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1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue describir la presencia de los receptores de estrogenos
(REa) en diferentes compartimientos histolégicos de la vagina de perras adultas sanas,
en las fases de proestro, estro y periodo post ovulatorio, y correlacionarlas con la
concentracién seérica de progesterona (P4). Para dicho fin se utilizaron 4 perras,
tomandoles muestras seriadas de sangre y biopsias vaginales cada 48hs a partir del
inicio clinico del proestro, marcado por el comienzo de la secrecion transvaginal
serosanguinolenta. Las concentraciones séricas de P4 se determinaron mediante
radioinmunoanalisis (RIA), al tiempo que la detecciéon de los receptores esteroideos se
realizd mediante inmunohistoquimica. Se llevdé a cabo un analisis de imagen subjetivo
por parte de dos observadores independientes en los compartimientos histolégicos:
epitelios superficial, intermedio y profundo; y tejidos conjuntivos laxo y denso,
analizandose 10 campos para cada uno de los compartimientos y fases del ciclo en cada
animal. Los efectos de las fases del ciclo estudiadas, del compartimiento histolégico y
sus interacciones fueron analizadas por analisis de varianza (Proc MIXED; SAS Institute
inc., 2000). No se detecto la expresion del receptor de progesterona (RP) en ninguno de
los compartimientos histolégicos vaginales estudiados a lo largo de las distintas fases del
ciclo estudiadas. Se detectdé inmunopositividad al REa a nivel nuclear en todos los
compartimientos histoldgicos y fases del ciclo estral estudiadas. La expresién del REa
vario entre los distintos compartimientos histolégicos, y durante las distintas fases del
ciclo.

Los cambios ciclicos mas relevantes se detectaron en el epitelio superficial y el tejido
conjuntivo denso vaginal constatdndose en ambos casos mayor contenido de REa
durante el periodo post ovulatorio, aunque comportandose de manera diferente en las
demas etapas del ciclo. Esto sugiere que en la vagina de la perra, las hormonas
esteroideas sexuales regulan de manera diferencial la expresion de los REa segun el
compartimiento histoldgico involucrado.



2. SUMMARY

The aim of this study was to describe the presence of oestrogen receptors (ERa) in
different vaginal histological compartments in healthy adult bitches, during proestrus,
estrus, and post-ovulatory period, and to correlate them with serum progesterone (P4)
concentrations. For this purpose, serial blood samples and vaginal biopsies were taken
from 4 bitches every 48 hours, starting with the clinical onset of proestrus, marked by the
beginning of the serosanguineous vaginal secretion. Serum P4 concentrations were
determined by radioimmunoassay (RIA), while detection of steroid receptors was carried
out through immunohistochemistry. A subjective image analysis was conducted by two
independent observers, in the following histological compartments: superficial,
intermediate, and deep epithelium; and loose and dense connective tissues. Ten fields
were analysed for each compartment and oestral cycle stage in each animal. The effects
of the oestral cycle stage, histological compartment, and their interactions, were analyzed
by variance analysis (Proc MIXED; SAS Institute inc., 2000). No progesterone receptor
(PR) expression was detected in any vaginal histological compartment throughout the
different oestral cycle stages. Nuclear ERa immunoreactivity was detected in every
histological compartment and oestral cycle stage studied. ERa expression varied among
the different histological compartments, and during the different stages of the cycle.

The most relevant cyclic changes were detected in the superficial epithelium and in the
dense connective tissue. In both cases, the highest ERa expression was detected during
the post-ovulatory period, although both compartments revealed a different pattern
throughout the other cycle stages. This suggests that, in the bitch’s vagina, sexual steroid
hormones regulate ERa expression in different ways, according to the histological
compartment involved.



3. INTRODUCCION

La perra posee caracteristicas particulares en su ciclo estral, lo que dificulta la
extrapolacion de conceptos de la fisiologia reproductiva desde otras especies hacia ella
(Wanke y Gobello, 2006). La hembra canina es considerada la unica especie doméstica
monoéstrica, con largos ciclos estrales, lenta evolucion de cada una de sus fases, e
inclusive cierto grado de superposicidén entre las fases folicular y lutea, debido a la
luteinizacion prematura de los foliculos ovaricos (Forsberg y col, 1993).

Las hormonas esteroideas sexuales son esenciales para el crecimiento y funciéon del
tracto reproductivo de la hembra. En la perra, al igual que en otros mamiferos, la vagina
experimenta una serie de importantes cambios morfolégicos y bioquimicos durante las
distintas fases del ciclo estral, los cuales son principalmente el resultado de la accién de
los estrégenos y la progesterona. Incluso, la deteccion de los cambios ciclicos en el
epitelio vaginal, es frecuentemente empleada en la clinica como herramienta para la
determinacién del momento éptimo para la monta.

Los estrogenos y la progesterona actuan sobre las células blanco a través de proteinas
especificas que los reconocen (receptores). La sensibilidad de un tejido a una hormona
esta dada por la presencia y cantidad de receptores (Meikle y col. 2004). Tanto los
estrdgenos como la progesterona son capaces de regular los niveles de expresion de
ambos tipos de receptores (Koligian y Stormshak, 1977; Evans y Leavitt, 1980; Batra y
losif, 1989; Clarke, 1990) y dicha regulacion varia en funcién de la especie (Spencer y
Bazer, 1995; Johnston y col, 1985; Fernandes y col, 1989), el 6rgano (Meikle y col, 2001;
Dhaliwal y col, 1997; Vermeirsch y col, 2002) y el tejido o tipo celular en cuestiéon (Meikle
y col, 2000).

En la especie canina los antecedentes de estudios que vinculen la distribucién de los RE
y RP con las concentraciones séricas de sus respectivos ligandos, se remiten
mayoritariamente al Utero (Lessey y col, 1981; Dhaliwal y col, 1997; Donnay y col ,1995;
Fernandes y col, 1989; Johnston y col, 1985; Vasconcellos y col, 2008). En lo que
respecta a los tejidos vaginales, hemos encontrado dos articulos cientificos, los cuales
son contradictorios entre si, ya que detectan o no diferencias en la expresién de los
receptores esteroideos (REa y RP) a lo largo del ciclo sexual canino (Prado de Brito y
col, 2006; Vermeirsch, 2002). Ademas, en ambos estudios las muestras provenian de
perras eutanasiadas, lo que los diferencia radicalmente de la presente tesis, en la cual
nos propusimos trabajar con muestras seriadas tomadas in vivo de los mismos animales.

El objetivo de la presente tesis es aportar informacion acerca de la expresion de los
receptores esteroideos en los tejidos vaginales de perras sanas durante las fases de
proestro, estro y periodo post ovulatorio, y su asociaciéon con los cambios ciclicos de la
progesterona sérica.
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4. ANTECEDENTES
4.1. EL CICLO ESTRAL EN LA HEMBRA CANINA

El ciclo estral en la perra se define como una serie de eventos reproductivos predecibles,
que comienzan en el estro y terminan en el estro siguiente; se contindan a lo largo de la
vida adulta, y son interrumpidos por la gestacion, la lactancia, la nutricién inadecuada, o
cuando las condiciones ambientales son estresantes (Senger, 2005). Una vez alcanzada
la pubertad, en el entorno de los 6 a 7 meses de edad, las perras comienzan a ciclar, y lo
hacen durante toda su vida, pudiendo ver reducida su fertilidad a partir de los 7 afios de
edad (Concannon, 1989). Se ha estudiado la variabilidad de la edad con que las perras
entran en la pubertad; es asi que las razas pequenas tienden a presentar el primer celo a
los 6-10 meses, en tanto que las razas grandes comienzan a ciclar a los 18-20 meses de
edad. Las perras de talla pequena, ademas de entrar mas tempranamente a la pubertad,
tienen ciclos estrales de corta duracion, por lo que poseen una probabilidad mas alta de
presentar mayor numero de celos a lo largo de toda su vida reproductiva (Ortega, 2000).

La perra, en general, tiene un solo ciclo estral por estacion reproductiva, por lo que se
considera monoéstrica estacional, durante la primavera y el otofio (Feldman y Nelson,
1987), aunque varios estudios indican que las perras consideradas como grupo, ciclan
uniformemente a lo largo de todo el afo (Engle, 1946; Sokolowsky y col, 1977; Tsutsui,
1977).

La duracién media del ciclo estral en la especie canina es de 180 dias, aunque se ha
estudiado que existen importantes diferencias raciales (Concannon, 1986; Concannon,
1993). En razas como el Ovejero Aleman y el Basset Hound la duracién promedio del
ciclo es de 180 dias, en el Cocker Spaniel de 190 dias, y en el Beagle de 240 dias. Los
casos mas llamativos son los de las razas Basenji y Mastin Tibetano, las cuales
presentan un solo ciclo estral por afno, durante el otofio (Concannon,1986; Concannon
1993 ), siendo estos casos considerados como los ciclos estrales mas largos de la
especie canina (Feldman y Nelson,2001).

La larga duracién del ciclo estral canino lo diferencia de los ciclos de otras especies
domeésticas, en las cuales la duracién media del ciclo estral es considerablemente mas
corta (21 dias para el caso de la vaca y la cerda; y 17 dias para la oveja). A su vez, cada
una de las etapas del ciclo estral de la perra, también resultan particularmente largas en
comparacion con las de otras especies. Las diferencias van desde etapas cuyas
duraciones se miden en horas para las hembras bovinas, ovinas y suinas; a largas
etapas que abarcan varios dias en la hembra canina.

El ciclo estral de la perra puede dividirse en cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y
una época del afio en donde no hay actividad sexual, el anestro. Actualmente, se
considera al metaestro como diestro, por tratarse de una etapa en donde los niveles de
progesterona se encuentran elevados durante 2 a 3 meses (Linde Fosberg, 1996).

El ciclo estral canino se inicia con el proestro, que tiene una duracién promedio de 9 dias,
aunque oscila entre 2 y 27 dias (Concannon, 1983).

