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1. INTRODUCCION

Desde el afio 1991 en el Uruguay se ha dado una importante baja en
las existencias ovinas. Histéricamente ocurri6 como consecuencia de la pérdida
de rentabilidad que tuvo la actividad debido a la caida de los precios de la lana,
y en la actualidad debido a la baja eficiencia reproductiva y en menor medida, a
la alta tasa de extraccion por los altos precios de la carne (Acosta, 2010). Se
paso de los 25 millones récord del afio 1991 a los 7 millones de la actualidad
(URUGUAY. MGAP. DIEA, 2011).

La baja eficiencia reproductiva se debe a que el rubro quedd a nivel
nacional restringido a las zonas de Basalto, Cristalino y Sierras. Dentro de los
sistemas ganaderos pasoO a ser un rubro secundario descuidando aspectos de
manejo importantes como la asignacién de forrajes y la sanidad, entre otros,
dando prioridad en el uso de los recursos al ganado bovino que resultaba de
mayor rentabilidad (Seminario de Actualizaciébn Técnica de Reproduccion
Ovina, 2005).

En los ultimos afios se ha dado una importante alza en los precios,
tanto para lana como para carne, debido al aumento en la demanda y la baja
oferta internacional de estos productos. El rubro se coloca en una situacion muy
diferente a la que ocurrié en afios anteriores que provocaron su retraccion,
aunque hoy también existen otros rubros con una coyuntura favorable para los
precios con los que la actividad compite por los recursos (URUGUAY. MGAP.
DIEA, 2011).

Existe en la actualidad la necesidad de mejorar la productividad del
rubro ovino, para esto se deben desarrollar tecnologias que levanten las
limitantes existentes mejorando la eficiencia en el uso de los factores de
produccion y de los procesos fundamentales como son la reproduccion, el
crecimiento y la lactacion. Para esto es necesario conocer y comprender los
factores que determinan la eficiencia de los procesos del animal, y el
metabolismo es el mecanismo por el cual los sistemas vivos adquieren y utilizan



la energia para llevar a cabo funciones vitales, como el mantenimiento, y la
reproduccion. En este contexto, el objetivo de este trabajo es incrementar el
conocimiento de las interacciones entre el eje metabdlico y el eje sexual-
reproductivo, a modo de entender mejor por qué las hembras y los machos
reaccionan diferente a medidas de manejo que afectan el estatus metabdlico,
permitiendo generar estrategias que aumenten la productividad del rubro.

Estrogenos y andrégenos secretados por los 6rganos sexuales son los
moduladores mas importantes de la funcién reproductiva de la hembra y el
macho, respectivamente. Sus acciones estan mediadas principalmente por su
union a receptores intracelulares especificos en las células blanco, y la
subsiguiente estimulacion de la transcripcion génica (Tsai y O’Malley, 1994).

Por otro lado, el eje metabdlico también cuenta con regulacion
hormonal. El higado en respuesta a la hormona de crecimiento (GH) secreta el
factor de crecimiento tipo insulémico-I (IGF-I), cuya accion estd mediada por el
receptor de IGF tipo-1 (IGF-1R) y modulada por seis proteinas de union
(IGFBPs) (Cohick, 1998). Muchos tejidos extra-hepaticos también expresan
IGF-I, y como el IGF-1R se encuentra ampliamente distribuido en el organismo
animal, se acepta que ademas del mecanismo enddcrino, la IGF-1 tiene accién
autocrina/parécrina. El rol de la IGF-I mediando la funcién ovérica y/o uterina ha
sido revisado recientemente en vacas (Lucy 2000, Lucy 2003) y ovejas
(Scaramuzzi et al., 2006). Otra hormona metabdlica es la leptina y es secretada
principalmente por los adipocitos. Sus acciones contribuyen a los cambios en el
consumo de alimento y en funciones dependientes de energia como la
reproduccion (Bosclair et al., 2006).

Existe evidencia que los estrogenos también regulan la expresion del
sistema IGF, de leptina y su receptor. Los andrégenos y estrégenos,
incrementan el crecimiento muscular en numerosas especies. Implantes de
acetato de trenbolona y estradiol, incrementan la expresion de ARNm de IGF-I
en musculo de novillos e higado de corderos (Johnson et al., 1998).



A partir de la evidencia que muestra que los esteroides sexuales
afectan el eje metabdlico, se formulé este trabajo con la hipétesis de que
estrogenos y andrégenos tienen un efecto en la expresion génica de tejidos
tipicamente metabdlicos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ENDOCRINOLOGIA

El sistema enddcrino tiene la funcion de mantener la homeostasis del
cuerpo a través de sefiales quimicas que coordinan multiples funciones
(Chedrese, 2009).

2.1.1. Definicién de hormona

Se le llama “hormona” a aquellas sefales quimicas que mantienen la
homeostasis (Chedrese, 2009). La palabra “hormona” proviene del verbo griego
“hormao” que significa excitar o poner en marcha (Real Academia Espafola,
2001). Son entonces, sustancias quimicas que tienen la funcion de llevar
sefiales a células diana, son elaboradas por células especializadas, las que
pueden constituir glandulas endécrinas propiamente dicho o estar dispersos en
otros érganos o tejidos. Esta sefial es transportada por diferentes vias, llevando
el mensaje de iniciar, detener o regular un proceso celular (Garcia Sacristan et
al., 1995). Diferentes funciones corporales pueden ser controladas por una o
varias hormonas, y una hormona dada puede intervenir en la regulacion de
varias funciones corporales (Garcia Sacristan et al., 1995).

Las principales funciones de las hormonas, tienen que ver con: la
regulacion del metabolismo, el desarrollo y crecimiento, la reproduccion, el
comportamiento y el poder de adaptacion de las especies (Fernandez Abella,
1993).



2.1.2. Clasificacion de las hormonas

Podemos clasificar a las hormonas segln su estructura quimica en:
peptidicas y proteicas, esteroides, acidos grasos y aminas (Hafez y Hafez,
2002).

Cuadro 1. Clasificacion de algunas hormonas segun su estructura quimica.

Hormona foliculo estimulante (FSH), Hormona
HORMONAS PETIDICAS Y  luteinizante (LH), Somatotrapina (GH), Hormona
PROTEICAS estimuladora de la tiroides (TSH), Hormona

liberadora de gonadotropinas (GnRH), Insulina

Progesterona, Andrégenos (e.o. Testosterona),

HORMONAS ESTEROIDES A :
Estrogenos (e.o. Estradiol)

HORMONAS AMINAS Tiroxina, Tryodotironina, Melatonina, Epinefrina

HORMONAS DERIVADAS o o o o
DE LOS ACIDOS GRASOS rostaglandinas

Tanto las hormonas esteroideas como las aminas son hormonas
liposolubles o hidréfobas, esto implica que atraviesen facilmente la membrana
celular. Por lo tanto no se pueden almacenar en la célula y circulan por el
torrente sanguineo unidas a proteinas (Randall et al., 1998).

Por el contrario, las hormonas proteicas son lip6fobas o hidrosolubles,
por lo que no pueden atravesar la membrana celular encontrandose sus
receptores en la superficie (Garcia Sacristan et al. 1995, Randall et al. 1998).
Las prostaglandinas si bien son liposolubles se unen a receptores en la
superficie celular y tienen un efecto rapido y de corta duracion similar al de las
hormonas lip6fobas (Randall et al., 1998).



Otra forma de clasificarlas es a través de la forma de comunicacion,
esta puede ser: endodcrina, paracrina, autdcrina y neurdcrina. La comunicacion
endocrina corresponde a las hormonas que son secretadas y transportadas por
el torrente sanguineo hacia células lejanas, en la comunicacién paracrina las
hormonas actian sobre células vecinas; la comunicacion autécrina corresponde
a aquellas células que secretan mensajeros quimicos que actuan sobre la
misma célula que las origind, y la comunicacién neurécrina corresponde a
sefiales entre neuronas y células lejanas (neurohormonas) (Hafez y Hafez,
2002) (figura 1).

Enddcrina: hacia la sangre

Paracrina: hacia célula adyacente
Autdcrina: hacia la misma célula

Neuroenddcrina: de neurona hacia la sangre

Nerviosa: de neurona a neurona

P—<— =<

NT = Neurotransmisor NH = Neurohormona _q?z

Figura 1. Mecanismos de comunicacion celular.



2.1.3. Transporte de las hormonas

Luego de que las hormonas peptidicas son sintetizadas por la glandula
correspondiente, se almacenan dentro de la misma hasta que son requeridas,
circulan libremente en el torrente sanguineo siendo degradadas o captadas por
tejidos diana rapidamente (Garcia Sacristan et al. 1995, Randall et al. 1998). No
es el caso de las hormonas esteroideas, que son liberadas a medida que se
producen, no se almacenan (Garcia Sacristan et al., 1995).

Las hormonas esteroideas y las aminas de naturaleza hidréfoba,
cuando son liberadas al torrente sanguineo, se unen a transportadores
proteicos manteniéndolas inactivas, ademas de evitar que sean degradadas y
eliminadas. Sin los transportadores no se podrian disolver (ya que la sangre es
una solucién acuosa). Una vez que las hormonas se disocian de sus proteinas
transportadoras, pueden entrar en la célula diana uniéndose a un receptor
intracelular especifico (Randall et al., 1998).

2.1.4. Receptores hormonales

Para la comunicaciéon celular (ya sea enddcrina, exécrina, paracrina o
autocrina) es necesario que las hormonas se unan a las células diana a través
de moléculas proteicas especificas llamadas receptores. Hay receptores que se
ubican en la superficie de la membrana celular y otros intracelulares que se
encuentran en el nicleo (Randall et al., 1998) (figura 2).



Membrana Nucleo y/o Citoplasma

Hormona
HP :
. proteica Hormona
; esteroidea

Receptor de
membrana

HE

o 4

Citoplasma

Figura 2. Receptores hormonales de membrana e intracelulares.

