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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue identificar la presencia de la enzima Glutatién-S-transferasa
(GST) con la técnica de inmunoflorescencia directa en cuerpos lateos (CL) maduros y en regresion de
bovinos lecheros. Para lo cual se muestrearon, 133 CL de vacas Holstein, adultas no prefiadas, y con
dos o mas lactancias, de una explotacion comercial ubicada en el municipio Jiménez estado Lara en
Venezuela, sacrificadas en dos mataderos industriales. Una vez obtenidos los ovarios fueron
trasladados en una solucion buffer fosfato salina a una temperatura de 4 a 8 °C hasta la Unidad de
Investigacion “Dr Haity Moussatche” del Decanato de Ciencias Veterinarias de la UCLA (DCV-UCLA).
Fueron clasificados y luego se obtuvieron cortes de 5 micras donde se determiné en cada muestra, la
presencia de la enzima GST los cuales se incubaron con el anticuerpo GST diluido. Para el andlisis de
los resultados se aplicé estadistica descriptiva. Se observé que en los CL maduros el 71,25% present6
un alto contenido de granulos fluorescentes (presencia de la enzima) mientras que el 28,75% restante
presentd moderado contenido. Por su parte en los CL en regresion se evidencié escasa cantidad de
granulos verdes fluorescentes lo que indica poca expresion de la enzima. Se concluye que en los CL
maduros hay una alta expresion de enzima GST, lo cual indica un importante mecanismo de defensa
celular, porque ya se conoce que en la fase de madurez del CL el proceso de peroxidacién lipidica
luteal se encuentra incrementado.
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to identify the presence of enzyme Glutathion-S-
transferase with direct immunoflorescence technique in mature luteal bodies (LC) and in regression of
dairy cattle. For this purpose, 133 CL of Holstein cows, non-pregnant adults, and two or more lactations
were sampled from a commercial farm located in the municipality of Jiménez, Lara State, Venezuela,
slaughtered in two industrial slaughterhouses, once obtained the ovaries were transferred in a
phosphate buffered saline solution at a temperature of 4 to 8 °C to "Dr Haity Moussatche" Research Unit
Laboratory of the Veterinary Sciences Dean of UCLA (DVS-UCLA ) To be assayed, 5 ym slices were
subsequently taken where the presence of GST enzyme was determined in each sample and incubated
with diluted GST antibody. Descriptive statistics were applied for results analysis. It was observed that in
the mature LC, 71.25% had a high content of fluorescent granules (presence of the enzyme) while the
remaining 28.75% presented moderate content. On the other hand the LC in regression showed little
amount of fluorescent green granules indicating little expression of the enzyme.
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INTRODUCCION

Las reacciones de biosintesis de hormonas esteroideas
estdn acompafiadas de la formacion de radicales de
oxigeno en la mitocondria, proceso que ocurre
continuamente en el cuerpo luteo (CL) durante la
sintesis de progesterona (P4); estos tejidos
esteroidogénicos también contienen altos niveles de
antioxidantes, tales como ascorbato, a-tocoferol, [-
caroteno y las enzimas superéxido dismutasa (SOD),
catalasa, glutation peroxidasa (GPx), glutation-S-
transferasa y glutation reductasa. La funciéon de estos
antioxidantes es la proteccion del tejido contra radicales
del oxigeno producidos durante dicha esteroidogénesis
[1, 2].

La involucién del CL ha sido relacionada con un
aumento en la generacion de formas reactivas del
oxigeno, tales como el radical superoxido (02-) y el
perdxido de hidrégeno (H202) por el ovario intacto [3].
El radical superoxido, se genera de forma continua,
como resultado de la actividad metabdlica normal, en la
mitocondria. Este oxi-radical en el caso de la rata
durante la lutedlisis es producido por la membrana
plasmatica de células luteales [4]. EI H202 por su parte
es generado en el CL en la fase de regresién luteal [5]
y en células luteales de rata se produce rapidos efectos
antigonadotrépicos. Sin embargo, los mecanismos por
medio de los cuales interrumpe la sintesis de
progesterona son poco conocidos. En estudios
realizados por Musicki [6] los autores concluyeron que
el H202 puede inhibir tanto la sintesis de ARNm, o
incrementar la degradacion de mismo lo que perjudica
su eficiencia. El periodo de tiempo para que el H202
pueda causar los efectos inhibitorios sobre la sintesis
de proteinas y ARNm es muy rapido y coincide con la
inhibicion de la esteroidogénesis