El proestro se considera una fase de incremento de la actividad folicular ovarica que
precede al estro. El inicio del proestro se define clinicamente cuando se observa por
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primera vez una secrecion transvaginal, normalmente serosanguinolenta, cuyo aspecto
varia desde blanquecino a hemorragico. Se observa edema e hipertrofia de la vagina y
la vulva, aumento del tamario uterino, con edematizacién del endometrio y desarrollo de
las glandulas endometriales, los cuales se suscitan a partir del aumento de los
estrégenos (Wildt y col, 1981). Durante esta etapa, la perra atrae al macho como
consecuencia de la sintesis y liberacién de una feromona sexual, aunque no presenta
receptividad hacia el macho (Anisko, 1977; Goodwin y col, 1979). La metil p-
hidroxibenzoato se ha identificado como la principal feromona de la hembra canina. Su
componente principal es un derivado del acido benzoico de bajo peso molecular y por
tanto, muy volatil, presente en la orina y en las secreciones vaginales (Anisko, 1977,
Goodwin y col, 1979). La produccién de feromonas sexuales durante el proestro y estro
canino esta controlada por los estrégenos y se forma a partir de la accién de las
bacterias vaginales y, a nivel de la piel perianal a partir de productos de la secrecion o
descamacion. En condiciones normales, la feromonas solo se producen durante el
proestro y el estro, aunque en condiciones patolégicas también se ha evidenciado su
produccién en perras con vaginitis (Donovan, 1969).

La etapa que le sigue al proestro, es el estro (del latin, oistros, que significa deseo
imperioso), vulgarmente llamado celo, es el periodo en el que la perra acepta la monta,
con una postura caracteristica: se inmoviliza con presentacién del tren posterior al
macho, levanta la cola y eleva la vulva, facilitando de esta manera el coito. El estro se
inicia 2 dias antes a 4 dias después del pico preovulatorio de LH (Jones y col, 1973;
Concannon y col, 1975; Nett y col, 1975), mostrando una duracién media de 5 a 10 dias
con un rango de 3 a 21 dias (Christie y Bell, 1972). Aproximadamente 48 horas luego del
pico de LH, ya en la primera mitad del estro, se produce la dehiscencia del foliculo y por
consiguiente la ovulacion espontanea de ovocitos inmaduros (Concannon y Hansel,
1977), los cuales no presentan capacidad para fertilizarse hasta completar la primera
divisién meidtica y transformarse en ovocitos secundarios, lo cual ocurre alrededor de 60
horas después de la ovulaciéon (Holst y Phemister, 1971; Phemister y col, 1973). Entre la
primera y la ultima ovulacién pueden transcurrir entre 24 y 96 horas, pudiendo indicar
entonces, que el periodo de mayor fertilidad de la perra es aquel que abarca desde el
segundo hasta el quinto dia de iniciado el estro (Linde Forsberg, 1996). Clinicamente la
vulva se mantiene aumentada de tamafo, edematosa y turgente; aunque en menor
grado en relacién con el proestro, a causa de un descenso de los estrégenos. El
corrimiento vulvar disminuye en cantidad y deja de ser predominantemente hemorragico,
tornandose de un color mas claro. Al igual que la vulva, la vagina pierde turgencia. El
epitelio vaginal en esta etapa es todavia grueso, por lo cual el color de la mucosa vaginal
es palido (Lindsay, 1983). A nivel uterino, el 6rgano se prepara para la implantacién y se
completa el desarrollo glandular. En lo que respecta al comportamiento, la perra cambia
de una actitud agresiva a mostrarse totalmente pasiva (Concannon, 1983; Lein, 1983;
Linde Forsberg, 1996), presentando receptividad hacia al macho; acompanandose esta
condicion por valores decrecientes de estrogenos y crecientes de progesterona. Durante
este periodo la perra orina con una frecuencia mayor a la normal dando lugar a la
emision de la feromona sexual, que a pesar de estar presente, no se secreta en niveles
tan altos como o hace durante el proestro.

Posteriormente al estro, la perra entra en la siguiente etapa del ciclo denominada diestro.
El diestro puede durar de 50 a 100 dias, aunque su duraciéon media es de 70 dias y se
corresponde con el periodo de actividad litea (Okkens, 1985), periodo en el cual, la perra
rechaza la cépula y deja de ser atractiva para el macho, a consecuencia de la secrecion
lutea de progesterona (Holst, 1974). El diestro se puede dividir en dos fases: una

12



progresiva y una regresiva, relacionandose estos dos estadios con la funcion iuteal. La
fase progresiva es aquella en la cual ocurre el desarrollo luteal, y se extiende hasta:
aproximadamente 20 dias luego del estro. La fase regresiva es aquella en donde se
inicia la regresién del cuerpo luteo hasta el comienzo del anestro, aproximadamente 70.
dias mas tarde. A nivel uterino; el endometrio presenta glandulas plenamente
desarrolladas y activas, por accion de la progesterona, la cual es necesaria para el
desarrollo endometrial, secrecion de liquidos uterinos, inhibicion de la motilidad uterina y
eliminacion de la sensibilidad leucocitaria dentro del atero (Cunningham, 1997). La vulva
vuelve al aspecto tipico que encontraremos durante el anestro, desapareciendo el edema
tipico de las etapas anteriores. Las paredes vaginales se adelgazan y desaparecen los
pliegues. Se produce inicialmente una descamacién brusca del epitelio vaginal en
colgajos que hace que la mucosa aparezca moteada, aunque mas adelante su aspecto
comienza a asemejarse al que encontraremos en el anestro (Lindsay, 1983). A nivel
clinico y comportamental, la perra rechaza la cépula, deja de ser atractiva para el
macho y finalmente experimenta una reduccién del tamafio de las glandulas mamarias
(Holst, 1974).

Por ultimo, el anestro es un intervalo ciclico, que representa la transicién entre un ciclo
estral y el siguiente. Es una etapa de reposo del aparato genital femenino, por lo que es
el periodo ideal para la realizacién de intervenciones quirargicas de conveniencia como lo
son la ovariectomia, ovario histerectomia, histerectomia, etc. A pesar de tratarse de una
fase de reposo, desde el punto de vista enddcrino, la actividad hormonal continua,
caracterizandose por concentraciones basales de progesterona, al tiempo que los
estrogenos, fluctuan en gran parte del anestro para aumentar sus concentraciones un
mes antes del pico de LH y luego descender previo al comienzo del nuevo proestro
(Olson y col, 1982). Se debe tener en cuenta que la duracién del anestro es muy
variable, pudiendo durar de 2 a 10 meses, con un promedio de 5 meses (Bouchard y col
1991). Las razones de un anestro prolongado incluyen entre otras, el hipotiroidismo, la
administracion de progestagenos, un tratamiento prolongado con glucocorticoides, asi
como también etapas de desnutricidon y malnutricion. Actualmente se divide al anestro en
tres etapas: una etapa temprana, una media y una tardia (Vestegen y Onclin, 1999).
Durante el anestro existe relativa quiescencia reproductiva, por lo que no habra ni signos
ni comportamiento reproductivo caracteristico, pero la perra durante esta etapa puede
presentar pequefas descargas vaginales y reducido aumento en el tamafno de la vulva
(Wildt y col, 1981)

4.2. LAS HORMONAS ESTEROIDEAS SEXUALES DURANTE EL CICLO ESTRAL
CANINO

Las hormonas esteroideas se producen en células especificas de los testiculos, la
corteza adrenal, los ovarios y la placenta. La sintesis de estrégenos y progesterona
ocurre principalmente a nivel de los ovarios. Todas las hormonas esteroideas estan
relacionadas estructuralmente y provienen bioquimicamente del colesterol que es cedido
fundamentalmente de las lipoproteinas circulantes (LDL-colesterol). Su naturaleza
lipidica hace que no se puedan almacenar y que cuando se encuentran libres penetren
rapidamente en las células por difusién a través de la membrana. Por este motivo es
necesario que circulen asociadas a proteinas plasmaticas para que puedan mantenerse
un cierto tiempo en la sangre y aumente asi la probabilidad de que alcancen los tejidos
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diana. En general, solo un 5% de las hormonas circulan liboremente (Edquist y Forsberg,
1997).
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Figura 1: Representaciéon esquematica de los eventos enddcrinos durante las
diferentes etapas del ciclo estral de la perra (Modificado de Edens y Health, 2005).

Los eventos enddcrinos mas salientes de la fisiologia reproductiva de la hembra canina,
se hayan esquematizados en la Figura 1. El aspecto endocrinolégico que caracteriza al
proestro es el aumento en los niveles de FSH. Esta hormona estimula el crecimiento de
los foliculos ovaricos y con esto se induce a una alta produccion de estrégenos por parte
de las células de la granulosa del foliculo ovarico en desarrollo, que incluso durante esta
etapa podrian producir también progesterona (Concannon y Hansel, 1977).

Las concentraciones séricas de estrogenos pasan de niveles basales de 2-10 pg/ml a
niveles altos de 50-100 pg/ml antes del pico preovulatorio de LH, al alcanzar los Gltimos
dias del proestro (Jones y col, 1973; Concannon y col, 1975; Holst y Phemister, 1975;
Concannon y Hansel, 1977; Wildt y col, 1979; Onclin y col, 2002). Dicho aumento de
estrégenos da lugar al pasaje de eritrocitos por diapédesis al interior de la luz del Gtero,
cervix y vagina, lo que se mezcla con las secreciones uterinas y vaginales también
aumentadas por la accidn estrogénica, produciendo la caracteristica secrecion
mucosanguinolenta que define a esta etapa desde el punto de vista clinico. Los
estrégenos alcanzan concentraciones maximas 24-48 horas antes del inicio del estro,
niveles que ejercen una accion “feed-back” positiva sobre el hipotalamo e hipdfisis,
induciendo la secrecion en pico de LH tipica de la etapa de estro. Posteriormente,
durante los primeros dias del estro la concentracién de estradiol se reduce (Olson y col,
1982). Al comienzo del estro, ocurre el pico preovulatorio de LH, alcanzando ésta
hormona valores séricos de hasta 50 ng/ml y prolongandose dicho pico entre 24-40
horas, antes de retornar a niveles basales (Concannon y col, 1977; Wildt y col, 1979).