Citoplasma

*eeeees Membrana celular =" %‘2

2.1.4.1. Receptores de membrana

En el caso de las hormonas polipeptidicas, como son moléculas
lip6fobas y de gran tamafio que no pueden atravesar las membranas celulares,
se unen a receptores que se encuentran en la superficie de la membrana
celular. Estos receptores reconocen las sefales reguladores del exterior para
después transmitirlas y amplificarlas en el interior de la célula (Mayo, 2005).

2.1.4.2. Receptores intracelulares

Las hormonas liposolubles como los esteroides y las hormonas
tiroideas que son moléculas de menor tamafio, entran a la célula por difusién a
través de la membrana celular (Mayo, 2005). La hormona en la célula diana,
forma un complejo receptor-hormona que actuara en el nicleo donde actuara
regulando la expresion génica (Randall et al., 1998).



2.1.5. Accion hormonal

2.1.5.1. Mecanismo de accidon de las hormonas proteicas

Las hormonas proteicas se unen a su receptor de membrana especifico
activando la adenil-ciclasa, una enzima que determina el pasaje de ATP a
AMPc y pirofosfato (Fernandez Abella, 2003) (figura 3). Segun este modelo la
hormona actuaria como un “primer mensajero” y el AMPc como “segundo
mensajero” (Sutherland y Rall, 1960), aunque éste no es el Unico compuesto
que pueda actuar de segundo mensajero. El primer mensajero (hormona) actia
en la superficie externa de la membrana celular mientras que el segundo
mensajero se produce en la superficie interna de la membrana, por lo que la
hormona no penetra en la célula para transmitir su sefial (Randall et al., 1998).
El segundo mensajero activa la enzima proteinoquinasa que esta formada por
dos subunidades, una reguladora y otra catalitica, que a su vez estan formadas
por dos subunidades. Al unirse el AMPc a la subunidad reguladora, esta se
separa y las subunidades cataliticas se activan catalizando la fosforilacion de
una o mas proteinas celulares (Fernandez Abella, 1993).

Dependiendo de la hormona actuante, la adenil-ciclasa tiene una
determinada estimulacién maxima y es estimulada con un determinado rango
de concentracion. Ademas del AMPc existen otros mensajeros secundarios
(como el calcio, la clamodulina y el GMPc) que actdan incrementando los
niveles de otras sustancias (Birnbaumer y Kirchick, Flawia y Torres, citados por
Fernandez Abella, 1993).



Citoplasma

2) Traduccion 3) Respuesta

Activacién de
—- —--
respuestas

celulares

1) Recepcion

Via de traduccion de la senal

Hormona
proteica

** Membrana celular ***+=-.,

Figura 3. Mecanismo de accion de las hormonas proteicas.

2.1.5.2. Mecanismo de accion de las hormonas esteroides y tiroideas

Las hormonas esteroideas y tiroideas por su naturaleza liposoluble
entran y salen de las células al azar, pero solo actian sobre las células diana
especificas (Randall et al., 1998). Una vez en la célula diana, se forma un
complejo receptor-hormona, esta unién se da por un dominio de union al ADN
gue comparten la hormona y el receptor. EI dominio de uniéon al ADN del
receptor se une a secuencias reguladoras especificas del ADN, regulando la
transcripcion de genes especificos al ARN mensajero correspondiente que sale
del nacleo e induce al reticulo endoplasmatico a producir una proteina en
particular (figura 4) (Fernandez Abella 1993, Randall et al. 1998).
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Figura 4. Ejemplo de mecanismo de accion de hormonas esteroideas y
tiroideas.

2.1.6. Regulacion de la secrecion hormonal

A través de mecanismos de retroalimentacion endocrina, el sistema
nervioso regula la actividad de las glandulas (Hafez y Hafez, 2002). Una
hormona que fue secretada por una determinada glandula puede afectar la
secrecion de la hormona que estimulé su liberacion, de forma positiva o
negativa (Hafez y Hafez, 2002). El mecanismo de retroalimentacion negativa es
el mas comun: la hormona 1 (secretada por la gldndula 1) estimula la secrecion
de la hormona 2 por la glandula 2, y luego la hormona 2 inhibe la secrecion de
la hormona 1 por la glandula 1. Al dejarse de secretar hormona 1, la glandula 2
no puede seguir secretando hormona 2, por lo que se desaparece el efecto
inhibidor sobre la glandula 1 (Garcia Sacristan et al., 1995) (figura 5). En el caso
de la retroalimentacion positiva, concentraciones crecientes de la hormona 1
provoca que la glandula 2 secrete hormona 2, que estimula la glandula 1 a

11



secretar mas hormona 1. (Garcia Sacristan et al. 1995, Hafez y Hafez 2002)
(figura 5). La retroalimentacién positiva lleva a niveles crecientes de las
hormonas y estd asociado a fendbmenos que se controlan por rotura de la
estructura que secreta una de las hormonas, como por ejemplo la ovulacion.

Negativa Positiva

Hormona Hormona
2 1

Hormona

Figura 5. Retroalimentacion positiva y negativa.

Estos circuitos de retroalimentacion pueden ser: largos, cortos o
ultracortos (Fernandez Abella, 1993). A modo de ejemplo, en la via larga
interactdan el hipotadlamo, la hipéfisis y las génadas, si miramos la figura 6, la
glandula 1 seria el hipotadlamo que secreta la GnRH estimulando a la hipdfisis
(glandula 2) a producir LH, que al actuar sobre los testiculos (glandula 3) lo
estimula a secretar testosterona que inhibe al hipotdlamo (Fernandez Abella,
1993).

Largo Corto Ultracorto

Figura 6. Mecanismos de retroalimentacion largo, corto y ultracorto.

12



2.1.7. Eje Hipotalamo — Hipo6fisis

El sistema endoécrino y el sistema nervioso estan fuertemente
relacionados, pues el hipotdlamo regula la secrecion de hormonas por la
hipofisis mediante las neurohormonas (Randall et al., 1998). La comunicacién
entre el hipotalamo y la hipdfisis se da por un lado a través de un sistema
vascular portahipofisario y por otro lado por una conexion nerviosa (Fernandez
Abella, 1993) (figura 7). La hipdfisis, o glandula pituitaria, se divide en
neurohipdfisis y adenohipdfisis. La neurohipdéfisis almacena y secreta dos
neurohormonas provenientes del hipotdlamo que se transportan en el interior de
los axones del eje hasta los terminales nerviosos de la neurohipdfisis. Por otro
lado, el hipotalamo se comunica con la adenohipdfisis por sangre. La hipdfisis
secreta una gran cantidad de hormonas; estas pueden ser de accion tréfica
regulando la secrecién de otros tejidos enddcrinos (p.e.: tiroides, goénadas,
corteza adrenal) o pueden actuar directamente sobre tejidos diana (Garcia
Sacristan et al. 1995, Randall et al. 1998).

Plexo primario del sistema
porta-hipotalamo-hipofisario

Neurohipofisis

Venas porta-hipofisarios

Adenohipdfisis

Plexo secundario del sistema
porta-hipotalamo-hipofisario

Figura 7. Esquema del eje hipotalamo — hipofisis (adaptado de Senger, 2005).
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2.2. EJE REPRODUCTIVO

La reproduccion implica la interaccion de gametos producidos por el
macho y por la hembra. En el caso del macho la produccién de gametos es
continua, pero en las hembras es un proceso ciclico, regulado por la interaccion
endocrina que ocurre entre los ovarios, la hipofisis y el hipotdlamo (Garcia
Sacristén et al., 2005).

2.2.1. Requlacion del eje reproductivo

2.2.1.1. Regulacion endodcrina en la hembra

La GnRH se sintetiza en nucleos de neuronas que se encuentran en dos
zonas del hipotalamo: la zona preoptica anterior y la zona arqueada; siendo
transportada a la adenohipdfisis (a través del sistema porta) donde se une a su
receptor (GNRHR) activando las proteinas que sintetizan y liberan la LH y FSH
(Garcia Sacristan et al.,, 1995). La zona anterior del hipotalamo amplifica
sefales aferentes relacionadas con la ovulacidén (centro ciclico), es responsable
de la secrecion ciclica de la LH y FSH; la zona arqueada (hipotdlamo medio,
centro ténico) regula las descargas basales de LH y FSH a través de pulsos de
GnRH; el hipotdlamo posterior estimula la secrecion de FSH (Fernandez Abella,
1993) (figura 8).

Al comienzo de la fase folicular, los foliculos inmaduros secretan bajas
cantidades de estrégeno que generan un efecto de retroalimentacion negativa
en el hipotdlamo y la hipdfisis, provocando la secrecion tonica de la LH y FSH.
Durante la fase Iluteal, el cuerpo liteo produce altas cantidades de
progesterona, mientras que los estrogenos estan en bajas concentraciones,
generandose una retroalimentacion negativa, disminuyendo los niveles de la
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GnRH a los basales (Garcia Sacristan et al., 1995). La progesterona actua a
nivel del hipotalamo inhibiendo la sintesis de GnRH, y el estradiol actua a nivel
de la hipdfisis disminuyendo la respuesta a la GnRH (Fernandez Abella, 1993).
Al final del diestro, al destruirse el cuerpo lateo, caen los niveles de
progesterona, disminuyendo la retroalimentacion negativa que tenia esta
hormona sobre el hipotalamo, aumentando la frecuencia pulsétil de la LH y
FSH, estimulando el desarrollo de los foliculos, aumentando la concentracion de
estrogeno circulante. La alta concentracion de estrogeno, estimula las neuronas
hipotalamicas a producir el pico de GnRH, estimulando la zona anterior del
hipotdlamo mediante retroalimentacion positiva, produciéndose el pico de LH
que desencadena la ovulacién (figura 8) determinando el fin de la fase folicular
y el comienzo de la fase luteal (Garcia Sacristan et al., 1995).

