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RESUMEN

A diferencia de la mayoria de los animales domésticos, la perra se distingue por tener intervalos
prolongados de actividad e inactividad sexual, de acuerdo a su ciclo reproductivo. En este trabajo se
estudié la concentracion, localizacion y distribucion de los receptores de estrogenos (RE) vy
progesterona (RP) en tejido mamario canino normal durante el ciclo reproductivo y antes de la
pubertad y los niveles circulantes de progesterona. La concentracion de ambos receptores se estudid
por la técnica bioquimica de mdltiples puntos y la localizacion y distribucion por
inmunohistoquimica. La concentracion de progesterona sérica se midié por radioinmunoanélisis. Se
utilizaron muestras de glandula mamaria en proestro (n=3), estro (n=2), diestro (n=4), anestro (n=3)
y en prepuberes (n=4). La intensidad de tincion a REa y RP se evalu0 en tejido conjuntivo, tejido
epitelial alveolar y epitelio de conductos mamarios. La concentracién de RE y RP se analizé por el
modelo de Scatchard inverso. Los resultados se expresaron como X * pooled s.e. y se analizaron por
ANOVA, se incluy6 los efectos de observador, compartimiento histolégico y etapa del ciclo. La
concentracion (ng/mL) de progesterona circulante fue mayor (p=0,03) en perras en diestro que en
proestro, estro, anestro y prepUberes (52+11; 0,93+13; 2,81+15; 0,25+13 y 0,48+11
respectivamente). Se observo tincién a REa y RP en el tejido conjuntivo, tejido epitelial alveolar y
epitelio de conductos en todas las muestras de perras adultas pero no en prepuberes. La intensidad de
tincion a REa y RP fue afectada por el estadio del ciclo y compartimiento histoldgico y hubo
interaccion entre ambos solo para el REa. En proestro y anestro, la tincion a REa en tejido epitelial
alveolar fue mayor (p<0,006) que en tejido conjuntivo y epitelio de conductos, mientras que en estro
y diestro no hubo diferencias. La tincion a RP en tejido epitelial alveolar y conjuntivo fue mayor
(p<0,04) en proestro y estro en relacion al diestro y anestro. La concentracion (fmol/mg de proteina)
de RE fue menor (p<0,0003) en diestro que en proestro, estro y anestro (19+3,2; 63£3,7; 61+4,5 y
52+3,7 respectivamente) y la de RP fue menor (p=0,05) en diestro que en proestro y estro (19+2,6;
28+2,9 y 43+3,6 respectivamente) y similar en anestro (14+2,9). La concentracién (fmol/mg de
tejido) de RE y RP en perras prepuberes fue menor (0,33+0,29 y 0,34+0,10 respectivamente) que en
las adultas (1,12+0,29 en diestro; 0,41+0,12 en anestro RE y RP respectivamente). La menor
intensidad de tincion a REa y RP en diestro concuerda con lo reportado en roedores, sin embargo, en
mujeres y cabras no se encontraron diferencias en la tincién a RP entre la fase folicular y luteal. En
conclusion, las diferencias en la localizacion y distribucion tisular de REa y RP, asi como la
concentracion de ambos receptores en las diferentes etapas del ciclo reproductivo sugieren
diferencias en la sensibilidad a los estrogenos y la progesterona en los distintos compartimientos

histoldgicos y en las distintas etapas del ciclo.
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1) INTRODUCCION

La hembra canina

La hembra canina por naturaleza vive dentro de una estructura familiar o de manada, lo que le
proporciona apoyo fisico y proteccion. La perra domestica (Canis familiaris) tiene un rol
fundamental como animal de compafiia (Evans & White, 1997).

A diferencia de la mayoria de los animales domésticos, la perra se distingue por tener
intervalos prolongados de actividad e inactividad sexual, de acuerdo a su ciclo reproductivo
(Feldman & Nelson, 2007).

Ciclo reproductivo de la perra

La perra es monoestrica no estacional. Llega a la pubertad cuando alcanza su tamafio corporal
de adulto, lo que sucede entre los 6 y 12 meses de edad, normalmente esto ocurre sin relacion con la
época del afo. El intervalo del ciclo es en promedio 7,5 meses, con un rango de 5 a 12 meses
(Stabenfeldt & Edqvist, 1999; Concannon, 2011). La raza tiene un efecto significativo sobre el
intervalo del ciclo reproductivo, por ejemplo el Basenji cicla cada 12 meses, mientras que el Pastor
Alemén y el Rottweiler lo hacen cada 4-5 meses (Edens & Health, 2005; Feldman & Nelson, 2007).
El ciclo reproductivo de la perra puede dividirse en cuatro estadios: proestro, estro, diestro y una
etapa de inactividad sexual o anestro (Wanke & Gobello, 2006; Feldman & Nelson, 2007).

El proestro tiene una duracién promedio de 9 dias y se define clinicamente como el momento
en que comienza la descarga vulvar hemorrégica hasta la primera aceptacion del macho (Wanke &
Gobello, 2006; Concannon, 2011). Se caracteriza por una intensa actividad folicular ovéarica que
precede al estro. La perra en proestro se encuentra bajo la influencia estrogénica. Los estrogenos (E)
son responsables de la secrecion vaginal, atraccion de los machos por accion de las feromonas y
preparacion uterina para la gestacion (Feldman & Nelson, 2007). Los niveles de E séricos aumentan
de 5 a 15 pg/mL, alcanzando valores méaximos de 40 a 120 pg/mL (figura 1) (Concannon, 2011). La
concentracion de progesterona (P) durante el proestro es baja (0,2-0,8 ng/mL) (Concannon et al.,
2009). La citologia vaginal se caracteriza por presentar numerosas células parabasales e intermedias
pequefas y grandes. Los neutréfilos y globulos rojos son habituales en cantidades variables y pueden
presentarse bacterias. El proestro finaliza cuando la concentracion de P sérica comienza a elevarse y
la hembra permite el apareamiento (Edens & Health, 2005; Feldman & Nelson, 2007).