La presencia de una onda de LH alargada, con una duracién de 48-96 horas
(Concannon, 1977, Olson, 1982), ya en la primera mitad del estro, provoca la
dehiscencia del foliculo y por consiguiente la ovulacidn espontanea de ovocitos
inmaduros (Concannon y col, 1977), los cuales requeriran 2-3 dias para madurar a
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ovocitos secundarios a nivel del oviducto para poder ser fertilizados. Por otra parte, la
secrecion de progesterona se inicia antes de las ovulaciones que ocurren luego del pico
de LH estral. Este hecho se debe a la luteinizacién de algunas células foliculares en la
parte final del crecimiento folicular, que producen progesterona antes de la ovulacion
(Concannon y col, 1975). La concentracion sérica de progesterona en el dia del pico de
LH, aproximadamente dos dias antes de la ovulacion es de 2,0-2,9 ng/ml (Concannon y
col, 1975; Concannon y Hansel, 1977; Johnston y Root, 1995). En el dia de la ovulacién,
la concentraciéon de progesterona alcanza valores de 4 a 10 ng/ml (Wildt y col, 1979;
Johnston y Root, 1995), pasando luego a valores altos de 15-80 ng/ml entre los dias 12 y
30 a partir del estro (Concannon y col, 1975). El descenso de la concentracion sérica de
estrégenos y el aumento de la concentracién sérica de progesterona marcan el inicio del
comportamiento de estro en las perras (Concannon y Hansel, 1977; Wildt y col, 1979).

En lo que respecta al diestro, los niveles de progesterona llegan a valores de entre 15-90
ng/ml durante el primer mes, alcanzando su maximo durante las 2-3 primeras semanas,
manteniéndose en forma de meseta por 1-2 semanas mas y por ultimo declinando con
lentitud hasta volver a niveles basales alrededor de 70-90 dias después del pico de LH
(Concannon y col, 2000). La concentracion de progesterona se reduce paulatinamente
conforme transcurre la segunda parte de la fase lutea, ya que en la especie canina no
existe un mecanismo luteolitico agudo como el ejercido por la prostaglandina F2a de
origen uterino (Niswender y Nett, 1994), encargada de la destruccién del cuerpo luteo en
otras especies (Okkens y col, 1985). El nivel de LH, en términos generales, se mantiene
bajo, aproximadamente entre 1.5 y 1,7 ng/ml durante la fase lutea (Onclin y col, 2002).
En lo que respecta a otras hormonas, la concentracién sérica de FSH durante el diestro,
se mantiene entre 3 a 6 ng/ml y la concentraciéon sanguinea de prolactina se incrementa
conforme transcurre el diestro, de forma tal que en la segunda etapa del diestro, esta
estara mas elevada que en la primera etapa, manteniendo de esta manera la produccion
de progesterona (Okkens y col, 1990). Ginzel-Apel y col. (2006), estudiaron que en
algunas razas de perras, especialmente el Pastor Aleman, se ha observado deficiencia
lutea, la cual se manifiesta por la presencia de ciclos cortos de 4 meses de duracién,
caracterizados por menores concentraciones de progesterona, tanto en el periodo
dependiente de las gonadotrofinas como en el periodo dependiente de la prolactina.

Entrada la etapa del anestro, la secrecién pulsatil de LH ocurre esporadicamente, la FSH
tiende a aumentar, mientras que la progesterona disminuye hasta niveles basales
(Jeffcoate, 1993). Existen estudios que avalan la idea de que la FSH seria la hormona
critica para el inicio de la foliculogénesis ovarica y la terminacién del anestro (Kooistra y
col, 1998).

4.3. ORGANIZACION HISTOLOGICA DE LA VAGINA

La vagina o colpos (del griego kolpos, regazo) es el érgano femenino de la copulacion y
la parte inferior del canal del parto (Finn Geneser, 2006). Dicho érgano es un tubo
muscular que se extiende desde el cuello hasta el vestibulo, por cuya superficie se
extienden pliegues mucoso-submucosos planos y longitudinales (Dellman, 1994). La
pared vaginal consta de tres tunicas: una tunica mucosa-submucosa, una tunica
muscular y la tunica adventicia o serosa (Imagen 1).
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Imagen 1: Corte histolégico de la vagina de la rata en donde se hayan sefialados los
compartimientos histolégicos que componen las diferentes tunicas. s= epitelio superficial
i= epitelio intermedio; p= epitelio profundo; I= conjuntivo laxo; d= conjuntivo denso.
Modificado de Luo y col, 1998.

La primera tunica, consta a su vez de dos capas; la mucosa y submucosa vaginal. La
mucosa se caracteriza fundamentalmente por presentar un epitelio escamoso
estratificado que incrementa o disminuye en su espesor dependiendo de la etapa del
ciclo estral en la cual se encuentre (Dellman, 1994). Dentro del epitelio vaginal, se
describen tres zonas: la zona profunda corresponde a la capa basal y se compone de
células cubicas cilindricas con grandes nucleos redondos y citoplasma baséfilo; la zona
intermedia se compone de células aplanadas naviculares, con nucleos redondos y a
menudo retraidos, mostrando su citoplasma basofiia moderada, con abundantes
granulos de glucégeno; y por ultimo, la zona externa se compone de varias capas de
células muy aplanadas con pequefos nucleos picnéticos y citoplasma eosinéfilo. Las
células del epitelio superficial vaginal se desprenden constantemente durante el ciclo,
pero esta descamacion es mas fuerte durante la fase luteal tardia (Bloom-Fawcett, 1988).
En la submucosa encontramos una lamina propia, compuesta por una fina capa de tejido
conectivo laxo celular, subepitelial. Las células en esta capa son, en su mayor parte,
leucocitos, en especial, linfocitos.

En la parte profunda, la capa de tejido conectivo se transforma en una capa con fibras
mas gruesas y vasos mas grandes, lo que denominamos tejido conjuntivo denso, en la
cual las células caracteristicas son principalmente los fibroblastos.

La segunda tanica es la muscular, la cual se compone de una capa circular interna y una
capa longitudinal externa de musculatura lisa, de las cuales la externa se caracteriza por
ser mucho mas gruesa (Finn Geneser, 2006).

Por ultimo, la tunica adventicia o tanica serosa, consta de tejido conjuntivo laxo con gran

cantidad de vasos sanguineos y nervios. Esta misma tunica presenta una delgada capa
muscular externa constituida por musculo liso, llamada serosa muscular (Dellman, 1994).
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44. EFECTOS DE LAS HORMONAS SEXUALES FEMENINAS SOBRE LA
HISTOFISIOLOGIA VAGINAL

En los mamiferos, el epitelio vaginal posee la caracteristica de ser capaz de
experimentar ciertos cambios morfologicos a lo largo de las distintas etapas del ciclo
estral, los cuales han sido vinculados desde hace mucho tiempo a las influencias de los
estrégenos y la progesterona. En todo el organismo, varias areas tanto externas (piel),
como internas (mucosa oral, esofagica o vaginal), estan recubiertas por un epitelio
escamoso estratificado que se renueva permanentemente. Durante dicha renovacion, las
células basales se dividen dando origen a nuevas células hijas que ascienden en el
espesor del epitelio, se diferencian y finalmente se descaman al arribar a la superficie. A
lo largo de su migracion, y dependiendo del tipo de tejido que se trate, las células pueden
experimentar tanto un fenédmeno de queratinizacién como de mucificacion (Mercer, 1961;
Billingham y Silvers, 1963; Matoltsy y Parakkal, 1967). El epitelio de la vagina es
considerado singular debido a que a lo largo del ciclo estral se alterna regularmente entre
periodos de queratinizacion y periodos de mucificacién (Burgos y Wislocki, 1958,
Billingham y Silvers, 1963).

Desde hace larga data, varios estudios han demostrado la alternancia de patrones de
queratinizacion y mucificacion durante las fases folicular y luteal del ciclo estral en la
vagina, tanto de ratas (Long y Evans, 1922), como de primates (Hartman, 1932). A su
vez, algunos investigadores tempranamente lograron reproducir estos mismos estados
del epitelio vaginal en animales ovariectomizados por medio de la administracion de
estradiol (Barker y Walker, 1966; Eddy y Walker, 1969; Forsberg, 1973), progesterona
(Parakkal, 1973), o la combinaciéon de estradiol y progesterona (Parakkal y Gregoire,
1972; Parakkal, 1973). En términos generales, los estrogenos poseen la habilidad de
iniciar la division celular, producir la proliferacién epitelial y eventualmente su
queratinizacion (Biggers y Claringbold, 1955; Barker y Walker, 1966), en tanto que los
tratamientos con progesterona tipicamente producen la aparicién de gotitas de mucus en
las superficies celulares, y la reduccién de los espacios intercelulares (Holderegger,
1980). Durante aquellas etapas de ciclo estral en las que los niveles plasmaticos de
estrogenos se encuentran mas elevados (fase folicular), el epitelio vaginal prolifera, las
células experimentan su queratinizacion, y se descaman (Kroneneberg y Clark, 1985). La
queratinizacion de las células epiteliales de la vagina es un proceso que implica la
sintesis de un grupo de proteinas conocidas como queratinas. En la rata, se ha
demostrado que la sintesis de estas proteinas y por lo tanto la queratinizaciéon de las
células epiteliales vaginales puede ser inducida en hembras ovariectomizadas a través
de la administracién de estrogenos (Kroneneberg y Clark, 1985). Los estrogenos
provocan un aumento en el nimero de filamentos citoplasmaticos en las células basales
y en las recién formadas células del estrato espinoso, al tiempo que inducen la
mucificacion de aquellas células superficiales ya presentes. Posteriormente, las células
derivadas del estrato basal bajo las influencias de los estrdgenos experimentan su
queratinizacion (Eddy y Walker, 1969). Por otra parte, en aquellas etapas del ciclo estral
en las cuales la progesterona se encuentra en sus niveles maximos (fase luteal), el
epitelio vaginal se caracteriza por encontrarse en estado de mucificacién (Parakkal y
Gregoire, 1972). La progesterona provoca el aumento en altura y la mucificaciéon de las
células mas superficiales del epitelio vaginal. También estimula la infiltraciéon de
leucocitos en el epitelio, sin producir efecto alguno (ni mucificacién ni queratinizacion)
sobre otros tipos celulares (Eddy y Walker, 1969).
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4.5. MECANISMO DE ACCION DE LAS HORMONAS ESTEROIDEAS SEXUALES

