial;
ECP = estroma caruncular profundo. Valores con diferentes letras dentro de la misma fila
son significativamente diferentes, P < 0.05.

6.3. Intensidad de tincién promedio

Hubo un efecto significativo del observador, dia, compartimiento histolégico y
ubicacion sobre la intensidad de tincién promedio (P < 0.0001) y una interaccién
entre dia y tratamiento (P = 0.09). Los datos de ambos observadores fueron
agrupados para estudiar las diferencias entre tratamientos y dias. Los datos de
intensidad de tincion promedio en los diferentes compartimientos histolégicos se
muestran en la Figura IV. En general, el Grupo B presenté una tincidbn menos
intensa (menor cantidad de RP) que el Grupo C al dia 5 del ciclo, pero esto no se
observé al dia 10. En el Grupo C, 6 de 8 compartimientos histolégicos tuvieron
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mayor intensidad de tincién al dia 5 que al dia 10. En el Grupo B, este patrén sélo
se observd en el epitelio luminal (caruncular e intercaruncuiar) y las glandulas
superficiales (Figura IV).

Al dia 5, ambos grupos presentaron mayor intensidad de tincién en el epitelio
glandular superficial que en el profundo, pero esta diferencia no se encontré al dia
10 (P<0.001). El estroma intercaruncular superficial mostr6 una tincidn mas
intensa que el profundo, y el estroma caruncular profundo tuvo mayor intensidad
de tincién que el estroma intercaruncular profundo (Figura V).

Fig 1ll. Localizacion inmunohistoquimica de los RP en el endometrio de ovejas
alimentadas con diferentes planos nutricionales. (EGS = epitelio glandular
superficial, EIS = estroma intercaruncular superficial, EL = epitelio luminal). (A)
Control negativo (400X); (B) Tincién nuclear exclusiva (600X); (C) Grupo B, Dia
5 (100X); (D) Grupo C, Dia 5 (100X); (E) Grupo B, Dia 10 (100X); (F) Grupo C,
Dia 10 (100X).
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Figura IV. Intensidad de tincion promedio de los RP los dias 5 (o) y 10 (m) del ciclo estral
de ovejas alimentadas con un plano de nutricion bajo (Grupo B) y control (Grupo C).
Barras (promedios minimos cuadrados + errores estandares) con diferentes letras son
significativamente diferentes (P<0,05).
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7. DISCUSION

Este estudio demostr6é que la subnutricién afecta el contenido endometrial de los
RP en la fase luteal temprana del ciclo estral de la oveja. Al dia 5, las ovejas
alimentadas con un plano nutricional bajo presentaron una menor intensidad de
tincion promedio de RP (menor contenido de RP) que las ovejas alimentadas con
una dieta que cubria sus necesidades diarias de mantenimiento. Es conocido que
las proteinas receptoras retienen y concentran las hormonas especificas en los
tejidos blanco (Clark y col., 1992), por lo tanto, el menor contenido de RP en el
Grupo B podria explicar los hallazgos de Lozano y col. (1998), donde las ovejas
subnutridas presentaron un menor contenido endometrial de P4 que las controles
al dia 5, aun presentando mayores concentraciones plasmaticas de P4. No se
observaron diferencias en la tinciébn de RP al dia 10, y esto concuerda con los
similares contenidos endometriales de P4 encontrados en ambos grupos en este
dia (Lozano y col., 1998).

Como la P4 ejerce una regulacion en menos sobre su propio receptor (Clark y
Mani, 1994), la mayor concentraciéon de P, durante el ciclo estral en las ovejas
subnutridas (Lozano y col., 1998) podria explicar parcialmente la menor cantidad
de RP encontrada al dia 5 en este grupo. Sin embargo, no se observaron
diferencias entre grupos en la concentracién de P, hasta el dia 5 -dia en que se
tomaron las muestras- y estos valores eran bajos (aprox. 0,7 ng/mL, Lozano y col.,
1998). Otra alternativa para explicar el menor contenido de RP en el endometrio
de ovejas subnutridas observado en el presente estudio, puede sér & través de
posibles diferencias en el factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-I)
cuya concentracion plasmatica disminuye en las ovejas subnutridas (Hua y col.,
1995): 1) Como el IGF-I estimula el crecimiento y la diferenciacién de las células
ovaricas (Lucy y col., 1999), la menor concentracién de IGF-I provocada por una
deprivacién nutricional podria llevar a una menor producciéonm de E; y en
consecuencia, a una menor cantidad de RP. 2) Se ha sugerido que el IGF-I
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estimula la funcién del RE de una manera independiente del ligando (Flint y col.,
2002), y RE a su vez, es el principal inductor de Ia expresion de RP, por lo tanto,
un nivel nutricional bajo podria resultar en un menor contenido de los RP
endometriales.