El estro tiene una duracién promedio de 9 dias y el comportamiento de la perra cambia de la

agresividad a la pasividad (Concannon, 1983; Concannon, 2011). La descarga vulvar sanguinolenta
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disminuye y se torna de un color mas claro. La vagina se vuelve blanda y flaccida para favorecer la
penetracion del macho (Wanke & Gobello, 2006; Feldman & Nelson, 2007). El inicio del estro esta
marcado por un aumento de P sérica, alcanzando valores mayores de 1 ng/mL hasta 3 ng/mL,
durante el pico preovulatorio de hormona luteinizante (considerado dia cero) (figura 1). Después del
dia 3, la concentracion de P sérica alcanza valores de 10 a 25 ng/mL. La concentracion de E
disminuye a valores de 10-20 pg/mL (Concannon, 2011). La citologia vaginal de una perra en estro
se caracteriza por presentar mas del 80 % de células superficiales y anucleares y ausencia de
neutrofilos. Puede o no haber glébulos rojos. El estro finaliza cuando la hembra no acepta el
apareamiento (Feldman & Nelson, 2007).

El diestro tiene una duracion promedio de 60 a 100 dias. La vulva retoma su tamafio normal y
ya no se observa agrandada o flaccida (Feldman & Nelson, 2007). La concentracion de E varia entre
15 a 30 pg/mL (figura 1). En esta fase hay un predominio de la P sobre los E. Los niveles de P sérica
alcanzan valores de 15 a 90 ng/mL durante los primeros 30 dias, luego se mantienen constantes 1 a 2
semanas y finalmente disminuyen a niveles basales 70 a 90 dias después del pico preovulatorio de
hormona luteinizante (Wanke & Gobello, 2006; Concannon, 2011). En diestro, la vagina presenta
bajo numero de células superficiales y alto nimero de células intermedias pequefas y parabasales. Se
pueden observar neutréfilos y detritos. A veces se pueden visualizar células “metaestrales” (células
parabasales con un neutrofilo en el citoplasma) especificas asociadas con la etapa de diestro. Este
estadio finaliza cuando las concentraciones séricas de P regresan a niveles basales (<1 ng/mL)
(figura 1) (Edens & Health, 2005; Feldman & Nelson, 2007).

El anestro es el intervalo entre el final del diestro y el inicio del proestro (Jeffcoate, 2000).
Tiene una duracion entre 7-20 semanas y se caracteriza por la ausencia de actividad ovérica
(Concannon, 2011). La perra no manifiesta cambios fisicos caracteristicos ni conducta sexual alguna.
La vulva se encuentra pequefia y sin descargas (Wanke & Gobello, 2006). La vagina presenta células
parabasales e intermedias. No hay globulos rojos. Pueden haber o no neutréfilos (Edens & Health,
2005).
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Figura 1. Representacion esquematica de los cambios endocrinos tipicos que se

producen en el ciclo reproductivo de la hembra canina (Concannon, 2011).

Cambios histolégicos en la gldandula mamaria de la hembra canina durante el ciclo
reproductivo

La hembra canina posee entre 4 y 6 pares de glandulas mamarias, distribuidas a lo largo del
torax y el abdomen. Los dos pares craneales se denominan torécicos, los dos siguientes abdominales
y el par caudal inguinal (Argyle, 2000). En la perra pre-puber, la glandula mamaria es rudimentaria
con estructuras de conductos que se extienden desde la superficie hasta la dermis en la base del
pezon. Estos conductos estan pobremente diferenciados y estan rodeados por una 0 mas capas de
células epiteliales quiescientes. Después de la pubertad, en proestro, el epitelio de los conductos
prolifera para formar estructuras alargadas y dilatadas. En estro, los conductos y alvéolos mamarios
proliferan en la dermis del pezén y se observa crecimiento de tejido conjuntivo y capilares con
extravasacion de glébulos rojos e infiltracion de células inflamatorias. En diestro, la glandula
mamaria presenta un desarrollo I6bulo-alveolar completo y en anestro, los bajos niveles de esteroides
ovaricos resultan en una involucién de las mamas, observandose pocos grupos alveolares rodeando
los conductos colapsados, que ain contienen secreciones (Nelson & Kelly, 1974; Wanke & Gobello,
2006; Rehm et al., 2007; Santos et al., 2010). Los cambios mencionados anteriormente estan bajo la

influencia de las hormonas esteroides ovaricas.



Hormonas esteroides ovaricas y mecanismo de accidn

Las hormonas esteroides ovaricas, E y P, son sintetizadas a partir del colesterol, bajo el
control de las gonadotrofinas. Los E y P circulan en sangre unidas a la albumina sérica, o a
globulinas especificas. Debido a su naturaleza lipidica, estas hormonas atraviesan las membranas
celulares por difusion pasiva (Clark & Mani, 1994). Los E condicionan el instinto sexual y las
manifestaciones estrales. Producen edema, hiperemia y crecimiento celular a nivel del tracto
reproductivo. Intervienen en el metabolismo fosfo-célcico, en el crecimiento 6seo y estimulan el
crecimiento y desarrollo del sistema de conductos mamarios. La P es la principal hormona para el
mantenimiento de la gestacion. Estimula la actividad secretora del endometrio, disminuye el tono del
miometrio y su sensibilidad a la oxitocina y estimula el desarrollo completo de la glandula mamaria
(Derivaux & Ectors, 1984).

Los E y P ejercen sus acciones en los tejidos blanco a través de sus proteinas receptoras
especificas (RE y RP, respectivamente). Los RE y RP son miembros de una stper familia de
receptores nucleares que actian como factores de transcripcion activados por la hormona
correspondiente y regulan la sintesis de ARNSs especificos, proteinas y ADN. Comparten una
estructura molecular bésica formada por distintos dominios organizados en regiones funcionales: un
dominio de union al ligando capaz de reconocer la hormona correspondiente, un dominio de unién al
ADN que interactla con secuencias especificas de ADN (elementos de respuesta esteroide o SRE) y
los dominios implicados en funciones activadoras de transcripcion (Clark & Mani, 1994; Kuiper et
al., 1996).

Se ha reportado en ratas que el RE es producto de dos genes diferentes. El REa es el receptor
clasico y predominante en el tracto reproductivo y el REB predomina en el ovario. Ambos receptores
presentan alta homologia en los dominios de unién al ADN, homologia parcial en los dominios de
unién a la hormona y escasa homologia en los dominios de activacion de la transcripcion (Kuiper et
al., 1996; Conneely, 2001). Por otro lado, se ha sugerido que el REa sintetizado en diferentes
sistemas de traduccion eucariotas puede adoptar diferentes conformaciones y propiedades
funcionales (Horjales et al., 2007).

Dos isoformas de RP han sido descritas en humanos y ratas: A y B. Los RP-A y RP-B son
expresados por diferentes promotores sobre el mismo gen y ambos se unen a la P con similar
afinidad e interacttan con los mismos SRE (Conneely, 2001).