Al igual que en el resto de los érganos del aparato reproductor femenino, en la vagina,
los efectos de los estrogenos y de la progesterona, se suscitan sobre los diferentes tipos
celulares a través de la accién de las hormonas sobre sus receptores especificos,
receptor de estrégenos (RE) y de progesterona (RP) respectivamente. Existen dos
subtipos de receptores de estrégenos, cada uno producto de genes diferentes. El REa es
el subtipo clasicamente descrito y predominante en el tracto reproductivo (Meikle y col,
2004). ElI REB fue descubierto en la rata y es el subtipo predominante en el ovario
(Kuiper y col, 1996). Se puede asumir que ambos subtipos de RE tienen el mismo
mecanismo de accién. En cuanto al RP, se han caracterizado dos isoformas en el pollo
(Kuhn y col, 1977) y en la rata (llenchuk y Walters, 1987). Las isoformas encontradas son
denominadas RP-B y RP-A (Krauss y col., 1993). Ambas son codificadas por el mismo
gen pero son reguladas por diferentes promotores (ARN mensajeros).

Los receptores de estrégenos y progesterona forman parte de la familia de receptores
hormonales de ubicacion nuclear. Se trata de proteinas, que desde el punto de vista
biolégico se definen como factores de transcripcion ligando dependientes. Estas
proteinas poseen dominios especificos de unién a las hormonas y de unién al ADN que
interactian con secuencias especificas de ADN, los llamados elementos de respuesta a
esteroides (ERE) (Tsai y O'Malley, 1994). Como se esquematiza en la Figura 2, los
receptores esteroideos, en ausencia de sus ligandos, se encuentran en el nucleo, en un
complejo inactivo unidos a proteinas de choque térmico. Dada la naturaleza lipidica de
las hormonas esteroideas, las mismas ingresan facilmente a las células blanco,
atravesando las membranas celulares por difusion, y alcanzando a sus receptores
especificos a nivel nuclear. Al ingresar a la célula, las hormonas esteroideas interactuan
con sus receptores especificos, induciendo la disociacidén de los mismos de las proteinas
de choque térmico (Shupnik, 1997). Al unirse a sus ligandos, los receptores esteroideos
se activan, y ademas de disociarse de las proteinas de choque, sufren ciertos cambios
conformacionales, que incluyen la dimerizacion y les permiten unirse a los ERE en el
ADN celular. Se ha propuesto que la fosforilacion seria el mecanismo regulador de la
unién del receptor al ADN (Orti y col, 1992). La unién del complejo hormona-receptor
activado al ADN celular conduce a la activaciéon de genes, estimulando su transcripcién
para producir ARNs mensajeros, que son traducidos en los ribosomas citoplasmicos a
proteinas. En muchos casos la interaccién del receptor con los genes puede ser
represiva. Una vez que el complejo hormona-receptor interactud con un gen, el receptor
puede ser reciclado o degradado (Clark y Mani, 1994). Se ha descrito que esta accién
del receptor nuclear como factor de trascripciéon (acciéon gendémica) también puede ser
causada en ausencia del ligando, por otras moléculas, por ejemplo, factores de
crecimiento o neurotransmisores capaces de activar los receptores (Auger, 2001; Flint y
col, 2002)

El mecanismo anteriormente descrito (accidon gendmica) era considerado como la via de
acciéon exclusiva de las hormonas esteroideas sobre sus receptores. Mas tarde, se
aceptd que las hormonas esteroideas pueden ejercer acciones de tipo no genémicas
(Moss y col, 1997), caracterizadas por la unién de las hormonas esteroideas a receptores
ubicados en la membrana celular y desencadenamiento de cascadas de segundos
mensajeros (Revelli y col, 1998; Dunlap y Stormshak, 2004; Nadal y col, 2004; Ashley y
col, 2006). Las acciones no gendmicas son rapidas, inmediatas, mientras que las
acciones genomicas tardan minutos, horas o dias.
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Figura 2: Representacion esquematica del mecanismo de accion esteroidea en las
células blanco. Por explicacién de la figura, ver texto.

4.6. RECEPTORES ESTEROIDEOS SEXUALES EN EL TRACTO REPRODUCTIVO
FEMENINO

La importancia de la presencia de los receptores de estrégenos y progesterona en los
tejidos que componen el tracto genital femenino es indiscutible. Muchos de los cambios
que acontecen en los érganos reproductivos de una hembra a medida que transcurre el
desarrollo de su aparato genital, y a medida que atraviesa las distintas fases del ciclo
estral durante toda su vida reproductiva, estan influidos por la presencia de estos
receptores hormonales (Greco y col, 1993; Gorski y Hou, 1995; Robinson y col, 2001,
Meikle y col, 2004). Varios investigadores se han concentrado en determinar la presencia
de estos receptores en distintos 6rganos del aparato reproductor femenino, en diferentes
especies y a lo largo de distintas etapas del desarrollo.

En la oveja adulta la inmunopositividad al REa fue alta en todas las células del
endometrio al inicio del ciclo estral. Entre los dias 1 y 6 del ciclo, la misma decrecié tanto
en el endometrio como en el miometrio (Spencer y Bazer, 1995). Luego del dia 11, las
células epiteliales endometriales mostraron inmunopositividades casi indetectables, a la
vez que aparecieron escasas células del estroma positivas al REa. A partir del dia 13 la
positividad al REa aumentd nuevamente en las células del epitelio endometrial (Spencer
y Bazer, 1995). En cuanto al RP, la inmunopositividad en el epitelio luminal y las
glandulas superficiales uterinas fue mayor hacia la fase luteal temprana, durante los
primeros dos dias del ciclo, al tiempo que la inmunopositividad en las glandulas
endometriales profundas se desarrollé mas tardiamente (Wathes y Hamon, 1993).
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En general se acepta que los estrégenos estimulan la expresiéon del REa y RP (Koligian y
Stormshak, 1977), a la vez que la progesterona inhibe las concentraciones de RE (Evans
y Leavitt, 1980), y también las de su propio receptor (Batra y losif, 1989; Clarke, 1990).
En la rata adulta, las concentraciones uterinas de RE fluctian de manera ciclica a lo
largo de las distintas etapas del ciclo estral (Lee y Jacobson, 1971). En ratas adultas
ovariectomizadas sometidas a diferentes tratamientos hormonales, se demostrd que la
expresion del REa a nivel uterino es dosis dependiente de los estrégenos y/o de la co-
administracion de progesterona. Solamente cuando los animales recibieron altas dosis
de estrogenos, o solo progesterona, se constaté una regulacién a la baja en los niveles
de REa a nivel proteico y del ARNm (Varayoud y col, 2005).

En lo que respecta a la perra adulta, existen varios trabajos que describen la presencia
de los REa y RP a nivel uterino, y los cambios en su expresion a lo largo de las distintas
fases del ciclo estral. Algunos autores afirman que ambos receptores (REa y RP) son
mas elevados en el estro en relacion con el diestro (Dhaliwal y col, 1997), y que a su vez
ambos receptores resultan considerablemente mas bajos al alcanzar la mitad de la fase
luteal (Donnay y col ,1995). La inmunopositividad al RP en el utero de perras adultas se
correlacioné positivamente con los niveles circulantes de 17 B estradiol, y negativamente
con los niveles de progesterona (Vermeirsch y col, 2000). A su vez, también se ha
descrito la existencia de una correlacion negativa entre la inmunopositividad al REa en
los cuernos uterinos de perras y los niveles séricos de progesterona. Los niveles de REa
uterinos cayeron desde su maxima expresion en el proestro, progresivamente hacia el
estro, hasta alcanzar valores minimos durante el metaestro (Vermerisch y col, 1999). Por
otra parte, Fernandez y col. (1989) y Johnston y col. (1985), describen un
comportamiento levemente distinto en lo que respecta a la expresion de los REa y RP
uterinos a lo largo del ciclo estral canino, en donde se destaca la permanencia de altos
niveles de REa y RP uterinos aun durante los primeros dias del diestro. La concentracién
del REa en el endometrio de perras adultas se mantuvo elevada hasta el décimo dia de
la fase luteal, se redujo al alcanzar el dia 20 del diestro, y fue significativamente mas baja
a los dias 30 y 40 del diestro. Luego del dia 40 de diestro, cuando las concentraciones
séricas de progesterona alcanzaron niveles basales, la concentracién endometrial de
REa aumentd y se mantuvo significativamente elevada desde el dia 60 hasta el dia 80
de diestro (Fernandez y col, 1989). En perras adultas las concentraciones uterinas de
REa aumentaron desde el anestro hasta alcanzar un maximo al doceavo dia de
identificado el estro, y luego decayeron hasta concentraciones minimas 28 dias después
del inicio del estro. Las concentraciones uterinas del RP aumentaron desde el anestro
hasta un maximo en el dia 3 de proestro, y luego bajaron gradualmente hasta el dia 28 a
partir de iniciado el estro (Johnston y col, 1985). Segun, Fernandez y col. (1989), las
concentraciones uterinas de RP se mantuvieron elevadas desde el proestro hasta el
segundo dia del diestro, para luego decrecer y mantenerse bajas hasta el dia 40, y
finalmente volver a aumentar constantemente desde el dia 50 hasta el dia 80 del diestro.

