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RESUMEN

Los objetivos fueron caracterizar los perfiles @erscion de LH y testosterona (T)
(estudio 1) y la respuesta a la administracion d&b (estudio 2) en corderos de dos
razas de pelo y sus cruzas durante el desarradimatal. Los estudios se llevaron a cabo
en el estado de Querétaro (20°43°N, 100°15°0). &lgpamer estudio se utilizaron 17
corderos nacidos en Marzo, de las razas BlackEe#y), Pelibuey (n=5) y sus cruzas
reciprocas (n=8). Durante la lactancia se les wfreie una trampa para corderos alimento
con 13.04% de proteina cruda (PC) y 2.33% de emengtabolizable (EM) y posterior al
destete una dieta con 14.05% de PC y 2.65% dadEMbitum. A las 2, 4, 8, 12, 16,20y
24 semanas de vida se registré la circunferenaieotad y el peso y se colectaron
muestras de sangre cada 15 minutos durante 6 h@syariables endocrinas evaluadas
fueron las concentraciones promedio y basal, lauéecia, amplitud y altura de los
pulsos de LH y T. No hubo diferencia significatigatre genotipos a ninguna de las
edades para ninguna de las variables de LH y Tizadals (P>0.05). El efecto edad fue
significativo (P<0.05). La concentracién promedeld mas baja fue en la semana 2 de
edad (P<0.05), una elevacién fue detectada enrarse4 (P<0.05), posteriormente hubo
un aumento progresivo alcanzando el promedio ntédseal la semana 12 para después
disminuir en la semana 16 (P<0.05), en la semanauBé nuevamente un incremento
(P<0.05). La concentracion promedio de T aumentiedas semanas 2 y 16 (P<0.05),
pero entre las semana 16 y 20 no hubo diferenci@.QB), en la semana 24 nuevamente
hubo un dltimo incremento alcanzandose la maximeemtracion promedio. Para el
segundo estudio se utilizaron doce corderos na@dt® el 29 de octubre y el 14 de
noviembre, las condiciones de manejo y alimentaftiéron similares a las mencionadas
para el estudio 1. En las semanas 2, 4, 8, 1220, 24 se registro el peso y la CE.
Ademas, los animales fueron desafiados con tres diiferentes de GnRH, en dias
consecutivos: 3, 9 y 27 ngekgle peso vivo, via endovenosa; se obtuvieron masst
sangre a -15, 0, +15, +30, + 60, +120 y +180 romute la administraciéon de GnRH.
Las variables evaluadas para LH y T fueron la altnaxima de la secrecién posterior a
la administracion de GnRH, area bajo la curva ynitad de la respuesta. El genotipo
Pelibuey mostré una mayor capacidad de respuestaida estimulo que el genotipo
Blackbelly a las semanas 8 y 12 en la mayoria sl®#daables estudiadas en las dosis de
9 y 27 ng de GnRH; sin embargo, la respuesta destesona no fue diferente entre
genotipos aunque en general Blackbelly tendio @&gmtar una menor respuesta. En
conclusion, el desarrollo endocrino sexual parasesdzas y sus cruzas no fue diferente
en cuanto a los perfiles circulantes de LH y téstosa; sin embargo, existe una mayor
capacidad de respuesta por parte de la hipéfidia exxa Pelibuey durante un periodo en
el cual se presentan cambios importantes en efrddsade la funcion reproductiva de
los corderos, lo cual pudiera tener alguna impi@asobre el desempefio sexual en la
vida adulta.

Palabras clave: Blackbelly, Pelibuey, Desarrolbusé GnRH, LH, testosterona.



