INMUNOEXPRESION DE LA PROTEINA DE SHOCK TERMICO HSP70

EN TESTICULOS DE FETOS OVINOS TRATADOS IN UTERO |

| CON GLUCOCORTICOIDES |

C RESUMEN )

Bajo condiciones de estrés, existe un aumento
en la expresion de proteinas de choque térmi-
co (HSP) y estén vinculadas al desarrollo tes-
ticular fetal. Condiciones estresantes también
estimulan la produccién de hormonas como
los glucocorticoides, por lo que testeamos si
la administracion prenatal de glucocorticoides
afecta la expresion de HSP70 en el parénquima
testicular fetal de ovinos. Ovejas Merino prefia-
das (n=12) fueron asignadas al azar para recibir
3 dosis de betametasona (grupo tratado) a los
104, 111 y 118 dias de gestacién (DG), o solu-
ci6n salina (grupo de control). Los fetos machos
fueron sacrificados a los 121 DG y sus testicu-
los fueron fijados y procesados para histologia,
e inmunohistoquimica. Se cuantificé por anali-
sis de imagenes la inmunoexpresién de HSP70
en el parénquima testicular fetal de animales
tratados y controles. La inmunoexpresién de
HSP70 aumenté en el grupo tratado con beta-
metasona comparando con el grupo control
a los 121 DG (8,6 + 0,3 versus 6,1+0,3). Hasta
donde sabemos esta es la primera descripcion
de la expresién de HSP70 en testiculos de fetos
ovinos. Concluimos que los glucocorticoides re-
gulan la expresion de la proteina HSP70 en cé-
lulas testiculares fetales.

C SUMMARY )

Under stressful conditions, there is an increase
in the expression of heat shock proteins (HSP)
and this response is linked to testicular deve-
lopment in the fetus. Stressful conditions also
stimulate the production of glucocorticoid hor-
mones, so we tested whether prenatal adminis-
tration of glucocorticoids affects the expression
of HSP70 in the fetal testicular parenchyma of
the sheep. Pregnant Merino ewes (n = 12) were
randomly allocated to receive 3 doses of saline
(control) or betamethasone at 104, 111 and 118
days of gestation (DG). At 121 DG, samples of fe-
tal testis were fixed and processed for histology
and evaluation of immunoexpression of HSP70
in the testicular parenchyma. There was more
immunostaining for HSP70 in treated animals
than in controls DG (8,6 + 0,3 versus 6,1+0,3).
To our knowledge this is the first description

of HSP70 expression in fetal sheep testis and it
has shown that HSP70 expression is regulated
by glucocorticoids. It seems likely that stress
during pregnancy would exert similar effects.

C INTRODUCCION )

Las proteinas de shock térmico o HSPs, o “pro-
teinas de estrés”, son proteinas altamente con-
servadas en organismos procariotas y eucario-
tas (Welch 1992).Las HSPs, son inducidas por el
estrés quimico y fisico, como el shock térmico
(Kampinga & Craig 2010) y se expresan constitu-
tivamente en niveles bajos en condiciones fisio-
légicas normales (Niino et al. 2000). La HSP70
juega un rol importante durante la proliferacién
celular, en la meiosis y apoptosis de células ger-
minales en ratén. demostré por la presencia de
espermatocitos paquiténicos apoptéticos de-
tenidos en la fase G2/M de la meiosis en rato-
nes knock-out para el gen de Hsp70 (Mori et al.
1997), y carentes de espermatidas y espermato-
zoides en la edad adulta (Dix et al. 1997). En co-
nejos se ha evaluado en testiculos que el estrés
por calor aumenta la expresion de la proteina
HSP70 (Pei et al. 2012). Por lo tanto el presen-
te estudio buscé determinar los efectos de un
modelo de estrés fetal farmacolégico, como es
la administracién de glucocorticoides, sobre la
inmunoexpresién de la HSP70 en testiculos de
fetos ovinos.

€ OBJETIVOS )

Determinar la expresién de la proteina de shock
térmico HSP70 en fetos ovinos a los 121 dias de
gestacion luego de la administracién in utero de
betametasona.

Q MATERIALES Y METODOS )