Respecto a la localizacion diferencial de los REa y RP en los distintos tipos celulares
uterinos la expresion del REa fue de positiva a moderada en el estroma y epitelio
glandular endometrial, y marcada en el epitelio superficial y estroma del oviducto, en
perras ciclando, en tanto que en anestro la inmunopositividad al REa fue leve o negativa
en los mismos tejidos (Vasconcellos y col, 2008). A su vez, Vermeirsch y col. (2000)
sugieren la existencia de un tipo de regulacion diferencial segun los tipos tisulares
uterinos, e incluso distinto entre diferentes areas del epitelio uterino, vinculando esto con
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un posible rol del estroma como mediador de los efectos de las hormonas esteroideas
sobre las células epiteliales del tracto reproductivo de la hembra canina. De manera
similar a lo que ocurre con los receptores de progesterona uterinos (Vermeirsch y col,
2000), los niveles de REa en el estroma uterino fluctian de manera pronunciada a lo
largo del ciclo estral canino, sugiriendo la importancia del rol del estroma como posible
mediador de efectos estrogénicos a lo largo del ciclo estral de la perra (Vermeirsch y col,
1999).

Los trabajos de receptores esteroideos sexuales en vagina de diferentes especies son
menos abundantes. En los tejidos vaginales de ovejas adultas ciclando, el porcentaje
total de células inmunopositivas al RP fue mayor al dia 1 del ciclo estral, intermedio al dia
6 y menor al dia 13, a la vez que para el REa la inmunopositividad fue mayor en el dia 1
en comparacion con los dias 6 y 13. La expresion del REa y RP en estos animales
mostré una regulaciéon de tipo tisular con sensibilidades diferentes a los estrogenos y
progesterona en el epitelio y el estroma vaginal (Acuiay col, 2007).

En tejidos vaginales de perras, hemos encontrado dos articulos cientificos. En perras
adultas en distintas fases del ciclo estral se encontraron células positivas al REa y al RP
en el epitelio superficial, el estroma y el musculo liso que integra la vagina (Vermeirsch y
col, 2002). Tanto para el REa como para el RP, la intensidad de expresion del receptor
result6 mas elevada en las células pertenecientes al estroma que en las células
epiteliales (Vermeirsch y col, 2002). Tanto en los tejidos vaginales, como en la vulva, no
se detectaron cambios ciclicos significativos en la inmunopositividad a los REa ni RP
(Vermeirsch y col, 2002). Las concentraciones séricas de progesterona no se asociaron
con las inmunopositividades a los REa y RP en todos los tipos celulares vaginales y
vulvares. Sin embargo, se sugirieron correlaciones positivas entre la concentracion de 17
B estradiol y la inmunopositividad al RP en los tejidos vaginales de perras, a la vez que
se encontraron correlaciones negativas entre los niveles de esta misma hormona y sus
propios receptores vaginales (Vermeirsch y col, 2002). Por otra parte, Prado de Brito y
col. (2006) determinaron REa por inmunohistoquimica en vaginas de perras y
describieron un efecto estimulatorio de los estrogenos e inhibitorio de la progesterona en
relacion a la REq,; similar a lo reportado para otros 6rganos reproductivos de la perra (De
Cock y col, 1997; Dhaliwal y col, 1997). Durante el proestro, con concentraciones altas
de 17 B estradiol, la expresion del REa fue elevada; y a pesar de una disminucién del 17
B estradiol la expresiéon del REa se mantiene invariable, disminuyendo durante el diestro,
cuando las concentraciones de progesterona son altas (Prado de Brito y col, 2006). Este
estudio difiere con el de Vermeirsch y col (2002), en donde no se encontraron diferencias
en la expresién del REa y RP en vagina durante las etapas del ciclo estral.

La limitante metodologica de ambos trabajos citados fue que las muestras vaginales
provenian de perras eutanasiadas, donde se asignaron las diferentes muestras a las
fases del ciclo estral acorde a los hallazgos de estructuras ovaricas y/o concentraciones
de las hormonas sexuales. No hemos encontrado un estudio en el cual se realizaran
determinaciones seriadas en el mismo animal, que se puedan luego asignar con
precision acorde a las propias curvas hormonales del ciclo estral y esto es de relevancia
si se tiene en cuenta la importante variacién de la duracién de las fases del ciclo estral en
caninos. Por lo tanto, la finalidad de la presente tesis fue caracterizar la distribucion de
los REa y RP en los diferentes compartimientos histolégicos vaginales de perras adultas
a lo largo del proestro, estro, y diestro y asociarlos a los niveles séricos de progesterona.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GENERALES

Contribuir al conocimiento respecto la expresion de los receptores esteroideos sexuales
en diferentes tipos celulares de vagina en perras.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

5.2.1. Determinar la localizacién de los receptores de estrogenos (REa) y de
progesterona (RP) en el epitelio superficial, intermedio y profundo, y en el tejido
conjuntivo laxo y denso de la vagina en perras en proestro, estro y periodo post
ovulatorio.

5.2.2. Determinar los niveles séricos de progesterona en perras en proestro, estro y
periodo post ovulatorio

5.2.3. Asociar los niveles séricos de progesterona, con la inmunopositividad a los REa y
RP en los compartimientos histolégicos vaginales estudiados.

6. MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se utilizaron 4 perras adultas (tres Ovejeras Alemanes y una Blood
Hound) pertenecientes al Cuerpo y Plantel de perros de la Policia, cuyas edades y pesos
varian entre 3 y 8 afos y de 28 a 37 Kg. respectivamente. El uso de los animales vy el
disefio experimental fueron aprobados por las autoridades del Servicio Veterinario de
Coraceros y por la Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA). Todos los
animales seleccionados para el ensayo experimental vivian en las mismas condiciones,
consumian la misma cantidad y tipo de racién y estaban sujetos a la misma rutina de
trabajo.

6.1 ENSAYO EXPERIMENTAL.

Para la determinacién de los niveles séricos de progesterona se tomaron muestras de
sangre de cada una de las perras de forma seriada cada 48 hs comenzando los
muestreos luego de constatado el sangrado transvaginal, que marca el inicio clinico del
proestro, hasta obtener un total de 8 muestras por animal. Se extrajeron asépticamente
2 ml de sangre de la vena cefalica en un tubo sin anticoagulante. A continuaciéon se
centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos, y el suero obtenido se almacené a-20°C
hasta la determinacién de las concentraciones de progesterona.

Paralelamente a la extraccidon de sangre y su procesamiento, se obtuvieron biopsias
vaginales seriadas con pinza de biopsia cada 48 hs para la determinacién
inmunohistoquimica de los REa y RP. Al igual que para las muestras sanguineas, los
muestreos comenzaron una vez constatado el sangrado transvaginal, extendiéndose
hasta haber alcanzado un total de 8 biopsias por perra.
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6.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES SERICOS DE PROGESTERONA

El método empleado para la determinacién de la concentracién de progesterona, fue el
radioinmunoanalisis (RIA) en fase sélida, utilizando un kit comercial (Coat-A-Count, DPC,
Siemens, CA, USA). En este kit la progesterona marcada con lodo 125 (I 125) compite
por un tiempo fijo con la progesterona de la muestra del paciente por sitios de unién al
anticuerpo. Debido a que el anticuerpo esta inmovilizado en la pared de un tubo de
polipropileno (tubos recubiertos con anticuerpos de ratén anti-progesterona), la simple
decantacion del sobrenadante es suficiente para terminar con la competencia y separar
la fraccion unida al anticuerpo de la progesterona marcada con | 125. La sensibilidad del
ensayo fue de 0.01 ng/mL y el CV de variacién para controles bajos (0.7 ng/mL), medios
(2 ng/mL) y altos (9 ng/mL) fue de 6.4%, 3.6 % y 4.1 % respectivamente.

6.3. DETERMINACION DE RECEPTORES DE ESTROGENOS (REa) Y DE
PROGESTERONA (RP)

Las muestras de vagina obtenidas por biopsias se fijaron en paraformaldehido al 4 % y
se incluyeron en parafina. Secciones de 5 um de espesor se cortaron a partir de los
bloques de parafina, se colocaron en buffer citrato (pH = 6,0) y se sometieron a
microondas a maximo poder (700W) por un tiempo de 10 minutos con el fin de lograr la
exposicion de los antigenos tisulares. Para realizar el bloqueo de la actividad endégena
de la enzima peroxidasa, los cortes se sometieron a peréxido de hidrégeno al 3 % en
metanol por 10 minutos, a temperatura ambiente. Las uniones no especificas se
determinaron exponiendo las secciones a suero normal de caballo (Vectastain; Vector
Laboratories, Burlingame, CA) en PBS por 30 minutos en una camara humeda a
temperatura ambiente. Para la deteccidon inmunohistoquimica de los REa y RP, los
cortes se trataron con anticuerpos monoclonales, ER C-311, cat sc-787 (Santa Cruz,
California, USA), y RP Zymed cat Z518-0172 (South San Francisco, CA; USA), anti REa
y RP respectivamente. Se utilizaron diluciones de 1:25 para el anticuerpo anti RE, y de
1:100 para el anticuerpo anti RP. Los controles negativos se realizaron al remplazar los
anticuerpos primarios por suero no inmune a concentraciones similares. Luego de la
incubacién con los anticuerpos primarios, los cortes se sometieron a un anticuerpo
secundario biotinilado anti IgG de raton (Vectastain, Vector Laboratories) diluido 1:200 en
suero normal equino, y al complejo avidin-biotin-peroxidasa (Vectastain Elite; Vector
Laboratories). Finalmente, el sitio de unién al antigeno tisular (REa y RP) se determina
por la aplicacién del sustrato 3,3’-diaminobenzidina en peréxido de hidrégeno (DAB kit;
Vector Laboratories), un cromégeno que produce un precipitado marrén insoluble al
reaccionar con la enzima peroxidasa.

