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Diego era boliviano y no conocia la mar. El padre, lo llevo a descubriria.
Viajaron al sur.

Ella, la mar, estaba mas alla de los altos médanos, esperando.

Cuando el nifio y su padre alcanzaron aquellas cumbres de arena,
después de mucho caminar, la mar estallo ante sus ojos. Y fue tanta la
inmensidad de la mar, y tanto su fulgor, que el nifio quedo mudo de su
hermosura.

Y cuando por fin consiguio hablar, temblando, tartamudeando, pidio a su
padre:

Ayudame a mirar”.

Eduardo Galeano

A mi familia y amigos
Ladrillos de mi Castillo
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Resumen

El objetivo de ésta tesis fue estudiar la sensibilidad y capacidad de respuesta a los
estrogenos (E) y a la progesterona (P), en términos de concentracion de sus
receptores (RE, RP) y de sus correspondientes transcriptos, en cervix de corderas
prepuberes y de ovejas adultas en diferentes estados reproductivos. Las
concentraciones de RE y RP se midieron por ensayos de union y las de transcriptos
(REa-ARNm y RP-ARNm) por hibridizacion en solucion. En corderas prepuberes,
el tratamiento con diferentes dosis de E, modifico la expresion de RE y RP en el
tracto reproductivo en forma bifésica, siendo el cervix el 6rgano que mostr6 una
respuesta de mayor magnitud a nivel transcripcional. Durante el ciclo estral, las
concentraciones de RE y RP fueron mayores al estro que en la fase luteal, tanto en
cervix craneal, como en caudal; mientras que el REa-ARNm fue mayor al estro solo
en cervix caudal. En ovejas en anestro estacional tratadas con P+GnRH, las
variaciones en la expresion de RE y RP al momento de la ovulacion y en la fase
luteal temprana fueron similares a las encontradas en ovejas ciclando en el cervix
craneal, mientras que en el cervix caudal no se encontraron variaciones. Los
resultados, en su conjunto, demuestran que el cervix tiene una elevada sensibilidad y
capacidad de respuesta a E y P y que los mecanismos moleculares que modulan la
sensibilidad del cervix a las hormonas esteroideas ovaricas pueden ser diferentes
segun el estado reproductivo y la region cervical.

Summary

The aim of this thesis was to study the sensibility and capacity of response to the
estrogens (E) and to the progesterone (P), in terms of their receptors (ER, PR) and
their respective transcripts concentrations, in cervix of prepubertal lambs and adult
ewes at different reproductive states. The ER and PR concentrations were measured
by binding assays and their transcripts (ERa-mRNA, PR-mRNA) concentrations by
solution hybridization. In prepubertal lambs, the treatment with different doses of E,
modified the ER and PR expression in the reproductive tract in a biphasic manner,
being the cervix the organ that showed the highest response at transcriptional level.
During the estrous cycle, the ER and PR concentrations were higher at estrus than in
the luteal phase in cranial and caudal cervix, while the ERa-mRNA was higher at
estrus only in the caudal cervix. In seasonal anestrus ewes treated with P+GnRH, the
variations in the ER and PR expression at the ovulation and in the early luteal phase
were similar to the cycling ewes in the cranial cervix, while in the caudal cervix
variations were not found. The whole results demonstrate that the cervix has a high
sensibility and capacity of response to E and P and that the molecular mechanisms
that modulate the sensibility of cervix to the steroid ovarian hormones can be
different according to the reproductive state and the cervical region.



A. INTRODUCCION

El cervix ovino como barrera biotecnoldgica

En el Uruguay, luego de 12 afos de disminucion del stock ovino, existen indicios de
que la tendencia se esta revirtiendo (M.G.A.P., 2005). La produccién ovina significo
mas de 220 millones de ddlares en la zafra 2004-2005 (S.U.L., 2005a), representando
el 13% de las exportaciones agropecuarias del pais (M.G.A.P., 2005). El Uruguay
cuenta con aproximadamente 10 millones de ovejas (DI.CO.SE., 2005), de las cuales
dos tercios son de la raza Corriedale (S.U.L., 2005b).

En ovinos, la inseminacion artificial (IA) y la transferencia de embriones (TE) no
han alcanzado aun el nivel de desarrollo que tienen en otras especies, limitando su
progreso genético y productivo. Se estima que en el Uruguay se inseminan
artificialmente el 2% de las hembras al afo (Fernindez-Abella, 1995). Los bajos
porcentajes de prefiez que se obtienen en general, limitan la aplicacion comercial de
la IA y la TE en la oveja. La baja fertilidad luego de la IA cervical con semen
congelado en ovinos es un fendmeno multifactorial y uno de los factores mas
importantes es el lugar donde se realiza la deposicion seminal (Salamon & Maxwell
2000). Se ha observado que la fertilidad aumenta proporcionalmente a la profundidad
en que se realiza la deposicion seminal en el canal cervical (IA cervical), a razon de
un 7 a 12 % por cm (Eppleston et al. 1994) y es maxima cuando se hace directamente
en la luz uterina (IA uterina transcervical) (Sayre & Lewis, 1997).

La aplicacion de la IA y la TE quirtrgicas, por laparoscopia o laparotomia media
ventral, accediendo directamente al cuerno uterino (IA uterina) ha mejorado los
indices de concepcion (Armstrong & Evans, 1984; Windsor et al. 1994; Fair et al.
2005). Sin embargo, las técnicas quirdrgicas son de riesgo y de alto costo, por lo
cual, la TA uterina transcervical es una alternativa que genera gran expectativa
(Salamon & Maxwell, 2000). Lamentablemente, la canulacion transcervical en la
oveja es dificultosa. Comparado con el bovino, el cervix ovino es de dificil acceso
y no es posible su manipulacién bimanual; ademas, la presencia de anillos que
constrifien el canal cervical, dificultan el pasaje de la canula (Halbert et al. 1990b;
Windsor et al. 1994). Se ha reportado que la IA uterina transcervical fue exitosa en
forma variable, entre el 43 al 76 % de las ovejas inseminadas (Windsor et al. 1994).
Para facilitar la canulacion transcervical en ovinos se han desarrollado dos
estrategias: la apertura fisica del cervix y la induccién hormonal de la dilatacion
cervical.

La apertura fisica del cervix utilizando forceps (Halbert et al, 1990b) e instrumental
disenado especialmente para ovinos (Wulster-Radcliffe & Lewis, 2002) ha
mejorado los indices de concepcidn, pero son de manejo engorroso y pueden
producir lesiones que afectarian la fertilidad (Campbell et al. 1996).
Recientemente, se ha descrito que la estimulacion cervico-vaginal por parte de la
canula de IA, limitaria dramaticamente el nimero de corderos nacidos, sugiriendo
la activacion de un factor hormonal que interrumpiria la prefiez (Wulster-Radcliffe
et al. 2004). La induccion hormonal de la dilatacion cervical en ovinos esta basada
en los mecanismos endocrinos estudiados principalmente en humano y raton. Se
han propuesto varias hormonas que, administradas solas o combinadas, inducirian
la dilatacion del cervix ovino: 17B-estradiol (E;) (Owiny et al. 1992); oxitocina
1



(Ox) (Khalifa et al. 1992; Sayre & Lewis, 1996 y 1997; King et al. 2004); relaxina
(Akinbami et al. 1990); prostaglandina E2 (PGE2) (Owiny & Fitzpatrick 1990); E,
mas Ox (Khalifa et al. 1992; Flohr et al. 1999) y E, mas PGE2 (Barry et al. 1990;
Mylne et al. 1992). El éxito de la induccion hormonal de la dilatacion del cervix
depende de que no afecte la fertilidad, como ha sido reportado para el tratamiento
con Ox (Stellflug et al. 2001; King et al. 2004).

Los resultados de la induccion hormonal de la dilatacion del cervix ovino no han sido
utilizados mas alla de la fase experimental. Las bases endocrinas y moleculares de
¢ste fendmeno todavia no estan claras, lo que limita la eleccidén de la hormona, su
dosis, su via de administracion y el efecto esperado de la misma. El estudio de los
mecanismos endocrinos y moleculares de la funcionalidad del cervix ovino podria
aportar nuevos elementos para orientar una estrategia de manipulacion hormonal de la
dilatacion cervical.

Reproduccion en la oveja

La oveja presenta la primera ovulacion (pubertad) a los 6-9 meses de edad, pero con
gran variabilidad, dependiendo de factores genéticos, ambientales y nutricionales
(Hafez 1987). La oveja se comporta como poliéstrica estacional y los ciclos estrales
ocurren entre fines de verano y otofno (estacion reproductiva), interrumpiéndose el
resto del afio (anestro estacional). En la raza Corriedale, los ciclos estrales ocurren
entre diciembre y junio y en Uruguay se encarneran aproximadamente el 75% de las
ovejas entre febrero y marzo (Cardellino, 1992). Puesto que la gestacion dura entre
140-156 dias, los nacimientos ocurren en primavera, cuando las condiciones
climaticas y nutricionales son favorables para la supervivencia (por revision ver
Goodman 1994). En la oveja, el periodo entre el parto y el primer estro (anestro
posparto) usualmente se solapa con el anestro estacional, por lo cual las ovejas no
pueden quedar prefiadas hasta la proxima estacion reproductiva; a menos que, tras un
breve anestro posparto, se utilicen tratamientos hormonales para inducir la ovulacion,
lograr la prefiez y obtener partos durante la estacion reproductiva (Crosby et al. 1991;
Fukui et al. 1991; Knights et al. 2001; Husein & Kridli, 2003; Knights et al. 2003),

1. Pre-pubertad

El periodo pre-puberal se caracteriza por la ausencia de ovulacion y la baja
concentracion circulante de estrégenos (E) y progesterona (P) (Ryan et al. 1991). En
éste periodo, a pesar de que los componentes del sistema hipotdlamo-hipofisario-
gonadal maduran tempranamente (Foster & Karsch, 1975; Worthington & Kennedy,
1979; Foster et al. 1988; Manning et al. 1993; Meikle et al. 1998), la liberacién de la
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) estd disminuida (Foster & Ryan,
1979). Los E producidos por el ovario ejercerian una retroalimentacion negativa
sobre el centro liberador de GnRH (teoria gonadostatica) (Foster & Ryan, 1979), que
se perderia paulatinamente al acercarse la pubertad (Day et al. 1987).

El tracto reproductivo debe llegar a la pubertad con el desarrollo suficiente para
poder garantizar una exitosa monta, transporte espermatico, fecundacion y
mantenimiento de la gestacion. En corderas se ha detectado un aumento transitorio
de E; entre los dias 14 a 42 luego del nacimiento, concomitante con un empuje en la
adenogénesis uterina (Taylor et al. 2000). Se ha propuesto que la maduracion del
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utero ovino es bifasica, siendo independiente de las hormonas sexuales antes del
nacimiento y en la primera etapa postnatal (hasta el dia 14) y dependiente después
(Bartol et al. 1999). La dependencia de la maduracion uterina a los esteroides
sexuales ha sido confirmada en ratones RE-“knockout” y RP-“knockout”, a los que
se les provoco la disrupcion de los genes que codifican las proteinas receptoras de E
(RE) y de P (RP). Las ratonas RE-“knockout” y RP-“knockout”, presentan un tracto
reproductivo completo, pero hipoplasico e indiferenciado (Couse & Korach, 1999;
Conneely et al. 2001).

Muy poco se sabe de las caracteristicas del desarrollo del cervix ovino previo a la
pubertad. El cervix prepuber es pequefio en largo y en peso y también posee anillos
internos mas pequefios que en adultas (Naqvi et al. 2005) (Figura 1). A su vez, se ha
logrado canular menos profundamente el cervix de corderas prepuberes que el de
ovejas adultas (Eppleston et al. 1994; Kershaw et al. 2005) y se han reportado bajos
porcentajes de prefiez luego de la pubertad, respecto a los subsiguientes celos (Hare
& Briant, 1985). Sin embargo, a excepcion de una tendencia a retener un nimero de
espermatozoides menor en el tracto reproductivo, las corderas en su primer estro no
tendrian como factor limitante el transporte y distribucidon espermatica para quedar
prenadas (Lane et al. 1993). Estos aspectos hacen que el cervix cobre particular
importancia como factor limitante de la IA en corderas.

cervix de cordera prepuber A

cervix de oveja adulta

Figura 1 - Moldes de silicona del canal cervical de cordera prepuber (A) y de
oveja adulta (B) (Naqvi et al. 2005).

2. Ciclo estral

El ciclo estral es el resultado de una cadena de eventos donde el cerebro, la hipdfisis,
los ovarios y el utero establecen vias neuro-endocrinas y endocrinas de
comunicacion, que coordinan la funcidon reproductiva (por revision ver Goodman,
1994). El ciclo ovéarico en la oveja, estd regulado por la interrelacion entre las
hormonas producidas por ésos 6rganos: GnRH del hipotdlamo, hormona luteinizante
(LH) y hormona foliculo estimulante (FSH) de la hipofisis, E e inhibina de los
foliculos ovéricos, P y Ox del cuerpo luteo (CL) y prostaglandina F2a (PGF2a) del
utero (por revision ver Goodman, 1994).



La oveja tiene un ciclo estral con una duracion promedio de 17 dias. La fase folicular
es corta y se caracteriza por la presencia de un foliculo ovulatorio que produce altas
concentraciones de E, y por el comportamiento estral (estro) que dura entre 24-36 h
(por revision ver Goodman, 1994). En el dia del estro (dia 0) se produce el pico
preovulatorio de LH y la ovulacién ocurre aproximadamente a las 24 h del mismo
(Scaramuzzi et al. 1993). Posee una fase luteal prolongada, caracterizada por el
desarrollo del CL, el aumento paulatino de las concentraciones circulantes de P y que
finaliza con la lutedlisis en los dias 14 o 15 del ciclo (por revision ver Goodman,
1994). En el intervalo interestros se suceden de 2-5 (cominmente 3) ondas de
crecimiento folicular, cada una acompafiada del correspondiente incremento en las
concentraciones circulantes de E, (Ginther et al. 1995; Vifoles et al. 1999; Evans et
al. 2000). Los E y la P controlan el ritmo del ciclo estral, participando en los
mecanismos de retroalimentacion negativos y positivos (“feedback loops™) entre el
eje ovario-hipotdlamo-hipofisario (por revision ver Goodman, 1994; Wathes &
Lamming, 1995; McCracken et al. 1999).