ABSTRACT

The objectives were to characterize the profileskbfand testosterone (T) (Study 1), and
the response to GnRH administration (study 2) mbs of two hair breeds and their
reciprocal crosses, during the postnatal developnigre studies were conducted in the
state of Querétaro (20° 43'N, 100° 15'W). For ih&t tudy, 17 march-born ram lambs
were used: Blackbelly (n = 4), Pelibuey (n = 5) dhdir reciprocal crosses (n = 8).
During lactation, lambs were creep fed a diet doirtg 13.04% crude protein (CP) and
2.33% metabolizing energy (ME); after weaning thesre offered a diet with 14.05%
CP and 2.65% ME ad libitum. At 2, 4, 8, 12, 16, &td 24 weeks of age scrotal
circumference (SC) and body weight (BW) were reedrdand blood samples were
collected every 15 minutes for 6 hours. Endocringables evaluated were mean and
basal concentrations, and frequency, amplitude faidht of LH and T pulses. No
significant differences among genotypes were detkat any age for any of the LH or T
variables analyzed (P> 0.05), only the effect oé agas significant (P <0.05). The
smallest mean concentration of LH was detected eeR\2 (P <0.05), then a constant
increase occurred from Weeks 4 to 12 (P <0.05)pvad by a decrease on week 16 (P
<0.05), and a new increase on Week 24 (P <0.0%.niéan concentration of T increased
from Weeks 2 to 16 (P <0.05), no difference wagded on Week 20 (P> 0.05), and on
Week 24 T concentration increased again, reaclegrtaximum value. For the second
study, 12 november-born ram lambs were used (4 dagehotype), which were
maintained under the same conditions as descrireithé study 1. On weeks 2, 4, 8, 12,
16, 20 and 24, BW and SC were recorded. In addittmee different doses of GnRH, on
consecutive days were administered: 3, 9 and 2Kgitgeody weight, via i.v. Blood
samples were obtained at -15, 0, +15, +30 , + @20+and +180 minutes from GnRH
administration. The variables of response evaludtedLH and T were the highest
concentration after administration of GnRH, theaanader the curve and magnitude of
the response. For most of the LH variables studtetlbuey ram lambs showed a greater
GnRH-stimulated response, as compared with Blatkbehbs on weeks 8 and 12 at the
9 and 27 ng doses. No differences among genotymes detected for T response;
however, Blackbelly lambs tended to have a smadlsponse. In conclusion, the sexual
endocrine development for ram lambs of the genastygwaluated was not different in the
characteristics of the circulating profiles of LhhdaT. However, it appears that the
pituitary of Pelibuey ram lambs has a greater d@pad response to GnRH, during a
period when important changes of the reproductexetbpment occur, which might have
some implication on the future sexual performarfal® rams, during the adult life.

Keywords: Blackbelly, Pelibuey, sexual developm@&nRH, LH, testosterone.



. Introduccion

Diferentes aspectos del desarrollo endocrino sexaralsido descritos en machos
de razas de lana (Lucas al., 1983; Echternkamp y Lunstra, 1984; Rawlirggsal.,
1991), mientras que en las razas de pelo estédipmformacion es casi inexistente.

Existen reportes que indican que los cambios aneté&ne histologicos durante el
desarrollo prepuberal estdn asociados a cambioscends, ademas, por estudios
realizados en corderos de lana se sabe que exisgjeureproductivo funcional en
corderos recién nacidos (Leeal., 1976a; Savoiet al., 1979) y que existe un proceso de
maduracion del eje reproductivo (Saveial., 1979; Echternkamp y Lunstra, 1984) pero
este proceso de maduracion es diferente entre segado unas mas precoces que otras.
Se ha encontrado que la precocidad esta muy rektaocon la fertilidad y prolificidad
de la raza en el adulto (Glatzel, 1988).

Los ovinos de pelo han tomado gran auge en Méxicante los ultimos afios,
debido principalmente a sus caracteristicas reptods y a su capacidad de adaptacion
a climas diversos. Entre las razas de pelo masrianges en México estan la Pelibuey y
la Blackbelly. Algunas de sus caracteristicas rpcbvas han sido descritas, tanto en
hembras como en machos. La raza Blackbelly es @ersgla como una de las mas
prolificas en México. A pesar de que mundialmeatP¢libuey no es considerada como
raza altamente prolifica, el nimero de corderospaoio es mayor que el de otras razas
criadas en México (Young al., 1996). En estudios comparativos en hembras eatas
dos razas, se han encontrado diferencias en layegado a la pubertad, se sabe que la
hembra Blackbelly es mas prolifica y mas precozlgueelibuey (Gonzéaleat al., 1991;
Velazquezet al., 1994), pero no se ha estudiado lo referenteeeopidad en los machos
de estas razas.