Luego de finalizada la corrida inmunohistoquimica, los cortes fueron tefidos con
hematoxilina, y deshidratados, antes de montarse con Pertex (Histolab, Gothenburg,
Sweden).

Se describid por lo tanto la presencia de los receptores en los siguientes compartimientos
histologicos: epitelio vaginal superficial, epitelio vaginal intermedio, epitelio vaginal
profundo, tejido conjuntivo laxo vaginal y tejido conjuntivo denso vaginal.
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La inmunopositividad en los distintos compartimientos histolégicos vaginales fue
evaluada subjetivamente en 10 campos por dos observadores independientes. El
inmunomarcado fue clasificado segun la intensidad de tincion en una escala de (-)
ausente, (+) leve, (++) moderado, e (+++) intenso. Para cada uno de los compartimientos
histologicos estudiados en el andlisis inmunohistoquimico, se calculd un indice de
inmunopositividad segln la siguiente ecuacién: 1 x n1 + 2 x n2 + 3 x n3, donde n
representa el porcentaje de células en el total de los campos que exhiben tincion leve (1),
moderada (2) e intensa (3) (Boos y col, 1996). Fue registrada la proporcién total de
células positivas por campo, es decir el area de tincién.

6.4. DEFINICION DE LAS FASES DEL CICLO

Para definir las diferentes etapas del ciclo en funciéon de los valores séricos de P4, se
establecieron dos puntos de corte. Se considerd 1 ng/ml de P4 sérica como el limite para
el inicio del estro, y 10 ng/ml de P4 sérica como valor indicativo de la ovulaciéon (Wildt y
col, 1979; Concannon, 1986; Concannon y col, 1989; Johnston y Root, 1995;
Concannon, 2011). En funcion de esto, se consideré como dia 0 a aquellos valores de P4
iguales o muy cercanos a 1 ng/ml, correspondiéndose el resto de los dias con los
sucesivos muestreos realizados cada 48 horas (dias -2, 2, 4, 6, 8, 10y 12).

Por lo tanto, se agruparon las muestras en cuatro grandes fases. La fase 1 (proestro)
incluy6 aquellas muestras de sangre con valores séricos de P4 menores a 1 ng/ml (dias
de muestreo menores a -2). Las fases 2y 3 incluyeron las muestras cuyos valores de P4
séricos oscilaron entre 1 y 10 ng/ml (muestras 0, 2 y 4), correspondiéndose estas con el
estro. Dada la gran variabilidad en cuanto a la concentraciéon de P4 sérica dentro de esta
etapa, se subdividié al estro en dos fases, fase 2 y fase 3, correspondiéndose estas al
estro temprano y estro tardio respectivamente. Por ultimo la fase 4 represent6 al grupo
de muestras cuyos valores de P4 séricos fueron mayores a 10 ng/ml (muestras 6, 8, 10y
12), denominandose a esta etapa periodo post ovulatorio.

6.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las concentraciones de progesterona, la proporcion del total de células positivas y la
intensidad de tincién de los receptores para cada uno de los compartimientos
histolégicos estudiados se analizaron por el procedimiento mixto (PROC MIXED de
SAS®, Statistical analysis system, SAS Institute inc., Cary, NC, USA, 2000). Para las
variables inmunopositividad, y area de tincién del REq, el modelo estadistico incluy6 los
efectos del observador, de la etapa del ciclo estral, del tejido estudiado e interacciones
de éstos dos Ultimos efectos. La progesterona se analizé con un modelo que incluyé el
efecto del dia anidado en fase de ciclo estral. En los cuadros y las graficas se muestran
las medias y los errores estandares. Se considerd significativo cuando P<0.05 y valores
entre P>0.05 y P<0.1 se consideraron tendencia.
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7. RESULTADOS
7.1. CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA

Las concentraciones medias de progesterona en los diferentes dias se encuentran
representadas en la Figura 3. El dia -2 se correspondié con la fase 1 (valores de P4
menores a 1 ng/ml-proestro), los dias 0, 2 y 4 con las fases 2 y 3 (P4 entre 1y 10 ng/ml-
estro), y a partir del dia 6 en adelante se correspondieron con la fase 4 (P4 mayor a 10
ng/ml-periodo post ovulatorio). La concentracién de P4 aumento significativamente desde
el dia -2 al dia 2 (p<0,05). La concentracién de progesterona continué aumentando hasta
el dia 6 y no se encontraron diferencias con el resto de los dias evaluados (8, 10y 12).
Dada la gran variabilidad de la concentracion de progesterona durante la etapa del estro,
se dividio a dicha etapa arbitrariamente en dos fases; fase 2 y fase 3 (estro temprano y
tardio respectivamente).

En lo que respecta a las fases, la concentracién de P4 en la fase 1 fue menor a la fase 3
y 4 (p<0,05), al tiempo que la concentracién de P4 en la fase 2 fue menor a la de la fase
4 (p<0,05). Los valores promedio de la Fase 1 a la 4 se detallan en el cuadro 1.

Pdng/ml

-2 o 2 4 6 8 10 12

Figura 3: Concentraciones séricas de progesterona durante el experimento (0=estro).
Valores acompafnados de literales diferentes son distintos (p<0,05).
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Cuadro 1: Concentraciones séricas de P4 en las diferentes fases del ciclo estudiadas.

Fases estudiadas Concentracion de P4
sérica (ng/ml)

1 0,6 0,1 (a)
2 2,4+ 0,7 (ab)
3 8,8+ 1,9 (b)
4 28,6 + 4,2 (C)

Concentracion de P4 sérica (medias * errores estandar de la media). Valores
acompaiados por literales distintos son diferentes (p < 0,05).

7.2. RECEPTORES ESTEROIDEOS

7.2.1 Observaciones generales

No se detecté la presencia de RP en ninglin compartimiento histolégico en las muestras
analizadas.

La inmunopositividad al REa fue observada exclusivamente a nivel nuclear en todos los
compartimentos histolégicos que fueron objeto de estudio en esta tesis (epitelios
superficial, intermedio, y profundo y tejidos conjuntivos laxo y denso). Cuando el
anticuerpo monoclonal fue sustituido por un anticuerpo inespecifico, la ausencia de
tincion demostré la gran especificidad de las reacciones antigeno-anticuerpo (Imagen 2).
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Imagen 2: Inmunolocalizaciéon del REa en distintos compartimientos histolégicos de la
vagina canina. En la imagen de la izquierda se aprecia la ubicacion nuclear del receptor
en células positivas (flecha amarilla) y negativas (flecha azul). La imagen de la derecha
se corresponde a un control negativo. i= célula del epitelio intermedio; p= célula del
epitelio profundo; c= tejido conjuntivo; s= célula del epitelio superficial.

Para la variable indice de inmunopositividad al REa se detectaron los efectos
significativos de la fases del ciclo estral estudiadas (p=0,0010), y del compartimiento
histoldégico (p<0,0001). Para esta misma variable no resulté significativo el efecto de la
interaccion fases estudiadas y compartimiento histologico (p=0,6020), ni tampoco el
efecto del evaluador (p=0,3073).

En cuanto a la variable area de tincion del REa se encontraron los efectos significativos
de la fases del ciclo estral estudiadas (p=0.0030) y del compartimiento histolégico
(p=0.0001), no resultando significativos el efecto de la interaccion fases estudiadas y
compartimiento histolégico (p=0.5673), ni tampoco el efecto del evaluador (p=0.9431).

7.2.2 Diferencias segun las fases del ciclo estral

Para el caso del indice de inmunopositividad al REa, solamente se detectaron
diferencias entre fases del ciclo estudiadas para el epitelio superficial y tejido conjuntivo
denso vaginal (Cuadro 2). La inmunopositividad a REa. en el epitelio superficial aumenté
en la fase 4 respecto de las otras fases (P<0.05) (Figura 4; Imagen 3), no habiendo
diferencias entre ellas. El perfil de inmunopositividad a REa fue diferente en el tejido
conjuntivo denso, ya que disminuyé de la fase 1 a la fase 3 (P<0.05) y la
inmunopositividad se recuper6 en la fase 4. (P<0.05). No se encontraron diferencias
entre las distintas fases del ciclo en los epitelios intermedio y profundo ni tampoco en el
tejido conjuntivo laxo.
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Cuadro 2: indices de inmunopositividad (medias + errores estandar de la media) al REa
en los diferentes compartimientos histolégicos durante las distintas fases del ciclo
estudiadas.

Fases indice de inmunopositividad al REa

ES El EP GL cD
1 27412 (a) 84+12 (a) 94112 (a) 61112(a) 125+12 (a)
2 29+10 (a) 90+11(a) 8111 (a)  72+11 (a) 102+11 (ab)
3 14410 (a) 99+12 (a) 91,1 +12 (a) 64112 (a) 80+12 (b)
4 6512 (b) 10212 (a) 111+ 11 (a) 87+11 (a) 12611 (a)

ES= epitelio superficial; El= epitelio intermedio; EP= epitelio profundo; CL= conjuntivo
laxo; CD= conjuntivo denso. Valores con diferentes literales dentro de la misma columna
son significativamente diferentes, P< 0,05.

Epitelio Superficial Conjuntivo Denso
100 160 3 5
i b 140 - s
120 + b
60 100
& a a o 80 -
2410 a 60
504 40 -
) 20 +
0 L 0 A ,
1 2 3 4 1 2 3 4
Dias Dias

Figura 4: indices de inmunopositividad al REa (IIP RE) en los compartimientos
histologicos epitelio superficial y conjuntivo denso durante las diferentes fases del ciclo
estudiadas. Barras (medias + errores estandar de la media) con distintas letras son
significativamente diferentes.
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Imagen 3: Inmunolocalizacién del REa en el epitelio superficial vaginal en las fases 1
(imagen de la izquierda) y 4 (imagen de la derecha) del ciclo. Ademas de la mayor
inmunopositividad en las células superficiales del epitelio en la fase 4 en relacién a la 1,
se pueden observar también las diferencias en el espesor de este compartimiento entre
las distintas fases. |I= epitelio intermedio; p= epitelio profundo; c= tejido conjuntivo; s=
epitelio superficial.