La bibliografia es coincidente respecto al rol regulatorio de los esteroides sexuales
ovaricos sobre la funcionalidad y, mas especificamente, sobre los procesos de
remodelacion del cervix (Gorodeski, 1996). El cervix ovino se hace permeable al
ascenso de los espermatozoides en el estro y permanece firmemente cerrado en la
fase luteal (Heydon & Adams, 1979). El cervix actuaria como reservorio de
espermatozoides controlando su transporte hacia el tracto reproductivo craneal,
valiéndose de profundas criptas en su mucosa, revestida de células ciliadas y
secretoras de mucus (Wergin, 1985). Ademas, en el cervix ovino durante el ciclo
estral se han observado modificaciones histologicas (Wergin, 1979), mioeléctricas
(Ayad et al. 2004; Cavaco-Goncalves et al. 2006) y de las caracteristicas fisico-
quimicas del mucus cervical (Heydon & Adams, 1979), que coinciden con las
variaciones ciclicas de los E y la P.

3. Gestacion y parto

El establecimiento de la prefiez requiere el desarrollo de sefiales moleculares entre el
embrion y la madre, con el objetivo de evitar la lute6lisis y retener el embrion. En
rumiantes, el interferén-t (IFN-71) secretado por el concepto interrumpe el “feedback”
positivo entre la Ox ovarica y la PGF2a uterina y evita la lutedlisis (Mann et al.
1999). Durante la gestacion en la oveja, los niveles de P se mantienen altos,
inhibiendo la actividad contractil del tracto reproductivo (Garcia-Villar et al. 1984;
Fuchs et al. 1996). En ésta especie, la primera mitad de la gestacion depende del CL
y posteriormente se vuelve dependiente de los esteroides sexuales secretados por la
unidad feto-placentaria (Caton & Kalra, 1990).

En ovinos, se ha propuesto que el parto se desencadena por un aumento de la
secrecion de adenocorticotrofina (ACTH) hipofisaria fetal, que genera un incremento
del cortisol a partir de las adrenales fetales (Kendall et al. 1977) (Figura 2). El
cortisol fetal estimula la actividad de las aromatasas placentarias, desviando la
produccion de P y androgenos, hacia la sintesis y produccion de E, (Leung et al.
1998). Por lo tanto, la baja relacion E/P en la circulacion materna que caracterizaba a
la prefiez, se invierte antes del parto por disminucion de la P y aumento de E (Leung
et al. 1998). La alta relacion E/P induce una serie de eventos moleculares y celulares



que modifican el tracto reproductivo y lo preparan para la expulsion del feto (Leung
et al. 1998, Fuchs et al 2001) (Figura 2).

El cervix sufre cambios profundos durante el proceso de gestacion y parto, basados
especialmente en un activo metabolismo de su matriz extracelular, dependiente de
los esteroides ovaricos (Gorodeski, 1996). Al momento del parto, coexisten y se
interrelacionan fendmenos moleculares y celulares, mayoritariamente descritos en la
mujer y en roedores (El Maradny et al. 1997), por lo cual la comprension global de la
dilatacion del cervix es dificultosa y atin oscura. La coordinacion de éstos fendmenos
depende de los E y la P, actuando a través de sus receptores especificos RE y RP
(Gorodeski, 1996; Stjernholm et al. 1996), directamente o a través de otras hormonas

(Figura 2).
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Figura 2 — Esquema de los procesos vinculados a la dilatacion cervical durante el parto. Las flechas

punteadas y los signos de interrogacion indican que el evento fue descrito en especies
diferentes de la ovina. PTGs: proteoglucanos, GAGs: glucosaminoglucanos; NO: 6xido
nitrico.

A nivel molecular, se ha reportado que la produccion de colagenasas intersticiales en
cervix de cobaya es estimulada por los E, bloqueada por la P, y mediada por Ox y PG
(Rajabi et al. 1991ay 1991c; Rajabi & Cybulsky, 1995) (Figura 2). En cervix de rata,
los E y la P modulan la actividad de la Ox regulando la expresion su propio receptor
(ROx) (Murata et al. 2003) (Figura 2). Un mecanismo bien conocido de
retroalimentacion de la secrecion de Ox en el parto es el reflejo neuroendocrino de
Ferguson (Flint et al. 1978) (Figura 2). Por otra parte, la sintesis de PGE2 depende de
la P, que inhibe una de las enzimas claves en su sintesis (la ciclo oxigenasa-2),
previniendo el inicio del parto en coneja, (Sato et al. 2001) (Figura 2). Ademas, la
actividad colagenolitica en cervix de humano a término aumenta con la aplicacion
local de PGE2 (Osmers et al. 1991). A su vez, en cervix a término, también se han
registrado la activacion de la degradacion y/o remodelacion del colageno (Rajabi et
al. 1991b; Sato et al. 1991; Wolf et al. 1996; Imada et al. 1997 y 2002),
modificaciones en el recambio de glucosaminoglucanos y proteoglucanos (Rath et al.
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1993; Osmers et al. 1995) y la produccion de 6xido nitrico (Ledingham et al. 2000)
(Figura 2). El mecanismo por el cual el 6xido nitrico induce la maduracion cervical
podria estar mediado por PG (Ledingham et al., 1999) (Figura 2).

A nivel celular, la disminuciéon de la P al parto posibilitaria la muerte celular
programada (apoptosis) de fibroblastos y de células del tejido muscular liso (Leppert,
1998) y la invasion de leucocitos (Timmons & Mahendro, 2006) en cervix murino
(Figura 2). Ademas, se han detectado el recambio (Leppert, 1998) y la infiltracion de
células de la linea blanca sanguinea (Ramos et al. 2000 y 2002; Timmons &
Mahendroo 2006) que liberan mediadores de la respuesta inflamatoria (Ito et al.
1994; Stjernholm- Vladic et al. 2004a) (Figura 2).

Otros fendmenos dependientes de los esteroides ovaricos y vinculados a la dilatacion
cervical son: la contractilidad cervical (Garcia-Villar et al. 1984) y la permeabilidad
del epitelio cervical (Gorodeski, 1998; Gorodeski & Pal, 2000) (Figura 2).

Especificamente en el cervix ovino, se han reportado variaciones en el metabolismo
y en la organizacion de los componentes de la matriz extracelular a medida que
progresa la gestacion (Fitzpatrick & Dobson, 1979; Fosang et al. 1984; Fosang &
Handley, 1988; Owiny et al 1987; Anderson et al. 1991; Regassa & Noakes, 2001).
En particular, se han detectado modificaciones estructurales en las fibras de colageno
de la matriz cervical, asociadas a la disminucion de la P y al aumento del E, al parto
(Fitzpatrick, 1977) (Figura 2). El cervix ovino durante la gestacion aumenta de
tamano (Aughey et al. 1983) y de peso (Regassa & Noakes, 2001), pero mantiene su
contenido de agua entre 76 y 80% (Regassa & Noakes, 2001). Por otra parte, en
cervix de ovejas a término, disminuye la concentracion de coldgeno (Regassa &
Noakes, 2001); a pesar de que no se detectd aumento de la actividad colagenasa a lo
largo de la gestacion en experimentos in vitro (Raynes et al. 1988), ni tampoco
modificaciones aparentes en la cantidad relativa de coldgeno en experimentos in vivo
(Aughey et al. 1983; Regassa & Noakes, 2001). Esto ha planteado la interrogante
sobre la existencia de modificaciones en la cantidad y/o distribucion del conjuntivo
cervical y cual es el sistema mediador entre las hormonas esteroideas y la
maduracion del cervix ovino (Figura 2). Se ha reportado que la extensibilidad del
cervix ovino al parto puede ser mediada por PG, puesto que es posible bloquearla
utilizando inhibidores de su sintesis (Ledger et al. 1985; Owiny et al. 1987) y se ha
vinculado a la PGE2 como responsable de ésta mediacion (Ellwood et al. 1980;
Ledger et al. 1983, Wu et al. 2005) (Figura 2). Al parecer, la remodelacion del cervix
ovino al parto, se basaria fundamentalmente en la formacion de
glucosaminoglucanos y su efecto sobre la desagregacion de las conexiones entre las
fibras de colageno (Fosang et al. 1984; Fosang & Handley, 1988; Regassa & Noakes,
2001), evento regulado por las hormonas esteroideas sexuales a través del sistema
Ox/PG (Figura 2). Si bien existen multiples evidencias de que los fendémenos de
remodelacién del cervix ovino al parto estan regulados por los E y P, la
determinacion de los RE y RP al parto no se ha realizado todavia en ésta especie,
pero se han determinado en humano y rata (Gorodeski & Pal 2000; Ramos et al.
2000; Stygar et al. 2001; Wang et al. 2001; Murata et al. 2003, Stjernholm-Vladic et
al. 2004b).

El complejo modelo que se ha propuesto para explicar la secuencia de eventos
moleculares, celulares y fisiologicos que llevan a la dilatacidon cervical en el parto
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ovino, podria tener cierta similitud con los mecanismos que operan en las
modificaciones cervicales al estro; dado que, previo al mismo, también se registra la
inversion en las concentraciones de E/P.

4. Anestro posparto

Dado que, en la oveja, el anestro posparto se solapa con el anestro estacional, el
estudio aislado de éste periodo implica la induccién hormonal de la ovulacion
durante el anestro estacional y la obtencion de partos durante la estacion
reproductiva. El anestro posparto se caracteriza por la ausencia de ovulacion
(Rubianes & Ungerfeld, 1993) y la baja secrecion pulsatil de LH (Wright et al. 1983;
Clarke et al. 1984), al tiempo que involuciona el tracto reproductivo. La involucién
macroscopica del Utero y la reasuncion de la actividad ciclica ovérica se alcanzan
alrededor de la tercera o cuarta semana posparto (Mallampati et al. 1971; Rubianes &
Ungerfeld, 1993; Hauser & Bostedt, 2002), al igual que la recuperacion de la
sensibilidad uterina a las hormonas esteroideas (Tasende et al. 1996). Luego del
parto, la reasuncion de la actividad reproductiva depende de factores genéticos,
ambientales y nutricionales (por revision ver Novoa, 1984) y se basa en el aumento
de la frecuencia de liberacion de GnRH (Wise et al. 1990), que promueve un
aumento de la pulsatilidad de LH (Schirar et al. 1990) y el reinicio de la ciclicidad
ovarica.

Si se tiene en cuenta que el cervix ovino sufre una reduccion de al menos 5 veces su
peso (Regassa & Noakes, 2001) en aproximadamente tres semanas luego del parto,
es de suponer una activa remodelacion cervical en éste periodo. Si bien la infiltracion
de leucocitos en el cervix ovino se presenta durante la gestacion, su actividad (en
términos de actividad mieloperoxidasa) es maxima al parto, por lo cual han sido
vinculados a la remocion posparto de deshechos de la matriz extracelular (Owiny et
al. 1995). En el cervix humano, la remodelacién del tejido cervical posparto estaria
dada por el aumento en la sintesis de coldgeno y de pequefios proteoglucanos, con
participacion de factores de crecimiento (Westergren-Thorsson et al. 1998) y
procesos de cardcter inflamatorio, como la infiltracion celular (Bosquiazzo et al.
2005) y la liberacién de citoquinas (Young et al 2002; Timmons & Mahendroo
20006).

5. Anestro estacional

En el anestro estacional, las concentraciones circulantes de E, y P son basales
(Tasende et al. 2002) y el crecimiento folicular en ondas es continuo (Souza et al.
1996), pero no se produce la ovulacion. Sin embargo, la administracion de
gonadotrofinas o E, puede inducir la ovulacion (Karsch & Foster, 1975; Caraty et al.
1989) y existen diversos protocolos desarrollados con esta finalidad (McLeod et al.
1982; Crosby et al. 1991; Fukui et al. 1991; Knights et al. 2001; Tasende et al. 2002;
Husein & Kridli, 2003; Knights et al. 2003). La falta de ovulaciéon espontanea se
debe a la disminucion de la pulsatilidad de la LH, como consecuencia de la alta
sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisiario al “feedback” negativo de los E (Karsch
et al. 1980). Se ha propuesto que la oveja detecta las variaciones fotoperiodicas a
través de la secrecion nocturna de melatonina (Malpaux et al. 1989), cuya duracion
provee la informacion sobre el ciclo luz-oscuridad. Las variaciones estacionales en la
secrecion de la melatonina son capaces de modular la liberacion de GnRH y el patron
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de secrecion de gonadotrofinas. La salida de la estacidon reproductiva se produce
cuando se revierte el “feedback” negativo de los E sobre la secrecion de la LH,

permitiendo la aparicion del pico preovulatorio de LH y la ovulacion (Ravindra &
Rawlings, 1997).

Hasta el momento, no existe informacion sobre las caracteristicas del cervix en
ovejas en anestro estacional e inducidas a ovular hormonalmente. Se ha reportado
que la profundidad de la canulacion cervical podria ser menor en ovejas fuera de la
estacion reproductiva que durante la misma (Kershaw et al. 2005). En la gata en
anestro, el cervix no permite el pasaje de liquido radiopaco y la profundidad de la
canulacion transcervical es menor que en el estro (Zambelli et al. 2005).

Esteroides sexuales y mecanismo de accion
1. Hormonas esteroideas ovaricas

Las hormonas esteroideas ovaricas E y P, son sintetizadas a partir del colesterol en
los foliculos ovaricos y en el CL, bajo el control de las gonadotrofinas (por revision
ver Scaramuzzi et al 1993; Driancourt & Thuel, 1998). Estas hormonas circulan en el
plasma sanguineo unidas débilmente a la albumina sérica de baja especificidad o
firmemente unidas a globulinas especificas (por revision ver Clark et al. 1992). Son
moléculas pequenas y liposolubles, que atraviesan las membranas celulares
libremente. Al no ser acumuladas en las glandulas de sintesis y secrecion y dado que
el "clearence” de los esteroides es generalmente estable, la concentracién sanguinea
de la hormona refleja su tasa de sintesis (por revision ver Edqvist & Forsberg, 1997).

2. Receptores de estrogenos y de progesterona (RE y RP)

Los E y la P ejercen su accion a través de sus proteinas receptoras especificas (RE y
RP, respectivamente), presentes en los tejidos blanco. Los RE y RP componen la
familia de receptores nucleares, que funcionan como factores de transcripcion
cuando se unen a la hormona correspondiente y regulan la expresion de determinados
genes (Clark & Mani, 1994). Los receptores de esteroides tienen una estructura
molecular comin, con dominios funcionales diferenciados: el dominio de unién a la
hormona, el dominio de unién a sitios especificos del ADN -cuya secuencia definida
de bases es llamada elementos de respuesta a esteroides (“SER”)- y el dominio de
activacion de la transcripcion (Tsai & O Malley, 1994). Los esteroides sexuales se
unen a su receptor especifico y el complejo hormona-receptor formado se dimeriza,
se une a los SER e induce el reclutamiento de factores reguladores de la
transcripcion, para activar o reprimir aquellos genes hormono-dependientes cuyos
productos estdn involucrados con la accion de las hormonas esteroides en los
procesos reproductivos (Pettersson & Gustafsson, 2001).