Las especies reactivas del Oxigeno (ERO) como el
radical O2- son eliminados mediante la accion de la
enzima SOD la cual forma H202, y éste es convertido
a H20 por accién de la GPx o de la catalasa [7, 8].
Ademas, la actividad de estas dos enzimas, en el CL
cambia de forma similar a las concentraciones de P4
plasmatica durante la prefiez, lo que sugiere un papel
importante de éstas en la regulacién de la funcion
luteal, de acuerdo a resultados obtenidos en ratas [9].
En el CL bovino existe un complejo patrén de
regulacion relacionado a la funcion de enzimas y
compuestos antioxidantes, que son un elemento clave
para la produccién de P4. La correlacién de los niveles
de algunos de ellos con la esteroidogénesis indicaria
gue los mecanismos de defensa antioxidante se
activarian al instalarse el estado de estrés oxidativo
celular que va asociado a la sintesis de hormonas
esteroideas [10; 11].

En este contexto la Glutation-S-transferasa (GST)
forma parte de una familia de isoenzimas metabdlicas
presente tanto en células eucariotas como en
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procariotas, son enzimas principales en la
desintoxicacion  enzimética 'y se  encuentran
principalmente en el citosol. Ademas de su papel en la
catalizacion de la conjugacion de sustratos
electrofilicos a glutation, estas enzimas también llevan
a cabo una serie de funciones en las células [12, 13],
tales como la eliminacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) y la regeneracién de proteinas S-
tioladas (ambas consecuencias del estrés oxidativo).
Otra de las funciones de esta enzima seria la catalisis
de conjugaciones con ligandos enddgenos y la catalisis
de reacciones en vias metabdlicas no asociadas con la
desintoxicacién. Ademas, protegen a las células de la
lipoperoxidacion de membrana inducida por las ERO
[14].

Al-Gubory et al. [15] indican que en la reproduccién las
enzimas GST pueden estar ligadas a las ERO
generadas continuamente en las células Iluteales
esteroidogénicamente activas, y pueden estar
implicadas en el mantenimiento de la actividad
esteroidogénica y en la integridad celular luteal también
se han asociado como un posible indicador de
envejecimiento de las células de la granulosa y
ovocitos [16]. Por otra parte, en el fluido folicular de
ovocitos envejecidos en humanos, se ha observado
disminucién de la expresion y actividad de las enzimas
glutation transferasa y catalasa [17].

Hay métodos que hacen posible detectar la ubicacién
de la SOD dentro de la célula, tal es el caso de
inmunofluorescencia [18, 19, 20]. Marquez et al. [21]
identificaron la presencia de enzima CuZn-SOD por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) en cuerpo lGteo
bovino. Estos resultados establecieron que ésta se
ubica en el citoplasma de las células del CL maduro y
en menor grado en células del CL en regresién. Sobre
la base de estos antecedentes se plante6 como
objetivo identificar la presencia de la enzima Glutatién-
S-transferasa a través de la técnica de
inmunoflorescencia directa en CL maduros y en
regresion, de bovinos lecheros.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Es En total fueron analizados 133 cuerpos lUteos
obtenidos de 133 vacas (Bos taurus) lecheras y como
criterios de seleccion se estableci6 que sélo
pertenecerian a la muestra vacas mestizas Holstein
adultas no prefiadas, con condicién corporal 2,5 a 3,5
segin la escala de Pullman [22], con dos o0 mas
lactancias, los animales provenian de una explotacion
lechera comercial ubicada en el Municipio Jiménez
Estado Lara, durante el primer semestre del afio.