En cuanto al area de tincién del REq, también se detectaron diferencias entre fases del
ciclo estral para los compartimentos histolégicos epitelio superficial y tejido conjuntivo
denso de la vagina (Cuadro 3). En el tejido superficial se encontré menor area de tincion
en las fases 1, 2 y 3 respecto a la 4 (p=0.0147, p=0.0032 y p=0.0005 respectivamente).
Para el caso del tejido conjuntivo denso solamente se encontraron diferencias entre las
fases 3 y 4 (p=0.0345), encontrandose mayor area positiva en la fase 4.
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Cuadro 3: Area de tincion (medias + errores estandar de la media) para el REa en los
diferentes compartimientos histolégicos durante las distintas fases del ciclo estudiadas.

Fases Area de tincién del REa

ES El EP CL CD
1 232+75(a) 689175(a) 740+ 75 (a) 58.1 + 7,5(a) 78,1 £ 7,5 (ab)
2 195:6.5() 77465 (a) 71965 (a) 58.1 6,5 (a) 74,6 6,5 (ab)
3 138+65(a) 728+7.5(a) 71575 (a) 53.7+7,5(a) 60,2+7,5(a)
4 496+75(b) 736+75(a) 88.9+ 6.5 (a) 62.8+ 6.5 (a) 81,6465 (b)

ES= epitelio superficial, El= epitelio intermedio; EP= epitelio profundo; CL= conjuntivo
laxo; CD= conjuntivo denso. Valores con diferentes literales dentro de la misma columna
son significativamente diferentes, P< 0,05.

7.2.3 Diferencias entre compartimentos histolégicos

El indice de inmunopositividad y area de tincion para el REa entre los diferentes
compartimentos histolégicos se muestran en el cuadro 4. La inmunopositividad al REa
fue mas baja en el epitelio superficial vaginal respecto del resto de los compartimentos
histolégicos analizados (epitelios intermedio y profundo, y tejidos conjuntivos laxo y
denso) (p<0,0001) (Imagen 4). A su vez, la inmunopositividad al REa en el tejido
conjuntivo laxo también resultd inferior a la del resto de los compartimentos histolégicos
analizados con la excepcion del epitelio superficial (p<0,05), (Imagen 5).

La variable area de tincion se comport6 de la misma manera que la variable
inmunopositividad al REa, siendo mas baja en el tejido superficial vaginal en relacion al
resto de los compartimentos histolégicos evaluados (p=0.0001), a la vez que resultd mas
baja en el tejido conjuntivo laxo en comparacion al resto de los compartimentos
histologicos, a excepcion del epitelio superficial (p< 0.05).
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Cuadro 4: indices de inmunopositividad y Area de tincion al REa (medias + error
estandar de la media) en los diferentes compartimientos histolégicos. Los valores se
presentan como medias + errores estandar de la media.

Compartimiento indice de Area de tincion del REa
Histolégico. inmunopositividad al REa
Epitelio superficial 33,5£58 (a) 26.5+3,0(a)
Epitelio intermedio 93.5+6,0 (b) 73.1+3,0 (b)
Conjuntivo laxo 70,858 (c) 58.1+£3,0 (c)
Conjuntivo denso 108,4 + 5,8 (b) 736 +3.5(b)

Valores con distintos literales dentro de la misma columna son significativamente
diferentes, P< 0,05.

Imagen 4: Inmunolocalizacién del REa en el epitelio vaginal. Las células pertenecientes
al epitelio superficial aparecen marcadamente mas negativas en relacion a las células de
los epitelios intermedio y profundo. s= epitelio superficial; I= epitelio intermedio; p=
epitelio profundo.
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Imagen 5: Inmunolocalizacion del REa en diferentes compartimientos histolégicos de la
vagina de la perra. La imagen de la izquierda abarca células de los epitelios intermedio y
profundo, y células del tejido conjuntivo laxo subyacente. En la imagen de la derecha se
observan exclusivamente células pertenecientes al tejido conjuntivo denso vaginal.
Notese la diferencia en la inmunopositividad entre las células del tejido conjuntivo laxo
(flechas rojas) y las del conjuntivo denso (flechas amarillas).
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8. DISCUSION

8.1. CONCENTRACIONES SERICAS DE PROGESTERONA

Los niveles séricos de P4 variaron a lo largo de las distintas fases del ciclo estudiadas,
resultando significativamente inferiores en la fase correspondiente al proestro, en
relacién al estro tardio y periodo post ovulatorio. A su vez ambas fases correspondientes
al estro presentaron valores de P4 sérica significativamente inferiores a los encontrados
en el periodo post ovulatorio. Los resultados en el presente trabajo, en general, son
consistentes con reportes anteriores (Concannon y col, 1975; Fernandes y col, 1989;
Vermeirsch y col, 2002). El uso de las concentraciones séricas de P4 para delimitar las
diferentes fases del ciclo estudias se justifica dada la gran variabilidad en cuanto a la
duracién de cada una de las etapas del ciclo estral canino.

8.2 RECEPTORES SEXUALES DURANTE LAS FASES DEL CICLO ESTRAL

No se detectd la presencia de RP en ningun compartimiento histolégico en las muestras
analizadas. Esta no deteccion del RP en vagina de perra puede deberse a que el
anticuerpo utilizado no reconozca la proteina RP presente en la vagina canina. En el
presente trabajo se utilizd un anticuerpo monoclonal de raton anti- RP Bovino; sin
embargo, otros autores que efectivamente detectaron RP en vagina de perra utilizaron
anticuerpos monoclonales de ratén y policlonales de conejo, con la diferencia de que
ambos anticuerpos eran anti RP humano (Vermeirsh y col, 2002; Vasconcellos y col,
2008).

La expresion de REa estuvo presente en todos los tipos celulares durante todo el ciclo
estral, si bien existieron fluctuaciones acorde a las diferentes fases estudiadas en dos
compartimentos histoldgicos. Se encontré6 una mayor inmunopositividad al REa en la
fase 4 en el epitelio superficial y en el tejido conjuntivo denso. La informacién previa
existente referida a los cambios ciclicos en la expresién del REa en vagina de perras es
contradictoria. Por una parte algunos autores afirman que no existen cambios
significativos en la expresién tanto epitelial como estromal del REa vaginal a lo largo del
ciclo estral en la perra (Vermeirsch y col, 2002), al tiempo que otros autores afirman que
la inmunopositividad epitelial al REa es mas elevada durante el proestro, estro y anestro,
en comparacién con el diestro (Prado de Brito y col, 2006). La primera gran salvedad a
realizar a la hora de comparar nuestros resultados con las anteriores descripciones
realizadas en perras, de Vermeirsch y col.(2002) y Prado de Brito y col. (2006), es que
mientras en dichos experimentos se trabajé con animales eutanasiados, en nuestro caso
se utilizaron muestras seriadas tomadas in vivo en las mismas perras. A su vez, resulta
dificil comparar nuestros resultados en lo que a cambios ciclicos en la expresion epitelial
del REa vaginal respecta, debido a que en nuestro trabajo, a diferencia de los anteriores
se dividi6 al epitelio vaginal en diferentes compartimentos histolégicos (epitelio
superficial, intermedio y profundo).

En el caso del tejido conjuntivo denso también se detecté un incremento en el nivel de
expresion de los REa desde la fase 3 a la 4 tanto para la variable indice de
inmunopositividad como area de tincién. Sin embargo, para la variable indice de
inmunopositividad también se detecté una disminucién desde la fase 1 a la 3, sin
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afectarse el area de tincion. Esto implica que mientras el aumento de la expresion de
REa hacia el periodo post ovulatorio concurre con un aumento en el nimero de células
positivas al REa, la disminucién en el estro tardio (fase 3) implica una pérdida de los
receptores manteniéndose el porcentaje de células sensibles a los estrégenos.

En diversas especies, la mayoria de los estudios que vinculan la expresién de los
receptores de estrégenos con las concentraciones plasmaticas de hormonas esteroideas
reportan un estimulo de los estrogenos y una inhibicion de la progesterona sobre los
REa (Clark y Mani, 1994). Por otro lado, existen reportes que han demostrado efectos
opuestos a los mencionados de las hormonas esteroideas sobre la expresion de los RE
(Miller y col, 1977; Meikle y col, 2001). En la especie canina a su vez existen reportes
que asocian positivamente los niveles plasmaticos de P4 con la intensidad de expresion
de los REa en diferentes o6rganos del tracto reproductivo (Johnston y col 1985,
Fernandes y col, 1989). A diferencia de lo que ocurre en la mayoria de las especies, en
la perra, las concentraciones de RE endometriales determinadas mediante binding
(ensayos de unién) no fueron maximas durante el proestro, por lo contrario, tuvieron sus
picos durante el diestro temprano (Johnston y col 1985; Fernandes y col, 1989), lo que es
consistente con nuestros hallazgos. A su vez, en el caso particular de la vagina canina,
segun Vermeirsch y col (2002), existe una correlacion negativa entre los niveles de 17 B
estradiol y la inmunopositividad al REa, al tiempo que no se demostré correlacién alguna
de los niveles de REa con la concentracion de P4 sérica. A partir de este hallazgo,
dichos autores sugieren la existencia de un mecanismo de feed back negativo entre el
nivel de 17 B estradiol y su receptor. A pesar de que la concentracion de 17 B estradiol
no fue determinada en el presente trabajo, es esperable que en las fases 1 - 3 estuvieran
mas altas que en la fase 4. Estas fases se caracterizaron por presentar menor contenido
de REa en el epitelio superficial y conjuntivo denso que en la fase 4, lo que seria
consistente con lo sugerido por Vermeirsch y col. (2002).