[ HIPOTALAMO ]

(-) (-)

——— | TONICO | [ cicuco | e

l(ﬂ‘

—> FSH LH

() ‘
OVARIOS

[ Foliculors: ] (CﬁcrpoIUteoJ

Estrogenos Progesterona
= Inhibina

Figura 8. Esquema simplificado de las interrelaciones hormonales del eje
hipotalamo-hipéfisis-ovario. Nota: El efecto positivo de los estrégenos sobre el
centro ciclico del hipotalamo se da a altas concentraciones de los mismos y
cuando las concentraciones de progesterona estan en su minimo.
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2.2.1.2. Regulacion endécrina en el macho

En el caso de los machos, el eje reproductivo esta regulado por la
interaccion entre hipotalamo-hipofisis-testiculos (Fernandez Abella, 1993). La
LH, la FSH y la testosterona son las principales hormonas que controlan la
espermatogénesis (Steinberger y Duckett, Courot et al., Cuorot y Ortavant,
Cuorot et al., citados por Fernandez Abella, 1993). La LH regula las células de
Leydig estimulando la sintesis y secrecion de testosterona; la FSH actda en los
tubos seminiferos estimulando la espermatogénesis a través del desarrollo de
los espermatocitos secundarios. La FSH estimula la secrecién de la inhibina por
las células de Sertoli. La inhibina inhibe la secrecion de FSH a nivel de la
hipdfisis (Blanc y Cachoreau, Caraty, citados por Fernandez Abella, 1993).
Cuando aumentan los niveles de andrégenos (principalmente la testosterona),
los niveles de LH y FSH disminuyen por retroalimentacion negativa (Crim y
Geschwind, Schanbacher, D’Occhio et al.,, Olster y Foster, citados por
Fernandez Abella, 1993). Por otro lado, las células de Sertoli ejercen un control
paracrino estimulando a las células de Leydig a secretar androgenos (Martin et
al., citados por Fernandez Abella, 1993) (figura 9).
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Figura 9. Control hormonal en machos.

2.2.2. Funcién de los esteroides sexuales

El ovario produce hormonas esteroideas: estrogenos y progesterona
(McDonald y Pineda, 1991). El principal estrégeno es el 17-B-estradiol, que
ademas de ser producido por los ovarios ha sido aislado de las adrenales, la
placenta y los testiculos (en cantidades insignificantes) (McDonald y Pineda
1991, Fernandez Abella 1993). Sus principales funciones tienen que ver con la
induccién del celo a través del control del centro de comportamiento sexual,
ademas es responsable de inducir el pico preovulatorio de LH y la ovulacion. A
nivel anatémico, provoca cambios en el epitelio glandular del endometrio y
cambios histolégicos en la vagina, crecimiento de los conductos de la glandula
mamaria y de la expulsion fetal. Por otro lado, los estrégenos permiten una
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mayor eficiencia de conversion del alimento mejorando las ganancias diarias y
la retencion de nitrégeno (Fernandez Abella, 1993).

La progesterona es sintetizada por el cuerpo liteo principalmente, pero
también es producida por placenta y las glandulas adrenales, es la hormona
gue regula el ciclo estral. Junto con los estrogenos, actla en mecanismos de
retroalimentacion positiva o0 negativa en el crecimiento del epitelio glandular
uterino, la glandula mamaria, transporte de gametos y embrion, gestacién, y
parto, e.o. (Fernandez Abella, 1993). En la gestacién provoca el engrosamiento
del endometrio y proliferacion de las glandulas uterinas antes de que ocurra la
implantacion del embrion, inhibe el exceso de motilidad uterina, suspende la
ovulaciéon (inhibiendo la FSH y LH), y en la glandula mamaria favorece el
desarrollo de los alvéolos.

Los androgenos son producidos por las células de Leydig de los
testiculos, aunque también son secretados en pequefias cantidades por la
corteza adrenal, la placenta y los ovarios. Estos son numerosos, los mas
importantes son: la testosterona, la dihidrotestosterona y la androstenediona
(Fernandez Abella, 1993). Las principales funciones de los andrégenos tienen
gque ver con la espermatogénesis, la supervivencia espermatica y el
comportamiento sexual del macho. Por otra parte favorece la retencion de
nitrdgeno y aumenta el grosor de las fibras musculares, a través de su efecto
anabolicoproteico (Fernandez Abella, 1993).

2.3. EJE METABOLICO

2.3.1. Metabolismo y las hormonas involucradas

El metabolismo es el mecanismo por el cual los sistemas vivos
adquieren y utilizan la energia para llevar a cabo funciones vitales, como el
mantenimiento, y la reproduccion. El eje esta regulado por hormonas y
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metabolitos, y aqui se hara énfasis en la accion metabdlica de la GH, IGF-I,
insulina y leptina.

2.3.1.1. Hormona de Crecimiento (GH)

La GH es sintetizada por las células somatotropas de la adenohipofisis
qgue estan reguladas por dos péptidos hipotalamicos: por un lado la
somatotropina (ST) o la hormona liberadora de la GH (GRH), y por otro lado la
somatostatina (SS) o hormona inhibidora de la GH (GIH) que inhibe su
liberacion controlando la pulsatilidad de la hormona (Pérez Romero, 1997).

La GH es una hormona anabdlica, entre sus principales funciones se
encuentra la regulacién del metabolismo proteico, lipidico y glucidico (Anderson,
2005) actuando a corto y mediano plazo de distinta manera: a corto plazo tiene
un efecto similar al de la insulina aumentando el consumo de glucosa, la
sintesis proteica y lipidica; y a mediano plazo actia contrariamente a la insulina
disminuyendo la utilizacion de la glucosa y aumentando la oxidacion de los
lipidos, provocando un aumento de la glucosa en sangre. Ademas aumenta el
transporte de aminoacidos hacia las células y activa la transcripcion y
traduccidon formando parte de todos los procesos de sintesis proteica (Devesa,
citado por Pérez Romero, 1997). También disminuye la degradacién de
proteinas celulares (Pérez Romero, 1997) y esta accién anabdlica de la GH se
manifiesta en tejidos como el hueso, el cartilago, el pancreas, el musculo y el
higado principalmente (Pérez Romero, 1997).

Ademés de la accion metabdlica, la GH, lleva a cabo importantes
funciones como la promocion del crecimiento longitudinal de los huesos, la
acrecion de los musculos y la homeostasis (Anderson, 2005). La accion de la
GH sobre el metabolismo glucidico y lipidico tienen por objetivo la obtencién de
energia para lo que es su funcién principal: promover el crecimiento a través del
aumento del tamafio celular, la estimulacién de la mitosis y diferenciacion
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celular; la sintesis proteica también es clave para el desarrollo del crecimiento
(Pérez Romero, 1997).

Las acciones de la GH son mediadas por su receptor (RGH) y las
mayores concentraciones de RGH se encuentran en el higado seguido por el
tejido adiposo (Brameld et al. 1996, Edens y Talamentes 1998, Lucy et al. 1998,
Lucy et al. 2000, Butler et al. 2003). Una vez secretada la GH actua sobre los
tejidos periféricos estimulando la produccién de IGF-I, quien actuara como
mediadora de la mayoria de los efectos de la GH, conformando juntas, el
llamado eje somatotropo o eje GH-IGF-I (Pérez Romero 1997, Bondy y Zhou
2005). El principal 6rgano secretor de IGF-I es el higado (Jones y Clemmons,
citados por Butler et al., 2003). El higado es el mayor érgano metabdlico y
endocrino, de gran importancia en la regulacion del crecimiento y el
metabolismo, su funcidn principal es la regulacion de la nutricion a través de la
interaccion de numerosas hormonas (Hyatt et al., 2007).

2.3.1.2. Factor Insulémico | (IGF-I)

Existen dos tipos de IGFs, la IGF-1 y la IGF-II, pero principalmente la
IGF-I es la que esta bajo control metabdlico (Lucy, 2008). Ambas IGF tienen
una secuencia de aminoacidos muy parecida a la proinsulina (Pérez Romero,
1997). La accion de las IGFs estd mediada por receptores y moduladas por
proteinas de union. Existen dos tipos de receptores, el IGF tipo-1, al que se une
la IGF-I con gran afinidad, con menor afinidad la IGF-Il e interactia con la
insulina; y el receptor de IGF tipo-2 al que se une la IGF-Il y con menor afinidad
la IGF-I (Pérez Romero 1997, Bondy y Zhou 2005). Las proteinas de unién
(IGFBPs) modulan la accion de las IGFs a través de la regulacion del transporte
y la unién al receptor y también prolongan su vida media en la circulacién
(Bondy y Zhou, 2005). Estas proteinas constituyen una familia de al menos 6
proteinas siendo la mas importante la IGFBP-3 que esta directamente
relacionada al eje somatotropo. Cada proteina de union tiene su propia
fisiologia (Pérez Romero 1997, Lucy 2008).

20



Si bien el principal productor de IGF-I es el higado en respuesta a la
GH, muchos tejidos extra-hepaticos también expresan IGF-I, y como el IGF-1R
se encuentra ampliamente distribuido en el organismo animal, se acepta que
ademas del mecanismo enddcrino, la IGF-I tiene accién autocrina/paracrina.
Existe evidencia que dice que la insulina también podria facilitar la produccion
hepética de IGF-I junto con la GH (Hess et al., 2005).

Muchos procesos fisiolégicos son afectados por la IGF-I, el crecimiento
somatico durante el desarrollo fetal, el crecimiento postnatal y la eficiencia de
produccion de especies de ganado (Bunter et al. 2005, Blair et al., Hegarty et
al., citados por Afolayan et al. 2008). La IGF-I regula la secrecion de GH
actuando sobre el hipotalamo y la hipdfisis, inhibiendo su secrecion (Le Roith et
al., 2001). En el hipotalamo estimula la secrecion de somatostatina e inhibe la
secrecion de GRH (Mdller, 1987), en la hipofisis -donde actia principalmente-
disminuye los niveles de ARNm de GH vy la liberacion de la hormona (Ceda et
al., Minami et al., citados por Pérez Romero, 1997).