En los ultimos afos, se ha avanzado significativamente en el conocimiento del
mecanismo de acciéon de las hormonas esteroideas ovaricas. Se han descubierto
diferentes tipos de RE nucleares (Kuiper et al. 1996) y de isoformas de RP nucleares
(por revision ver Conneely et al 2001) y existen actualmente evidencias
experimentales que muestran una via de accion no gendomica de las hormonas
esteroideas en los tejidos reproductivos (por revision ver Revelli et al. 1998).
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3. Subtipos de RE, isoformas de RP y accién no gendmica de los
esteroides ovaricos

Se han descrito dos tipos de RE, denominados RE alfa (REa) y RE beta (REp)
(Kuiper et al. 1996). Estas proteinas son productos de diferentes genes y poseen alta
homologia en los dominios de unién al ADN, homologia parcial en los dominios de
union a la hormona y escasa homologia en los dominios de activacién de la
transcripcion (Kuiper et al. 1996 y 1997; Pettersson & Gustafsson, 2001). Al menos
en ratones y ratas, el REa es predominante en oviducto, tutero y cervix, donde el REf3
es indetectable o se expresa muy poco. El REP es predominante en el ovario, donde
el REa se expresa en menor cantidad (Kuiper et al. 1997, Couse & Korach, 1999;
Wang et al. 1999 y 2000; Mowa & Iwanaga, 2000). Los ratones hembra REa-
“knockout” -con disrupcion del gen REa-, exhiben tractos reproductivos
hipoplasicos, pobremente diferenciados e insensibles a los E, mientras que los RE 3-
“knockout” -con disrupcion del gen RE(-, presentan problemas de fertilidad pero
desarrollan tractos reproductivos aparentemente normales (Couse & Korach, 1999;
Hewitt & Korach, 2003). Se ha sugerido que, en algunos tipos celulares y tejidos, las

funciones biologicas del REP podrian ser dependientes de la presencia del REa
(Couse et al. 1997)

En ovinos, el REa fue detectado en el tutero, oviducto y cervix de corderas
prepuberes (Taylor et al. 2000; Meikle et al. 2001; Morrison et al. 2003) y en tutero
de ovejas adultas (Ing & Ott 1999; Tasende et al 2005a) y se sugiere que es el
predominante y el responsable de la accion estrogénica clasica sobre el tracto
reproductivo (por revision ver Meikle et al. 2004). El REB fue detectado por
inmunohistoquimica en utero de corderas inmaduras (Morrison et al. 2003), pero la
expresion del gen REP no fue detectada en el utero neonatal (Carpenter et al. 2003).
En uteros de ovejas adultas fueron detectados transcriptos de ambos tipos, siendo el
REa mas abundante que el REB (Whitley et al. 2000). En el cervix-vagina de rata
(Wang et al. 2000) y en cervix humano (Wang et al. 2001), se han descrito ambos
subtipos de RE, siendo el REa predominante. En cervix humano, el REa estaria
involucrado en el aumento E-dependiente de la permeabilidad cervical (Gorodeski &
Pal, 2000), aunque no se puede descartar que el RE[ participe en algunos procesos
de remodelacion cervical (Wang et al. 2001).

Se han descrito dos diferentes isoformas del RP, llamadas RP-A y RP-B, que derivan
de un mismo gen con sitios alternativos de regulacion de su expresion (Conneely et
al. 2001). Las dos isoformas tienen similares dominios de union a la hormona y al
ADN, pero presentan importantes diferencias en los dominios de activacion de la
transcripcion. El RP-B posee una secuencia de aminodcidos extra en el dominio
transcripcional, que ha sido vinculada con una diferente funcion de activacion de la
transcripcion (Conneely et al. 2001). Los trabajos en ttero de ratas con disrupcion
selectiva de las isoformas -RP-A o RP-B “knockout”-, sefialan que el RP-A seria el
responsable de la accidon antiestrogénica de la P y el RP-B de sus efectos
proliferativos. A su vez, el RP-A actuaria como represor y el RP-B como activador
de la transcripcion del REa (Conneely et al. 2001, Conneely et al, 2002). En cervix
humano se reportaron ambas isoformas del RP y se describié una regulacion
diferencial en el proceso del parto (Stjernholm-Vladic et al. 2004b).



Ademas de la clasica accion gendomica via los receptores nucleares, los E y la P
pueden ejercer sus efectos a través de receptores ubicados en la membrana celular
(por revision ver Revelli et al. 1998). Las acciones no gendmicas de los esteroides
sexuales ovdaricos, se caracterizan por ser rapidas (segundos a minutos) e
independientes de inhibidores de la transcripcion (Bramley, 2003; por revision ver
Revelli et al. 1998). A modo de ejemplo, existen evidencias experimentales “in
vitro” que han reportado como acciones no genémicas la supresion de la secrecion
de LH pituitaria a partir de los E (Arreguin-Arévalo & Nett 2006) y la inhibicion de
la unién entre la Ox y su receptor endometrial por parte de la P (Bishop & Stormshak
2006). El debate acerca de la naturaleza y el rol fisiologico de éstos receptores de
membrana recién ha comenzado.

4. Regulacion de RE y RP

El grado de respuesta de los tejidos efectores a las hormonas estd determinado, en
parte, por la concentracion de la hormona circulante, las caracteristicas cinéticas de
la union hormona-receptor y concentraciones tisulares del receptor (Clark et al.
1992). Se han utilizado las determinaciones de la afinidad de la union hormona-
receptor y de la concentracion de los receptores hormonales como indicadores de la
sensibilidad de los tejidos a las hormonas esteroides ovaricas (Clark et al. 1992) y de
madurez del tracto reproductivo durante el desarrollo (Greco et al. 1993; Gorski &
Hou, 1995; Meikle et al. 2004).

La regulacion de la concentracion de RE y RP en los tejidos efectores la ejercen los
propios E y P, estimulando o inhibiendo la expresion de diversos genes, incluidos los
genes que codifican a sus propios receptores (Clark et al. 1992; Clark & Mani, 1994).
El complejo E-RE es capaz de estimular la expresion de RE y RP, mientras el
complejo P-RP inhibe la expresion de ambos receptores esteroideos (Clark et al.
1992; Ing et al. 1993; Clark & Mani 1994).
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B. ANTECEDENTES
1. El cervix ovino

El cervix ovino es un 6rgano Unico, tubular, alargado y fibroso. En el adulto, mide 5
a7 cm de largo y 3 a 6 mm de didmetro interno. Los pliegues de la mucosa
interfieren la luz del canal cervical, formando 5 a 7 anillos con forma de embudo y el
vértice hacia caudal (Halbert et al. 1990a). Los orificios en el vértice de éstos anillos
suelen disponerse en forma excéntrica y no coincidente (Figura 1) (Halbert et al.
1990a; Naqvi et al. 2005; Kershaw et al. 2005). La pared cervical comprende 3 capas
definidas: la mucosa cervical, el estroma y la muscular (Wergin, 1979; Mor¢, 1984).
La mucosa cervical presenta un epitelio estratificado escamoso hacia caudal y un
epitelio columnar simple hacia craneal, el cual se profundiza en forma arborizada,
formando criptas que actuarian como reservorio de espermatozoides luego de la
eyaculacion (Moré, 1984). Por debajo del epitelio cervical, el estroma esta
constituido por tejido conectivo, en el cual estdn incluidas células musculares lisas
(Mor¢, 1984). La matriz extracelular del tejido conectivo contiene principalmente
colageno, siendo la proteina mayoritaria del cervix. Se ha reportado que el cervix
ovino posee 4 veces mas cantidad de colageno que el utero (Regassa & Noakes,
2001). Ademas de las diferencias en el tipo de epitelio de la mucosa cervical (More,
1984), en el canal cervical se pueden diferenciar dos regiones anatomo-funcionales a
lo largo de su eje longitudinal: la region caudal, contigua a la vagina, desde el
vestibulo de entrada hasta el tercer o cuatro anillo y la region craneal, contigua al
cuerpo uterino. La primera posee el menor diametro de luz cervical, siendo la
principal barrera para la IA transcervical, mientras que la segunda contiene los
anillos mas pequetios e indefinidos (Halbert et al. 1990a; Kershaw et al. 2005). Para
el orificio cervical caudal se han descrito hasta cinco tipos morfoldgicos, segun la
disposicion de los pliegues de la mucosa vaginal a su alrededor (Halbert et al. 1990a;
Nagqvi et al. 2005; Kershaw et al. 2005).

Debido al rol modulador que los E y la P cumplen sobre el desarrollo, la morfologia
y la funcionalidad del cervix ovino (Fitzpatrick, 1977; Fitzpatrick & Dobson, 1979;
Aughey et al. 1983; Fosang et al. 1984; Fosang & Handley, 1988; Owiny et al 1987;
Anderson et al. 1991; Regassa & Noakes, 2001, Ayad et al. 2004), resulta importante
conocer su sensibilidad y capacidad de respuesta a éstas hormonas, en términos de
afinidad y concentracion de los RE y RP cervicales y estudiar de que manera se
distribuyen estos receptores en cervix de corderas prepuberes y en ovejas adultas en
diferentes estados reproductivos.

2. RE y RP en el tracto reproductivo de corderas durante el
desarrollo

Los E y la P estimulan la proliferacion y diferenciacion celular y el desarrollo y
crecimiento del tracto reproductivo de las hembras prepuberes (Clark & Mani, 1994).
En utero, la expresion del REa es baja o no detectable en corderas neonatas y una
semana después aumenta considerablemente, acompafiando las primeras etapas de
diferenciacion de las glandulas endometriales que se completaria hacia los 2 meses
de edad (Taylor et al. 2000). Se han determinado los RE y RP uterinos en corderas
desde los 2 a los 9 meses de edad (Gardfalo & Tasende 1996, Meikle et al 1997,
Meikle et al. 2000b) y se ha sugerido que los niveles de expresion de los RE y RP
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uterinos disminuyen en la medida que la cordera madura (por revision ver Meikle et
al, 2004). Mediante el tratamiento de corderas prepuberes con hormonas esteroideas
sexuales, se comprobd que ambos receptores son fisiologicamente activos antes de
que comience la actividad ciclica ovarica (Meikle et al. 1997). El tratamiento con P
de corderas pre-puberes de 2 meses de edad, aumentod el peso del ttero y disminuyd
la concentracion de RE y RP. El tratamiento con E, aument6 el peso del utero
(Meikle et al. 1997) y regulé en forma bifasica las concentraciones de RE y RP
uterinos, con una primera fase de inhibicion, seguida de una fase de recuperacion de
ambos receptores (Meikle et al. 2000b). La fase inhibitoria de las concentraciones de
RE y RP uterinos es un efecto transitorio y concomitante con la induccion de la
transcripcion de ambos receptores (Meikle et al. 2000b). La disminucion temprana de
los RE y RP tras el tratamiento estrogénico pudo deberse a la disminucion de la
sintesis o al aumento de la inactivacion o de la degradacién de las proteinas
receptoras (Zhou et al. 1993; Alarid et al. 1999). Para el RE, ésta Gltima posibilidad
fue demostrada a través de la deteccion del REo uterinos mediante
enzimoinmunoensayos € inmunohistoquimica (Meikle et al. 2000a y b).

En cervix y oviducto de corderas prepuberes, fueron caracterizados los RE y RP,
demostrandose que tienen similares constantes de disociacion aparente (Kd) que los
uterinos, pero las concentraciones fueron menores (Meikle et al. 2001).
Contrariamente a lo que sucedio en ttero, en cervix y en oviducto de corderas de 2
meses de edad el tratamiento con P no modificé el peso (Meikle et al. 1997), la
concentracion de los RE y RP, ni la de sus transcriptos (REa-ARNm y RP-ARNm)
(Meikle et al. 2001). Esto podria deberse a que el cervix y el oviducto prepuber
poseen menor concentracion de RP y necesitarian un estimulo previo con E para
lograr aumentar los niveles de RP y la capacidad de respuesta a la hormona (Meikle
et al. 2001). El tratamiento de corderas prepuberes con E, aumento el peso de ambos
organos (Meikle et al. 1997) y, en el cervix, aumento los niveles de REa-ARNm y de
RP-ARNm sin registrarse incrementos significativos en las concentraciones de las
proteinas receptoras RE y RP (Meikle et al. 2001). En el oviducto de las mismas
corderas, no se encontraron variaciones en la concentracion de las proteinas
receptoras ni en la de sus transcriptos tras el tratamiento estrogénico (Meikle et al.
2001). Para dilucidar éstas aparentes contradicciones, es que se plantea estudiar la
dindmica de expresion de los RE y RP en cervix y oviducto de corderas tratadas con
E, a diferentes dosis y tiempos de administracion.

3. REy RP en el tracto reproductivo de la oveja adulta

En la oveja adulta ciclando, existe bibliografia concordante que demuestra que las
concentraciones de RE y RP en ttero son mas altas en el estro que en la fase luteal
(Miller et al. 1977; Rexroad, 1981a; Ott et al. 1993; Tasende et al. 2005b) y estan en
acuerdo con las variaciones en las concentraciones de sus respectivos transcriptos -
REa-ARNm y RP-ARNm- (Ott et al. 1993). Por el contrario, es escasa la
informacion sobre la presencia de RE y RP en cervix de ovejas ciclando. En el unico
trabajo encontrado, los RE y RP fueron detectados por inmunohistoquimica al estro en
el epitelio cervical y no fueron evidentes en la fase luteal (Zhao et al. 1999). Teniendo
en cuenta que se encontré solamente un estudio de indole cualitativa y considerando
la importante influencia de los E y la P sobre la morfologia y funcionalidad del
cervix, se plantea determinar las concentraciones tisulares de RE y RP y sus
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mecanismos de regulacion a lo largo del cervix, en los momentos clave del ciclo
estral, como el dia de 1a IA y el de 1a TE.