En los ovinos de pelo se desconoce el proceso dera@én endocrino del eje
reproductivo y podria ser inadecuado extrapolasrinacion generada en borregos de
lana para el manejo de los futuros sementales. G@ns® menciono estas razas de pelo
son importantes en México, y la generacién de damento que nos pueda ayudar a
entender el comportamiento reproductivo de estzasraos permitird aprovecharlas de

mejor manera en un futuro.



1.2 Objetivo general
Caracterizar el desarrollo endocrino en corderasielly, Pelibuey y sus cruzas

para identificar posibles diferencias entre estos.

1.2.1 Objetivos particulares

Caracterizar el desarrollo de los perfiles circtdande LH y testosterona en
corderos Blackbelly, Pelibuey y sus cruzas.

Caracterizar la capacidad de respuesta a la adraci@® de GnRH en corderos

Blackbelly, Pelibuey y sus cruzas.

1.3 Hipotesis

El desarrollo endocrino sexual de los machos exratife entre Blackbelly y

Pelibuey, ocurriendo mas prontamente en la razekBély.



Il. Revision de literatura

2.1 Eje reproductivo endocrino

El eje reproductivo endocrino o eje hipotadlamo-fig$-gonadal comprende a
tres o6rganos principales, hipotalamo, hipdfisis ynafdas, en wun ciclo de
retroalimentacién negativo bajo el cual funcionte esje en el macho (Senger, 2003).
Comprende de manera general en principio al hipatdlcon las neuronas secretoras de
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRHamepadas en uncbntinuum’, como
evidencia de su migracion fetal a lo largo de un @je se extiende desde los bulbos
olfatorios al nucleo septal medial, la banda diajjole Broca y el area pre 6ptica medial
(Herbison, 1994), estas neuronas se encuentramaotermente recibiendo informacion
proveniente del medio interno y externo por mediamttas neuronas que hacen sinapsis
con ellas, dicha informacion es interpretada den@hera que el impulso recibido puede
tener un efecto positivo o negativo sobre la sé@nede GnRH (Herbison, 1994). Una
vez consensuada la informacion recibida, se deet¢aesion de la hormona hacia el
sistema porta, donde la adenohipdfisis, y especifmte los gonadotropos (células
encargadas de producir y secretar gonadotropieag)en la sefial y como respuesta se
produce un pulso de hormona luteinizante (LH) o y.Hormona foliculo estimulante
(FSH). Este pulso liberado hacia torrente sanguing@ como sefal endocrina para
llegar al siguiente eslabdn del eje, los testiculos

Un pulso como tal de LH estimula a las células dgdig para la produccion de
testosterona (Rajaniersi al., 1989), mientras que la FSH se encarga de estirauks
células de Sertoli de una forma mas compleja (ceenmenciona en el apartado de La
célula de Sertoli). Con un incremento en la comeeitin promedio de testosterona (T)
producto de repetidos pulsos de LH en un perioderchénado, el cierre del ciclo del eje
reproductivo corre a cargo de los andrdgenos, les &y nivel central se encargan de
retroalimentar de forma negativa la secrecion deRiBnpor medio de sefiales
transinapticas (Herbison, 1994). La consecuenciastie hecho es una autorregulacion.
Existen otros dos circuitos, el que se acaba deribagses el ciclo largo, el segundo
circuito es el ciclo corto; hipotalamo-hipéfisisey ciclo paracrino o extra corto que

comprende los taubulos seminiferos y el tejido sttelal. Estos otros ciclos no menos



importantes se refieren basicamente a ciclos daelaeign a niveles cercanos entre

organos o el mismo 6rgano sin la necesidad dezegal ciclo largo para autorregularse.