La expresion de los genes de RGH y de IGF-I es sensible al estado
nutricional y fisiologico (Kobayashi et al., 1999), en condiciones de balance
energético negativo la IGF-1 se ve disminuida a pesar de la GH, ya que el
higado es incapaz de sintetizarla cuando hay insuficientes cantidades de
energia y aminoacidos esenciales (Pérez Romero, 1997).

2.3.1.3. Insulina

La insulina es secretada por el pancreas y su accién principal es la de
facilitar la entrada de glucosa por la membrana plasmatica manteniendo los
niveles de glucosa en sangre normal. Activa las enzimas de la sintesis de
glucégeno en higado y en el tejido muscular, disminuyendo asi la concentracion
de glucosa en sangre. Se trata de una hormona hipoglucemiante que estimula
procesos anabdlicos incrementando la oferta de sustratos en la célula y las
actividades enziméticas relacionadas con la sintesis de reservas energéticas
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(Garcia Sacristan 1995, Astessiano y Bianchi 2004). Se considera la hormona
clave en la regulacion del crecimiento fetal y desarrollo embrionario, estimula la
sintesis proteica y del glucégeno, ademas de regular la lipdlisis.

2.3.1.4. Leptina

La leptina es sintetizada casi exclusivamente por el tejido adiposo y su
sintesis esta regulada por la adiposidad de forma positiva y negativamente por
la desnutricion en rumiantes y otros animales (Ahima et al., Ingvartsen et al.,
Spiegelman et al., citados por Block, 2003), aunque el gen de leptina también
esta expresado en tejidos placentarios y fetales, en la glandula mamaria,
estdbmago, musculos, etc. (Chilliard et al., 2001).

Esta hormona esta involucrada en la regulacion homeostéatica de la
energia y en otras funciones fisiologicas (Chilliard et al. 2001, Block et al. 2003).
Cuando su concentracidon en sangre es alta se produce una reduccion en el
consumo y aumenta el gasto energético (Henry et al. 1999, Morrison et al.
2001). Por el contrario cuando la concentracion de leptina en plasma es baja
durante la desnutricion, se induce el aumento del apetito, la adaptacion
metabdlica y la conservacion de energia (Schwartz et al. 1996, Ahima et al.,
citados por Block et al. 2003). La mayoria de sus efectos metabdlicos se
realizan mediante la interaccion con sus receptores especificos localizados en
el sistema nervioso central y en tejidos periféricos (Barb, 1999) ya que se han
encontrado el ARNm de su receptor en la zona ventromedial y en el nicleo
arqueado del hipotdlamo y en la zona anterior de la hipofisis en ovejas (Dyer et
al., citados por Barb, 1999), ratas (Schwartz et al., Zamorano et al., citados por
Barb, 1999), y ratones (Tartaglia et al. 1995, Mercer et al. 1996).
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2.3.2. Requlaciéon del eje metabdlico

Para explicar la regulacion del eje metabdlico, se parte de una situacion
en gque el animal se encuentra en un balance energético negativo (BEN). El
BEN implica que el animal se encuentre en un estado de baja alimentacion, es
decir, que tenga deficiencias nutricionales. En este estado, la glucosa en sangre
es baja, por lo que la insulina que es una hormona hipoglucemiante disminuye
sSu concentracion en sangre en respuesta a la baja concentracion de glucosa,
provocando que tanto el misculo como el tejido adiposo dejen de fijar glucosa y
otros nutrientes, aumentando la cetogénesis hepatica y promoviendo la
gluconeogénesis (Chilliard et al., 1998).

El higado, tiene por funcion principal la regulacion de la nutricion a
través de la interaccion de numerosas hormonas (Hyatt et al., 2007). El higado
produce la IGF-I en respuesta a la hormona de crecimiento (Jones y Clemmons,
citados por Butler, 2003) siendo el érgano con mas abundancia de RGH
(Brameld et al. 1996, Edens y Talamentes 1998, Lucy et al. 1998), la expresion
de los genes de RGH y de IGF-I es sensible al estado nutricional y fisiolégico
(Kobayashi et al., 1999). En situaciones donde los nutrientes son limitantes, el
higado no responde a la GH viéndose inhibida la sintesis de IGF-I, no
existiendo retroalimentacion negativa aumentando asi la concentracion de GH
en sangre durante el BEN (McGuire et al. 1995, Chilliard et al. 1998).

La leptina producida por el tejido adiposo, es un indicador del nivel de
grasa corporal al sistema nervioso central, donde inhibe el neuropéptido Y
limitando el consumo; en situaciones de subnutricién la leptina en sangre es
disminuida y aumenta la secrecion del neuropéptido Y (Chilliard et al. 1998,
Block et al. 2003). Existe evidencia que sugiere que la GH podria estar
involucrada en la regulacion de leptina en plasma, inhibiendo su sintesis cuando
el balance energético es negativo o nulo, y estimula la sintesis cuando el
balance energético es positivo (Houseknecht et al., citados por Block, 2003).
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Estos cambios coordinan el metabolismo de los tejidos periféricos como
son el higado, el musculo y el tejido adiposo (Etherton y Bauman 1998, Bauman
2000) (figura 10).
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Figura 10: Representacion del eje metabdlico. Nota: las flechas indican efectos
positivos.

2.4. INTERACCIONES ENTRE LOS EJES REPRODUCTIVO Y METABOLICO

La importancia del estatus metabdlico y/o nutricional en mantener la
funcion reproductiva esta bien establecida (Barb, 1999), sin embargo, no esta
bien establecida la funcion del eje reproductivo sobre el metabdlico. A pesar de
la evidencia que muestra que los esteroides sexuales afectan al eje metabdlico,
no hay estudios que hayan evaluado el efecto de los estrogenos y testosterona
en la expresion génica de tejidos tipicamente metabdlicos como el higado y el
adiposo.
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2.4.1. Efecto del eje metaboélico sobre lareproduccion

Para reproducirse, el animal debe tener energia disponible para esta
funcion, esto depende de la energia consumida, de la almacenada en los tejidos
(adiposo, higado y musculo) y de los requerimientos para funciones que
mantengan la homeostasis y el crecimiento. La diferencia entre estos aportes y
requerimientos, es lo que define el “balance energético” o considerando una
mayor dimension del proceso “estatus metabdlico” (Blache, 2007).

El estatus metabdlico ejerce un control sobre el eje hipotalamo-hipdfisis,
expresandose a través de las hormonas metabdlicas, algunas de estas (como la
GH, IGF-l, insulina y leptina) modulan el eje reproductivo determinando la
ciclicidad ovarica y alterando la secrecion de las hormonas reproductivas
(Meikle, 2004). Una situacion de estatus metabdlico negativo, es decir de
desnutricion, en ovinos, puede traer distintos efectos sobre la fertilidad que se
pueden clasificar en largo, mediano y corto plazo (Fernandez Abella, 1993).

Los efectos de largo plazo se refieren a la situacion de desnutricion que
afecta el potencial genético de un individuo desde su estado fetal (Gauthier et
al., Gunn, citados por Fernandez Abella, 1993) y en el primer afio de vida de la
cordera, una situacidbn de restriccion alimenticia puede resultar en un
inadecuado desarrollo corporal y afectar el crecimiento uterino (Meyer et al.,
citados por Férnandez Abella, 1993). Los efectos de mediano plazo son los que
afectan dentro de un ciclo reproductivo o en el siguiente, es decir en el plazo de
un afo (Fernandez Abella, 1993). Estos efectos estan determinados por el peso
vivo y la condicién corporal (Haresign, citado por Fernandez Abella, 1993) ya
que las pérdidas de las reservas corporales utilizadas durante la gestacion y
lactacion determinan la tasa ovulatoria del siguiente servicio (Fernandez Abella,
1993). Los efectos de corto plazo son los que actian en el periodo pre-
encarnerada y durante la encarnerada (Gunn, Haresign, citados por Fernandez
Abella, 1993) dados por el peso vivo y su variacion durante este periodo, que
definen la fertilidad y prolificidad (Coop, citado por Fernandez Abella, 1993).
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Existen numerosas evidencias sobre los efectos de la subnutricion en la
fertilidad de la vaca, una situacion de estatus metabolico negativo esta
relacionada al retorno de la ciclicidad ovérica, existe una alta correlacion
positiva entre los dias que demore en lograr la primera ovulacién con el tiempo
gue le lleve recuperar el balance energético (Butler et al., 1981). Tanto en vacas
de leche como en carne, una pérdida en condicion corporal (CC) en el periodo
posparto refleja un BEN (Butler y Smith 1989, Gestido 2007, Astessiano 2010,
Quintans et al. 2010, Scarsi et al. 2010), ademas ese BEN resulta en una menor
tasa de concepcidn al primer servicio en vacas lecheras (Butler y Smith, 1989).

La principal causa del prolongado anestro posparto en vacas
amamantando (Wettermann et al., 2003) no se debe a la falta de desarrollo
folicular por un insuficiente soporte de hormona foliculo estimulante (FSH), sino
a una falla en la ovulacion de los foliculos (Griffith y Williams, 1996). Para que la
ovulacion se produzca es necesario que un foliculo dominante sea expuesto a
una correcta pulsatilidad de LH y que su capacidad de producir estradiol esté
desarrollada (Roche et al., 1992). Un inadecuado estatus metabdlico inhibe la
secrecion de GnRH por parte del hipotalamo, al aumentar la sensibilidad al
feedback negativo ejercido por el estradiol (Gauthier et al., Schillo, Wetterman,
citados por Fernadndez Abella, 1993) provocando una disminucion en la
secrecion de LH. Se disminuye entonces la pulsatilidad de LH previniendo la
maduracién del foliculo dominante, y no ocurre el pico preovulatorio de LH,
debido a las insuficientes cantidades de estradiol.

