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Resumen

En este trabajo se determind la abundancia de los
transcriptos de factores de crecimiento tipo insulina | y II
(IGF-I e IGF-II), su receptor (IGF-1R) y el receptor de leptina
(LEPR) en ovejas sub nutridas (0.5X mantenimiento) y con-
troles (1X), ciclando y prefiadas, mediante RT-PCR en tiem-
po real, ya que son factores que estarian implicados en el
desarrollo embrionario y/o funcién uterina. La prefiez au-
mento6 el contenido de IGFs mRNA en las ovejas control.
La subnutricion afect6 la expresion de IGF-1l mMRNA en ove-
jas ciclando, pero no en animales gestantes ya que estos
no presentaron diferencias con el grupo control. No se en-
contro efecto de la gestacion ni del tratamiento sobre la
expresion de mRNA de los receptores de IGF y leptina.

Introduccioén

Si bien se acepta que los embriones en la etapa de pre-
implantacién son relativamente autbnomos, durante la lti-
ma decada se han acumulado numerosas evidencias so-
bre la participacion de muchas hormonas y factores de
crecimiento que determinan la viabilidad futura del embrion
(Kaye, 1997). En el tracto reproductivo ovino se ha demos-
trado la expresion del mMRNA de IGF-I, IGF-Il y sus recepto-
res (Stevenson y col., 1994; Stevenson y Wathes, 1996;
Reynolds y col., 1997). En el Gtero, ambos IGFs estimulan
el desarrollo de los embriones pre-implantacién, actian en
el desarrollo fetal y controlan el desarrollo placentario
(Wathes y col., 1998). Por otro lado, la leptina y su recep-
tor se ha vinculado con el crecimiento del embrién en la
etapa de pre-implantacion en ratas (Kawamuray col., 2002).
En ovinos, se desconoce si la leptina o su receptor se
expresan en endometrio y por lo tanto si tienen un rol en
etapas tempranas del embrion. Tanto el IGF-I como la
leptina, son mediadores del estatus metabdlico que sefia-
lizan el eje reproductivo: las concentraciones plasmaticas
de ambas disminuyen con la restriccion nutricional (Sosa
y col., 2005; 2006). Por todo esto, la hipotesis de este
trabajo es que la subnutricién severa puede — a través de
estas sefales- afectar el ambiente uterino favoreciendo la
mortalidad embrionaria que se ha observado previamente
en ovejas subnutridas (Abecia y col, 2006). El objetivo de
este trabajo fue determinar el efecto de la subnutricién y la
prefiez sobre la expresion endometrial de los transcriptos
de IGF-I, IGF-Il, IGF-1R y LEPR en ovejas.

Materiales y Métodos

Ovejas Rasa Aragonesas (n=48) con un peso vivo de
61,847,7kg y una condicién corporal (CC) de 3,32+0,4 (es-
cala: 0=emaciada, 5=obesa) fueron asignadas a dos gru-
pos: Grupo C (control, n=21) que se alimenté con una die-
ta de mantenimiento (12,4 MJ energia metabolizable) y
Grupo B (subnutridas, n=27) al que se le administré la mi-

tad de los requerimientos diarios por 3 semanas. Las ove-
jas fueron sincronizadas mediante dispositivos intravaginales
de progestagenos (Acetato de Fluorogestona 40mg, Intervet
S.A., Salamanca, Espana). El dia del estro fue considera-
do como dia 0, momento en que 20 ovejas del grupo By 13
del grupo C fueron servidas. El dia 14 del ciclo estral/pre-
fiez se sacrificaron todos los animales; considerando como
prefiados a los animales de los cuales se recuperd uno o
mas embriones. De esta manera, los 4 grupos considera-
dos fueron: Grupo B, ciclando (n=6) y prefiadas (n=7), y
Grupo C, ciclando (n=5) y prefiadas (n=6), descartandose
del experimento las ovejas servidas no prefadas. En el
momento del sacrificio se recogieron muestras de
endometrio que fueron congeladas hasta su analisis. La
cuantificacion de los transcriptos se realizo mediante RT-
PCR en tiempo real usando SYBR-Green y primers dise-
fiados especificamente para los genes de interés (IGF-I,
IGF-Il, IGF-1R y LEPR) y para el gen usado como control
interno (proteina ribosomal L19, PRL19). Los datos de ex-
presion de mRNA de los genes de interés se normalizaron
respecto al gen de PRL19 y se expreso en relacion a la
muestra utilizada como control positivo (método del delta-
delta Ct, Livak y Schmittgen, 2001). Los datos se analiza-
ron usando el procedimiento mixto (SAS Institute, 2001) y
los efectos fijos incluidos en el modelo fueron el tratamien-
to nutricional (subnutridas vs control) y estado fisiologico
(prefiadas vs vacias).