Durante la gestacién ovina y mediante inmunohistoquimica, se encontraron escasas
células RE positivas en el tejido conectivo y escasas células RP positivas en tejido
muscular liso y vasos sanguineos del cervix (Zhao et al. 1999). Hasta el momento no
se han encontrado determinaciones cuantitativas de RE y RP en cervix de ovejas
durante la gestaciéon y el parto, situaciones en las que el cervix sufre las
transformaciones mas importantes.

Durante el posparto ovino en estacion reproductiva se caracterizaron los RE y RP en
cervix, los cuales mostraron valores de Kd similares a los uterinos y sus
concentraciones fueron mayores en el posparto tardio que en el temprano,
coincidiendo con la presencia de foliculos E-activos en los ovarios (Rodriguez-Pifion
et al. 2000). Pareceria que la recuperacion de la sensibilidad del cervix a los E y a la
P refleja la involucidon cervical posparto. Los resultados sugieren que los E
producidos por el reinicio de la actividad ovarica en el posparto tardio, inducen la
recuperacion de los receptores esteroideos en el cervix y estos podrian estar
vinculados a los eventos moleculares y celulares de remodelacion cervical durante el
posparto ovino en estacion reproductiva.

En ovejas en anestro estacional, hemos encontrado altas concentraciones de RE y RP
en utero (Tasende et al. 2002), que disminuyen tras el tratamiento con P y se
recuperan con tratamientos con GnRH para inducir la ovulacion (Tasende et al.
2002). Sin embargo, en cervix de ovejas en anestro estacional ninguna o muy poca
inmunosefial de ambos receptores fue reportada (Zhao et al. 1999), coincidiendo con
la escasa concentracion de RE en cervix de ovejas ovariectomizadas (Tang & Adams
1981 y 1986). La hipotesis de trabajo en este caso, se basa en que los tratamientos
hormonales de induccion de la ovulacion en ovejas en anestro estacional, podrian
modificar la sensibilidad y capacidad de respuesta del cervix a la accion de los E y P.
Dado que la obtencion de gestaciones mediante IA o TE a contraestacion es una
tecnologia reproductiva de interés, es importante la caracterizacion y cuantificacion de
RE y RP y como se distribuyen a lo largo del cervix, en los momentos clave luego de
la induccion de la ovulacion de ovejas en anestro estacional.
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C. OBJETIVOS

Objetivos Generales

Contribuir al conocimiento de los mecanismos moleculares que modulan la
sensibilidad y la capacidad de respuesta del cervix a los esteroides sexuales,
aportando conocimientos basicos para el desarrollo de tecnologias apropiadas para
la IA y TE en ovinos.

Objetivos Especificos

e Investigar el efecto del tratamiento con E,, en el tiempo y a diferentes dosis,
sobre la expresion de los RE y RP en cervix de corderas prepuberes y
compararlo con el oviducto y el utero.

e Estudiar la expresion de los RE y RP en diferentes regiones cervicales y
correlacionarlos con los niveles de estrégenos y progesterona circulantes,
durante el ciclo estral de la oveja en estacion reproductiva

e (aracterizar la expresion de los RE y RP en diferentes regiones cervicales en
ovejas en anestro estacional y durante el estro y la fase luteal temprana
inducidos.

D. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Se plantea estudiar la concentracion de RE y RP como una medida de la sensibilidad
a los E y ala P del cervix ovino, en varias situaciones reproductivas: corderas
prepuberes tratadas con E,, ovejas adultas ciclando naturalmente y ovejas adultas en
anestro estacional e inducidas a ovular. Para comprender como se modula la
sensibilidad y la capacidad de respuesta a las hormonas esteroideas sexuales, se
utiliz6 la determinacion conjunta de las concentraciones circulantes de E, y P y las
concentraciones tisulares en cervix de los transcriptos de receptores esteroideos
(REa-ARNm y RP-ARNm) y de las proteinas receptoras nucleares (RE y RP)
correspondientes.

Se realizaron tres disefios experimentales en ovinos Corriedale: Disefio 1, en
corderas prepuberes de 3 meses de edad tratadas con E,; Disefio 2, en ovejas adultas
ciclando durante la estacion reproductiva y Diseflo 3, en ovejas adultas en anestro
estacional e inducidas hormonalmente a ovular. Los experimentos fueron realizados
en el Campo Experimental No 1 de la Facultad de Veterinaria del Uruguay (35°LS) y
los animales fueron mantenidos con luz natural sobre pasturas nativas. El manejo y el
sacrificio de los animales se realizaron con la aprobaciéon del Comité de Etica y
Bienestar Animal de la Facultad de Veterinaria del Uruguay.

En los tres disefios, se determinaron las concentraciones de RE y RP por ensayos de
union con las hormonas radiactivas correspondientes, ensayos que determinan la
afinidad y capacidad de uniéon de E y P a sus receptores, pero que no discriminan
entre los diferentes subtipos del RE (REa y RE) ni entre las isoformas del RP (RP-
A y RP-B). Para las determinaciones del RE-ARNm se utiliz6 una sonda marcada
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que detecta especificamente el REa.-ARNm en ovinos, dado que seria el responsable
de la accidn estrogénica clésica sobre el tracto reproductivo (Meikle et al. 2004) y
para el RP-ARNm en corderas prepuberes se utilizd una sonda que no discrimina
entre las dos isoformas del RP.

El Diseiio 1 apunta a determinar la dindmica de regulacion de RE y RP en cervix a
diferentes dosis y tiempos de la administracion de E,, comparandolo con el oviducto
y con el utero. El tratamiento con E, consta de 3 dosis de la hormona separadas por
24 h. Los animales se estudiaron, sin tratamiento, con una, dos o tres dosis de E, y se
sacrificaron a las 12, 24 o 48 h de la ultima administracion. La frecuencia de éste
muestreo permite estudiar los efectos del E; en cervix y oviducto durante el periodo
de tratamiento.

En el Disefio 2 se utilizaron ovejas adultas ciclando normalmente, cuyos estros
fueron sincronizados para facilitar la obtencion precisa de tejido cervical en las
etapas que nos interesaban estudiar del ciclo estral: estro (momento de la TA), fase
luteal temprana (momento de la TE) y fase luteal tardia. La expresion de RE y RP se
estudio en las dos regiones cervicales que se han descrito para el cervix ovino, la
region proxima al utero (craneal) y la proxima a vagina (caudal).

El Disefio 3 se realizo con ovejas adultas en anestro estacional tratadas con Py
GnRH para inducir la ovulacion. La expresion y regulacion de los RE y RP
cervicales se estudiaron en el anestro estacional y en la ovulacion inducida (momento
de laIA) y la fase luteal temprana (momento de la TE); tanto en cervix craneal como
en el caudal. Se realizaron dos ensayos, en el primero se trataron ovejas en anestro
estacional con P+GnRH, se sacrificaron 1 dia luego del tratamiento (ovulacion
inducida) y se realizaron los respectivos controles (sin tratar, tratadas con P y
tratadas con GnRH). En el segundo ensayo, se trataron ovejas en anestro estacional
con P+GnRH vy se sacrificaron 1 dia (momento de la ovulacion inducida) o 5 dias
(fase luteal temprana) luego del tratamiento. Se ha reportado que el tratamiento de
induccion a la ovulacion mediante un “priming” de P, seguido de microdosis de
GnRH y luego un bolo de GnRH, sincroniza el pico preovulatorio de LH y la
ovulaciéon, ademas de producir un alto porcentaje de animales con fases luteales
normales (McLeod et al. 1982; Tasende et al. 2002 y 2005a). Esto permitié obtener
los cervices de grupos de animales bajo un status endocrino previamente
determinado.
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E. MATERIALES Y METODOS
1. Diseflos experimentales

Disefio 1 - Corderas prepuberes tratadas con E, (Publicacion I)

Veinte corderas Corriedale de 3 meses de edad fueron asignadas aleatoriamente a
cinco grupos de tratamiento (n=4 en cada uno). Un grupo no fue tratado (Grupo 0
h, control) y los otros fueron tratados con una (Grupo 12 h y 24 h), dos (Grupo 48
h) o tres (Grupo 72 h) inyecciones de 17B-estradiol (1 pg/’kg de peso, im), a
intervalos de 24 h. La efectividad de los tratamientos fue confirmada midiendo los
niveles de 17B-estradiol plasmaticos por RIA (Meikle et al. 1998). Los animales se
sacrificaron a las 0 h (Grupo 0 h), 12 h (Grupo 12 h) y 24 h (Grupo 24 h), 48 h
(Grupo 48 h) 0 72 h (Grupo 72 h) después de la primera inyeccion (ver Publicacion

I).

Al sacrificio, se diseco el tracto reproductivo, se pesaron el cervix y los oviductos,
se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80 °C. En ambos tejidos se
determind la concentraciéon de RE y RP por ensayos de union con las hormonas
tritiadas correspondientes y la concentracion de los transcriptos -REa-ARNm y
RP-ARNm- por hibridizacion en solucion con sondas especificas marcadas.

Disefio 2 - Ovejas adultas ciclando en la estacion reproductiva

El experimento se desarroll6 entre Febrero y Marzo, durante la estacion reproductiva
de la raza Corriedale en el Uruguay. Cuarenta ovejas que mostraron tener al menos
un ciclo de duracion normal (16 a 17 dias, confirmado con carneros vasectomizados
pintados con tiza de color durante 45 dias previo al experimento) fueron
sincronizadas con 2 dosis de un andlogo de PGF2a (150 pg, Glandinex, Universal
Lab., Montevideo, Uruguay) separadas por 6 dias (modificado por Menchaca et al.
2004). Diez dias luego del primer estro, los animales fueron alojados con carneros
vasectomizados pintados con tiza de color y los estros fueron detectados cada 12 h.
Se seleccionaron 24 animales cuyo estro fue detectado el mismo dia (dia 0), para ser
sacrificados al dia 1 (D1), 6 (D6) o 13 (D13) del ciclo (n=8 en cada grupo). En el
momento de la seleccidn, los promedios (X+s.e.m, n=24) del peso corporal y de la
condicion corporal (escala de 0 a 5, 0: emaciada, 5: obesa; Russell et al. 1969) fueron
de 39.1+£0.85 kg y 2.4+0.1, respectivamente. Inmediatamente luego del sacrificio, el
cervix fue disecado, pesado y registradas sus caracteristicas morfoldgicas. El orificio
cervical caudal fue clasificado morfologicamente de acuerdo con Halbert et (1990a)
en 4 tipos de orificio cervical externo diferentes, segiin la disposicion de los pliegues
de la mucosa vaginal a su alrededor: dos pliegues que conforman una “cola de pato”
(“duckbill”), un pliegue tnico formando una especie de solapa (“flap”), pliegues
apinados que forman una roseta (“rosette”) y la conformacion espiralada (“spiral”).
La profundidad de la penetracion cervical (penetrabilidad en cm) se obtuvo mediante
la introduccion de una sonda metalica graduada (diametro No 14) a través del orificio
cervical caudal, con el tracto reproductivo “ex situ”. Tras realizar movimientos
suaves de rotacion y de adelante a atras, se profundizd la sonda hasta tener clara
evidencia de resistencia, anotindose la canulacion maxima lograda luego de tres
intentos en cada cervix. Los cervices fueron seccionados transversalmente en tercios,
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congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C. En los tercios craneal y
caudal del cervix se determin6 la concentracion de RE y RP por ensayos de union y
la del transcripto REa.-ARNm por hibridizacioén en solucion, mientras que el tercio
medio se almaceno para estudios posteriores.

Para confirmar el estado endocrino, se obtuvieron muestras sanguineas que
inmediatamente fueron centrifugadas y el plasma fue almacenado a -20°C hasta las
determinaciones hormonales. Para la determinacion de P, la extraccion se hizo
diariamente desde la segunda dosis de PGF2a hasta el sacrificio y para la
determinacion de E,, se realizaron ventanas de muestreo con una frecuencia de 8 h
durante las ultimas 48 h previas al sacrificio. Cuatro ovejas fueron excluidas del
estudio por las razones que se detallan a continuacion. En el grupo D1, una oveja no
mostré signos ovulatorios en la superficie ovarica y sus perfiles de E, no fueron
compatibles con una fase folicular. En el grupo D6, una oveja presentd un tracto
reproductivo hipoplésico y otra fue rechazada por razones sanitarias. En el grupo
D13, una oveja presento perfiles de P compatibles con una lute6lisis en el dia 12 del
estro. El nimero de animales que finalmente se analizd en cada grupo fue: DI, n=7;
D6, n=6 y D13, n=7.

Disefio 3 - Ovejas adultas en anestro estacional e inducidas a ovular

Se realizaron dos ensayos utilizando ovejas en anestro estacional (Setiembre),
confirmado con carneros vasectomizados marcados durante los dos meses previos a
los experimentos. En ambos ensayos las ovejas fueron tratadas con un implante
intravaginal con 0.33 g de P natural (CIDR, EASI-BREED CIDR, Hamilton, New
Zealand) por 10 dias y, a partir del retiro del implante, se indujo la ovulacion con 9
microdosis de 6.7 ng de un andlogo sintético de GnRH (acetato de buserelina,
Receptal, Hoechst, Buenos Aires, Argentina) i/v cada dos horas. A las dos horas de la
ultima administracion de GnRH, se administr6 un bolo i/v de 4 pg de GnRH
(Receptal) (Tasende et al. 2002 y 2005a) para sincronizar el pico preovulatorio de LH
e inducir la ovulacion. Los animales fueron cateterizados en la yugular para facilitar el
tratamiento y la extraccion de sangre (Tasende et al. 2002 y 2005a).

Ensayo I — Anestro estacional y ovulacion inducida

De un total de 15 animales (peso corporal, X+sem, 42.0+1.2 kg), un grupo de animales
se sacrifico sin tratamiento (anestro, grupo A, n=4), otro al retirar el CIDR (Grupo P,
n=4) y otros dos grupos a las 24 horas de la administracion del bolo de GnRH, uno sin
tratamiento previo con P (grupo GnRH, n=4) y el otro con tratamiento previo con P
(grupo P+GnRH, n=3) (Tasende et al. 2002).

Ensayo 2 — Ovulacion y fase luteal temprana inducidas

En el segundo ensayo, 11 animales (peso corporal, X+sem, 42.5+1.8 kg) fueron
tratados con el mismo protocolo del grupo P+GnRH. Un grupo de animales fue
sacrificado 1 dia luego de la administracion del bolo de GnRH (D1 ind, n=6) (ind:
inducido) y otro grupo 5 dias luego de la administracion del bolo de GnRH (D5 ind,
n=5) (Tasende et al. 2005a).
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En ambos ensayos, el cervix fue seccionado transversalmente en tercios que fueron
pesados y congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C. En los tercios
craneal y caudal del cervix se determin6 la concentracion de RE y RP por ensayos de
union y la del transcripto REa-ARNm por hibridizacion en solucion, mientras que el
tercio medio se almaceno para estudios posteriores.