2.1.1. Hipotalamo

El hipotalamo es una de las regiones cerebralescoré&ervadas y esenciales de
los mamiferos (Conet al., 2003). Sin lugar a dudas, el hipotdlamo es tauesira
cerebral principal encargada de mantener la homsiestEl hipotalamo es también el
control neural central de las hormonas reprodustilaclave principal en su funcion esta
en gue recibe sefales del ambiente externo (luar,demperatura, olores), a través de
los sentidos, e informacion del ambiente internegjdn sanguinea, osmolaridad de la
sangre, niveles de glucosa sanguinea) (Cainal., 2003). Ademas, con particular
relevancia en el control neuroendocrino, variasrooras (glucocorticoides, estrégenos,
testosterona, hormonas tiroideas), ejercen unaf@etretroalimentacion directamente
sobre este 6rgano. El hipotdlamo integra éstadesefigrovee respuestas coordinadas a
traveés de la secrecion de hormonas para reguias sifave. Esto incluye a la glandula
hipofisis, la corteza cerebral, neuronas motorgromotoras en el cerebro y espina
dorsal, y neuronas pre ganglionares autonomas &sicap y parasimpaticas). Para el
caso especifico de la regulacion endocrina reptoguson de suma importancia los
axones de las células que producen GnRH, los quxtssnden hacia una red capilar
especial en el tallo de la adenohipdfisis o infont (Senger, 2003). Esta red capilar
constituye el sistema porta hipotdlamo-hipofisiatios botones terminales de neuronas

hipotalamicas liberan péptidos que entran al sigteapilar para llegar a la hipdfisis.

2.1.2. Hipdfisis

La glandula hipdfisis también llamada pituitariatéeubicada en la silla turca del
hueso esfenoides (Berret al., 2004), puede ser dividida en dos partes debido a
naturaleza histolégica; adenohipdfisis y neurohgifla neurohipdfisis es una extension
del hipotalamo donde se encuentran axones de resupvaductoras de oxitocina y de la
hormona antidiurética, mientras que la adenohijgdés la parte con tejido glandular y
sintetiza y secreta 6 hormonas: LH, FSH, hormoneeraxtorticotropica (ACTH),

hormona estimulante de la tiroides (TSH), prolactfRL) y hormona del crecimiento



(GH) (Coneet al.,, 2003). La hipdfisis es regulada por tres tipes skfiales: a)
hipotalamicas (GnRH por ejemplo), b) efectos deoadimentacion de hormonas

circulantes (inhibina y activina por ejemplo) ysecreciones paracrinas y autocrinas.

2.1.3. Testiculos

Los testiculos son 6rganos sexuales primariosn esstidados fuera de la cavidad
abdominal y su funcion principal es la producciénedpermatozoides (funcién exocrina)
(Borland et al., 1984; Herrera-Alarcoret al., 2007) y la producciéon de hormonas
esteroideas (funcidon endocrina) (Saez, 1994; Grar2@)1). MacroscOpicamente se
identifican dos estructuras; la tunica albuginealmica vaginal propia, la cual se
encuentra recubriendo la génada y el parénquintizuks en el cual se encuentran los
tubulos seminiferos. La tudnica albuginea es una brema fibrosa que envia
proyecciones hacia el interior de los testiculcs sjiven como sostén para el parénquima
testicular, el cual aloja a los tubulos seminifeles donde las espermatogonias sufren
cambios hasta transformarse en espermatozoidesggSeB003). Estos, una vez
producidos, llegan a los conductos eferentes, l@des llevan a los espermatozoides
hacia el epididimo.

La posicion de los testiculos en el escroto y taation de su eje longitudinal en
relacién con el cuerpo, varia con las especiesog&rumiantes son pendulosos con su eje
longitudinal en posicién vertical (Hafex al., 2000). El escroto ademas de proteger al
testiculo, ayuda por medio de su tunica dartostojwon el musculo cremaster y la
disposicion anatémica de la vena espermatica @sdopbampiniforme a mantener una
temperatura adecuada (3°C menos que la tempecaty@ral) para que pueda llevarse a
cabo la espermatogénesis.

Microscopicamente los testiculos estan organizgdodos tubulos seminiferos, dentro

de los cuales se lleva a cabo la espermatogér@aiuglson, 2007). Dentro de los

tubulos se encuentran las células de Sertoli yaglgerminales (en diferentes grados de
maduracion); fuera de los tdbulos en el espacierstitial, se encuentran el tejido y

fluido intersticial, el primero compuesto por vasaguineos, linfaticos y células de

Leydig. Cada tubulo seminifero termina en un tulelto, en conjunto forman fete



testis, formando ya un solo tubulo con el que se inidiec@ducto del epididimo
(Samuelson, 2007).