La existencia de sefales metabdlicas podria explicar la respuesta del
eje reproductivo al estatus nutricional. Se conoce que la accién gonadotrofica
de la LH y FSH es modulada por hormonas y factores de crecimiento como la
insulina, GH e IGF-I (Galvis et al., 2002). En ovinos se demostrd que tanto la
glucosa como esqueletos carbonados de aminoacidos o insulina e IGF-I pueden
modular la tasa ovulatoria independientemente de las concentraciones de FSH,
a través de efectos directos en el ovario sobre el desarrollo folicular (Jolly et al.,
citados por Galvis et al., 2002).
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En un balance energético positivo la concentracion de glucosa en
sangre es alta, y en respuesta a esta situacion, la concentracion de insulina se
ve aumentada, por lo que esta hormona es un indicador del estatus metabdlico
del animal. Contrariamente, cuando el balance energético es negativo, la
insulina se ve disminuida (en respuesta a la baja concentracion de glucosa en
sangre). La insulina juega un importante rol en la respuesta del ovario a las
gonadotropinas, sus receptores estan presentes en las células de la granulosa y
la teca, la unidon de la hormona a su receptor estimula el transporte de la
glucosa hacia las células, siendo la glucosa la principal fuente de energia para
el ovario (Rabiee et al., citados por Vifioles, 2003). Por lo que la insulina esti
involucrada en la respuesta ovulatoria frente al cambio nutricional a través del
estimulo del consumo de la glucosa (Dowing et al., citados por Vifioles, 2003)
actuando directamente en el ovario (Webb et al., 2004). La infusién de insulina
en animales con restricciones energéticas podrian incrementar el diametro de
foliculo y la tasa ovulatoria (Webb et al., 2004).

Ademas de tener un efecto directo en el ovario, existe evidencia que
indica que la insulina cumple un fuerte rol en la respuesta de la GnRH frente a
cambios metabolicos (Blache et al., 2007). En ratones se demostré el rol central
gue cumple la insulina en el control de la secrecion de la GnRH (Bruning et al.,
2000). Al inyectar bajas dosis de insulina en el tercer ventriculo en carneros con
restricciones alimenticias, se incrementaron los pulsos de LH a valores similares
a animales bien alimentados (Miller et al., Tanaka et al., citados por Blache et
al., 2007), ademas se demostré la presencia de receptores de insulina en el
hipotalamo (Blache et al., 2002). En vacunos también se encontraron
asociaciones entre la insulina y la secrecion de LH (Sinclair et al., 2002). Sin
embargo, a pesar de la evidencia demostrada, la insulina no siempre estimula la
secrecion de GnRH, especialmente en presencia de una fuerte
retroalimentacién negativa (Blache et al., 2007).

La IGF-I aparentemente esta involucrada en todos los aspectos de la
reproduccion de las hembras; en el ovario, el Utero, la placenta (su crecimiento
y funcionamiento) y en la relacion neuroenddécrina existente entre el estatus
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nutricional y la competencia reproductiva (Bondy y Zhou, 2005). Sin embargo en
los machos no esta fuertemente involucrada con los efectos de los cambios
nutricionales en la reproduccioén (Blache et al., 2007). En una situaciéon de BEN,
la IGF-I se encuentra en un bajo nivel, lo que se asocia a los largos periodos de
anestro postparto (Diskin et al., 1999). Ademas, junto con la insulina, estimula la
esteroidogénesis y la proliferacion de las células de la teca y granulosa en
bovinos (Spicer et al. 1993, Spicer y Stewart 1996). En ovinos se ha sugerido
gue la IGF-I puede alcanzar el ovario por una via local, dado que el estradiol
folicular aumenta la sintesis de IGF-I en el utero pudiendo entonces actuar de
forma enddcrina afectando el desarrollo celular de los foliculos (Perks et al.,
citados por Vifoles, 2003).

La produccion de GH por la hipdfisis es estimulada por la liberacion de
la GRH en balance energético positivo (Monget et al., citados por Blache et al.,
2007). Los mayores efectos de la GH estan mediados por la IGF-I, aunque
existe evidencia de la presencia de receptores de GH en el ovario lo que
indicaria la posible accion directa de la hormona (Bondy y Zhou, 2005). Sin
embargo, en carneros el balance energético no parece estar involucrado en la
secrecion de GnRH porgue un incremento en la nutricion disminuye la
concentracién de GH en plasma (Miller et al., citados por Blache et al., 2007).

La leptina producida por los adipocitos actla sobre el eje reproductivo
informando si existe suficiente reserva corporal disponible para cubrir las
demandas caldricas de la reproduccion (Meikle et al., 2001), su concentracion
en plasma varia con cambios bruscos en la nutriciébn y estq asociada con la
gordura de la oveja (Vifioles, 2003). La expresion vy liberacion de leptina, y la
sensibilidad de las gonadas y los tejidos cerebrales a la leptina, son alteradas
por los cambios de corto y largo plazo del estatus metabdlico. Numerosos
experimentos en hembras y machos ovinos han mostrado que la leptina puede
afectar el sistema neuroenddcrino que controla la actividad del eje reproductivo
(Adam et al., Chilliard et al., citados por Blache, 2007).

Tanto leptina como IGF-I explican el desempefio reproductivo como
sefales enddcrinas que le indican al eje el balance energético. La leptina actda
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en el sistema nervioso central a través de la regulacion del neuropéptido Y
(NPY) regulando el apetito y el metabolismo, es decir disminuye el consumo
voluntario y aumenta la tasa metabdlica general y los niveles de actividad
(Barash et al. 1996, Hamann y Matthaei 1996, Haynes et al. 1998). A pesar de
qgue la leptina actia a través de la GnRH, incrementando los niveles de LH y
FSH, no se puede descartar su accién directa en el ovario (Spicer, citado por
Vifioles, 2003), ya que existen receptores de la hormona en las células de la
granulosa y de la teca del ovario bovino (Liefers, 2002). Otros estudios
demostraron la accién de la leptina como modulador de la esteroidogénesis
(Barb, 1999), apoyando la idea del efecto directo de la hormona sobre la funcion
ovarica. La concentracion de leptina en sangre se incrementa durante el
desarrollo de la pubertad o durante el intervalo posparto, entonces, los niveles
de leptina en plasma podrian indicar algiin umbral de estimulacidon que permita
la activacion del eje reproductivo, podria ser la sefial de los adipocitos que une
el eje reproductivo con el tejido adiposo (Barb, 1999).

( ' Leptina TEJIDO
> HIPOTALAMO ADIPOSO

IGF-I

GHRH GnRH

[ HIGADO ](L[ HIPOFISIS }

Insulina

Insulina | PANCREAS

Leptina

IGF-I

OVARIOS

Figura 11: Diagrama que muestra donde actlan algunas de las hormonas
metabodlicas a nivel del eje reproductivo. Nota: las flechas indican efectos
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positivos, la flecha punteada indica un mecanismo de regulacién en el cual se
supone su existencia.

2.4.2. Efecto del eje reproductivo sobre el metabolismo

A pesar de no haber estudios especificos que evalien el efecto de
estrogenos y testosterona en tejidos metabdlicos tipicos, si existe evidencia que
demuestra un efecto directo de los esteroides sexuales sobre el metabolismo.

Estudios recientes han demostrado una interaccién entre los ejes
sexual-reproductivo y metabdlico a nivel central. Los esteroides sexuales
regulan el eje somatotrépico a nivel del hipotdlamo donde estan presentes RE
de manera importante, regulando el consumo y reserva de energia (Musatov et
al., citados por Della Torre, 2011). Ademas, los niveles de esteroides sexuales
circulantes influyen en la respuesta de las neuronas a las hormonas
metabolicas centrales, lo cual lleva a pensar que existe un mecanismo central
de control de la energia metabdlica a partir de las hormonas sexuales
(Schneider, citado por Della Torre, 2011). Otros autores (Giovambattista et al.,
2008) también sostienen que las hormonas sexuales actian a través del
hipotalamo sobre el control de la ingesta alimentaria y el balance de energia
(Hamann y Matthaei, citados por Giovambattista et al., 2008), implicando al
estradiol en la regulacion directa de la ingesta de alimento (Kalra et al., citados
por Giovambattista et al., 2008), explicado por la presencia de receptores
especificos en las regiones del hipotalamo donde estan presentes neuronas
productoras del neuropéptido Y (Sar et al., citados por Giovambattista et al.,
2008).

Los estrogenos forman parte en la regulacion de la expresion del
sistema IGF -como se ha demostrado en bovinos- (Meikle et al.,, 2001).
También regulan positivamente la sintesis de leptina, mientras que los
andrégenos la inhiben (Carrascosa y Yeste, Halleux et al., Nedvidkova,
Remesar et al., Trayhurn et al., citados por Astessiano y Bianchi, 2004). La
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expresion endometrial del ARNm de RGH e IGF-I en vaquillonas es mayor en
fases iniciales del ciclo estral mientras que la abundancia de IGF-Il e IGF-1R
fue maxima al dia 12. Estos resultados muestran que los componentes del eje
GH-IGF estan regulados de forma diferencial durante el ciclo estral, sugiriendo
un rol de los esteroides sexuales en esta regulacion (Meikle et al., 2001).
Andrégenos y estrogenos, incrementan el crecimiento muscular en numerosas
especies. Implantes de acetato de trenbolona y estradiol, incrementan la
expresion de ARNm de IGF-I en muasculo de novillos e higado de corderos
(Johnson et al., 1998).

En ratas ovariectomizadas los estrégenos pueden incrementar la
produccion de leptina (Brann et al., 1999) mientras que en vaquillonas
ovariectomizadas, los estrogenos incrementan la expresion de transcriptos del
receptor de leptina (RLEP) en varios tejidos pero no la concentracion plasmatica
de leptina ni la expresion de ARNm de leptina en el tejido adiposo (Thorn et al.,
2007). La concentracion de leptina en sangre tampoco se incremento en ovejas
ovariectomizadas tratadas con estrégenos o progesterona (Kadokawa, 2006).
La prefiez temprana (dia 14) aumenta la expresion de ARNm de leptina en
tejido adiposo en ovejas bien alimentadas (Sosa et al., 2008).