Las hormonas esteroides ovéricas (E y P) son importantes moduladores de sus propios
receptores y dicha regulacion puede ser a nivel de la transcripcion y post-transcripcional. Los E
aumentan la concentracion del ARNm de RE y RP y los RE y RP, es decir ejercen una regulacion
positiva, mientras que la P disminuye la concentracion del ARNm de ambos receptores y de las
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proteinas de ambos receptores, es decir ejerce una regulacion negativa (Ing et al., 1993; Clark &
Mani, 1994). En ovejas ovariectomizadas tratadas con estradiol se demostr6 un aumento en la
concentracion de ARNm de RP y REa. La regulacion en més del ARNm de REa es a nivel post-
transcripcional (Ing et al., 1996), dicho tratamiento aumento la estabilidad (vida media) del ARNm
de este receptor de 9 a 24 horas (Ing & Ott, 1999; Ing, 2005). El aumento de la vida media del
ARNm de REa podria deberse a que los E inducen proteinas, como la AUF1p45, que se unen al
ARNmM del receptor contribuyendo a su estabilizacion (Ing et al., 2008).

En relacion a las proteinas receptoras, se ha demostrado que la P regula en menos los niveles
de RE en Gtero de rata, tracto reproductivo de gato, endometrio de ovino, Utero de hamster y
oviducto de gallina (Katzenellenbogen, 1980; Selcer & Leavitt, 1988).

Estos mecanismos de regulacion concuerdan con lo que se ha reportado durante el ciclo estral
en diferentes especies. En general, se reportaron altos niveles de RE y RP en la fase folicular cuando
predominan los E, mientras que en la fase luteal cuando predomina la P los niveles de ambos
receptores son bajos (Clark & Mani, 1994; Meikle et al., 2004). En acuerdo con esto, en el
endometrio de humano y oviducto y endometrio de primate no humano se encontré que los niveles
de RE son mayores en la fase folicular (Katzenellenbogen, 1980). Niveles mayores de RE y RP en la
fase folicular que en la luteal también se encontraron en Utero, hipofisis y cérvix de la oveja (Miller
et al., 1977; Rexroad, 1981; Tasende et al., 2005; Rodriguez-Pifion et al., 2008). Los RE y RP

también se han estudiado en gldndula mamaria en distintas especies.

Receptores de estrégenos v progesterona en la glandula mamaria

La localizacién de RE y RP se ha estudiado por inmunohistoquimica en tejido mamario en
diferentes especies. Esta técnica permite identificar, localizar y estimar la intensidad de tincion de los
receptores en un determinado tejido (no los cuantifica). En la mujer, se encontr6 en el nicleo de
células epiteliales mayor porcentaje de RE en la fase folicular que en la fase luteal y porcentajes
similares de RP en ambas fases (Soderqvist et al., 1993; Anderson, 2002). En primates no humanos,
en células epiteliales también se reporté mayor inmunomarcado a REa en la fase folicular que en la
fase luteal, contrariamente al trabajo de Sodergvist et al. (1993) la mayor intensidad de tincién a RP
se observé en la fase luteal (Cheng et al., 2005). En vacas no gestadas, en células epiteliales se
reportd inmunomarcado a REa y RP (Schams et al., 2003). En terneras preplberes también en
células epiteliales se detectd inmunomarcado a REa y RP (Connor et al., 2005). En cabras en células
epiteliales se identificd6 mayor inmunomarcado a REa al dia 1 del estro que al dia 10 (fase luteal),

pero no se observaron diferencias entre el dia 1 y 10 para RP (Moroni et al., 2007). En roedores, el



inmunomarcado a ambos receptores se detectd en el epitelio y tejido conjuntivo y fue menor en la
fase luteal que en la fase folicular (Shyamala et al., 2002).

En la hembra canina, Manee-in et al. (2010) reportaron la inmunolocalizacion a REa y RP en
los ndcleos celulares de alvéolos y conductos pero no en las células del tejido conjuntivo. Estos
autores no reportaron como se distribuyen las diferentes tinciones a ambos receptores en cada
compartimiento histologico. Globalmente encontraron que la intensidad de tincion a REa fue mayor
en proestro, estro y anestro que en diestro, mientras que para RP fue mayor en anestro que en
proestro, estro y diestro. Millanta et al. (2005) encontraron tincion a ambos receptores en tejido
conjuntivo, tejido epitelial alveolar y epitelio de conductos en perras normales y tumorales, pero
tampoco reportaron como se distribuyen la tincion a ambos receptores en los tres compartimientos
mencionados.

Por otro lado, s6lo encontramos un trabajo realizado por Donnay et al. (1995) que estudia la
concentracion de RE y RP por la técnica bioquimica de multiples puntos en la glandula mamaria
durante el ciclo reproductivo de la perra. Estos autores reportaron que la concentracion de RE fue
mayor en la fase luteal media que en proestro, estro, fase luteal temprana y anestro y la concentracion
de RP fue mayor en la fase luteal media y anestro que en la fase luteal temprana. Donnay et al.
(1995) no observaron un aumento de RE y RP en proestro y estro, a diferencia de lo reportado por
los mismos autores en Utero de perra.

Este trabajo tiene como objetivo general contribuir al conocimiento de la endocrinologia de la
reproduccion en la hembra canina mediante el estudio de la concentracion, localizacion y
distribucion de los receptores de estrogenos y progesterona en tejido mamario canino normal durante

el ciclo reproductivo y antes de la pubertad.

I1) OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Medir la concentracion de P sérica en perras durante el ciclo reproductivo y antes de la pubertad.

2)Determinar la distribucion tisular de REa y RP por inmunohistoquimica en tejido conjuntivo,
tejido epitelial alveolar y epitelio de conductos en las muestras de tejido mamario de los mismos
animales.

3)Determinar la concentracion de RE y RP vy la afinidad de union a E y P en las muestras de tejido

mamario de los mismos animales.



I11) MATERIALES Y METODOS

Animales

En una clinica veterinaria particular ubicada en el barrio Manga de la ciudad de Montevideo
se obtuvieron muestras de tejido mamario canino en el momento de la ovariohisterectomia por linea
media. Los animales utilizados fueron 12 hembras caninas entre 9 meses a 8 afios de edad y4 de 5 a
8 meses, todas cruzas. Las muestras se extrajeron de la gldndula mamaria inguinal de cada perra y se
dividieron en dos partes similares. Todos los animales fueron evaluados por el médico veterinario que
realizé la cirugia, sometidos a una exhaustiva anamnesis remota y proxima, asi como un examen
objetivo general y particular para poder determinar el estado de salud de cada animal. Se registraron
los datos proporcionados por el duefio de cada mascota (raza, edad, ultimo celo y nimero de partos).