2.1.3.1. Célula de Leydig

Los andrégenos son parte importante para el délsayréuncion del organismo,
las células de Leydig, también llamadas célulasrstitiales, son la mayor fuente de
andrégenos en el macho ovino (Schanbacher, 198@)ya que en todos los mamiferos,
y es secretada en respuesta al estimulo de ltap@ufLH), se encuentran ubicadas en el
intersticio del parénquima testicular entre losutdb seminiferos.
El funcionamiento apropiado de las gonadas es arpara la reproduccion vy, por lo
tanto, para la supervivencia de las especies. loamdnas gonadales tienen otras
funciones importantes; por ejemplo, efecto anabgliequerido para el mantenimiento

del metabolismo en la piel, huesos y musculos.

2.1.3.1.1. Origen

En cuanto al origen de las células de Leydig eviglo, pueden clasificarse de la
siguiente manera: desarrollo de las células fetdresLeydig y células de Leydig
originadas durante el desarrollo puberal que comdioén la poblacién adulta.
En el ovino como en los deméas mamiferos, la funesteroidogénica de las células de
Leydig es muy activa en etapas fetales debidoimpartancia que tiene la testosterona
para masculinizar al feto, el andlisis ultraestrtadtde los testiculos fetales muestra una
gran cantidad de células intersticiales mesenqosaat localizadas entre los cordones
seminiferos, las células de Leydig son células npsmatosas diferenciadas localizadas
en las crestas genitales durante el desarrollo ien#sio temprano (Handagama y
Ariyaratne, 2001). Esta generacion de células deligefetales desaparece en el periodo
alrededor del parto, pero no en su totalidad, @aguimuy pocas) pueden mantenerse
hasta la vida adulta (Gnessil., 1997).

Posterior al parto, surge una nueva generaciorélldas de Leydig originadas a
partir de la diferenciacion de fibroblastos intiefates o células mesenquimatosas (que
son estimuladas por la LH para este efecto), aigio asi la poblacion de células de



Leydig que se mantendran durante la vida adultee¢€et al., 1997; Handagama y
Ariyaratne, 2001).

Al parecer la FSH tiene también un papel importarieel desarrollo de las
células de Leydig adultas, ya que el tratamiento€8H induce hipertrofia e hiperplasia
de células intersticiales que se transforman emagtle Leydig maduras (Handagama y
Ariyaratne, 2001).

2.1.3.1.2. Morfologia de la célula de Leydig.

Las células de Leydig se encuentran en el int@stesticular, el cual esta
compuesto también por macréfagos, fibroblastosspyaanguineos (Gnessal., 1997;
Hutson, 2006), todas estas estructuras estan edalsebn la matriz extracelular. Las
células de Leydig son de forma redondeada u ovahycasos en que células se
encuentran mas cerca de vasos sanguineos muestrdomma mas bien eliptica
(Samuelson, 2007).

El organelo dominante presente en el citoplasmia®iélulas de Leydig es el reticulo

endoplasmico liso, el cual provee sitios de unibse superficie para numerosas enzimas
necesarias para la esteroidogeénesis, el area ddisigpdel reticulo endoplasmico liso es

vasta y la forma mas comun consiste en una redogie de tubulos interconectados. Se
sabe que el colesterol sufre un corte en su cdd@ral (Stoccio y Breslow, 2004) en las

mitocondrias en la superficie de la cisterna, lal @xhibe varios perfiles que van desde
una forma foliada, tubular o formas intermedias.chpacidad de las células de Leydig

para elevar la esteroidogénesis hasta 100 vecesancuantos minutos después de la
estimulacion es dependiente de la importacion testayol de la membrana externa a la
interna, un proceso regulado por la proteina relguéa de la esteroidogénesis aguda
(StAR) (Stoccio y Breslow, 2004), sus detalles soencionados en el apartado de
Esteroidogénesis.