Por otra parte, como ya se menciond antes, varios estudios sugieren que la P4 es capaz
de regular a la baja la expresién tanto del REa como la de su propio receptor (Evans y
Leavitt, 1980; West y Brenner, 1985). Sin embargo, se ha sugerido que dicho efecto
inhibitorio de la P4 ocurre primero sobre su propio receptor y mas retardadamente sobre
el RE (Fernandes y col, 1989). En el endometrio canino la P4 fue capaz de reducir los
niveles de RE recién al alcanzar el dia 30 del diestro, al tiempo que para el caso del RP
dicha reduccién ocurri6 mas tempranamente durante los primeros dias del diestro
(Fernandes y col, 1989). De este modo en nuestro estudio, el posible feed back negativo
ejercido por el 17 B estradiol podria haber sido responsable de mantener bajos los
niveles de REa en el epitelio superficial vaginal hasta finalizado el estro. Una vez
comenzado el diestro, la liberaciéon de tal inhibicion por parte del 17 B estradiol habria
permitido un aumento de los REa, sumado al hecho de que los niveles de P4 en ese
momento aun no alcanzaron niveles capaces de inhibir la expresion de los REa, o bien
no los redujo aun debido al efecto retardado que posee la P4 sobre la reduccién de los
mismos. Por otra parte, el tejido conjuntivo denso vaginal mostré cambios ciclicos en su
nivel de expresion del REa que en parte difieren con los detectados para el epitelio
superficial. La reduccion en los niveles de expresién del REa detectada en la fase 3
(estro tardio) podria deberse al alza en los niveles de P4 que ocurre en concomitancia
con niveles de estrégenos que todavia no se redujeron a los niveles basales que
alcanzaran mas tarde durante el diestro.
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Estos hallazgos sugieren que en la vagina de la perra, las hormonas esteroideas
sexuales regulan de manera diferencial la expresién de los REa segun el compartimiento
histoldgico involucrado.

En general podemos decir que nuestro trabajo demuestra que en aquellos estratos
epiteliales en los cuales la expresién del REa es mas intensa, no existen mayores
variaciones a lo largo de las fases del ciclo estudiadas. Sin embargo, en aquel estrato
epitelial en el cual durante todas las fases del ciclo estudiadas los indices de
inmunopositividad resultan los mas bajos, se encontraron diferencias significativas entre
la fase 4 y el resto de las fases del ciclo. El hecho de que los compartimientos epiteliales
intermedio y profundo se hayan comportado de manera diferente al epitelio vaginal
superficial, puede responder a las distintas funciones que cumplen estos estratos
epiteliales dentro de la histofisiologia del epitelio vaginal. Las células epiteliales ubicadas
mas profundamente estan asociadas al desarrollo y crecimiento en espesor del epitelio
vaginal que ocurre normalmente durante la fase folicular del ciclo (Finn Genesser, 2006).
Se ha demostrado en ovinos que el epitelio glandular mas profundo presenta una mayor
tincion de REa que el superficial (Meikle y col. 2000) y los autores han sugerido que esto
puede deberse al rol mitogénico de los estrégenos, ya que las células en la base de las
glandulas proliferan y migran hacia la luz luego del tratamiento con estradiol (Conti y col.
1981). Por otra parte las células superficiales del epitelio vaginal han sido vinculadas a la
acumulacién de glucdégeno que sirve de sustrato luego de la descamacién celular para la
acidificacion del pH luminal (Bloom Fawcett, 1988). Gorodeski y col, (2005). Esto sugiere
que las propias células epiteliales de la vagina son capaces de acidificar el fluido luminal
mediante un mecanismo de bombeo de hidrogeniones estrégeno-dependiente
(Gorodeski y col, 2005). Tal vez la regulacién al alza del REa en las células superficiales
detectada durante el periodo post ovulatorio en el presente trabajo pueda deberse a la
necesidad de mantener la estimulacién estrogénica durante esta fase con el fin de
sustentar la acidificacién del fluido luminal, pese a una disminuciéon en los niveles
circulantes de estrégenos.

8.3 DIFERENCIAS ENTRE COMPARTIMIENTOS HISTOLOGICOS

En el presente trabajo se detecté la inmunopositividad al REa a nivel nuclear en todos
los compartimientos histoldgicos estudiados. La ubicaciéon nuclear del REa en los tejidos
vaginales se condice con anteriores descripciones realizadas tanto en otras especies
(Hodgins y col, 1998), como en la misma especie canina (Vermeirsch y col, 2002; Prado
de Brito y col, 2006). El hecho de que dentro del epitelio vaginal, se hayan detectado los
mayores niveles de inmunopositividad al REa en los estratos intermedio y profundo
concuerda con la descripcidén anteriormente realizada en vagina de perras por Prado de
Brito y col (2006). Este hecho como ya se menciond antes probablemente sea debido a
las diferentes funciones inherentes a cada compartimiento epitelial. El hallazgo de
valores elevados de inmunopositividad en células pertenecientes al tejido conjuntivo
vaginal esta de acuerdo con varias descripciones realizadas, tanto en la especie canina
como en otras especies. En la perra se encontraron valores de inmunopositividad mas
elevados en las células estromales en relacién a las epiteliales que componen la vagina
(Vermeirsch y col, 2002). También a nivel vaginal en la perra se encontrd un importante
nivel de positividad al REa en las células estromales (Prado de Brito y col, 2006). Si bien
tanto en la descripcion realizada por Vermeirsch y col (2002), como en la presente tesis
se encontraron niveles elevados de positividad al REa. en las células del tejido conjuntivo
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vaginal, existe entre ambos trabajos una importante diferencia a considerar. Mientras que
en el trabajo realizado por Vermeirsch y col (2002) la inmunopositividad al REa en el
tejido conjuntivo fue mayor que en el epitelio vaginal, en nuestro trabajo las diferencias
fueron encontradas exclusivamente entre los tejidos conjuntivos y el epitelio superficial.
La razon por la cual podriamos explicar estas diferencias radica en el hecho de que en
nuestra descripcion, a diferencia de en la que realizaron Vermeirsch y col (2002), se
dividio tanto al tejido conjuntivo, como al epitelio en diferentes estratos. De esta forma
podemos especular con el hecho de que aquellas diferencias descritas entre el tejido
conjuntivo vaginal y el epitelio vaginal por Vermeirsch y col, (2002), podrian deberse a
diferencias exclusivas existentes entre las células superficiales epiteliales y el tejido
conjuntivo, y no a diferencias entre todos los componentes (estratos) celulares epiteliales
y los tejidos conjuntivos vaginales.

Por otra parte el hallazgo de mayores niveles de positividad en las células pertenecientes
a los tejidos conjuntivos vaginales puede ser explicado por el hecho de la existencia de
un mecanismo interactivo de transmisiéon de los efectos estrogénicos entre el epitelio y el
estroma. En el ser humano, la expresioén estromal del REa a nivel vaginal, sugiere una
interaccion epitelio-estromal que podria estar involucrada en la regulacién de los efectos
estrogénicos epiteliales (Hodgins y col, 1998). La diferenciacion del epitelio vaginal es
probablemente debida a un mecanismo paracrino via los REa estromales (Buchanan y
col, 1998). A su vez, el hallazgo de mayores positividades estromales en relacion a los
tejidos epiteliales, también se hall6 en el utero canino (Vermeirsch y col, 1999;
Vermeirsch y col, 2000; Vermerirsch y col, 2002). La mediacién de los efectos tanto
estrogénicos como los efectos de otras hormonas esteroideas desde los tejidos
conjuntivos hacia los epitelios probablemente sean debidos a un tipo de vinculo paracrino
en el cual estarian involucrados como principales mediadores algunos factores de
crecimiento entre los cuales se destacan los factores de crecimiento fibroblasticos.
Dichos efectos se han demostrado en diferentes érganos, incluida la prostata (Donjacour
y col, 2003), y la glandula mamaria (Alarid y col, 1991).

Si nos basamos en las diferencias en la constituciéon celular de ambas capas de tejido
conjuntivo, podriamos explicar la mayor inmunopositividad al REa en el tejido conjuntivo
denso en relacién al laxo. Por una parte se describe la presencia de una lamina propia
vaginal constituida por una fina capa de tejido conjuntivo laxo celular subepitelial, la cual
presenta en su mayor parte leucocitos y en especial linfocitos; luego, en la parte
profunda, la capa de tejido conectivo se transforma en una capa con fibras mas gruesas
y vasos mas grandes (Finn Geneser, 2006). El hecho de que los tipos celulares
predominantes en el conjuntivo denso sean aquellos involucrados en la mediacién
paracrina epitelio-estromal, explicaria su mayor intensidad de expresion del REa, al
tiempo que las células presentes en la delgada capa de tejido conectivo laxo de la lamina
propia vaginal, estarian involucrados en otras funciones. A su vez, es posible especular
también con la existencia de una mediacién paracrina de los efectos estrogénicos a partir
de las células del tejido conjuntivo denso, en una primera instancia hacia las células del
conjuntivo laxo subepitelilal, y desde alli finalmente hacia las células del epitelio vaginal.
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9. CONCLUSIONES

El REa esta presente en el nicleo de las células de todos los compartimientos
histolégicos estudiados de la vagina de la perra adulta durante las fases de proestro,
estro y periodo post ovulatorio.

Existen diferencias en la expresion del REa entre diferentes tipos celulares asi como
también acorde a la ubicacién de los mismos dentro del 6rgano complejo que es la
vagina.

Los principales cambios ciclicos en la expresién del REa en la vagina de la perra adulta
durante el proestro, estro y periodo post ovulatorio se manifiestan principalmente en el
epitelio superficial y el tejido conjuntivo denso vaginal. Estos hallazgos sugieren que en la
vagina de la perra, las hormonas esteroideas sexuales regulan de manera diferencial la
expresion de los REa segun el compartimiento histoldgico involucrado.
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