Antes de anestesiar cada animal, se tomaron muestras de sangre de la vena safena y se
observd la vagina para evaluar su aspecto macroscopico, turgencia, grado de congestion y presencia
de corrimientos. Luego de anestesiar el animal, se obtuvieron muestras del interior de la vagina con
hisopos a lo largo del borde superior de los labios vulvares, se rotaron sobre portaobjetos y se

cubrieron con otros portaobjetos para proteger las muestras hasta llegar al laboratorio.

Procesamiento de las muestras

Al llegar al laboratorio de Bioquimica, una parte de las muestras se almacend a -80°C para
determinar la concentracion de RE y RP. La otra parte de las muestras se fijo en paraformaldehido al
4 % (pH=7,4) durante 72 horas y posteriormente se incluyeron en bloques de parafina que fueron
cortados con un espesor de 5 micrometros. Los cortes se montaron en portaobjetos silanizados para
estudiar la distribucion de REa y RP por inmunohistoquimica. Los portaobjetos también fueron tefiidos
con hematoxilina y eosina para analizar la histologia del tejido mamario canino.

Se retiraron los portaobjetos que cubrian las muestras vaginales y se tifieron con azul de metileno
al 1% para estudiar la citologia vaginal. Las muestras de sangre se centrifugaron durante 10 minutos a

1000g y se almacenaron a -20 °C para determinar la concentracion de P sérica.

Clasificacion de los animales

Para clasificar los animales en los distintos estadios del ciclo reproductivo de la hembra
canina se estudio la citologia vaginal y se analizé la histologia del tejido mamario en microscopio

Optico Olympus BX41 con aumento de 100x.



Las perras que presentaron predominio de celulas intermedias y parabasales, pocas células
superficiales con cantidad moderada de neutréfilos y que las mamas presentaron proliferacion de
conductos dilatados y lobulillos pequefios, se clasificaron en proestro (n=3). Cuando se observaron
muchas células superficiales y anucleares y poca cantidad de células intermedias, el tejido mamario
con pocos conductos y vasos con extravasacion de gldbulos rojos, se clasificaron en estro (n=2). Las
que contenian células intermedias y parabasales pequefas, con pocas células superficiales y el tejido
mamario con gran desarrollo de conductos y lobulillos, se clasificaron en diestro (n=4). Las perras
con menor cantidad de células parabasales e intermedias y con alvéolos mamarios reducidos en
tamafio y escasa secrecion, se clasificaron en anestro (n=3) (Edens & Health, 2005; Wanke &
Gobello, 2006; Feldman & Nelson, 2007; Rehm et al., 2007). En las figuras 2 y 3 se muestra a modo
de ejemplo la citologia vaginal y la histologia del tejido mamario en diferentes estadios del ciclo
reproductivo de la hembra canina.

En las perras de 5 a 8 meses de edad se observd un tejido mamario rudimentario (Santos et
al., 2010). Esto fue consistente con la informacion aportada por los propietarios, que dichos animales
nunca habian manifestado sintomas de actividad reproductiva, por lo tanto se clasificaron en
prepUberes (n=4). En la citologia vaginal de estos animales se evidenciaron muy pocas células

parabasales e intermedias.



Figura 2. Citologia vaginal de perras en diferentes estadios del ciclo reproductivo, tincion con azul
de metileno, 100x. A. Proestro: células intermedias (flechas blancas), parabasales (flechas gris
claro) y neutrdéfilos (flechas gris oscuro). B. Estro: células superficiales (flechas negras). C. Diestro:
células intermedias pequefias (flechas blancas). D. Anestro: células parabasales (flecha gris claro) e

intermedias (flecha blanca).

Determinacion de la concentracion de progesterona sérica

Los niveles de P sérica se midieron por radioinmunoanalisis (RIA) en fase sélida usando el
kit Coat-A-Count TKPG1 2033 cat # 326516. Todas las muestras se determinaron por duplicado en
el mismo ensayo, siguiendo el protocolo del fabricante. La sensibilidad fue 0,077 ng/mL y para los
controles (bajo, medio y alto) los coeficientes de variacion intraensayo fueron menores a 10%.



Figura 3. Histologia del tejido mamario canino en distintos estadios del ciclo reproductivo, tincion

con hematoxilina y eosina, 100x. A. Proestro: conductos dilatados (flecha gris oscuro) y pequefios
lobulillos (flecha blanca). B. Estro: pocos conductos (flecha gris oscuro) rodeados de adipocitos,
con presencia de vasos y extravasacion de glébulos rojos (flecha negra). C. Diestro: gran desarrollo
de conductos (flecha gris oscuro) y formacién de lobulillos (flechas blancas). D. Anestro: grupos

alveolares con poca secrecion (asteriscos).

Distribucién de REa v RP por inmunohistoguimica

La distribucién de REa y RP se realiz por la técnica inmunohistoquimica avidina-biotina-
peroxidasa en todas las muestras de tejido mamario canino (Meikle et al., 2000). Las laminas fueron
desparafinadas con xilol durante 20 minutos y rehidratadas con etanol 100%, 95% y 70% durante 5
minutos. Posteriormente fueron pre tratadas en microondas con citrato de sodio 0.01 M pH=6 por 10

minutos y se dejaron enfriar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron en buffer PBS
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0.01 M pH=7,4 y Triton 0,1 % durante 10 minutos. La actividad inespecifica de las peroxidasas
enddgenas fue bloqueada con perdxido de hidrégeno al 3% en metanol por 10 minutos a temperatura
ambiente. Se lavaron nuevamente en buffer PBS 0.01 M pH=7,4 y Trit6n 0,1 % durante 10 minutos.
Las I&minas fueron incubadas por 30 minutos en una cdmara himeda a oscuras a temperatura
ambiente con suero de caballo normal (NHS: Vectastain ABC-KIT, Elite, cat # PK-6102) diluido en
PBS 0.01 M pH=7,4.