Para confirmar el anestro estacional y la efectividad de los tratamientos, se
determinaron las concentraciones séricas de LH, E, y P, mediante RIAs especificos
publicados previamente (Tasende et al. 2002 y 2005a). En ambos ensayos, todas las
ovejas tratadas con GnRH mostraron un pico de LH sincronizado, que comenzd 1 h
luego de la administracion del bolo, llegd al maximo a las 2 h y tuvo una duracion de
8 h. En el ensayo 1, las concentraciones séricas de P (nmol/L, X+sem) al momento
del sacrificio fueron mas altas en el grupo P que en los grupos A, GnRH y P+GnRH
(5.240.6, 1.3+0.6, 1.3+0.3 y 0.6+0.3, respectivamente) y las de E, (pmol/L, X+sem)
al momento del sacrificio fueron mas altas en el grupo GnRH respecto a los grupos
A, P y P+GnRH (28.6+1.7, 7.2+1.1, 10.2+0.9 y 12.5£3.3). En el ensayo 2, las
concentraciones de P (nmol/L, X+pooled s.e.) al momento del sacrificio fueron mas
bajas enel dia 1 (D1 ind) que en el dia 5 (D5 ind) luego de la administracion del bolo
de GnRH (0.84£0.3 y 6.5%0.5, respectivamente), mientras no hubo diferencias de dia
en las concentraciones de E, (pmol/L, X+pooled s.e.) al momento del sacrificio
(15.04£2.0 y 17.243.0, respectivamente).

2. Determinacion de hormonas por R.I.A

Las determinaciones de P y E, circulantes de las ovejas de los Disefios 1 y 3 fueron
publicadas previamente (Meikle et al. 1998 y Tasende et al. 2002 y 2005a,
respectivamente).

En el disefio 2, las concentraciones de P fueron determinadas por
radioinmunoanalisis ("*I-RIA) en fase solida (Count-A-Count TKPG; Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, CA, USA), de acuerdo a las indicaciones del
fabricante y previamente validado para plasma ovino (Garofalo & Tasende, 1996).
Todas las muestras se determinaron por duplicado en el mismo ensayo, con una
sensibilidad de 0.1 nmol/L y un coeficiente de variacion intraensayo del 10%. Para
las determinaciones de E,, las muestras fueron extractadas con éter dietilico y
analizadas en duplicado y con un 'I-RIA (estradiol double antibody, KE2D;
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA), descrito previamente para
plasma ovino (Meikle et al. 1998, Tasende et al. 2002). Todas las muestras fueron
procesadas en el mismo ensayo, con una sensibilidad de 4.0 pmol/L y coeficientes de
variacion intraensayo para tres controles de 25% (7 pmol/L), 8% (44 pmol/L), y 6%
(122 pmol/L).

3. Determinacion de REa-ARNm y RP-ARNm

Se utilizaron ensayos de hibridizacion en solucion para determinar los ARNm
especificos para REa y RP en cervix ovino. La técnica fue validada para diferentes
tejidos reproductivos ovinos por Meikle et al. (2000b) y descrita en la Publicacion L.
Se utilizaron sondas sintetizadas in vitro y marcadas con *°S-UTP, obtenidas de
plasmidos que contenian fragmentos de ADNc de 360 y 314 pb de REa y RP ovino

18



respectivamente, generosamente donados por la Dra. Nancy Ing (USA). El
tratamiento con enzimas de restriccion, EcoRI para el vector que contiene un
fragmento del ADNc de oREa (pGEM4Z) y HindIII para el vector que contiene el
ADNCc de oPR (pCRII), permiti6 la sintesis de ARNs anti-sentido usando T7 ARN-
polimerasa (Meikle et al. 2000b).

Los acidos nucleicos totales (ANT) fueron obtenidos digiriendo un homogeneizado
de tejido (200-250 mg) con proteinasa K en un buffer conteniendo SDS, seguido por
una extraccion con fenol-cloroformo. En el Disefio 1, la concentracion de ADN en
las muestras de ANT fue determinada con el reactivo HD-33258 (Hoechst) y medida
fluorométricamente a una longitud de onda de 458 nm (Publicacién I). En los
Disefios 2 y 3, la concentraciéon de ANT fue determinada espectrofotométricamente a
una longitud de onda de 260 nm. Las muestras de ANT fueron hibridizadas con
sondas especificas para REa-ARNm y RP-ARNm marcadas con **S-UTP, a dos
niveles de concentracion diferentes (20,000-40,000 cpm/tubo), en 40 pL de buffer
(0.6 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, 4 mM EDTA, 0.1% SDS, 0.75 mM DTT y 25% de
formamida, pH 7.5), bajo dos gotas de aceite de parafina. Se incubaron a 70°C toda
la noche para lograr la hibridizacion y luego se trataron con 1 ml de buffer RNasa
(0.3 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 40 ng RNasa A, 118 U RNasa Tl y
100 ug de ADN de timo de ternero, pH 7.5) durante 45 min a 37°C, para digerir el
ARN no hibridizado. Los hibridos marcados no digeridos por la RNasa fueron
precipitados con acido tricloroacético (100 uL, 6 M) y se colectaron por filtracion
con papel Whatman. La radioactividad fue determinada en un contador de centelleo
liquido. Todas las muestras de un mismo disefio fueron determinadas en el mismo
ensayo y por triplicado. Las concentraciones de REa-ARNm y RP-ARNm se
obtuvieron por regresion lineal y se expresaron en amol/pug de ADN en el Disefio 1
(Publicacion I) y en amol/Unidades Relativas de Absorbancia (URA) en los Disenos 2

y 3.
4. Determinacion de RE y RP

Los RE y RP se caracterizaron y cuantificaron por ensayos de union, competencia y
saturacion con los ligandos radiactivos y no radiactivos correspondientes. Estos
ensayos han sido validados para corderas prepuberes y ovejas adultas y en diferentes
tejidos (Garofalo & Tasende 1996; Rodriguez-Pifion et al. 2000; Tasende et al. 2005b).

Las muestras de tejido fueron laminadas a -40°C, homogeneizadas en buffer de
ensayo (TRIS 50 mM, EDTA 1.5 mM, DTT 1 mM, Na,MoO, 16.5 mM, Glicerol
10% v/v, pH=7.4) a 0-4°C en un Polytron a 27000 rpm 5 veces durante 5 s, con
intervalos de enfriamiento de 1 min. Los homogenizados se centrifugaron a 1000 x g
durante 15 min y los sobrenadantes se centrifugaron a 40000 x g por 90 min. En los
sobrenadantes (fraccion soluble) se ensayaron los RE y RP. La union total se
determind incubando por duplicado alicuotas de la fraccidon soluble con 5-6
concentraciones crecientes de (2,4,6,7-3H)-estradi01-17[3, 86 Ci/mmol (3H-E, 0.15 a
15 nM) para RE y de *H-ORG 2058 (160.-ethyl-21-hydroxy-19-nor[6,7,3H]pregnden-
3,20-dione), 40 Ci/mmol (0.25 a 30 nM) para RP. En paralelo, las mismas muestras se
incubaron por duplicado, con un exceso de 200 veces de los ligandos no marcados
(DES y ORG 2058), para determinar la unién no especifica. Luego de 18 horas de
incubacion, los esteroides libres fueron separados por el método del Carbon-
Dextrano (carbon 1% p/v, dextrano 0.1% p/v en buffer de ensayo). La radiactividad
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del sobrenadante se midi6 por centellografia liquida. La unidén especifica se obtuvo
por la diferencia entre la unidn total y la inespecifica.

Los resultados se analizaron por el modelo de Scatchard inverso (Braunsberg 1984),
estimando la constante de disociacion aparente (Kd, nM) y la concentracion de
receptores (fmol/mg proteina o fmol/mg de tejido). La concentracion de proteinas en
la fraccion soluble se determind por el método de Lowry, utilizando BSA como
estandar (Lowry et al. 1951).

Con la finalidad de chequear el proceso de extraccion de la fraccion soluble de las
diferentes muestras, se estudid la correlacion entre la concentracion de proteina en la
fraccion soluble (mg proteina/ml) con la concentracion de tejido en el buffer de
ensayo (mg tejido/ml). Se detectaron correlaciones positivas, tanto en el cervix
craneal en el Disefio 1 (r=0.7291, P<0.0003, n=20), como en el craneal y caudal en
los Disefios 2 (r=0.4251, P<0.01, n=40) y 3 (ensayo 1: r=0.5448, P<0.0002, n=30 y
ensayo 2: 1=0.6014, P<0.005, n=22). Esto refleja que el proceso de extraccion de la
fraccion soluble fue similar en todas las muestras de cervix.

5. Analisis estadisticos

Los pesos de los drganos, las concentraciones de RE, RP, REa-ARNm y RP-ARNm
fueron analizadas por ANOVA aplicando el modelo general lineal para el analisis de
varianzas (GLM Procedure, Statistical Analysis System, SAS, Institute Inc., 1998,
Cary, NC, USA). El modelo estadistico incluyo los efectos de grupo en los Disefios 1,
2 y 3, de tejido (oviducto vs. cervix) en el Disefio 1 y de region del cervix (craneal
vs. caudal) en los Disefios 2 y 3. Para establecer relaciones entre las variables, se
utilizo el test de correlacion (Statgraphics Plus for Window 2.0, Statistical Graphics
Corp., 1994).

En el Disefio 2, el tipo de orificio cervical externo y la penetrabilidad cervical fueron
analizados por el mismo modelo de ANOVA (GLM Procedure, SAS) incluyendo el
efecto de grupo (dia del ciclo). Las concentraciones circulantes de E, y P fueron
analizados por ANOVA (Mixed Procedure, SAS) para muestras repetidas, incluyendo
los efectos de tiempo de muestreo, grupo (dia del ciclo) y la interaccion entre ellos.

Para establecer correlaciones (Statgraphics Plus for Window 2.0, Statistical Graphics
Corp., 1994) entre el peso del cervix, las concentraciones cervicales de RE, RP, REa-
ARNm y RP-ARNm con las hormonas circulantes, se utilizo el promedio de las
concentraciones de cada hormona (E, y P) en las 48 h previas al momento del
sacrificio en el Disefio 2 y las concentraciones al momento del sacrificio en el Disefio
3.

Los resultados se expresan como la media de minimos cuadradosterror estindar de
la media (X+sem), tomando como nivel de significacion P<0.05.
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F. RESULTADOS

1. Corderas prepuberes tratadas con E, (Disefio 1, Publicacion I)

No hubo diferencias significativas en los pesos corporales promedios (pc, kg) de
las corderas en los diferentes grupos (Tabla I). Los pesos relativos al peso corporal
(mg/kg pc) del cervix y los oviductos aumentaron respecto a los controles a las 12
h de la primera dosis de E, y se mantuvieron altos durante todo el experimento
(Tabla I)

Tabla I- Peso corporal y pesos del cervix y los oviductos relativos al peso
corporal, de corderas prepuberes tratadas con una, dos o tres
dosis de E, cada 24 h (X+sem, n=4 en cada grupo).

Horas desde la

primera dosis Peso corporal Cervix Oviducto
nimero de dosis (pe) (kg) (mg/kg pe) (mg/kg pc)
0 h, control 179420 a 76.4x17.4 a 18.0+2.7 a
12 h, una dosis 16.9£1.4 a 173.7£24.0 b 28.3+3.4Db
24 h, una dosis 17.0£1.0a 162.2+24.4 b 26.5£2.4b
48 h, dos dosis 18.1£1.3 a 151.2+419.2 b 30.2+0.8 b
72 h, tres dosis 17.2+09 a 170.7£23.7 b 32.543.0Db

Las letras indican diferencias significativas (P<0.02).

En las corderas no tratadas (grupo O h, control), las concentraciones de REa.-
ARNm y de RP-ARNm (amol/ug ADN) y de las proteinas receptoras RE y RP
(fmol/mg proteina), no fueron diferentes entre cervix y oviducto (Tabla II).

Tabla Il - Concentraciones (X+sem) de REa-ARNm, RP-ARNm, RE y RP en
cervix y oviducto de corderas prepuberes sin tratar (0 h, control).

REa-ARNm RP-ARNm RE RP
(amol/pg ADN)  (amolug AND)  (fmol/mgprot.)  (fmol/mg prot.)
Cervix 32.7£7.9 1.51+0.37 569+155 524497
Oviducto 48.0+4.2 3.16+0.27 334+ 44 436+ 4

Las concentraciones de REa-ARNmM y RP-ARNm (amol/pg ADN) fueron afectadas
por el tratamiento con E, en cervix y oviducto (P<0.001) y por la interaccion entre el
tratamiento y tipo de o6rgano (P<0.05). La primera dosis de E, incrementd las
concentraciones de REa-ARNm y RP-ARNm a las 12 h en cervix y oviducto (Figura
3, Ay E). La maxima induccién de REa-ARNm se encontr6 a las 24 h en cervix y a
las 12 h en oviducto y la de RP-ARNm se detectd a las 12 h en ambos tejidos (Figura
3, A y E). En el cervix, las concentraciones de REa-ARNm y RP-ARNm
permanecieron altas en todos los tiempos estudiados. En el oviducto, se encontraron
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incrementos en las concentraciones de REa-ARNm solo a la primera dosis E,
(grupos 12 hy 24 h) yde RP-ARNma la primera y segunda dosis (grupos 12 h, 24 h
y 48 h) (Figura 3, A yE).
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Figura 3 — Concentraciones de REa.-ARNm y RP-ARNm (paneles izquierdos) y de RE y RP
(paneles derechos) expresadas como porcentaje de los controles en oviducto (A'y
B), utero (C y D) y cervix (E y F) de corderas control (0), y corderas tratadas con una
(12 y 24), dos (48), o tres (72) inyecciones de E, (n=4 en cada grupo). Los tejidos
fueron obtenidos 0, 12, 24, 48 o 72 h luego de la primera inyeccion. Las barras
(X+sem) marcadas con distintas letras difieren con una P<0.05, dentro de cada serie
y las marcadas con asterisco tienden a ser diferentes con una P=0.09. Los datos de
oviducto y cervix son del Disefio 1 (Publicacion I) y los datos de utero fueron

tomados de Meikle et al. 2000b.