Los esteroides sexuales pueden actuar centralmente regulando la
secrecion de GH o periféricamente modulando la respuesta a la GH. También
pueden regular la secrecion de GH directamente o indirectamente a través de la
modulacion de IGF-I (Meinhardt et al., 2006). La testosterona estimula la
secrecion de GH centralmente (dependiente de su aromatizacion a estrégeno
en el sistema nervioso central. El estrogeno estimula la secrecion de GH
indirectamente al reducir inhibicibn por la retroalimentaciéon de la IGF-I
(Meinhardt et al., 2006).

En otros estudios se encontr6 un claro dimorfismo sexual, tanto en
hombres como en ratas, en la secrecidén espontdnea de GH que se manifiesta a
partir de la pubertad (Rose et al., Tannenbaum et al., citados por Pérez
Romero, 1997). Este dimorfismo sexual es resultado de la accion de los
esteroides sexuales durante el periodo neonatal y adulto (Chowen et al., citados
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por Pérez Romero, 1997); el estradiol reduce los niveles de GRH en el
hipotdlamo e inhibe la somatostatina, mientras que la testosterona activa la
liberacion de somatostatina e incrementa los niveles de GRH (Chowen et al,
Devesa et al., citados por Pérez Romero, 1997). Por lo tanto en machos altos
niveles de testosterona generan pulsos de GH separados y de elevada
amplitud, en el caso de las hembras que tienen menor concentracion de GRH y
menor efecto de la somatostatina los picos de GH son mas frecuentes pero de
menor amplitud (Pérez Romero, 1997). Esta diferencia en la secrecion de GH
entre sexos genera otro tipo de dimorfismos como el crecimiento somatico, la
induccidon enzimatica en el higado o el metabolismo lipidico, en machos los
picos de GH de gran amplitud y separados por nadires generan un mayor efecto
sobre el crecimiento que las pulsaciones de GH més continuadas generadas en
las hembras (Pérez Romero, 1997).

También se ha observado dimorfismo sexual en la concentracion de
IGF-1 en ovinos (Medrano et al., Morel et al., Roberts et al., citados por Afolayan
y Fogarty, 2008) y vacunos (Davis et al., Kerr et al., citados por Pérez Romero,
1997), teniendo los machos mayor concentracion hormonal que las hembras.
Se ha encontrado evidencia que explica que la IGF-I esta en parte regulada por
esteroides sexuales, insulina y hormonas tiroideas, por lo que el cambio de los
niveles circulantes de los esteroides sexuales durante la pubertad podria
explicar el incremento de los niveles circulantes de la IGF-1 durante la pubertad
(Pérez Romero, 1997).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

El experimento fue realizado en la Estacion Experimental de la Facultad
de Agronomia Salto (EEFAS), en el mes de mayo del afio 2007. Ubicada en el
kilometro 21 de la ruta 31, en la tercera seccion judicial del departamento de
Salto, Uruguay (31°23" latitud sur; 57°57° longitud oeste). La estacion
experimental comprende 1019 hectareas de superficie total con un indice
Coneat promedio de 92.

3.2. ANIMALES

Se utilizaron 16 ovinos de la raza Corriedale de diferente procedencia,
de los cuales 8 eran ovejas adultas ovariectomizadas y ocho eran carneros
orquiectomizados. En el cuadro 2 se muestra el peso vivo (PV) y la condicion
corporal (CC) de los animales.

Los carneros fueron orquiectomizados con mas de 5 meses previo al
comienzo del experimentos, en cuanto a las ovejas, dos fueron
ovariectomizadas en el afio 2005 y las restantes 6 entre 3 y 7 semanas previas
al comienzo del experimento. La gonadectomizacién se realizd bajo efecto de
xilacina 2% (0,5 mL im) con infiltracién de anestésico local (lidocaina al 2%, 5
mL sc). El experimento fue realizado de acuerdo a las recomendaciones de la
Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA) de la Universidad de la
Republica y el protocolo de experimentacion fue aprobado por la CHEA (No.
7101/07). Los animales se encontraban hasta la tarde previa al comienzo del
estudio en campo natural con libre acceso de agua.
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Cuadro 2. Peso vivo (kg) y condicion corporal promedio para carneros y ovejas
antes del sacrificio.

GRUPO Peso vivo (+EEM)  Condicién Corporal (+EEM)

Carneros 70,6 (+ 2,8) 3,6 (+ 0,19)

Ovejas 41,5 (+ 2,3) 3,2 (+0,20)

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

Para cada sexo se formaron dos grupos (control y tratado con
esteroides sexuales) tomando en cuenta el momento de gonadectomia y el
peso vivo. Cuatro ovejas recibieron 0,1 mL de Benzoato de Estradiol (BE) im (5
mg/mL en vehiculo oleoso, Laboratorio Dispert S.A., Montevideo, Uruguay) y
cuatro carneros recibieron 1 mL de Ciclopentilpropionato de Testosterona (CT)
im (100 mg/mL en vehiculo oleoso, Laboratorio Dispert S.A., Montevideo,
Uruguay).

Se tomaron muestras de sangre a las 12, 24, 48 y 72 horas. La sangre
fue centrifugada dentro de la hora de colectada y se guardo el plasma a -20°C
hasta su andlisis por RIA, donde se midi6 estradiol en hembras y testosterona
en machos. Luego de la dltima muestra de sangre se procedi6 al sacrificio de
los animales para recuperar muestras de higado y grasa perirrenal que se
congelaron en nitrégeno liquido y almacenaron a -80°C para su posterior
analisis. En la figura 13 se muestra un esquema del disefio experimental.
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Muestras de sangre

Hora: 0 12 24 48 72
Aplica;ién de Sacrifi_cio de
BEy CTim animales

Figura 12. Representacion esquematica del disefio experimental. La hora O
corresponde a las 7 am. BE = Benzoato de Estradiol; CT = Ciclopentilpropionato
de Testosterona.

3.4. VARIABLES ANALIZADAS

Para las muestras de higado se analizaron los transcriptos de los
receptores de estrogeno (REa), de la hormona de crecimiento (RGH), de la
insulina (RI), y de la leptina (RLEP), asi como el transcripto del factor de
crecimiento tipo insulémico-l (IGF-1). Para las muestras de grasa perirrenal se
analizaron las mismas variables ademas el transcripto del receptor de
andrégenos (RA).

Para el andlisis de las muestras, se extrajo ARN total de las mismas
usando TRIZOL (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA), precipitado con
LiCl para remover inhibidores de la sintesis de ADNc y tratado con ADNasa
para remover ADN contaminante (Naderi et al., 2004). La concentracion de
ARN se determiné por absorbancia a 260nm, la pureza de todos los aislados de
ARN fue evaluado a partir de la tasa de absorbancia 260/280 y la integridad por
electroforesis (gel de agarosa 1%). Todas las muestras presentaban Azso2so
entre 1.8y 2.0.

Para cada muestra se sintetizo ADNc por la reaccion de transcripcion
reversa (RT) usando SuperScript Il First-Strand Sintesis System Kit (Invitrogen,
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Carlsbad, CA) con primers no especificos y 1 ug de ARN total como modelo.
Los primers para amplificar especificamente el ADNc de REa, RA, RGH, IGF-I,
Rl y RLEP fueron obtenidos de la literatura, asi como los genes housekeeping
HPRT (usado para las muestras de higado y adiposo) y RPL19 (usado para las
muestras de adiposo) (Schams et al. 2003, Myers et al. 2005, Chen et al. 20086,
Jaquiery et al. 2006, Carriquiry et al. 2008).

En base al ADNc se midié la abundancia de transcriptos usando RT-
PCR en tiempo real en un Rotor-Gene™ 6000 (Corbett Life Sciences, Sydney,
Australia) usando SYBR-Green (Quantimix; Biotools, Madrid, Espafia) y primers
disefiados especificamente para los genes de interés (REa, RA, RGH, IGF-I, RI
y RLEP) y para los genes de control interno (HPRT y RPL19). Como control
positivo y negativo se utilizaron una muestra calibradora (un pool de seis
animales pertenecientes al experimento) y agua, respectivamente. Para cada
gen para cada animal se determind el nimero de ciclos requeridos para
alcanzar el umbral (C+). Para estandarizar las medidas de cuantificacion de
expresion génica debido a diferencias en la cantidad de células extraidas de
cada muestra de tejido, en la calidad del ARN, y en la eficiencia de la RT, los
datos de expresion de ARNm de cada gen de interés fueron normalizados
respecto a los genes usados como controles internos (ACt = [Ct (genes de
interés) - Ct (gen control)] de los que se us6 la media geométrica), y fueron
expresados entonces en relacién a la muestra de control positivo (AACt = ACt —
AC+ [control positivo], cuantificacion relativa (Livak y Schmittgen, 2001).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos fueron realizados usando el programa
Statistical Analysis System (del SAS Institute). Se realizé un andlisis de
varianza de los datos del higado y tejido adiposo usando el procedimiento
MIXED. Los dos efectos principales que se estudiaron fueron sexo (macho o
hembra) y tratamiento anidado en el sexo como efectos fijos (con o sin
reemplazo de esteroide sexual). Las variables analizadas fueron las
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abundancias relativas de ARNm de REa, RGH, IGF-I, Rl, RLEP en higado, y en
tejido adiposo ademas se analizo la abundancia de RA. El nivel de significancia
considerado fue P<0,05, y para tendencia P<0,1.
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4. RESULTADOS

4.1. TESTOSTERONA Y ESTRADIOL

Al inicio del tratamiento (hora 0) el nivel de estradiol promedio para las
hembras fue de 13.3 pmol/L, mientras que en machos no se pudo detectar
testosterona en plasma. Los tratamientos con esteroides sexuales
efectivamente lograron aumentar las concentraciones de estradiol vy
testosterona (figura 14).