Se utilizd anticuerpo primario anti-REa (anticuerpo monoclonal de ratén 1gG2a producido
contra los aminoécidos 495-595 de REa de origen bovino; ¢-311 cat # sc-787; Santa Cruz, CA, USA)
diluido 1/25 en PBS. El anticuerpo primario anti-RP (anticuerpo monoclonal de ratén clon PR-2C5
IgG1-kappa producido contra la region N-terminal de RP humano, conjugado a proteina
trasportadora; Zymed, South San Francisco, CA, USA) fue diluido 1/100 en PBS. Los controles
negativos se obtuvieron reemplazando el anticuerpo primario por suero inespecifico de raton (1gG de
raton cat#sc-2025, Santa Cruz, California, USA). Se realizd la incubacion de las muestras con
anticuerpo secundario (IgG biotinilado, equino anti-raton, Vectastain ABC-KIT) diluido en NHS
para REa y RP. A continuacion los tejidos se incubaron con el complejo avidina-biotina-peroxidasa
(ABC) (Vectastain Elite; Vector Lab). La union del complejo enzimatico fue visualizado con
3,3’diaminobenzidina (DAB cat#4100, Vector Lab), un cromdgeno que produce un precipitado
marron insoluble cuando se incuba junto con la peroxidasa. Las muestras de tejido fueron contra
coloreadas con hematoxilina, deshidratadas con etanol 70%, 95%, 100% durante 5 minutos y

colocadas en xilol durante 20 minutos antes de ser montadas con Pertex.

Analisis de imagen

La distribucion de REa y RP se estudid en todos los animales en tejido conjuntivo (TC),
tejido epitelial alveolar (TA) y epitelio de conductos (C) de la glandula mamaria, mediante obtencion
de imagenes con el software Infinity Capture en microscopio dptico Olympus BX41. La intensidad
de tincién a REa y RP fue evaluada por dos observadores independientes que no sabian qué muestras
se estaban evaluando. Se analizaron diez campos para cada compartimiento celular con aumento de
400x. La intensidad de tincion se evalué de acuerdo a la siguiente escala: negativo (-), leve (+),
moderado (++) o intenso (+++) y fue calculada (score) como: 1 x n1 + 2 x n2 + 3 x n3, donde n es la
proporcién de células por campo que exhiben tincion: leve (n1), moderado (n2) e intenso (n3) (Boos
et al., 1996).
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Determinacion de la concentracion de RE y RP

La concentracion de RE y RP fue determinada utilizando la técnica bioquimica de multiples
puntos y el modelo de Scatchard inverso (Braunsberg, 1984; Gartfalo & Tasende, 1996). Las
muestras de tejido (400 - 600 mg) se laminaron congeladas, se homogeneizaron en un
homogeneizador Polytron Kinematica PT 10-35 a 27000 rpm en buffer de ensayo (TRIS 50 mM,
EDTA 1,5 mM, DTT 1 mM, NazMoO, 16,5 mM vy Glicerol 10% v/v de Sigma, pH=7,4) 3 veces
durante 5 segundos con intervalos de 1 minuto entre cada homogeneizacion. La homogeneizacion asi
como todos los procedimientos posteriores se realizaron entre 0-4 °C. Los homogeneizados se
centrifugaron a 1100g durante 10 minutos en centrifuga Sorvall Evolution RC y los sobrenadantes se
centrifugaron a 500009 durante 1 hora obteniéndose la fraccion citosolica.

La union total se determind incubando por duplicado alicuotas de la fraccion citosolica con 5-
6 concentraciones crecientes de (2,4,6,7—3H)—estradiol—17[3, 86 Ci/mmol (3H—E, 0,15 a 15 nM) para
RE y de *H-ORG 2058 (16a-ethyl-21-hydroxy-19-nor[6,7,3H]pregn4en-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 dietilestilbestrol (DES) y ORG 2058 para RE y RP
respectivamente, para determinar la unién no especifica. Luego de 18 horas de incubacion, los
esteroides libres fueron separados por el método de carbon-dextrano (carbon 1% p/v, dextrano 0,1%
p/v de Sigma en buffer de ensayo). La radioactividad del sobrenadante se midié por centellografia
liquida. La union especifica se obtuvo por la diferencia entre la union no especifica y la unién total.
Los resultados se analizaron por el modelo de Scatchard inverso, estimando la constante de
disociacion aparente (Kd, nM) y la concentracion de receptores en fentomoles por miligramo
(fmol/mg) de proteina y de tejido.

La expresion “fraccion citosdlica” en la que se realizaron los ensayos de union se refiere a la
fraccion obtenida después de la homogeneizacion y centrifugacion diferencial de las muestras, no se
refiere a la localizacion celular de los receptores.

La concentracion de proteinas de la fraccion citosélica se midié por el método de Lowry
usando Albumina Sérica Bovina (BSA, fraccion V de Sigma) como estdndar (Lowry et al., 1951).
Todas las muestras se corrieron por duplicado. Se midid la absorbancia a una longitud de onda de
750 nm.

La concentracion de proteinas y la cantidad de tejido utilizado en los ensayos se
correlacionaron positivamente (n=16; r=0,75; p=0,005), indicando que la extraccion de proteinas de

la fraccion citosolica fue similar en todas las muestras.
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Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados por ANOVA utilizando el procedimiento mixto

de Statistical Analysis System (SAS Institute inc., Cary, NC, USA). En el modelo estadistico se

incluyeron los efectos de observador, compartimiento histolégico, situacion fisioldgica e interaccion

entre ambos. Se realizaron test de correlacion de Pearson para estudiar la relacion entre RE y RP, la

concentracion de RE y RP y la concentracion de P y la cantidad de tejido y la concentracion de

proteinas de la fraccion citosdlica. Los resultados fueron expresados como X + pooled s.e. El nivel de

significancia fue p<0,05.

IV) RESULTADOS

Concentraciones de progesterona sérica

La concentracion de P se midid en las muestras de suero de 12 perras adultas y 4 perras

prepuberes por RIA, como se menciond en materiales y métodos.

Se encontrd efecto de la etapa del ciclo reproductivo sobre la concentracion de P sérica (p=0,03). La

concentracion de P sérica fue mayor en diestro que en proestro, estro, anestro y en la prepubertad

(tabla 1).
Situacién fisiolégica Concentra_cic’)n de P sérica
(ng/mL, X + pooled s.e.)

Proestro 0,93+ 13 (a)

Estro 2,81+15(a)

Diestro 52,00 £ 11 (b)

Anestro 0,25+ 13 (a)

Prepubertad 0,48 £ 11 (a)

Tabla 1. Concentraciones (ng/mL, X £ pooled s.e.) de P sérica en
perras en proestro (n=3), estro (n=2), diestro (n=4), anestro (n=3) y

en prepuberes (n=4). a,b indican diferencias significativas (p<0,05)

entre las diferentes situaciones fisioldgicas.