En los ensayos de union, los valores de Kd (X+sem, nM) para RE y RP no fueron
diferentes para los diferentes tratamientos ni entre ambos tejidos (0.44+0.23 y
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0.82+0.24, n=20, en cervix; 0.46+0.12 y 0.56+0.19, n=20, en oviducto; para RE y
RP respectivamente).

Las concentraciones de RE y RP (fmol/mg proteina) en cervix y oviducto,
disminuyeron luego de la primera inyeccion de E, (a las 12 h) y posteriormente
aumentaron significativamente (P<0.001) (Figura 3, B y F). Las concentraciones de
RE volvieron a ser similares a las de los controles, aunque antes en el oviducto (24
h de la primera inyeccion) que en el cervix (48 h de la primera inyeccion). En
ambos tejidos, las concentraciones de RP llegaron a ser el doble respecto a los
controles a las 48 y 72 h de la primera inyeccion.

Los resultados obtenidos en el utero (Meikle et al 2000b), fueron incorporados a la
tesis (Figura 3, C y D) a los efectos de compararlos con los de cervix y oviducto. En
utero, las variaciones en las concentraciones de transcriptos (REa-ARNm y RP-
ARNm) y de proteinas receptoras (RE y RP), tuvieron perfiles diferentes a los
encontrados tanto en cervix como en oviducto.

2. Ovejas adultas ciclando en la estacion reproductiva (Disefio 2)
Determinaciones hormonales

Las concentraciones plasmaticas de P y de E, se muestran en la Figura 4. Las
concentraciones de P (nmol/L) fueron basales en el dia 0 y aumentaron
paulatinamente desde el dia 3, llegando al maximo entre los dias 11 y 13. Las
concentraciones de E, (pmol/L) fueron méaximas en los dias —1 y 0, manteniéndose
en niveles bajos el resto de los dias. Los perfiles sanguineos de las hormonas
confirman para cada grupo, la etapa del ciclo estral en que fueron sacrificados. Los
cervices del grupo D1 estuvieron expuestos a bajas concentraciones de P y
concentraciones preovulatorias de E, (fase folicular). Los cervices del grupo D6
estuvieron expuestos a concentraciones crecientes de P y bajas de E, (fase luteal
temprana). En el grupo D13, los cervices se obtuvieron luego de la exposicion a
concentraciones maximas de P y basales de E, (fase luteal tardia).

La concentracion de P (nmol/L) promedio de las 48 h previas al sacrificio, fue
diferente entre los dias del ciclo estral (P<0.0001), siendo menor en el grupo D1 y
mayor en el D13 (X+sem, 0.4+0.1, 7.8+0.6 y 12.0£1.5 para los grupos D1, n=7; D6,
n=6 y D13, n=7; respectivamente). Las concentraciones de E, (pmol/L), promedio
durante las 48 h previas al sacrificio fueron (X+ sem): 14.2+1.8, 9.3+1.0 y 7.6+0.2 en
los grupos D1, n=7; D6, n=6 y D13, n=7; respectivamente, siendo mayor en el grupo
D1 que en los otros grupos (P<0.005).
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Figura 4 — Concentraciones plasmaticas de E, (pmol/L) y P (nmol/L) en
ovejas durante el ciclo estral, (dia O=dia del estro). Las ovejas
fueron sacrificadas 1 (D1), 6 (D6) o 13 (D13) dias (flechas)
luego del estro. Para los niveles de P, hasta el dia 1, n=20; hasta
el dia 6, n=13 y hasta el dia 13, n=7. Para los niveles de E,; en el
grupo D1, n=7; en el D6, n=6 y en el D13, n=7. Para cada
hormona, los valores (X+sem) marcados con distintas letras
indican diferencias significativas (P<0.05).

Aspectos morfologicos, penetrabilidad y peso del cervix

En todas las ovejas estudiadas se encontraron solo dos tipos morfologicos de orificio
cervical externo: tipo “flap” (n=14) y tipo “rosette” (n=6), que se distribuyeron
homogéneamente entre los dias estudiados, no encontrandose diferencias durante el
ciclo estral. No se encontraron diferencias en la penetrabilidad cervical (cm) entre los
dias del ciclo estral (X#sem, 1.5+0.3, 2.2+0.4 y 1.9+£0.4, para los grupos D1, n=7;
D6, n=6 y D13, n=7; respectivamente) y tampoco entre los tipos de orificio cervical
externo. El peso del cervix (g) fue mayor en el dia 1 del ciclo estral (grupo D1, n=7)
que en los dias 6 y 13 (grupos D6, n=6 y D13, n=7) (X+sem, 10.4+0.4, 7.4+0.5 y
7.9+£0.9, respectivamente). El peso del cervix no se correlaciond con las
concentraciones circulantes de E, y se correlacion6d negativamente con las de P (r= -
0.6278, P<0.005, n=20).

Determinaciones de RE a-ARNm

Los niveles de REa-ARNm (amol/URA) fueron afectados por el dia del ciclo estral
(P<0.0001), por la region cervical (P<0.005) y por la interaccion entre ambos
(P<0.05) (Figura 5, A). La concentraciéon de REa-ARNm no varié en el cervix
craneal, pero en el caudal fue mayor en el dia 1 del ciclo estral (grupo D1, n=7),
respecto a los otros dias (grupos D6, n=6 y D13, n=7). El cervix craneal tuvo menor

concentracion que el caudal. Las concentraciones de REa-ARNm en el cervix
craneal no se correlacionaron con los niveles de hormonas circulantes. En el cervix

caudal, las concentraciones de REa-ARNm se correlacionaron positivamente con las
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RE alfa ARNm (amol/URA)

concentraciones de E, (r=0.5794, P<0.01, n=20) y negativamente con las de P (r=-
0.7381, P<0.01, n=20).

Determinaciones de RE y RP

En todas las muestras de cervix se detectd un tinico sitio de union, saturable y de alta
afinidad para E o P. Los valores de Kd (X£sem, nM) para RE (0.56+£0.06, n=40) y
RP (1.0440.07, n=40) no fueron diferentes entre los dias del ciclo estral ni entre las
regiones cervicales.

La concentracion de RE (fmol/mg proteina) fue afectada por el dia del ciclo estral
(P<0.0001) y se muestra en la Figura 5, B. Las concentraciones de RE fueron
mayores en el dia 1 del ciclo estral (grupo D1, n=7) que en los otros dias (grupos D6,
n=6 y D13, n=7), para ambas regiones cervicales. En el dia 13 del ciclo estral (D13),
los niveles de RE en el cervix craneal tendieron a ser menores respecto al caudal
(P=0.054). Cuando la concentracion de RE se expresa en fmol/mg tejido, la
influencia de la region cervical es significativa (P<0.0001), siendo menor en el
cervix craneal respecto al caudal, en todos los dias del ciclo. En el cervix craneal, las
concentraciones de RE no se correlacionaron con las de E, y tendieron a
correlacionarse negativamente con las concentraciones de P (r=-0.4292, P=0.059,
n=20). En el cervix caudal, los niveles de RE se correlacionaron positivamente con
las concentraciones de E, y negativamente con las de P (r=0.5133 y r=-0.6938,

P<0.03, n=20, respectivamente).
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Figura 5 —Concentraciones de REa-ARNm (amol/URA) (A), RE (fmol/mg proteina) (B) y RP
(fmol/mg proteina) (C) en cervix craneal y caudal de ovejas adultas ciclando. Los tejidos
se obtuvieron 1 (D1, n=7), 6 (D6, n=6) o 13 (D13, n=7) dias luego del estro (dia = 0).
Para cada variable, los valores (Xtsem) marcados con distintas letras difieren con una
P<0.05 y las marcadas con un asterisco tienden a ser diferentes con una P=0.054.

La concentracion de RP (fmol/mg proteina) fue afectada por el dia del ciclo estral
(P<0.0001) y la region cervical (P<0.0004), como se muestran en la Figura 5, C. Las
concentraciones de RP fueron mayores en el dia 1 del ciclo estral (grupo D1, n=7)
respecto a los dias 6 y 13 (grupos D6, n=6 y D13, n=7) y fueron menores en el cervix
craneal respecto al caudal. Cuando la concentracion de RP fue expresada en fmol/mg
tejido, la influencia de la interaccion entre dia del ciclo y region cervical es
significativa (P<0.0003). Las concentraciones de RP se correlacionaron
positivamente con las de E; (r=0.6147, P<0.005, n=20) y negativamente con las de P
(r=-0.7626, P<0.0001, n=20) en el cervix craneal y en forma similar en el caudal
(r=0.4367, P=0.058, n=20 y r=-0.7037, P<0.0005, n=20, respectivamente).
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Las concentraciones de RE (fmol/mg proteina) se correlacionaron positivamente con
las de REa.-ARNm (amol/URA) en el cervix caudal (r=0.5216, P<0.02, n=20), pero
no en el craneal. Las concentraciones de RE se correlacionaron con las de RP en
cervix craneal y caudal (r=0.5223, n=20 y r=0.7983, n=20, respectivamente, P<0.02),
independientemente de la forma de expresion utilizada (fmol/mg proteina o fmol/mg
tejido).

3. Ovejas adultas en anestro estacional e inducidas a ovular (Disefio 3)
Ensayo 1 — Anestro estacional y ovulacion inducida

El peso del cervix (g) (X+sem) no fue diferente entre los grupos de tratamiento
(7.42+£0.61, n=15) y se correlaciond positivamente con las concentraciones
circulantes de E, (pmol/L) al momento del sacrificio (r=0.5886, p<0.001, n=15), pero
no con las de P (nmol/L).

La concentracion de REa-ARNm (amol/URA) fue afectada por los tratamientos
(P<0.0001), por la region cervical (P<0.0001) y por la interaccidon entre ambos
(P<0.004) (Figura 6, A). En el cervix craneal, el tratamiento con GnRH (grupos
GnRH y P+GnRH) aument6d las concentraciones de REa-ARNm respecto a los
grupos A y P yel grupo P+GnRH tuvo mayor concentracion que el grupo GnRH. En
el cervix caudal, no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones
de REa-ARNm entre los grupos. El cervix craneal tuvo mayores concentraciones de
REa-ARNm que el cervix caudal. No hubo correlacion entre las concentraciones de
REo-ARNm (amol/URA) de ninguna de las regiones cervicales y las
concentraciones de E, o P al momento del sacrificio.
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Figura 6 — Concentraciones (Xtsem) de REo-ARNm (amol/URA, A), RE (fmol/mg proteina, B) y
RP (fmol/mg proteina, C) en cervix craneal y caudal de ovejas en anestro estacional
(grupo A, n=4), tratadas con P (grupo P, n=4), GnRH (grupo GnRH, n=4) o P+GnRH
(grupo P+GnRH, n=3). Los animales fueron sacrificados al inicio del experimento
(grupo A), al retirar el CIDR (grupo P) y a las 24 h del bolo de GnRH (grupos GnRH y
P+GnRH). Para cada variable, las columnas con distintas letras difieren con una P<0.05.

En todas las muestras de cervix se detectd un unico sitio de union, saturable y de alta
afinidad para cada hormona. Los valores de Kd (X+sem, nM) para RE y RP no
fueron diferentes entre los grupos ni entre las regiones cervicales, siendo 0.42+0.06,
n=30 y 1.05%£0.07, n=30, respectivamente.
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La concentracion de RE (fmol/mg proteina) fue afectada por los grupos de
tratamiento (P<0.002) y por la regién cervical (P<0.0001) (Figura 6, B). En el cervix
craneal, el grupo P tuvo menor concentraciéon de RE que los otros grupos. En el
cervix caudal, los tratamientos no afectaron la concentraciéon de RE. El cervix
craneal tuvo mayor concentracion de RE que el cervix caudal. La concentracion de
RP (fmol/mg proteina) fue afectada por los grupos de tratamiento (P<0.001), por la
region cervical (P<0.0001) y por la interaccion entre ambos (P<0.05) (Figura 6, C).
En el cervix craneal, el grupo P tuvo la menor concentracion de RP y el grupo GnRH
tuvo mayor concentracion que los grupos A y P. En el cervix caudal, los tratamientos
no afectaron la concentracion de RP. El cervix craneal tuvo mayor concentracion de
RP que el cervix caudal.

Independientemente de la regidn cervical, las concentraciones de RE y de RP
(fmol/mg proteina) se correlacionaron positivamente con las de E, (pmol/L) al
momento del sacrificio (r=0.3857, P<0.04, n=30, para RE y r=0.4200, P<0.02, n=30,
para RP) y negativamente con las de P (nmol/L) (r=-0.3982, P<0.03, n=30, para RE y
r=-0.4010, p<0.03, n=30, para RP). En ambas regiones cervicales, las
concentraciones de RE (fmol/mg proteina) se correlacionaron positivamente con las
de REa-ARNm (amol/URA) y con las de RP (fmol/mg proteina) (r=0.7171, n=30 y
r=0.9608, n=30, respectivamente, P<0.0001). Los mismos resultados se obtienen si
las concentraciones de RE y RP son referidas a la cantidad de proteina (fmol/mg
proteina) o a la cantidad de tejido (fimol/mg tejido).

Ensayo 2 — Ovulacion y fase luteal temprana inducidas

El peso del cervix (g) (Xtsem) no varid entre los dias del ciclo inducido (7.76+0.65,
n=11) y tampoco se correlacion6 con las concentraciones circulantes de E, (pmol/L)
ni de P (nmol/L) al momento del sacrificio.

La concentracion de REa-ARNm fue afectada por el dia (P<0.0001), por la regién
cervical (P<0.0003) y por la interaccion entre ambos (P<0.004) (Figura 7, A). En el
cervix craneal, las concentraciones de REa-ARNm fueron mayores al dia 1 (D1 ind)
que al dia 5 (D5 ind) del tratamiento. En el cervix caudal, no hubo diferencia entre
los dias. El cervix craneal tuvo mayor concentracion de REa-ARNm que el cervix
caudal. Las concentraciones de REa-ARNm (amol/URA) no se correlacionaron con
las concentraciones circulantes al momento del sacrificio de ninguna de las dos
hormonas esteroideas medidas (E, y P), en ninguna de las dos regiones cervicales.
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Figura 7 — Concentraciones (Xtsem) de REa-ARNm (amol/URA, A), RE (fmol/mg proteina, B) y
RP (fmol/mg proteina, C) en cervix craneal y caudal de ovejas en anestro estacional
inducidas (ind) a ovular con P+GnRH, sacrificadas 1 (D1 ind, n~=6) o 5 (D5 ind, n=5)
dias luego del bolo de GnRH. Para cada variable, las columnas con distintas letras
difieren con una P<0.05.