400 30
350 P
% 300 g
L 20 £
g_ 250 -
S 200 L 15 9
2 e
— wn
£ 150 o O
L 0
100 2
¢ 50 C o *
0 T | T T T 0

0 12 24 48 72

Horas desde el tratamiento con esteroides sexuales (Hora 0)

Figura 13. Nivel de estradiol (pmol/L, + EEM) y testosterona (nmol/L, + EEM) en
plasma de animales tratados, durante las 72 horas post inyeccion de Benzoato
de Estradiol (ovejas) y Ciclopentilpropionato de Testosterona (carneros).
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4.2. EXPRESION RELATIVA DE GENES CONTROL: HPRT Y RPL19

Los efectos del tratamiento con esteroides y del sexo, no afectaron la
cantidad relativa de transcriptos de los genes control en muestras de higado y
de tejido adiposo (Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores de P para los efectos de sexo y tratamiento, su interaccion y
los contrastes entre los grupos para los genes control de higado y tejido
adiposo.

TEJIDO ADIPOSO HIGADO

Efecto HPRT RPL19 HPRT
Sexo 0.3846 0.4711 0.3327
Tratamiento (Sexo) 0.1232 0.1662 0.4331
OVX — OVX+BE 0.4933 0.6509 0.2284
OVX - TX 0.4662 0.4826 0.1496
OVX — TX+CT 0.2531 0.2420 0.2742
OVX+BE - TX 0.9664 0.9497 0.7835
OVX+BE - TX+CT  0.0732 0.1716 0.9011
TX =TX+CT 0.0564 0.0714 0.6907
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4.3. EXPRESION RELATIVA DE TRANSCRIPTOS EN HIGADO

El cuadro 4 muestra los valores P de los efectos principales y su
interaccion, para cada uno de los genes transcriptos. Las abundancias relativas
de ARNm de los genes estudiados se muestran en la figura 15. El sexo tendi6é a
afectar la expresion relativa del receptor REa. Las hembras tendieron a
presentar mayor expresion de ARNm de REa que los machos, mientras la
administracion de esteroides (BE y CT en hembras y machos,
respectivamente), disminuyo la expresion relativa de ARNm de REa en ambos
sexos. Las hembras sin tratamiento mostraron mayor expresion relativa que las
hembras y los machos tratados. La expresion relativa del ARNm de IGF-I, al
igual que la del ARNm de REaq, se vio significativamente disminuida por el
tratamiento con esteroides. La expresion de ARNm de Rl y RLEP no difiri6 entre
sexos ni tratamientos, sin embargo hubo una tendencia de diferencia de la
expresion de ARNm de RI entre ovejas con y sin BE.

Cuadro 4. Valores de P para los efectos sexo y tratamiento, su interaccion y los
contrastes entre grupos para cada uno de los transcriptos de los genes REq,
RGH, IGF-I, Rl y RLEP, en muestras de higado.

EFECTOS REa RGH IGF-I RI RLEP
Sexo 0.0595 0.4531 0.1587 0.5904 0.1453
Tratamiento 0.0392 0.2935 0.0263 0.1844 0.2235
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OVX  OWX+BE X TH+CT

IGF-I
RGH 18
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Expresion Relativa
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Figura 14. Expresion relativa de los genes REa, RGH, IGF-I, Rl y REPL en
higado de ovinos gonadectomizados con o sin remplazo de esteroides sexuales
(OVX: ovejas ovariectomizadas; OVX+BE: ovejas ovariectomizadas con
Benzoato de Estradiol; TX: carneros orquiectomizados; TX+CT: carneros
orquiectomizados con Ciclopentilpropionato de Testosterona). Letras diferentes
(a,b) indican diferencias significativas (P<0,05), asteriscos (*) indican tendencia
(P<0.1000).

41



4.3. EXPRESION RELATIVA DE TRANSCRIPTOS EN ADIPOSO

En el cuadro 5 se muestran los valores P de los efectos principales y su
interaccion, para cada uno de los transcriptos de los genes. Las abundancias
relativas de los transcriptos de los genes se muestran en la figura 16. El sexo y
el tratamiento hormonal afectaron significativamente la expresion relativa del
ARNmM de RA. Las hembras con tratamiento mostraron mayor expresion relativa
del gen que los demas grupos.

Cuadro 5. Valores de P para los efectos sexo y tratamiento, su interaccion y las
comparaciones de grupos para cada uno de los transcriptos de los genes REq,
RA, RGH, IGF-I, Rl y RLEP, en muestras de tejido adiposo.

EFECTOS REa RA RGH IGF-I RI RLEP

Sexo 0.4120 0.0394 0.9445 0.1391 0.4994 0.8298
Tratamiento (Sexo) 0.6614 0.0140 0.5967 0.1794 0.3578 0.3686
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Figura 15. Expresion relativa de los genes REa, RA, RGH, IGF-I, Rl y RLEP en
tejido adiposo de ovinos gonadectomizados con o sin remplazo de esteroides
sexuales (OVX: ovejas ovariectomizadas; OVX+BE: ovejas ovariectomizadas
con Benzoato de Estradiol; TX: carneros orquiectomizados; TX+CT: carneros
orquiectomizados con Ciclopentilpropionato de Testosterona). Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0,05).
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5. DISCUSION

Los tratamientos con esteroides sexuales incrementaron los niveles
hormonales, tanto en machos como en hembras, confirmando el éxito del
tratamiento. Las concentraciones de estradiol en las ovejas ovariectomizadas
tratadas con BE correspondieron a niveles farmacolégicos, aunque los niveles
fueron inferiores a los obtenidos por Carbone y de Larrobla (2005), autores que
fueron tomados como referencia para ajustar la dosis de BE. El tratamiento con
CT incrementd la concentracion de testosterona en los carneros
orquiectomizados, logrando una concentracién estable en sangre constante de
niveles fisioldgicos, sin embargo sin la pulsatilidad que ocurre en condiciones
naturales.

Para un tejido especifico, la concentracion de la proteina del REaq, es el
mayor factor indicador de la accion del estrogeno sobre el mismo (Zou e Ing,
1998). Sin embargo, la determinacién del ARNm del REa es un indicador
indirecto de la presencia del receptor en el tejido en estudio. Los resultados
confirman para el ovino la expresion de ARNm del REa en higado y grasa
perirrenal y la expresion de ARNm de RA solo en grasa perirrenal ya que no fue
evaluado en las muestras de higado. La presencia de REa y RA en higado se
ha observado en humanos, ratas, mamiferos y otros modelos animales (Roy et
al. 1974, Erikson et al. 1982, Eisenfeld y Aten 1987, Song et al. 1991, Takeda et
al., Simpson et al., Gao et al., citados por Della Torre et al. 2011). También
existe evidencia convincente de la presencia de REa y RA en tejido adiposo en
humanos, ratas, ratones y ovinos (Mayes y Watson, 2004). Como era de
esperar, en los dos tejidos se expresaron los ARNm de los genes de RGH, IGF-
I, Rl y RLEP. Las mayores concentraciones de RGH se encuentran en primer
lugar en el higado, y en segundo lugar en el tejido adiposo (Brameld et al. 1996,
Edens y Talamentes 1998, Lucy et al. 1998, Lucy et al. 2000, Butler et al. 2003).
La GH actlua indirectamente a través de la IGF-I, por lo que el principal 6érgano
secretor de la misma es el higado (Jones y Clemmons, citados por Butler et al.,
2003). En ovinos, el Rl se expresa en los adipocitos (Vernon et al., citados por
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Astessiano y Bianchi, 2004), ademas se ha demostrado la presencia de Rl en el
higado y tejido adiposo de ratones (Watanabe et al., 1998). Los RLEP en ovinos
estan expresados en muchos tejidos, expresandose en el tejido adiposo y otros
tejidos periféricos (Dyer et al., citados por Chlliard et al., 2001), en ratas y
bovinos se demostré la presencia de RLEP en el higado (Trayhurn et al.,
citados por Simon y Del Barrio 2002, Thorn et al. 2007).

El metabolismo hepatico es diferente en hembras y machos en
roedores (Crabb y Roepke, 1987) y en mamiferos (Della Torre et al., 2011),
pues existe un dimorfismo sexual en la secrecion de la GH a partir de la
hipofisis, por lo que el sexo seria un determinante importante en el
funcionamiento del higado; importantes factores de transcripcion para el
metabolismo energético se expresan distinto en hembras y machos. La
isoforma del RE que se expresa en el higado es la REa, responsable de la
diferenciacion sexual y reproductiva en las hembras (Della Torre et al., 2011), lo
cual coincide con los resultados obtenidos, ya que la expresion relativa del REa
en higado tendio a ser mayor en las hembras.

En el tejido adiposo en humanos y ratas se ha demostrado la fuerte
influencia que tienen los esteroides sexuales sobre el mismo, tanto los
femeninos como masculinos regulan el metabolismo del tejido adiposo a través
de sus receptores (Bjorntorp, 1997). En machos, la testosterona estimula la
lipdlisis mediante los RA, que son ademas regulados positivamente por la
propia hormona. Pareceria que los estrogenos tienen efectos similares a la
testosterona en ratas y humanos (De Pergola et al., citados por Bjorntorp,
1997). En hembras —tanto en ratas como en mujeres— si bien también hay
presencia de RA en el tejido adiposo, los efectos de la testosterona en el tejido
no son los mismos que en los machos, pues la completa sustitucion del
mecanismo lipolitico después de una ovariectomia, se puede lograr con
estrégeno, pero no con testosterona (De Pergola et al., citados por Bjoérntorp,
1997). Los RA estarian regulados negativamente por los estrogenos (Li y
Bjorntorp, citados por Bjorntorp, 1997), otros estudios han demostrado que los
esteroides sexuales estan involucrados en el metabolismo, en la acumulacion y
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distribucion del tejido adiposo (Mayes y Watson, 2004). Entonces, en machos,
la testosterona junto con la GH previene la acumulacion de lipidos y estimula su
movilizacion a través de RA, que estan regulados por la testosterona,
principalmente en los tejidos viscerales donde la abundancia de RA es mayor
gue en otras regiones, el efecto general seria disminuir la deposicion de grasa
visceral (Bjorntorp, 1997). El efecto de la testosterona en el tejido adiposo en
hembras es el contrario, acumulacion de grasa visceral (Bjorntorp, 1997).
Estudios mas recientes, coinciden con lo concluido anteriormente, dictando
simplemente, que los andrégenos blogquean la adipogénesis (Singh et al.,
citados por Giovambattista et al., 2008) y que los estrogenos la estimulan
(Roncari y Van, citados por Giovambattista et al., 2008). Para los resultados
obtenidos se observa el efecto del sexo en la expresion relativa de ARNm de
RA, sin embargo no hay efecto del sexo para el ARNm de REa. Si bien los
resultados muestran un efecto del tratamiento con esteroides sexuales en el
tejido adiposo para el transcripto RA, los efectos no coinciden completamente
con la bibliografia citada, pues el tratamiento con BE aumento la expresion del
ARNmM de RA en las hembras y no se vio ningun efecto en el tratamiento con
CT en los machos. No existié un efecto para el transcripto de REa en el tejido
adiposo.