Distribucion de REa por inmunohistoquimica

La distribucion de REa en el tejido mamario se estudio en 12 perras adultas y 4 perras

prepUberes por la técnica de inmunohistoquimica, descripta en materiales y métodos utilizando un

anticuerpo primario especifico. Esta técnica nos permitié estimar la intensidad de tincion a REa en
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tejido conjuntivo, tejido epitelial alveolar y epitelio de conductos. En la tabla 2 se muestra un
ejemplo de como se realizo la evaluacion en una muestra de tejido mamario en 10 campos de

imagenes obtenidas mediante microscopio dptico.

Tejido conjuntivo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Promedio Score
Negativos 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 1

Leve (+) 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0,2 0.02
Moderado (++) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 '
Intenso (+++) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Alvéolos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Promedio Score
Negativos 40 60 47 18 40 50 30 50 65 30 43

Leve (+) 0 0 1 0 4 0 1 0 1 2 0,9 014
Moderado (++) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,1 '
Intenso (+++) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,1

Conductos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Promedio Score
Negativos 43 0 41 14 47 20 36 8 9 19 23,7

Leve (+) 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,1 0.07
Moderado (++) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 '
Intenso (+++) 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0,2

Tabla 2. Cantidad de nucleos negativos y positivos a REa (leves, moderados e intensos) en tejido
conjuntivo, tejido epitelial alveolar y epitelio de conductos de una muestra de glandula mamaria.
Score: (1xnl + 2xn2 + 3xn3)/10; n es la proporcion de células con nucleos positivos en cada campo

con tincion leve (n1), moderada (n2) o intensa (n3).

Se detecto tincion a este receptor en todas las muestras de glandula mamaria de perras en
proestro, estro, diestro y anestro, y en los tres compartimientos histolégicos mencionados. Los
controles negativos (sin anticuerpo primario especifico) no presentaron tincion a REa (figura 4). Se
encontr6 efecto de estadio del ciclo reproductivo (p=0,004), de compartimiento histologico
(p=0,0002) e interaccion (p=0,023) entre ambos en la intensidad de tincién a REa y no se encontro
efecto entre los observadores que evaluaron las muestras.

En proestro, la intensidad de tincion a REa fue mayor en tejido epitelial alveolar que en tejido
conjuntivo (p=0,0004) y epitelio de conductos (p=0,005) y fue similar en estos dos Gltimos (figura
5). En anestro, también fue mayor en tejido epitelial alveolar que en tejido conjuntivo (p<0,0001) y
epitelio de conductos (p=0,03), siendo mayor en epitelio de conductos que en tejido conjuntivo
(p=0,03). En estro y diestro, no se observaron diferencias entre compartimientos histoldgicos.

La intensidad de tincion a REa en tejido epitelial alveolar fue mayor en proestro y anestro que
en estro y diestro, tendiendo a ser mayor en proestro que en estro (p=0,088). En epitelio de conductos
fue mayor en anestro que en proestro, estro y diestro. En tejido conjuntivo no se observaron

diferencias en la intensidad de tincion a REa durante el ciclo reproductivo. No se detect6 tincion a
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REa en las muestras de tejido mamario de perras prepuberes, utilizando un anticuerpo primario

especifico descripto en materiales y métodos.

Figura 4. Intensidad de tincién a REa en tejido conjuntivo (TC), tejido epitelial
alveolar (TA) y epitelio de conductos (C) de la glandula mamaria canina, 400x. A.

Control negativo (nlcleos de coloracion azul). B. Tincion a REa (coloracion

marrdn) en el nacleo celular del tejido mamario: leve (flecha blanca), moderada

(flecha gris) e intensa (flecha negra).
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Figura 5. Intensidad de tincion a REa (X + pooled s.e.) en tejido conjuntivo (TC),
tejido epitelial alveolar (TA) y epitelio de conductos (C) de la glandula mamaria
canina en proestro (n=3), estro (n=2), diestro (n=4) y anestro (n=3). a, b, ¢ indican
diferencias para un mismo estadio y distinto compartimiento histolégico. d,e indican
diferencias para un mismo compartimiento histoldgico y distinto estadio (p<0,05). (t)
indica tendencia para un mismo compartimiento histolégico y distinto estadio

(p=0,088).
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Distribucion de RP por inmunohistoquimica

La distribucion de RP en el tejido mamario se estudié en 12 perras adultas y 4 perras
prepUberes por la técnica de inmunohistoquimica, descripta en materiales y métodos utilizando un
anticuerpo primario especifico. Esta técnica nos permitio estimar la intensidad de tincion a RP en
tejido conjuntivo, tejido epitelial alveolar y epitelio de conductos. En la tabla 3 se muestra un
ejemplo de como se realizo la evaluacion en una muestra de tejido mamario en 10 campos de

imagenes obtenidas mediante microscopio dptico.

Tejido conjuntivo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Promedio Score
Negativos 50 42 50 46 28 31 42 46 38 51 42,4

Leve (+) 3 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0,8 0.16
Moderado (++) 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0,4

Intenso (+++) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Alvéolos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Promedio Score
Negativos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Leve (+) 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0,4 0,04
Moderado (++) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Intenso (+++) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Conductos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Promedio Score
Negativos 0 0 0 0 23 16 0 0 0 0 3,9

Leve (+) 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0,4 0.04
Moderado (++) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 '
Intenso (+++) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 3. Cantidad de nucleos negativos y positivos a RP (leves, moderados e intensos) en tejido
conjuntivo, tejido epitelial alveolar y epitelio de conductos de una muestra de glandula mamaria.
Score: (1xnl + 2xn2 + 3xn3)/10; n es la proporcion de células con nicleos positivos en cada campo

con tincion leve (n1), moderada (n2) o intensa (n3).

Se detecto tincion a este receptor en todas las muestras de glandula mamaria de perras en
proestro, estro, diestro y anestro, y en los tres compartimientos histolégicos mencionados. Los
controles negativos (sin anticuerpo primario especifico) no presentaron tincion a RP (figura 6). Se
encontr6 efecto de estadio del ciclo reproductivo (p=0,003) y de compartimiento histologico
(p=0,004) en la intensidad de tincion a RP y no se encontrd efecto entre los observadores que
evaluaron las muestras.

