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RESUMEN

El objetivo de éste trabajo fue determinar los nive-
les expresion de Receptores de Estrogenos (RE) y de
Progesterona (PR) del cervix caudal de ovejas en anestro
estacional e inducidas a ovular, midiendo la concentra-
cién del ARN mensajero del receptor de E (RE ARNm) y
de los RE y RP. Se utilizaron ovejas en anestro estacional
comprobado por retarjo: no tratadas (Grupo A, n=4), tra-
tadas con P (CIDR) (Grupo P, n=4), con un analogo sin-
tético de GnRH (Receptal) (Grupo GnRH, n=4) y con el
tratamiento combinado de P y GnRH (Grupo P+GnRH,
n=3). En el cervix caudal se midieron las concentracio-
nes de RE ARNm por hibridizacion en solucién y las de
RE y RP por ensayos de unién. El tratamiento con GnRH
aumento significativamente la concentracion de RE
ARNm respecto a los Grupos Ay P, p<0,05. Ninguno de
los tratamientos modificé significativamente la concen-
tracion de RE. La concentracion de RP en el Grupo P fue
menor respecto a la de los Grupos tratados con GnRH,
p<0,03. Los datos demuestran que los tratamientos con
GnRH y/o P para inducir la ovulacién durante el anestro
estacional pueden modificar la expresion de RE y RP en
el cervix caudal de ovejas y por lo tanto la sensibilidad
del mismo a las hormonas esteroideas.

INTRODUCION

La apertura, el cierre y la capacidad secretora del
cervix, estan influenciados por los Estrogenos (E) y la
Progesterona (P) (2). Las acciones de E y P se ejercen a
través de sus receptores nucleares especificos (RE y RP)
los cuales constituyen factores de transcripcion y regula-
cion de la expresion génica (1). Los niveles circulantes
de las hormonas ovaricas durante el ciclo estral regulan
Sus propios receptores en Utero: los E aumentan los ni-
veles de mensajeros (RE ARNm y RP-ARNm) y las con-
centraciones de las proteinas de unién (RE y RP), mien-
tras la P las reduce, actuando como inhibidor de la ex-
presion de ambos receptores (1,6). En el cervix craneal
de ovejas en anestro estacional y a los 30 dias postparto
se encontraron concentraciones de RE y RP compara-
bles a las uterinas (5,4). El tratamiento con P de las ove-
jas en anestro estacional disminuyo los niveles de am-
bos receptores a valores similares a los de las ovejas en
el postparto inmediato (5 dias). Estos resultados mues-
tran que los niveles de RE y RP del cervix craneal pue-
den ser modificados por las concentraciones circulantes
de E y P segln las diferentes situaciones reproductivas.
Teniendo en cuenta que el cervix caudal presenta una
morfologia diferente al cervix craneal (3), el objetivo del
presente trabajo fue estudiar los efectos de tratamientos
hormonales destinados a la induccién de la ovulacion en
ovejas en anestro estacional, sobre la expresion de los
receptores de las hormaonas esteroideas en el cervix cau-
dal.

MATERIALES Y METODOS

SUMMARY

The aim of this work was to determine the expression
levels of Estrogens (RE) and Progesterone (PR) receptors
in caudal cervix of the seasonal anocestrous ewes induced
to ovulate, measuring the estrogens receptor RNA
messenger (ER mRNA) and the RE and RP
concentrations. Seasonal anoestrous ewes checked by
vasectomized rams were: not treated (Group A, n=4) or
treated with P (Easi Breed-CIDR-G, Universal Lab) (Group
P. n=4), GnRH analogous (Busereline Acetate, Receptal,
Hoechst Roussel) (Group GnRH, n=4) and the combined
P and GnRH treatment (Group P+GnRH, n=3). In the
caudal cervix the ER-mRNA concentration were
measured by solution hibridizacion and the ER and PR
levels by binding assay. The GnRH treatment increased
the ER mRNA concentration respect to the Groups A and
P, p <0,05. None of the treatments modified the ER
concentration significantly. The PR concentration in the
Group P was lower respect to the GnRH treated Groups,
p <0,03. The ER-mRNA, ER and PR concentrations in
the caudal cervix were three to five times lower than in
the cranial cervix. The data demonstrate that the GnRH
and/or P treatments to induce the ovulation during the
seasonal anoestrus in ewe, can modify the ER and PR
expression in the caudal cervix and alter its sensibility to
the steroid hormones.