Por otro lado, en el higado, el tratamiento afect6 la expresion de REa e
IGF-I. El estrégeno es el principal estimulador de la expresion del gen del REa
en los tejidos reproductivos de los mamiferos (Zou e Ing, 1998). Durante la fase
preovulatoria el estrogeno aumenta la expresién del gen del REa en el
endometrio en todas las hembras de las especies mamiferas incluyendo la
oveja (Lessey et al., Mirando et al., citados por Zou e Ing 1998, Van Lier et al.
2006). En el higado, al contrario de lo que ocurre en el endometrio, el
tratamiento con BE disminuy6 la expresion relativa del ARNm del REa, lo cual
coincide con otros estudios que han demostrado que en higado los estrogenos
regulan negativamente la expresion del REa, en ovejas tratadas con estradiol
(Zou e Ing, 1998) y en ratas (Erikson, 1982). Desde otro punto de vista, otros
estudios demostraron en ratas adultas, que los niveles de RE en higado
aumentan luego de una gonadectomia tanto machos como hembras (Dickson y
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Eisenfeld, 1979). Otros estudios también indicaron que el metabolismo del
estrogeno en el higado reduce su receptor (Eisenfeld y Aten, 1987). Implantes
de acetato de trenbolona y estradiol incrementaron la expresion del ARNm de
IGF-I en higado de corderos (Johnson et al., 1998), lo que no condice con los
resultados obtenidos, dado que el tratamiento disminuyo en higado la expresion
de la IGF-I al igual que el REa. Sin embargo, en el presente trabajo no se
utilizaron corderos sino machos adultos, en el primer caso son animales que
estan en activo crecimiento con mayores niveles de GH y como consecuencia
de IGF-I. A su vez, entre sexos sin tratamiento, los machos tendieron a
expresar menos estos dos transcriptos en el higado, con respecto a las
hembras. Hubo una tendencia a disminuir la expresion de ARNm del Rl en las
muestras de higado de las hembras tratadas con BE con respecto a las
hembras sin tratamiento, lo que coincide con trabajos realizados en ratas
(Gonzalez et al., 2001). En ratas ovariectomizadas, donde se evalué el efecto
de distintos niveles de estradiol en sangre sobre RI, se observd que altos
niveles de la hormona, provocaron una disminucion en los Rl en higado y tejido
adiposo, disminuyendo la sensibilidad de los tejidos periféricos a la insulina,
evitando que se reserve energia, frente a menores niveles de estradiol, los RI
aumentan y la situacion se revierte, reservando energia en los tejidos
periféricos (Gonzéalez et al., 2001).

De esta manera, la hipotesis planteada que dicta que los esteroides
sexuales, como estrégenos y andrégenos, tienen un efecto en la expresion
génica de tejidos tipicamente metabdlicos, es confirmada con los resultados
obtenidos, a pesar de no conocer la forma en que interactian especificamente
las hormonas sexuales con los tejidos metabdlicos estudiados, si se puede
confirmar que la interaccion periférica entre el eje sexual-reproductivo y el eje
metabdlico en ovinos, existe.
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6. CONCLUSIONES

Los tratamientos con esteroides sexuales de reemplazo fueron
efectivos, incrementando los niveles hormonales, tanto en hembras como en
machos. Se comprobd la expresion de los genes en estudio tanto en muestras
de higado, como en las de grasa perirrenal.

Ademas se concluye que los esteroides sexuales:

» Regularian la concentracion de ARNm de sus receptores en
higado y en el tejido adiposo

» Podrian modular el eje metabdlico a través de la regulacion de
la transcripcion de IGF-I

» Podrian regular la sensibilidad de la insulina en higado a traves
de la modificacion de la expresion génica

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se puede confirmar
la hipotesis inicial que dicta que estrégenos y andrégenos tiene algun efecto en
la expresion génica en tejidos tipicamente metabdlicos, pues en base a los
resultados analizados, se concluye que existe algun tipo de interaccion
periférica entre el eje sexual-reproductivo y el eje metabdlico en ovinos.
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7. RESUMEN

Se determind el efecto de los esteroides sexuales en la expresion de genes
relacionados con el eje GH-IGF en higado y tejido adiposo, en ovinos. Se
utilizaron ovejas (n=8) y carneros (n=8) Corriedale gonadectomizados. A cuatro
hembras se administré 0.5 mg de Benzoato de Estradiol im y a cuatro machos
100 mg de Ciclopentilpropionato de Testosterona im, y 72 h después se
tomaron muestras de higado y tejido adiposo de todos los animales. Se extrajo
ARN total de estas muestras, se sintetiz6 ADNc y se midi6 la abundancia
relativa de transcriptos usando RT-PCR en tiempo real y se analiz6 su
expresion, de acuerdo a sexo y tratamiento, usando el PROC MIXED. En
higado se determinaron los transcriptos de los receptores de la hormona de
crecimiento (RGH), leptina (RLEP), estrégeno (REa), insulina (RI), y el factor de
crecimiento tipo insulémico-l (IGF-I), y la hipoxantina fosforibosiltransferasa
(HPRT) fue usado como control endégeno. En grasa se analizaron los mismos
transcriptos, y ademas el del receptor de andrégenos (RA), y como control
endogeno ademas del HPRT se utilizo la proteina ribosomal R19 (RPL19). La
abundancia de los transcriptos de los genes control no fueron diferentes entre
sexos ni entre tratamientos, tanto en higado como en tejido adiposo. El sexo
tendié a afectar la abundancia relativa (AR) de REa en el higado (P=0.0595), y
afectd la AR del RA en tejido adiposo (P=0.0394). El tratamiento afectd la AR
de REa (P=0.0392) e IGF-I (P=0.0263) en higado y en tejido adiposo afecto la
AR de RA (P=0.0140). La expresion hepéatica de ARNm de REa fue mayor en
hembras que en machos y los animales tratados (ambos sexos) presentaron o
tendieron a presentar menor expresion de REa e IGF-I. La expresién adiposa
de ARNm de RA y de IGF-I fue mayor en hembras tratadas que en los demas
animales. Ni el sexo ni el tratamiento hormonal afectaron la expresion de ARNm
de RGH, Rl y RLEP en higado y tejido adiposo, y de REa en adiposo. Los
esteroides sexuales parecen regular la transcripcién de sus receptores tanto en
higado y tejido adiposo y parecen tener un efecto sobre el eje metabdlico a
traves de la IGF-I.

Palabras clave: Ovinos; Endocrinologia; Reproduccién; Metabolismo; REaq; RA;
RGH; IGF-I; RI; RLEP; Higado; Tejido adiposo.
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8. SUMMARY

We evaluated the effect of sex steroids on the expression of genes related to the
somatotrophic axis in liver and adipose tissue in sheep. Gonadectomized ewes
(n=8) and rams (n=8) were used. Four ewes received 0.5 mg of Oestradiol
Benzoate im, and four rams received 100 mg of Testosterone
Cyclopentilpropionate im. Animals were slaughtered 72 h after treatment and
liver and adipose tissue samples were taken, frozen and stored until analysis.
Total RNA was extracted from each sample and cDNA was synthesized.
Cuantification of the transcripts was determined by real time RT-PCR. Analysis
of variance of the data was done using the MIXED procedure. The two main
effects studied were sex and sex steroid status. The relative amounts of mMRNA
of receptors of growth hormone (GHR), insulin (IR), leptin (LEPR), oestrogen
(ERa), and of insulin-like growth factor | (IGF-I) were determined in liver and
adipose tissue and the relative amounts of mMRNA of the androgen receptor (AR)
was determined only in adipose tissue. The data on the expression of mMRNA of
each gene were normalized to each of the control genes; HPRT (liver and
adipose) and PRL19 (adipose only). Sex and treatment did not affect the
amount of transcripts of the control genes in either liver or adipose tissue. Sex
tended to affect the relative amount of ERa in liver (P=0.0595) and affected the
relative amount of AR in adipose tissue (P=0.0394). Hormone treatment affected
the relative amount of ERa (P=0.0392) and IGF-1 (P=0.0243) in liver, and in
adipose tissue it affected the relative amount of AR (P=0.0140). Hepatic
expression of ERa mRNA was higher in ewes than in rams, and treated sheep
(both sexes) had, or tended to have, a lower expression of ERa and IGF-I.
Adipose expression of AR and IGF-I mRNA was higher in treated ewes than all
of the other groups. Neither sex nor treatment affected the relative amount of
GHR, IR and LEPR transcripts in both tissues, and of ERa transcripts in adipose
tissue. Sex steroids seem to regulate transcription of their receptors in liver and
adipose tissue, and seem to modulate the somatotrophic axis through regulation
of IGF-I transcription.

Key words: Sheep; Endocrinology; Reproduction; Metabolism; ERa; AR; GHR;
IGF-I; IR; LEPR; Liver; Adipose tissue
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