En proestro, la intensidad de tincion a RP fue mayor en tejido epiteliar alveolar que en
epitelio de conductos (p=0,026) (figura 7). En estro, fue mayor en tejido conjuntivo (p=0,01) y tejido
epitelial alveolar (p=0,03) que en epitelio de conductos. En diestro, la intensidad de tincion a RP en
tejido epitelial alveolar tendié a ser mayor que en tejido conjuntivo (p=0,07) y en anestro no se

encontraron diferencias significativas entre los compartimientos histologicos.
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La intensidad de tincién a RP en tejido conjuntivo fue mayor en estro que en proestro, diestro
y anestro. En tejido epitelial alveolar fue mayor en proestro y estro que en diestro y anestro. En
epitelio de conductos no se observaron diferencias significativas durante el ciclo reproductivo. No se
detectd tincion a RP en las muestras de tejido mamario en perras prepuberes, utilizando un

anticuerpo primario especifico descripto en materiales y métodos.

Figura 6. Intensidad de tincion a RP en tejido conjuntivo (TC), tejido epitelial
alveolar (TA) vy epitelio de conductos (C) de la glandula mamaria canina, 400x. A.
Control negativo (nicleos de coloracion azul). B. Tincién a RP (coloracion marrén) en
el nacleo celular del tejido mamario: leve (flecha blanca), moderada (flecha gris) e

intensa (flecha negra).
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Figura 7. Intensidad de tincion a RP (X * pooled s.e.) en tejido conjuntivo (TC), tejido
epitelial alveolar (TA) y epitelio de conductos (C) de la glandula mamaria canina en
proestro (n=3), estro (n=2), diestro (n=4) y anestro (n=3). a,b indican diferencias para
un mismo estadio y distinto compartimiento histolégico (p<0,05). (t) indica tendencia
para un mismo estadio y distinto compartimiento histoldgico (p=0,07). ¢, d, e indican

diferencias para un mismo compartimiento histolégico y distinto estadio (p<0,05).
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Concentracion de RE y RP

La concentracion de RE y RP en el tejido mamario se determind en 12 perras adultas y 4
perras prepuberes por la técnica bioquimica de maltiples puntos descripta en materiales y métodos.
Esta técnica nos permiti6 cuantificar la concentracion tisular de ambos receptores en fentomoles/mg
de proteina y tejido mediante el modelo de Scatchard inverso.

En todas las muestras de tejido mamario se detectd un sitio de unién Unico, saturable y de alta
afinidad para E (figura 8) y para P (figura 9). Se encontré efecto de estadio del ciclo reproductivo
sobre la concentracion de RE (p<0,0001) y RP (p=0,001). Todos los valores de Kd (nM) en ambos
receptores fueron del mismo orden. En la tabla 5 se muestra el promedio de estos valores en cada

situacion fisioldgica de la hembra canina.
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Figura 8. A. Curva de saturacion de RE. B. Modelo de Scatchard inverso de RE.
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Figura 9. A. Curva de saturacion de RP. B. Modelo de Scatchard inverso de RP.
18



Situarc]ic’)n fisiolégica de la Kd RE (nM) Kd RP (nM)
embra canina
Proestro 1,89 0,51
Estro 1,22 0,93
Diestro 0,37 0,86
Anestro 0,76 0,56
Prepubertad 0,49 0,52

Tabla 5. Valores de Kd (nM, X) de RE y RP de perras en proestro (n=3), estro
(n=2), diestro (n=4), anestro (n=3) y durante la prepubertad (n=4).

La concentracion (fmol/mg de proteina) de RE fue menor (p<0,0003) en diestro que en
proestro, estro y anestro, tendidé a ser mayor en proestro que en anestro (p=0,07) (figura 10). La
concentracion (fmol/mg de proteina) de RP fue mayor (p<0,02) en estro que en proestro, diestro y
anestro y mayor (p<0,05) en proestro que en diestro y anestro. Los resultados expresados en fmol/mg
de tejido fueron similares a los expresados en fmol/mg de proteina.

No se encontrd correlacion entre los niveles de concentracién de RE y RP durante el ciclo
reproductivo de la hembra canina (n=12; r=0,40; p=0,19). La concentracion de P sérica se
correlaciond negativamente con los niveles de RE (n=12; r=-0,70; p=0,01) pero no con los niveles de
RP (n=12; r=-0,27; p=0,39).
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Figura 10. Concentracion (fmol/mg de proteina, X + pooled s.e.) de RE y RP
en tejido mamario canino en proestro (n=3), estro (n=2), diestro (n=4) y
anestro (n=3). Para un mismo receptor y distinto estadio, diferentes letras
indican diferencias (p<0,05), (t) indica tendencia para RE (p=0,07).
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RE v RP en perras prepuberes en relacién a las adultas

En las muestras de glandula mamaria de perras prepuberes se detectd union especifica de RE
y RP a E y P. Dado el poco desarrollo mamario que presentaron estos animales y que la
concentracion de proteinas de la fraccion citosolica fue muy baja (< 1 mg/mL), la concentracion de
RE y RP expresada en fmol/mg de proteina resulté en valores mayores o similares que las perras
adultas. Esto se debe a que dado un valor de fentomoles de hormona marcada unidos, si se divide por
un valor de proteinas menor de 1 (prepuberes) o mayor de 1 (adultas) el valor de la concentracion de
receptores expresado en fmol/mg de proteina da valores muy diferentes, que no reflejan lo que se une
de hormona marcada. En apoyo de esto, se encontrd que la concentracion de receptores expresada en
fmol/mg de proteina no concuerda con la concentracion de receptores expresada en fmol/mg de
tejido, los cuales fueron en preplberes menores que los de las perras adultas. Por lo tanto, en las
perras prepuberes los resultados se muestran expresados en fmol/mg de tejido, lo que permitié

compararlos con los de las perras adultas (figura 11).
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Figura 11. Concentracion (fmol/mg de tejido, X + pooled s.e.) de RE y RP en tejido mamario
en perras prepuberes (n=4) en relacién a perras en proestro (n=3), estro (n=2), diestro (n=4) y

anestro (n=3).

V) DISCUSION

La concentracion de P circulante en las diferentes etapas del ciclo reproductivo estudiadas
concuerda con lo reportado por Concannon (2011) y los valores estdn de acuerdo a la actividad

ovérica en proestro, estro y diestro y con la inactividad ovérica en anestro y prepubertad.
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En las muestras de glandula mamaria de perras prepuberes no encontramos tincion a REa y
RP en ninguno de los tres compartimientos estudiados. Esto puede ser debido a que la expresion de
ambos receptores antes de la pubertad sea tan baja que no sea posible detectarla por
inmunohistoquimica. Sin embargo, Connor et al. (2005) detectaron tincion a ambos receptores en
terneras prepUberes utilizando el mismo anticuerpo primario. Estas diferencias podrian ser debidas a
que las terneras preplberes tengan un mayor desarrollo de tejido mamario o mayor cantidad de
receptores.