Se realiz6 un muestreo dirigido, un dia antes de ser
enviada las vacas al matadero, en la finca se les
determind la presencia de cuerpo lGteo por palpacion
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transrectal y de acuerdo a los criterios de seleccion,
antes mencionados, fueron escogidas las unidades
experimentales. Inmediatamente después del sacrificio
en el area de visceras del matadero se procedi6 a
separar los ovarios y colocarlos en una solucién buffer
fosfato salina (PBS) 0,1 M pH 7,6 para luego ser
trasladados en una cava a una temperatura de 4 °C, a
la Unidad de Investigacion “Dr. Haity Moussatché”
(UNIHM) del Decanato de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado (DCV-
UCLA), para su procesamiento. En la UNIHM se
clasificaron en cuerpos lateos maduros y en regresion,
para lo cual se tomé como referencia los criterios
descritos por Marquez [23]. Los CL fueron fijados en
formol buferado al 10% y trasladados al Laboratorio de
Diagnostico del Area de Patologia del Hospital
Veterinario “Dr. Humberto Ramirez Daza” del DCV-
UCLA, donde se procedi6 a cortarlos en fragmentos de
aproximadamente 1 x 0,5 x 0,5 cm y colocados en un
procesador automatizado de tejidos (CitadelR 2000)
por un periodo de 18 horas [24]. Posteriormente se
prepararon los bloques de parafina de cada CL [25], a
partir de los cuales, mediante el uso del micrétomo
marca Jung AG (Heidelberg, Alemania), se realizaron 2
cortes de 5 micras, uno para realizar el estudio
histopatoldgico y otro para la identificacion de la
Glutation-S-transferasa.

Identificacion de la enzima Glutation-S-transferasa
(GST) mediante inmunofluorescencia directa (IFD)

Los cortes sobre laminas portaobjeto, se
desparafinaron y se realiz6 3 lavados en solucion
buferada fosfatada (PBS) a 4°C, luego se permeabilizd
la membrana con Tritdn 0,1% durante 5 minutos en
hielo y nuevamente se procedio a lavar 3 veces en PBS
durante 5 minutos cada lavado. Posteriormente se
incubé con pepsina 4 mg/ml en HCL 0,01 N por 10
minutos en hielo, se lavé y se bloqued con albumina
sérica bovina al 3% por 30 min a 37°C.

Para determinar la presencia de la enzima, se
incubaron las muestras con el anticuerpo GST (B-14)
FITC (Santa Cruz Biotchnology) diluido PBS 1:200
(dilucién previamente estandarizada), y se dej6 reposar
durante 30 min a 37°C. La muestra utilizada como
control negativo no fue incubada con albumina sérica
bovina al 3%. Finalmente, cada muestra se le agrego el
medio de montaje para fluorescencia y se protegioé con
cubreobjeto para ser observadas en el microscopio de
fluorescencia Lieder (ME-600 Series Microscopes,
American Scientific, Portland, OR, USA).

Andlisis Estadistico
Para analizar los resultados se realiz6 distribuciéon de

frecuencia empleando el paquete estadistico SPSS
10.0 para Windows.
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RESULTADOS
Cuerpo lateo maduro

La técnica de Inmunofluorescencia directa que se
aplic6 en todos los cortes histolégicos de los CL
maduros, mostro la presencia de abundantes granulos
fluorescentes homogéneos de variado tamafio
distribuidos de forma multifocal e intracitoplasmaticos
en las células luteales grandes, de igual forma el tejido
de fondo no present6 fluorescencia (Figura 1A). En la
Figura 2 se compara la presencia en mayor o menor
grado de los granulos fluorescentes, se obtuvo que 57
de los cuerpos lateos maduros (71,25%) presentaron
cualitativamente un alto contenido de granulos
fluorescentes, mientras que 22 de ellos (27,5%)
presentdé moderado contenido y sélo 1 (1,25%) su
contenido fue leve.