Estas células tienen un nucleo colocado excéntdngen la heterocromatina asociada
con la envoltura nuclear es una caracteristicaeusa de esta célula, el nucleolo es
generalmente conspicuo, incluye el nucleolema gsddensas granulares y area amorfas.
El nimero de inclusiones de lipidos en células elgdlg varia entre especies e incluso

entre secciones de un mismo individuo sugiriendoguedo variable de actividad



funcional (Samuelson, 2007). En la mayoria deekgsecies, las células de Leydig no
exhiben granulos secretorios tipicos o vacuolas eitoplasma.

Los lisosomas son comunmente observados, estosetogatiienen un diametro
de alrededor de 0.5 micras de diametro, rodeadosum® sola membrana mostrando
perfiles circulares o irregulares.

Los peroxisomas también son encontrados en eshalas;é con un didmetro
aproximado de 0.2 micras de didmetro. Estos orgarseintienen catalasas y oxidasas, y
aungue incrementan en numero después de un estionuloH (Klinefelteret al., 1987),
su funcién no ha sido establecida. La relacionediatcapacidad secretora de testosterona
y los organelos celulares tiene una correlaciontigascon la cantidad de peroxisomas
presentes en la célula (Keatral., 1994). La estimulacion de las células de Leydig c
LH es seguida por un rapido aumento de 3 a 4 vetesd numero total de peroxisomas
mientras que los otros organelos se mantienenasibios. Los peroxisomas contienen
proteinas acarreadoras de esteroles por lo que estdlucradas con el transporte de
colesterol hacia la membrana mitocondrial intepzaa el subsecuente corte de la cadena
lateral.

Los centriolos por momentos se encuentran asocieoiol aparato de Golgi.
Los microtubulos y filamentos también estan preseen esta célula (Banks, 1996). El
area de superficie de la membrana plasmatica decéhtla es muy amplia debido a las
extensivas proyecciones de filopodia y microvetiadies (Keret al., 1994). Las células
de Leydig se encuentran muy cerca de otras calieldsydig y ocasionalmente forman
uniones entre ellas. Las uniones GAP son frecuesttenobservadas donde el espacio
intercelular es tan angosto como 2 nm. Estas usit@een normalmente un diametro de
0.2 a 2 micras. Las uniones herméticas o desmosamaforma general no son
consideradas como parte de la histologia normasties células, aunque desmosomas
rudimentarios han sido observados en algunas espeomo los caninos (Keet al.,
1994). Sitios especiales de contacto entre céldiad.eydig y macréfagos ocurren
frecuentemente, los cuales consisten en proyexciong/ cortas del citoplasma de la
célula de Leydig que invaginan cerca de los maga&asugiriendo la posibilidad de que
una pequefia cantidad de citoplasma de células ytid pueden ser endocitadas por los

macrofagos (Hutson, 2006).



2.1.3.1.3. Receptores y regulaciéon

La LH es una hormona de vital importancia paradésilas de Leydig, y es
también la hormona que mayor efecto tiene en redalaesteroidogénesis testicular
(Desjardins, 1981). Debido a la presencia de recepta esta hormona es como se regula
la actividad, la respuesta al estimulo de LH depdathbién de la cantidad de receptores
presentes y su funcionalidad, ademas de la presad&i enzimas esteroidogénicas
(Berardinelliet al., 1984; Yarney y Sanford, 1989; Sanford y Bak&9Q Kerret al.,
1994; Payne y Youngblood, 1995; O’'Shaughnessy., 2002).

Las hormonas FSH y TSH se unen al receptor de ladqueicon menor afinidad.
La estructura del receptor a LH pertenece a lali@amde los receptores acoplados a
proteinas G, con 7 dominios transmembranales yomegi ricas en serinas-treoninas
(Rajaniemiet al., 1989). EI mRNA del receptor a LH es expresado dlo &n los
testiculos y los ovarios (en células de la teaap también en el cerebro y en la tiroides
(Kerret al., 1994).