En todos los cervices se detectd un tnico sitio de union, saturable y de alta afinidad
para cada hormona, cuyos valores de Kd (X+sem, nM) no fueron diferentes entre los
dias ni entre las regiones cervicales, siendo 0.7310.08, n=22 y 0.9510.06, n=22, para
RE y RP respectivamente.

La concentracion de RE fue afectada por el dia (P<0.0001), por la region cervical
(P<0.0003) y por la interaccion entre ambos (P<0.002) (Figura 7, B). En el cervix
craneal, la concentracion de RE fue mayor al dia 1 (D1 ind) que al dia 5 (D5 ind) del
tratamiento. Por el contrario, en el cervix caudal no hubo diferencias entre los dias.
El cervix craneal tuvo mayor concentracion de RE que el cervix caudal. La
concentracion de RP (fmol/mg proteina) fue afectada solo por la region cervical
(P<0.0005) (Figura 7, C) y el cervix craneal tuvo mayor concentracion de RP que el
caudal.

Las concentraciones de RE y de RP (fmol/mg proteina) no se correlacionaron con las
concentraciones circulantes de E, ni de P al momento del sacrificio, en ninguna de
las dos regiones cervicales. Independientemente de la region cervical, las
concentraciones de RE (fmol/mg proteina) se correlacionaron positivamente con las
de REa-ARNm (amol/URA) y con las de RP (fmol/mg proteina) (r=0.7591,
P<0.005, n=22 y r=0.5877, P<0.0001, n=22, respectivamente). Los mismos
resultados se obtienen si las concentraciones de RE y RP son referidas a la cantidad
de proteina (fmol/mg proteina) o a la cantidad de tejido (fmol/mg tejido).
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F. DISCUSION

En la serie de experimentos que comprenden ésta tesis se determinaron los efectos de
la administracion de E, sobre la expresion de los RE y RP en cervix de corderas
prepuberes y se identificaron y cuantificaron por primera vez los RE y RP en cervix
de ovejas adultas durante el ciclo estral en la estacion reproductiva y de ovejas
adultas en anestro estacional e inducidas a ovular. Los resultados en su conjunto
demuestran, a través de la deteccion de receptores nucleares especificos, que el
cervix ovino es un érgano blanco de la accion genémica de los E y la P.

En el cervix de corderas prepuberes y de todas las ovejas adultas estudiadas en
diferentes condiciones reproductivas, se encontraron bajos valores de Kd, que son
indicativos de receptores esteroideos de alta afinidad y capaces de responder a bajas
concentraciones de E y P. Los valores de Kd para cada receptor se mantuvieron
dentro del rango previamente descrito para utero, oviducto, cervix e hipofisis de
ovejas inmaduras y adultas (Gardfalo & Tasende, 1996; Tasende et al. 1996; Meikle
et al. 1997; Rodriguez Pindn et al. 2000; Meikle et al. 2000b; Meikle et al. 2001;
Tasende et al. 2002; Tasende et al. 2005a; Tasende et al. 2005b), sugiriendo que,
desde el punto de vista de la union hormona-receptor, se trata de las mismas
proteinas receptoras. Los valores de Kd de RE y RP no variaron en corderas
prepuberes con diferentes tratamientos estrogénicos (Publicacion I), en ovejas
adultas durante el ciclo estral, ni en ovejas en anestro estacional con tratamientos de
induccion de la ovulacion. Esto indicaria que la sensibilidad y capacidad del cervix
ovino de responder a la accidén de los E y la P, estd regulada a través de las
variaciones en las concentraciones tisulares de RE y RP y no a través de
modificaciones en la afinidad de la unién hormona-receptor.

En cervix de corderas prepuberes (Disefio 1, Publicacion I), el tratamiento con E,
aumentd en forma importante las concentraciones de REa-ARNm y de RP-ARNm,
que se mantuvieron elevadas durante todo el experimento, mientras que en oviducto
el aumento fue menor, mas temprano y transitorio. En utero de las mismas corderas
(Meikle et al. 2000b), fue reportado que el estimulo de la transcripcion de REa-
ARNm y de RP-ARNm fue transitorio, pero mas tardio que en oviducto; siendo una
respuesta intermedia entre la del oviducto y la del cervix (Figura 3, A, C y E). Por
otra parte, el tratamiento estrogénico produjo una regulacion bifasica de las
concentraciones de RE y RP, tanto en cervix y en oviducto, como en ttero (Meikle et
al. 2000b) de corderas prepuberes (Figura 3, B, D y F). La fase inhibitoria inicial de
los RE y RP pudo deberse a una disminucion en la sintesis, a un incremento en la
degradacion y/o en la inactivacidon o procesamiento de los receptores esteroideos.
Dado que las concentraciones de RE y RP fueron minimas cuando las de REa.-
ARNm y RP-ARNm fueron elevadas (Figura 3), la disminucion de las proteinas
receptoras podria deberse a un mecanismo de inhibicion post-transcripcional y/o a un
mecanismo E-dependiente de degradacion de las proteinas receptoras (Zhou et al.
1993; Alarid et al. 1999). Por otra parte, se ha detectado una disminucion ain mas
temprana en la tasa de transcripcion del REa-ARNm en ttero de la rata, entre 6 h
(Sahlin et al. 1994) y 8 h (Zhou et al. 1993) luego de una inyeccion de E,, por lo cual
una inhibicion transcripcional temprana del REa no se puede descartar en nuestros
experimentos en corderas prepuberes. Se ha propuesto que la fase de disminucién de
la concentracién de RE en respuesta a E, puede ser parte de un mecanismo de retro-
inhibicion (“homologous down-regulation”) con la finalidad de limitar la duracion
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del estimulo estrogénico en las células blanco (Meikle et al. 2004). Es de destacar
que también se demostrd en el tracto reproductivo una fase de disminucion de la
concentracion de RP en respuesta a los E, (“heterologous down-regulation”). Estos
resultados estan en acuerdo con experimentos previos en utero de corderas (Meikle et
al 1997) y pueden ser consecuencias de la disminucién previa de RE -del que RP es
dependiente- o a un efecto inhibitorio directo sobre RP, como ha sido descrito para
oviducto de conejo (Hyde et al. 1989) y tutero de rata (Parczyk et al. 1997). La
induccion de la transcripcion de REa y RP a lo largo del tracto reproductivo (Figura
3), sugiere que la fase de recuperacion de las concentraciones de las proteinas
receptoras es debida a la sintesis de nuevos RE y RP, mas que al reciclaje de
receptores ya utilizados o procesados. Estos resultados en corderas de tres meses de
edad coinciden parcialmente con los reportados en cervix de corderas de dos meses
de edad tratadas con E,, donde se encontraron estimulos de la transcripciéon de REa y
RP, que no se acompafaron con incrementos en las concentraciones de las proteinas
receptoras RE y RP (Meikle et al. 2001). Sin embargo, en las corderas de dos meses
de edad, los tejidos reproductivos fueron obtenidos 24 h luego de la tercera dosis
diaria de E, y no fue posible detectar variaciones tempranas en la expresion de los
receptores, como fueron detectadas en el presente trabajo. En conjunto los resultados
sugieren que los efectos de los estrogenos sobre la expresion de RE y RP tanto en
cervix, como en utero y oviducto de corderas prepuberes, pueden ser estimulatorios o
inhibitorios dependiendo de la dosis administrada y del tiempo de exposicion.

Los resultados del Disefio 1 demuestran que el tratamiento de corderas prepuberes
con E, afecta la expresion de RE y de RP de manera bifasica y 6rgano-dependiente,
siendo el cervix el tejido que mostrd una respuesta de mayor magnitud en cuanto a la
induccion de la transcripcion de REa y RP. Esta elevada capacidad de respuesta
molecular, podria explicar que el cervix, frente a la exposicion a fitoestrogenos
(Adams, 1990) y xenoestrogenos (Morrison et al. 2003) durante el desarrollo, sea el
organo que sufre mayores alteraciones histologicas y funcionales que se manifiestan
en forma permanente. La respuesta 6rgano-dependiente de la expresion de RE y RP a
la administracion de E,, podria deberse a la variedad de tipos celulares que
componen los 6rganos del tracto reproductivo, a que estdn en diferentes etapas del
desarrollo y a la diferente concentracion y/o distribucion de receptores esteroideos.

En cervix de ovejas adultas se encontraron diferencias en la expresion de RE y RP
durante el ciclo estral en estacion reproductiva (Disefio 2) y en anestro estacional
inducidas a ovular (Disefio 3), asi como diferencias significativas en la expresion de
los receptores esteroideos entre las distintas regiones del cervix estudiadas, tales
como la proxima al Utero (craneal) y la proxima a vagina (caudal).

En cuanto a las caracteristicas macroscopicas del cervix de ovejas adultas ciclando,
el peso cervical fue mayor en el estro que en la fase luteal (Disefo 2), en acuerdo con
la dominancia de los E en el estro y la dominancia de la P en la fase luteal.
Considerando que el largo del cervix no varid por la presencia o ausencia de un CL
(Kershaw et al. 2005), el aumento del peso cervical al estro no dependeria de ésta
dimensiéon. Dado que el peso cervical se correlaciond negativamente con la
concentracion circulante de P (Disefio 2), podria existir un efecto antagénico entre
los E y la P, a partir de la alta relacion entre las concentraciones circulantes de E/P al
estro y su inversion durante la fase luteal. Sin embargo, el tratamiento con P no
afectd el peso cervical en ovejas adultas en anestro estacional (Disefio 3), sugiriendo
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que el aumento de peso del cervix al estro dependeria fundamentalmente de los E.
Las variaciones ciclicas de las hormonas sexuales ovaricas provocan modificaciones
ciclicas en algunas caracteristicas del cervix ovino que ya han sido reportadas, como
en los tipos celulares del epitelio luminal del cervix (Wergin, 1979), en el tamaiio
nuclear, distribucion y densidad celular (Bott et al. 2006) y en las cualidades fisico-
quimicas del mucus cervical (Heydon & Adams 1979). Sin embargo, a excepcion del
peso cervical (Disefio 2), no han sido reportadas otras modificaciones fisicas del
cervix en ovejas durante el ciclo estral.

No se encontraron diferencias en la penetrabilidad del cervix a lo largo del ciclo
estral (Disefo 2), contrariamente a lo reportado por Kershaw et al. (2005), donde la
penetrabilidad cervical fue mayor en ovejas sin CL, que con CL. Hasta el momento
no se han encontrado trabajos que concluyan al respecto, sin embargo es
generalizada la experiencia de que la penetrabilidad del cervix ovino al momento de
la IA no es satisfactoria (Salamon & Maxwell, 2000). Con relacion a la morfologia
del cervix ovino, se encontraron dos tipos de orificio cervical caudal en ovejas
adultas ciclando, los denominados “flap” y “rosette” (Disefio 2), los que han sido
reportados como los mas frecuentes en razas europeas (Halbert et al. 1990a; Kershaw
et al. 2005) y menos frecuentes en razas nativas indias (Naqvi et al. 2005), en
acuerdo con el origen de la raza Corriedale. Teniendo en cuenta que el tipo
morfoldgico del orificio cervical caudal no vario a lo largo del ciclo estral (Disefio
2), no tuvo relacion con el largo (Halbert et al. 1990a), el peso (Halbert et al. 1990a;
Disefo 2) ni el nimero de anillos del cervix y, ademas, no afectd la penetrabilidad
cervical (Disefio 2); no seria aconsejable utilizarlo para inferir sobre la dificultad de
la canulacion cervical.

En ovejas adultas en estacion reproductiva (Disefo 2), los resultados demuestran que
la expresion de RE en cervix ovino se modifica durante el ciclo estral, alcanzando
niveles mayores de expresion en el estro y menores en la fase luteal (Figura 5, A'y
B). Esto estd de acuerdo con la accion inductiva de los altos niveles circulantes de E,
al estro y con la accion inhibitoria de los altos niveles de P en la fase luteal, sobre la
expresion de REa. Similar perfil fue descrito en ttero ovino (Rexroad, 1981a; Ott et
al. 1993; Spencer & Bazer, 1995; Tasende et al. 2005b).

En el cervix caudal de ovejas durante el ciclo estral (Disefo 2), los niveles de REa-
ARNm acompanaron el perfil de regulacion del RE, mientras que en el cervix
craneal no (Figura 5, A y B). Esto sugiere que la regulacion de la expresion del REa
se ejerce a diferente nivel segun la regidon cervical, predominando la regulacion
transcripcional en el cervix caudal y post-transcripcional en el craneal. En el cervix
caudal, la existencia de una regulacion transcripcional del REa-ARNm esta apoyada
por la correlacion positiva entre los niveles de REa-ARNm y los de RE. A su vez,
los niveles de REa-ARNm se correlacionaron positivamente con las concentraciones
de E, y negativamente con las de P, indicando la dependencia de ésta regulacion a las
hormonas esteroideas ovaricas. La posible regulacion post-transcripcional en el
cervix craneal podria deberse a un aumento en la estabilidad del REa-ARNm (Ing &
Ott, 1999) y/o a la expresion diferencial de los subtipos de RE que unen E (Wang et al.
2001). Por otra parte, se ha reportado en cervix humano durante el embarazo que la
concentracion de REPB-ARNm aumentd a término (Wang et al. 2001; Ekman-
Ordeberg et al. 2003), a pesar de que los RE y RP y los transcriptos REa-ARNm y
RP-ARNm disminuyeron (Stjernholm et al. 1996; Wang et al. 2001; Ekman-
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Ordeberg et al. 2003). La deteccion inmunohistoquimica del REa en el cervix
craneal de ovejas ciclando (datos no publicados), indica que el aumento del RE
encontrado al estro se debe al subtipo REa..

El perfil de expresion del RP fue similar al de RE mostrando, en ambas regiones
cervicales, mayor concentracion en el estro que en la fase luteal (Figura 5, C). Esto
seria consecuencia de que la expresion de RP depende del RE, como fue reportado en
utero ovino (Rexroad, 1981 a y b; Ott et al. 1993; Spencer & Bazer, 1995; Tasende et
al. 2005b). Estos resultados coinciden parcialmente con los reportados por Zhao et al.
(1999), que por inmunohistoquimica encontraron mayor inmuno-seial del RE
cervical en el estro respecto al resto del ciclo estral ovino, pero poca o ninguna
inmuno-sefial del RP. En este mismo trabajo se encontré muy poca inmuno-sefal del
RP en cervix de corderas prepuberes y de ovejas adultas en anestro estacional (Zhao
et al. 1999), cuando nosotros hemos detectado por “binding” elevadas
concentraciones de RP en cervix, tanto en corderas (Disefio 1) como en ovejas
adultas en anestro (Disefo 3). Esta discordancia podria deberse a que en la deteccion
inmunohistoquimica de RP, el anticuerpo utilizado no tendria la sensibilidad
adecuada para cervix.