Se observo intensidad de tincion a REa y RP en el nlcleo de células del tejido conjuntivo,
tejido epitelial alveolar y epitelio de conductos en todas las muestras de tejido mamario de la hembra
canina, en los diferentes estadios del ciclo reproductivo; sugiriendo que los tres compartimientos son
blanco de accion de las hormonas esteroides ovéricas. Nuestros resultados concuerdan con lo
reportado por Millanta et al. (2005) que también detectaron tincién a ambos receptores en los tres
compartimientos mencionados en perras normales y tumorales. También se report6 tincién a REa y
RP en los tres compartimientos en la glandula mamaria de roedores (Shyamala et al., 2002). Por el
contrario, Manee-in et al. (2010) no encontraron tincién a REa y RP en tejido conjuntivo en perras
normales durante el ciclo reproductivo y sugieren que las células del tejido conjuntivo no serian
blanco de accion de las hormonas esteroides ovéricas. Tampoco se encontrd tincion a REa y RP en
tejido conjuntivo en la glandula mamaria de mujeres (Anderson, 2002), primates no humanos (Cheng
et al., 2005), bovinos (Schams et al., 2003) y cabras (Moroni et al., 2007).

La distribucion de REa en los tejidos conjuntivo, epitelial alveolar y epitelio de conductos
vario en los estadios del ciclo reproductivo estudiados. La intensidad de tincion a REa en tejido
epitelial alveolar fue mayor que en tejido conjuntivo y epitelio de conductos en proestro y anestro,
mientras que en estro y diestro no hubo diferencias. Esto sugiere que la concentracion de este
receptor en tejido epitelial alveolar es hormono-dependiente. En apoyo de esta hip6tesis encontramos
que los niveles de REa en proestro son altos (cuando predominan los E), tienden a disminuir en
estro, disminuyen en diestro (cuando predomina la P) y se recuperan en anestro a niveles similares a
los de proestro. Las diferencias que encontramos en la distribucion de RP en tejido epitelial alveolar
y conjuntivo en proestro y estro en relacion al diestro y anestro también sugiere una expresion
hormono-dependiente de este receptor, similar a lo que encontramos para REa. La intensidad de
tincion a RP fue mayor en estro cuando predominan los E y disminuye en diestro coincidiendo con
elevados niveles circulantes de P. Nuestros resultados de REa y RP concuerdan parcialmente con los
de Manee-in et al. (2010), quienes encontraron similar expresion de ambos receptores en proestro,

estro y diestro temprano, sin embargo reportaron en anestro la menor expresion a REa y la mayor de
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RP, mientras que nosotros encontramos en este estadio la mayor expresion de REa (similar a la de
proestro) y la menor de RP (similar a la de diestro).

Por otro lado, en la glandula mamaria de roedores Shyamala et al. (2002) reportaron que la
tincion a REa y RP fue menor en la fase luteal que en la fase folicular, en acuerdo con nuestros
resultados. En mujeres, primates no humanos y cabras se reportd mayor tincion a REa en la fase
folicular que en la fase luteal consistente con nuestros resultados (Soderqvist et al., 1993; Cheng et
al., 2005, Moroni et al., 2007). Sin embargo, en mujeres y cabras no se encontraron diferencias en la
tincion a RP entre la fase folicular y luteal (Sodergvist et al., 1993; Moroni et al., 2007).

Se detectaron RE y RP especificos y de alta afinidad en todas las muestras de tejido mamario
canino estudiadas. Los valores de Kd fueron similares en todos los estadios del ciclo reproductivo
incluidas las perras prepUberes y también fueron similares a los reportados en ovinos (Miller et al.,
1977; Rexroad, 1981; Meikle et al., 2004; Tasende et al., 2005; Rodriguez-Pifion et al., 2008) y en la
perra (Donnay et al., 1995) en diferentes tejidos. Los bajos niveles de concentracion de RE y RP en
perras prepuberes concuerdan con el escaso desarrollo mamario de estos animales y explican en parte
que no hayamos detectado tincién a ninguno de los dos receptores. No encontramos trabajos en
tejido mamario de perras prepuberes con quien comparar nuestros datos. Los mayores niveles de RE
y RP en proestro y estro en relacion al diestro y anestro se acompafian por los menores niveles de P
circulantes y los mayores niveles de E circulantes. Esto concuerda con la regulacion de la expresion
de RE y RP, se acepta que los E estimulan la sintesis de ambos receptores y que la P la inhibe (Clark
& Mani, 1994). El perfil de concentracion de RE y RP en nuestro trabajo concuerda con lo reportado
por Donnay et al. (1995) en tejido uterino de perras durante el ciclo reproductivo. Pero no concuerda
con lo reportado por estos autores en glandula mamaria ya que no encuentran diferencias en la
concentracion de RE y RP entre proestro, estro y la fase luteal temprana, a pesar de que reportaron la

mayor concentracion de P en esta fase.

VI) CONCLUSIONES

El REa y RP se localizaron en el tejido conjuntivo, tejido epitelial alveolar y epitelio de
conductos de glandula mamaria en perras adultas y su distribucion varié en los diferentes tejidos
estudiados y en las diferentes etapas del ciclo reproductivo. Sugiriendo diferencias en la sensibilidad

a los estrégenos y la progesterona de los diferentes compartimientos histol6gicos.

En perras prepUberes no se detecto tincion a REa y RP, pero se demostrd capacidad de union
para RE y RP con valores de Kd similares a los de perras adultas pero con concentraciones menores
que las adultas y en acuerdo al escaso desarrollo del tejido mamario.
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Las constantes de disociacion aparentes de RE y RP fueron del mismo orden en las diferentes
etapas del ciclo reproductivo estudiadas. La concentracion de RE y RP en glandula mamaria de

perras adultas varié de acuerdo a los niveles circulantes de progesterona.

Estos resultados contribuyen al conocimiento de la dindmica de los receptores de estrégenos y
progesterona en el tejido mamario normal de la hembra canina y su vinculo con las fluctuaciones de
la progesterona sérica en los distintos estadios del ciclo reproductivo. Ademas, el conocimiento de la
expresion de RE y RP en el tejido mamario canino normal es una referencia fundamental para los

tumores mamarios caninos, en cuya especie son los tumores mas frecuentes.
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