Cuerpo luteo en regresion

En lo que respecta a los cortes histoldgicos del total de
los CL en regresion se observo al microscopio de
fluorescencia, pequefios granulos verdes fluorescentes
homogéneos, contenidos en el citoplasma de las
células luteales y distribuidos multifocalmente en
escasa cantidad (Figuras 1B y1C), lo que indica poca
expresion de la enzima GST en el citoplasma de las
células del cuerpo lGteo en regresion. En la Figura 3 se
compara la presencia en mayor o menor grado de los
granulos de fluorescencia, se observa que 38 de los CL
en regresion (71,69%) presentaron cualitativamente un
leve contenido de granulos fluorescentes, mientras que
los restantes 15 CL (28,3%) presentaron moderado
contenido de granulos fluorescentes.

La eficiencia de la técnica se confirmé al comparar
todos los resultados con el control negativo, Figura 1D
en el cual se aprecia la ausencia de granulos
fluorescentes definidos.

DISCUSION

La formacion, desarrollo y regresién del CL involucran
mecanismos que resultan complejos y variados en
diferentes especies de mamiferos. Se ha demostrado
gue en las células del CL maduro del bovino existe una
alta demanda metabdlica, lo cual produce un gran
consumo de sustratos de oxigeno y energia, con la
consecuencia de una alta produccién de ERO [23].
Estas especies reactivas del O2 en CL se generan a
través de vias enzimaticas del citocromo P450
mitocondrial [26] y su produccion debe estar controlada
por los sistemas antioxidantes, los cuales son uno de
los elementos centrales, en los mecanismos
involucrados en la funcién, el crecimiento, la
diferenciacion y la muerte celular [27]. Es por ello que
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las enzimas antioxidantes que controlan las ERO,
juegan un papel importante en el rescate del CL de la
lutedlisis de la gestacidon, en varias especies de
mamiferos [11]. Los resultados de esta investigacion
muestran que la presencia de la enzima GST es mayor
en las células de los CL maduros cuando se comparan
con las células de los cuerpos lateos en regresién, esto
coincide con lo reportado por algunos investigadores
gue observaron un incremento en la actividad de esta
enzima en las células de CL de ovejas posiblemente
implicadas en el mantenimiento de la actividad

esteroidogénica y la integridad celular luteal [15] y el
aumento de la expresion de la proteina GSTA1 en CL
de ovejas [23]. En otras investigaciones realizadas
también en CL bovino, se ha demostrado que la
ausencia de GPx, es un potente inductor de la
apoptosis de células luteas [29], este hecho sugiere
gue las enzimas antioxidantes protegen las células
liteas contra el dafio oxidativo inducido por ROS y la

apoptosis.

Figura 1. INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA EN CUERPO LUTEO. A. Cuerpo luteo maduro,

presenta numerosas particulas fluorescentes

intracitoplasméticas en células lutéales

grandes 100X. B y C. Cuerpo luteo en regresién, muestra escasas particulas fluorescentes
intracitoplasmaticas en células lutéales grandes, 100X. D. Control negativo. Microscopio de

fluorescencia 10 X.
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Figura 2. GRADO DE IFD EN CUERPOS LUTEOS MADUROS
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Figura 3. GRADO DE IFD EN CUERPOS LUTEOS EN REGRESION
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CONCLUSION

La presencia de la enzima GST en los cuerpos lateos
maduros, como sistema antioxidante, juega un papel
importante en la integridad y la funcién del CL bovino,
ya que es conocido que en la fase de madurez del CL
se producen altas cantidades de P4, proceso mediado
por el citocromo P-450, lo que genera ROS, esta es la
razén por la cual se activa en este momento el
complejo de enzimas antioxidantes, ya que esto es lo
gue asegura que no ocurra involucién del CL
prematuro, hecho que daria como resultado Ila
presencia de CL subfuncionales con los subsecuentes
problemas reproductivos que esto conlleva.
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