Es interesante notar que en el cervix caudal de las ovejas ciclando, se hall6 mayor
concentracion de REa-ARNm, RE y RP respecto a lo hallado en el craneal (Figura
5). A su vez, en cervix de vacas ciclando (Breeveld-Dwarkasing et al. 2002), fue
reportado que el porcentaje de células RE y RP positivas fue mayor en la region del
cervix proxima a la vagina que en la proxima al utero, aunque cuando el nimero de
células positivas a ambos receptores fue expresado por densidad celular, éstas
diferencias no fueron aparentes. Esto podria ser reflejo de la distinta constitucion
histolégica entre ambas regiones cervicales, lo que fue reportado en ovinos (Heydon
& Adams, 1979) y también en vacas ciclando, donde el segmento uterino del cervix
demostrd tener mayor densidad celular que el segmento vaginal (Breeveld-
Dwarkasing et al. 2002).

Se ha reportado que la expresion del ROx es sensible a la regulacion positiva de los
E y negativa de la P en utero de rata (Soloff et al. 1983), en ttero y oviducto de oveja
(Ayad et al. 1991) y en cervix de vaca (Fuchs et al. 1996), aunque el mecanismo
molecular de ésta regulacion todavia no esta claro (por revision ver McCraken et al
1999; Goffet al 2004). Las altas concentraciones de E, circulantes y de RE en cervix
encontradas en el estro (Disefio 2), podrian explicar el aumento de la concentracion
del ROx en cervix de ovejas en estro (Matthews & Ayad 1994; Ayad et al. 2004). Se
ha propuesto que la dilatacion cervical en ovinos al parto es un evento regulado por
las hormonas esteroideas sexuales a través del sistema Ox/PGE2 (Fosang et al. 1984;
Fosang & Handley, 1988; Regassa & Noakes, 2001). Dado que la Ox ha sido
vinculada en el control de la sintesis y secrecion de PGE2 cervical en vacas al estro
(Shemesh et al. 1997; Fuchs et al. 2002) y que han sido reportados los receptores de
PGE en cervix de ovejas ciclando (Audicana et al. 1998); se sugiere que, en
rumiantes, las modificaciones del cervix al estro podrian deberse a un mecanismo en
parte similar al que operaria en la dilatacion cervical al parto. En apoyo de esto, se ha
reportado que durante el procedimiento de IA en la oveja en estro, fue posible
incrementar las contracciones uterinas mediante la estimulacion cervico-vaginal del
reflejo de Ferguson (Raynal & Houdeau, 2004).
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En ovejas adultas en anestro estacional inducidas a ovular (Disefio 3), los
tratamientos con GnRH o P+GnRH aumentaron las concentraciones de REa.-ARNm
en el cervix craneal respecto a las ovejas controles (en anestro o tratadas solo con P)
(Figura 6, A), en concordancia con la alta relacion en los niveles de E/P circulantes
lograda con el tratamiento. Contrariamente, el tratamiento con GnRH no modifico las
concentraciones de RE respecto a las ovejas sin tratar (Figura 6, B). Esto podria
deberse a que no fue suficiente el tiempo transcurrido entre la induccion de la
transcripcion del REa-ARNm y la aparicion de su producto o a la existencia de
mecanismos post-transcripcionales de regulacion de la proteina RE, como el aumento
en su procesamiento (Zhou et al. 1993; Alarid et al. 1999). Por otra parte, el
tratamiento con P no modificd los niveles de transcripcion de REa-ARNm, pero
disminuyo las concentraciones de RE (Figura 6, A y B). Estos resultados sugieren
que, en el cervix craneal, el efecto inhibidor de la P se ejerceria predominantemente a
nivel post-transcripcional, afectando la velocidad de procesamiento y/o de
degradacion de la proteina RE sin afectar en forma aparente la tasa de transcripcion
del REa (Zhou et al. 1993). Es interesante notar que, en el cervix craneal, el
tratamiento con P+GnRH aument6 las concentraciones de REa-ARNm y las de RE
respecto al tratamiento solo con P (Figura 6, A y B), lo que sugiere que la
administracion de GnRH estimula la transcripciéon de REa-ARNm y la sintesis de
RE, cuando se administra luego de un tratamiento prolongado con P. El perfil de
respuesta de los RE en cervix craneal fue similar al reportado en ttero de las mismas
ovejas con los mismos tratamientos (Tasende et al. 2002).

Con relacion al RP, los tratamientos con GnRH y P+GnRH, incrementaron su
concentracion en cervix craneal respecto a lo encontrado en ovejas en anestro y
tratadas con P, sugiriendo un estimulo global de la expresion de RP por los
tratamientos de induccion de la ovulacion. Un hallazgo interesante fue que el
tratamiento solo con P a ovejas en anestro estacional fue capaz de inhibir la
expresion del RP en el cervix craneal (Figura 6, C) y lo mismo sucedi6 con el RP-
ARNm (datos no publicados). Estos resultados sugieren que la inhibicion de la P
sobre su propio receptor se ejerce a nivel transcripcional y el tratamiento posterior
con GnRH vy la consiguiente inversion de la relacion E/P, fueron capaces de revertir
dicho efecto, incrementando las concentraciones de RP. En forma similar a lo
encontrado para RE, el perfil de respuesta de los RP en cervix craneal fue similar al
reportado en Utero de las mismas ovejas con los mismos tratamientos (Tasende et al.
2002).

Los estudios realizados en la region craneal del cervix durante la ovulacion inducida
con P+GnRH en ovejas adultas en anestro estacional, confirmaron que esta region
presenta elevados niveles de expresion de los receptores esteroideos al momento de
la ovulacién (D1 ind) y demostraron que las concentraciones de REa-ARNm y RE
son mayores en el momento de la ovulacién inducida (D1 ind) y menores en fase
luteal temprana (D5 ind) (Figura 7, A y B). Similares variaciones de la expresion de
RE fueron reportadas para el utero durante la ovulacion inducida y la fase luteal
temprana, en animales con los mismos tratamientos (Tasende et al. 2005a). Estos
resultados sugieren que el aumento de la concentracion de P en fase luteal temprana
inhibe la expresion de RE en cervix craneal, a nivel predominantemente
transcripcional. En apoyo de esta hipotesis, se encontrd una correlacion positiva entre
las concentraciones de REa-ARNm y de RE en el cervix craneal,
independientemente del dia luego de la ovulacion inducida. Contrariamente a lo
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encontrado para RE, las concentraciones de RP (Figura 7, C) no fueron diferentes al
momento de la ovulacion y en fase luteal temprana (D1 ind y D5 ind,
respectivamente). Resultados similares fueron encontrados para utero en la ovulacion
y fase luteal temprana (Tasende et al. 2005a). Los resultados sugieren que los niveles
de P alcanzados al dia 5, no fueron suficientes para inhibir la expresioén de su propio
receptor en cervix craneal y en Utero, cuando fueron capaces de inhibir la expresion
de RE. Esta aparente contradiccion aporta evidencias a favor de la hipdtesis sobre la
RE-dependencia del RP, y sugiere que los cambios en la expresion de RP podrian ser
posteriores a los de RE. En apoyo de esto, cuando se hicieron las determinaciones al
dia 6 del ciclo estral en la estacion reproductiva, se encontrd una franca disminucion
de las concentraciones de RE y RP respecto al estro tanto en cervix craneal (Figura 5,
By C), como en utero (Tasende et al. 2005a).

La region caudal del cervix de ovejas en anestro estacional no mostré cambios
aparentes en la expresion de RE y RP con los diferentes tratamientos (Figura 6, B 'y
C), sugiriendo que presenta una baja capacidad de respuesta -en términos de
receptores esteroideos- a los tratamientos hormonales de induccidon de la ovulacion.
Estudios posteriores en ovejas en anestro tratadas con P+GnRH y analizadas en el
momento de la ovulacién (D1 ind) y en fase luteal temprana (D5 ind), confirmaron el
bajo nivel de expresion de RE y RP y la escasa capacidad de respuesta de la region
caudal del cervix ovino (Figura 7, B y C).

Los datos obtenidos en ovejas en la estacion de anestro, demuestran que los
tratamientos con GnRH (con o sin P previa) para inducir la ovulacion, modifican en
forma region-dependiente la expresion de los RE y RP cervicales y por lo tanto su
sensibilidad a las hormonas esteroideas. Las diferencias entre las regiones cervicales
sugieren que el cervix craneal es mas sensible que el caudal a la accionde Ey P en la
estacion de anestro y durante la ovulacion inducida por manipulacion hormonal.
Estas diferencias podrian deberse a diferencias morfologicas y funcionales entre las
regiones craneal y caudal del cervix, e indican que el cervix craneal presenta una
respuesta -en términos de receptores- similar a la del Utero, cuando se induce la
ovulacion en ovejas en anestro estacional.

Comparando los resultados obtenidos en ovejas adultas ciclando con los obtenidos en
ovejas adultas en anestro estacional, se pueden apreciar que las concentraciones de
REa-ARNm, RE y RP fueron mayores en el cervix caudal de las ovejas ciclando
respecto al craneal (Figura 5), pero lo inverso sucedi6 en el cervix de las ovejas en
anestro estacional tratadas o no tratadas ( Figuras 6 y 7). Por otra parte, las
variaciones en la expresion de RE y RP en el cervix craneal de ovejas en anestro
inducidas a ciclar (Figura 7) fueron similares a las encontradas en el cervix craneal
de ovejas ciclando (Figura 5), sin embargo, en el cervix caudal de las ovejas
inducidas a ciclar no se encontraron variaciones (Figura 7). Ademas, el peso del
cervix varid segun el dia del ciclo estral (Disefio 2), pero no fue afectado por los
tratamientos de ovejas en anestro estacional, ni por el dia del ciclo estral inducido
(Disefio 3). Estas observaciones podrian estar indicando que la regulacion de la
capacidad de respuesta a las hormonas esteroideas no estaria funcionando en forma
similar en ovejas ciclando en la estacion reproductiva respecto a ovejas en anestro
estacional inducidas a ovular, lo cual deberia de ser tomado en cuenta en el disefio de
protocolos de dilatacion hormonal del cervix ovino.
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En suma, el cervix ovino en las diferentes situaciones reproductivas evaluadas, posee
concentraciones importantes de RE y RP, lo que determina que sea blanco de la
accion genémica de los esteroides sexuales. La concentracion de los RE y RP
cervicales esta sujeta a la regulacion positiva de los E y negativa de la P, aunque ésta
regulacion es dependiente del estado reproductivo y de la region del cervix en su eje
longitudinal. La region caudal del cervix de ovejas en anestro estacional inducidas a
ovular, no mostr6 un perfil de regulacion similar respecto a las ovejas ciclando en la
estacion reproductiva.

H. CONCLUSIONES

1. La capacidad del cervix ovino de responder a la accion de los E y la P en todas
las situaciones reproductivas evaluadas estaria regulada a través de las
variaciones en las concentraciones tisulares de RE y RP y no a través de
modificaciones en la afinidad de la unioén hormona-receptor.

2. El tratamiento de corderas prepuberes con E, afecta la expresion de REa y de RP
del tracto reproductivo de manera bifasica y 6rgano-dependiente, siendo el cervix
el tejido que mostro una respuesta de mayor magnitud en cuanto al estimulo de la
expresion de RE y RP.

3. La expresion de RE y RP en cervix ovino se modifica durante el ciclo estral,
alcanzando niveles mayores en el estro y menores en la fase luteal, en acuerdo
con la regulacion positiva de los E y negativa de la P. La regulacion de la
expresion del REa se ejerce a diferente nivel segin la region cervical,
predominando la regulacion transcripcional en el cervix caudal y post-
transcripcional en el craneal.

4. La expresion de RE y RP cervicales en ovejas en anestro estacional inducidas a
ovular mediante tratamientos con GnRH (con o sin P previa), estd sometida a
regulacion por parte de las hormonas esteroideas en forma region dependiente.
Las diferencias entre las regiones cervicales sugieren que el cervix craneal es mas
sensible que el caudal a la accion de E y P en la estacion de anestro y durante la
ovulacion inducida por manipulaciéon hormonal.

5. Las concentraciones de REa-ARNm, RE y RP en las ovejas ciclando fueron
mayores en el cervix caudal respecto al craneal, pero lo inverso sucedid en el
cervix de las ovejas en anestro estacional tratadas o no tratadas, indicando que la
sensibilidad del cervix a las hormonas esteroideas ovaricas podria estar modulada
en forma diferente seglin el estado reproductivo y la region cervical.

Perspectivas futuras

Teniendo en cuenta las diferencias encontradas en la expresion de RE y RP y su
regulacion hormonal, la localizacion por inmunohistoquimica de los receptores
esteroideos en las diferentes regiones del cervix ovino durante el ciclo estral natural e
inducido, brindaré informacion complementaria sobre la distribucion celular y tisular
de los mismos. Este enfoque apuntard a comprender la influencia de las hormonas
esteroides sexuales sobre la morfologia del cervix.
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Considerando las diferencias en la expresion de los RE y RP a lo largo del cervix
ovino, la influencia de la hormonas esteroideas sobre la capacidad de respuesta a la
Ox y el eventual rol del sistema Ox/PGE2 en las modificaciones del cervix ovino
durante el ciclo estral, la determinacién del ROx por binding e inmunohistoquimica
en las diferentes regiones cervicales durante el ciclo estral también seria relevante.

Las mismas consideraciones se pueden aplicar al cervix de ovejas en anestro
estacional tratadas para inducir la ovulacion, tendiendo a explicar las diferencias
obtenidas entre éstas y las ovejas ciclando durante la estacion reproductiva.

Los conocimientos resultantes de éste enfoque de investigacion, podrian sentar las
bases moleculares para el desarrollo de métodos transcervicales de IA o TE en
ovejas, lo que posibilitaria la disminucién del costo de estas tecnologias
reproductivas y generalizar su utilizacion. La realizacién de trabajos a campo
utilizando diferentes hormonas para inducir la dilatacion cervical seria la
culminacién natural de éste proceso.
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