Resultados y Discusién

El tratamiento (Subnutridas vs. Control) y el estado fisiol6-
gico (Ciclando vs. Prefiadas) no afectaron la expresion del
gen PRL19 usado como control interno. La presencia del
embrién aumentd el contenido de IGF-l mRNA, tanto en el
grupo bajo como en el grupo control. Lo mismo ocurrié con
la expresion de mRNA de IGF-Il en el grupo control (Figura
1).
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El IGF-l y el IGF-II secretados en forma paracrina por el
utero, son los principales factores que incrementan el de-
sarrollo embrionario y de la placenta (Wathes y col., 1998,
Watson y col., 1999), lo que explicaria el aumento de es-
tos factores en ovejas prefiadas. Canny col. (1997) encon-
traron que la expresion de IGF-Il es mayor en ovinos
gestantes como en el presente estudio, por lo que han
sugerido que el IGF-Il tiene un rol predominante al momen-
to del reconocimiento materno. Esto es consistente con el
grado de expresion de cada factor (IGF-1 vs. IGF-Il), ya que
la expresion de IGF-Il fue aproximadamente10 veces ma-
yor que la de IGF-I. El hallazgo mas interesante de este
estudio es que las ovejas subnutridas prefiadas no presen-
taron mayores niveles de IGF-Il mRNA gue las ciclando;
mas aun, las ovejas ciclando subnutridas presentaron ma-
yores niveles que las ovejas ciclando control, lo que indica-
ria alguna alteracion que podria llevar a explicar las pérdi-
das embrionarias que provoca la subnutricion No hubo efec-
tos de la presencia del embrion o del tratamiento nutricional
sobre la expresion de mRNA de IGF-1R y de LEPR (Figura
1), por lo que la sensibilidad endometrial a estas hormonas
(IGFs y leptina) no pareceria ser uno de los mecanismos
por los cuales se mantiene la gestacion o la subnutricion
provoca la perdida embrionaria.

Conclusion

La presencia del embrién aumenté la abundancia de mRNA
de los IGFs en el grupo control, confirmando el rol de estos
faclores en la manutencion de la gestacion. La subnutricion
afectd la expresion de IGF-Il mRNA en ovejas ciclando,
pero no en animales gestantes, de forma consistente con
hallazgos anteriores (ver poster Talmén y col., 2008). La
ausencia de efectos observada en la expresion de mRNA
de IGF-1R y LEPR sugiere que no estarian vinculados a la

mortalidad embrionaria provocada por la subnutricion.

Summary

Endometrial transcripts of insulin-like growth factors type-I
and Il (IGF-I and IGF-Il), their receptor (IGF-1R) and leptin
receptor (LEPR) were determined by real time RT-PCR in
undernourished (0.5X maintenance) and control (1X) preg-
nant and cyclic ewes as these genes could be involved in
embryonic development and/or uterine function. Pregnancy
increased mRNA expression of IGFs in control ewes. Un-
der nutrition affected IGF-Il mMRNA expression in cycling
ewes, but not in pregnant animals as IGF-1l mMRNA expres-
sion of undemourished ewes was not different from expres-
sion on control group. Nutritional treatment and pregnancy
did not affect mMRNA expression of IGF-1R and LEPR.
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