Los procedimientos y protocolo experimental
utilizados fueron aprobados por el Comité de
Etica de Experimentacién Animal del Departa-
mento de Agricultura de Australia Occidental.
Se utilizaron ovejas Merino Australiano prefia-
das (n=12) con un tnico feto, asignadas al azar
en dos grupos. El grupo tratado recibié 3 dosis
de betametasona intramuscular de 0,5 mg / kg,
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y el grupo control recibi6 suero salino, ambos a
los 104, 111 y 118 dias de gestacién (DG). Las
crias machos fueron obtenidas por cesarea y
sacrificadas a los 121 DG (n=6 por grupo) para
la obtencién de sus testiculos, que fueron fija-
dos en solucién de Bouin durante 12 hs para su
posterior procesamiento histolégico. Luego ob-
tenidos los cortes histolégicos por microtomia a
5 um se realizé la técnica de inmunohistoquimi-
ca. Los cortes de testiculo fueron incubados con
anticuerpo primario monoclonal de ratén anti
HSP70 (Invitrogen, clone: MB-H1) a una con-
centracién de 5 ug/ml. Luego los cortes fueron
incubados con anticuerpo secundario biotini-
lado goat anti mouse IgG (Kit ab64259, abcam,
USA Se revelé con diaminobencidina (DAB) y se
contra coloreé con hematoxilina de Mayer. Las
imagenes se obtuvieron con una camara digital
conectada a microscopio (Premiere Profesional
binocular, Model MRP-5000, Manassas, USA).
Se midi6 el porcentaje de drea immunomarcada
para la HSP70 en parénquima testicular a 400
aumentos, con el programa (Imagel). El 4rea
marcada de HSP70 se calcula como un porcen-
taje mediante el anélisis de segmentacién de
color, extrayéndose todos los objetos de un co-
lor especifico (marrén). Los datos se expresaron
como media * error estandar de la media. Las
medias de los grupos se compararon median-
te analisis de varianza de un factor (ANOVA)
p <0,05 con Statgraphics Plus ® 5.1 (Statisti-
cal gréfico Corp, Rockville, Maryland, EE.UU.,

1994-2000).

—

La inmunoexpresién de HSP70 se observé en
los testiculos de animales tratados y control,
siendo mayor la expresion en los tratados con
betametasona comparando con el grupo control
(8,6 + 0,3 versus 6,1+0,3). En animales trata-
dos la inmunoexpresion fue marcada en todas
las células principalmente en células germi-
nales (gonocitos), Sertoliy Leydig (Figura 1a).
En animales controles a nivel de los cordones
sexuales se observé una leve inmunoexpresion
en gonocitos, y leve expresién en células de
Sertoli. En el tejido intersticial la inmunomar-
cacién se evidencid en forma leve a moderada
en células de Leydig, siendo algunas células in-
tersticiales negativas a HSP70 (Figura 1b).

RESULTADOS

DISCUSION Y CONCLUSION |

El presente trabajo es hasta donde sabemos la
primera descripcién de la expresion de HSP70
en el testiculo de ovinos Merino australiano y

durante el desarrollo fetal. La importancia de
este estudio radica en que los resultados indi-
can que los glucocorticoides regulan una pro-
teina clave como la HSP70 en los procesos de
diferenciacién y establecimiento de células de
la linea germinal en el testiculo en desarrollo
(Dix et al. 1996). El rol de la proteina HSP70 en
testiculos es motivo de investigacion dada la re-
levancia de la misma como factor anti-apoptoti-
co.. Resta evaluar a lo largo del desarrollo fetal
y la vida postnatal si estos cambios persisten
afectando la espermatogénesis futura.

Figura 1. Localizacién de la proteina HSP70 en
los testiculos de ovinos a los 121 dias de ges-
tacién tratados in utero con betametasona (a),
grupos control con suero salino (b) y control ne-
gativo de la técnica de inmunchistoquimica sin
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incubacién de anticuerpo primario anti-HSP70
(c). En a) observe la marcada tincién positiva
(color marrén) en parénquima testicular en fe-
tos ovinos, a nivel de gonocitos (flechas negras)
y en células de Sertoli (flechas blancas). Barra
de escala: 20 micras.
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 oia RESUMEN

e

En los afios noventa debido a la crisis del valor
de la lana se impulsé otra alternativa comple-
mentaria a la produccién de la fibra lo que fue
la produccion de carne ovina de calidad, defi-
niéndose asi el producto Cordero Pesado “Tipo
Sul”. El engorde a campo natural es una forma
de alimentacion limitada por la estacionalidad
de la oferta y calidad de la misma. Hay infor-
macion actualizada sobre el desempefio de cor-
deros sobre campo natural suplementados con
concentrados en términos de ganancia de peso
vivo, sin embargo en lo referente al crecimiento
de lana en estas condiciones es escasa la infor-
macién disponible.

El objetivo de este trabajo fue la evaluacién del
crecimiento de lana durante 48 dias mediante
la técnica de Dye-banding. Se suministré dos
formas fisica de suplemento: molido y peletea-
da, la racién totalmente mezclada (RTM) con-

tenfa cascara de arroz como fuente de fibra.
Se utilizaron 90 corderos cruza, hijos de ove-
jas Corriedale y padres asignados al azar puros
Finnish y cruza simple Finnish- Milchschaf, en
un disefio de parcelas en bloques al azar de 2
tratamientos con 3 repeticiones. En relacion al
crecimiento de lana se obtuvo en promedio un
crecimiento de 7,6 gd-1, no se detectaron di-
ferencias (P>0.05) entre las formas fisicas de
RTM. No fueron detectados (P>0.05) efectos de
raza paternay tipo de parto sobre el crecimiento
de la lana La técnica de Dye-banding fue efec-
tiva para hacer evaluaciones de crecimiento de
lana en periodos cortos.

e SUMMARY )

Due to the wool crisis which occurred in the ni-
neties, a complementary alternative for wool
production, called “Heavy lamb SUL type” was
developed to encourage high quality meat pro-
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