La mayoria de los compartimientos histolégicos del Grupo C presentaron una
tincion promedio para RP mas intensa al dia 5 que al dia 10, lo cual concuerda
con la conocida regulacién en menos de la P4 sobre su propio receptor descrita en
varias especies (Clark y col., 1992). Las concentraciones uterinas de RE y RP
son mayores alrededor del estro en respuesta a los estrogenos y menores en la
fase luteal debido a la accion inhibitoria de la P4 (Miller y col., 1977). En el Grupo
B, sélo tres de ocho compartimientos presentaron mayor contenido de RP al dia §
que al dia 10 y no hay una explicacién obvia para este hecho. Se podria especular
que en el Grupo B, el endometrio era muy poco sensible a la P, ya al dia 5 (menor
expresion de RP) y por lo tanto, la inhibicién no pudo ser observada.

Las células epiteliales presentaron una mayor intensidad de tincion de los RP que
las células del estroma y la regulacion en menos de los RP también fue mas
pronunciada en las primeras. Meikle y col. (2000) describieron el mismo fenémeno
para la regulacion de los REa por los estrégenos en el endometrio ovino,
sugiriendo que el estroma responde menos intensamente que el epitelio.
Asimismo, las células del estroma mantuvieron la tincion de RP a lo largo de todo
el ciclo estral en otras especies (Brenner y col., 1990: primates; Geisert y col.,
1994: suinos).

La intensidad de tinciéon también se vio afectada por la ubicacién celular. Mientras
que se observé una regulacién en menos de los RP en el epitelio glandular
superficial, esto no se observo en el epitelio glandular profundo en ninguno de los
grupos. Hallazgos similares han sido descritos en primates: el epitelio glandular
profundo mantuvo su tincién de RP durante mas tiempo que las zonas mas
superficiales (Brenner y col., 1990). El epitelio glandular superficial tuvo una tincion
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de RP mas intensa que el epitelio glandular profundo en ambos grupos al dia 5.
En trabajos previos también se ha reportado que la ubicaciéon celular afecta el
contenido de los receptores esteroideos sexuales en el endometrio de los
rumiantes (Cherny y col., 1991, Meikle y col., 2000, Thatcher y col., 2003), pero la
razén para esta diferencia en la expresion de los receptores a lo largo de las
glandulas endometriales aun no se conoce. En el estroma intercaruncular también
se observaron diferencias en la ubicacion celular: el estroma superficial present6
una tincién mas intensa que el estroma profundo, independientemente del grupo y
del dia del ciclo. Esta potencial mayor sensibilidad a las hormonas esteroideas
sexuales del estroma superficial puede ser relacionada con un rol funcional, ya
que éste es el compartimiento histolégico mas intimamente ligado al epitelio
luminal. En el Gtero, los RE estromales son esenciales para la mitogénesis y
secreciéon del epitelio inducidas por el E; y actuarian a través de factores
paracrinos (Cooke y col., 1998).

El hallazgo mas interesante de este trabajo fue el menor contenido endometrial de
RP en las ovejas subnutridas al dia 5 del ciclo. Tomando en cuenta que la P4
puede modificar la relacion embrio-maternal (Lawson y Cahill, 1983), la menor
sensibilidad del endometrio a la P4 en las ovejas subnutridas podria afectar la
sobrevivencia embrionaria. En trabajos previos, la subnutricién afecté el desarrollo
embrionario: las ovejas subnutridas (alimentadas con las mismas dietas que en el
presente trabajo) tuvieron mayor porcentaje de mérulas y blastocistos tempranos,
mientras que ovejas bien alimentadas tuvieron mayor numero de blastocistos
expandidos al mismo tiempo post-servicio (Abecia y col., 1997).
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8. CONCLUSION

Los resultados del presente trabajo indican que en la oveja, la subnutricion
provoca una reduccién en la sensibilidad del endometrio a la accién de la
progesterona en la fase luteal temprana -demostrado por el menor contenido de
RP en las ovejas subnutridas al dia 5 -, y que este efecto varia de acuerdo al
compartimiento histolégico.
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