Se utilizaron ovejas Corriedale (42,0+1,2 Kg),
multiparas y en anestro estacional comprobado con
retarjo. Los ensayos se realizaron en setiembre, en Uru-
guay a 342 latitud Sur. El Grupo A (n=4) no recibio trata-
miento, el Grupo P (n=4) fue tratado con un dispositivo
intravaginal conteniendo 0,33 g de P (Easi Breed-CIDR-
G, Universal Lab) durante 10 dias y el grupo GnRH (n=4)
fue tratado cada 2 h con 6,7 ng de un andlogo sintético
de GnRH i/v (Acetato de Buserelina, Receptal-Hoechst)
y alas 18 h con un bolo i/v de GnRH (4 ug) para inducir
la ovulacion. El Grupo P+GnRH (n=3) recibi¢ el trata-
miento combinado de P y GnRH (CIDR-G durante 10
dias y al retirarlo se les administré 6,7 ng de Receptal i/
vcada2hyalas 18 hun bolo i/v de 4 pg (7). Los anima-
les fueron sacrificados al inicio del disefio experimental
(Grupo A), al retirar el CIDR (Grupo P) y 24 h [uego de la
administracion del bolo de GnRH (Grupos GnRH y
P+GnRH). El examen macroscopico de los ovarios mos-
tré que 5 de los 7 animales inducidos a ovular tuvieron
foliculos ovulados y los dos restantes presentaron
foliculos preovulatorios. Las concentraciones de P al
momento del sacrificio fueron: basales (1.3+0.6; 1.3+0.3;
0.6+0.3nmol/L) para los grupos A, GnRH y P+GnRH y
5.2+0.6nmol/L para el Grupo P. Las de E fueron entre 10
- 15 pmol/L en Grupo P+GnRH y 28-32pmol/L en Grupo
GnRH (datos publicados por nuestro equipo 7). Al sacri-
ficio fueron extraidos los cervix y disecados los tercios
caudales para las determinaciones de las concentracio-
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nes de RE ARNm por Hibridizacién en Solucién con son-
da marcada especifica para ovinos y la de las proteinas
RE y RP por Ensayos de Unién con las hormonas
radiactivas (4). Las concentraciones de RE ARNm ex-
presadas en amol/ug ADN y las de RE y RP en fmol/mg
de proteinas de los diferentes grupos se compararon
mediante el procedimiento de Modelo Lineal General para
el Andlisis de Varianza (S.A.S. Institute Inc., 1994) inclu-
yendo el efecto de grupo de tratamiento.

RESULTADOS

El tratamiento con GnRH (Grupos GnRH y
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P+GnRH) aumentd las concentraciones de RE ARNm
respecto a los grupos Ay P, p<0,05 (Figura, panel iz-
quierdo). Ninguno de los tratamientos modificé
significativamente las concentraciones de RE. Por el
contrario, los animales tratados con P (Grupo P) tuvie-
ron concentraciones de RP menores que los tratados con
GnRH, p<0,03 (Figura, pane! derecho). Las constantes
de disociacion (Kd, nM) de las proteinas receptoras no
mostraron diferencias de grupo y sus valores fueron
(X+sem) 0,76+0,10 (n=15) para RE y 1,00+0,23 (n=15)
para RP. Estos valores fueron del mismo orden que los
encontrados por este grupo de investigadores en el cervix
craneal (5), e incluso en el dtero e hipdfisis de las mis-
mas ovejas (7).
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Figura - Niveles (X+sem) de RE ARNm (amol/mg de ADN, panel izquierdo) y concentraciones (X+sem) de RE y RP
(fmol/mg de proteinas, panel derecho) en cervix caudal de ovejas en anestro estacional no tratadas (Grupo A, n=4) y
tratadas con P (Grupo P, n=4), o GnRH (Grupo GnRH, n=4) o en forma combinada (Grupo P+GnRH, n=3). Para RE
ARNm y para cada receptor, diferentes letras indican diferencias p<0,05.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

REFERENCIAS

El cervix caudal de las ovejas inducidas a ovular
tuvo mayores niveles de RE ARNm que el de las ovejas
en anestro estacional, en concordancia con el aumento
de los niveles de E2 circulante en las ovejas tratadas
con GnRH (7). Contrariamente a lo descrito en cervix
craneal (5), el estimulo de la transcripcién del gen de RE
en las ovejas inducidas a ovular no se acompané de in-
crementos en las concentracicnes del RE, lo que podria
deberse a mecanismos post-transcripcionales de regula-
cién y/o mayor indice de recambio o procesamiento de
la proteina RE. Tampoco se observaron incrementos sig-
nificativos del RP luego del tratamiento con GnRH, en
acuerdo con la dependencia de expresion entre ambos
receptores. Comparando las concentraciones de RP del
cervix caudal de los animales tratados solo con P res-
pecto a los tratados con P+GnRH, se aprecia que la P
fue capaz de inhibir su propio receptor y el tratamiento
con GnRH fue capaz de recuperar la expresion de RP a
los niveles basales del anestro, en acuerdo con lo en-
contrado en cervix craneal (5). Los datos demuestran que
los tratamientos con GnRH y/o P para inducir la ovula-
cion durante el anestro estacional pueden modificar la
expresion de RE y RP en el cervix caudal de ovejas y
por lo tanto la sensibilidad del mismo a las hormonas
esteroideas.
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