Los factores involucrados en la biosintesis y @gah de testosterona por las
células de Leydig se presentan a continuacion.olsterol se obtiene de diferentes
fuentes: lipidos de baja densidad, lipidos de @dtasidad, biosintesis de colestedel
novo y el uso de esteres de colesterol almacenadostas de lipidos. En la célula de
Leydig, la fuente predominante de colesterol parsihtesis de esteroides es a partir de
sintesisde novo. La interaccién de la LH con su receptor en laesiigie de la célula
promueve un aumento en el AMPc intracelular. El entm en el AMPc resulta en la
liberacion del acido araquidonico a partir de fipfdos intracelulares y aracidonil-CoA
a través de la accion de la fosfolipasa A2 y ladierasa acil-CoA conocida como
Artista. El acido araquiddnico liberado y la corsién de uno o mas de sus metabolitos
son requeridos para la biosintesis de esterald@esvo. La combinacion de la actividad
de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKAktabolitos del acido araquiddnico
resulta en la sintesis de novo de la proteina S§AR rapidamente interactia con la
membrana exterior mitocondrial regulando la tramsfeia de colesterol de la membrana
externa de la mitocondria a la membrana interngése. Es en este momento que por

medio de la enzima P450scc el colesterol es cadeestpregnelonona. Es a través de la



actividad del AMPc que se activan factores de ta@psion requeridos para la
transcripcion del gen StAR (Stocco y McPhaul, 1994)

Estudios de la activacion de los receptores a Lt esteroidogénesis implican al
AMPc como segundo mensajero, la LH incrementati@idad de la adenilato ciclasa, la
proteina cinasa dependiente de AMPc, esta presenées células de Leydig (Saez, 1994)
y existe una sinergia en el aumento de testosterdPeA (Bartke y Voglmayr1977).

LH es el factor primario requerido para mantenearsiauctura y funcion de las células de
Leydig, el efecto de la hipofisectomia o la inhibic de la secrecion de LH origina la
atrofia de las células de Leydig, las cuales pietdehabilidad de secretar testosterona y
disminuye el nUmero de receptores de LH por cé(linefelteret al., 1987).

La LH es requerida en concentraciones fisioléggam mantener el nimero de
células de Leydig, los sitios de unién a LH y Ispeesta esteroidogénica a la LH,
adicionalmente altas dosis de LH inducen las péasdide receptores y la actividad
esteroidogénica disminuye por la internalizacioriadereceptores (Saez, 1994). Ademas
del proceso de internalizacion, otros factoresrggelan al receptor de LH son la tasa de
degradacion del receptor y la presencia de mRNAretptor a LH, esta dltima es la
mas importante en la regulacion a largo plazo (SE&24).

Una gran cantidad de factores y hormonas son sdo®ipor los diversos tipos
celulares presentes en el testiculo, se han rdalizatudios tratando de identificar el
significado de la expresion de estos elementos néraowlo que una gran mayoria
influyen principalmente en la regulacion autocrynparacrina testicular, a continuacion
se mencionan algunos de los mas importantes.

Se sabe que el factor semejante a la insulina F-()Giene un efecto positivo
sobre las células de Leydig, el IGF-1 es produgido las células de Sertoli y por las
células de Leydig, la FSH y la LH incrementan lereeion de este péptido en sus células
blanco respectivas (Saez, 1994). El IGF-1 tiendaijo efecto mitdgeno sobre las células
de Leydig, sin embargo puede potencializar el efdet LH aumentando el nimero de
sus receptores (Gnessial., 1997) asi como la actividad y niveles de mRNA nizreas
esteroidogénicas (Payne y Youngblood, 1995).

El factor de crecimiento transformarfid TGF{3) es producido por las células de

Sertoli y su efecto sobre las células de Leydigieggativo disminuyendo el nimero de
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receptores sin afectar la afinidad a la LH (Gnetsali.,, 1997). El factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) es producido por las célulasLdgdig, las células de Sertoli, las
células germinales y las células peritubulared=8H aumenta la expresiéon de este factor
en las células de Sertoli. Las células de Leydigein gran afinidad de unién por FGF,
mientras que en las células de Sertoli estimulaitasis y la diferenciacion (Saez,
1994), en las células de Leydig disminuye la catide receptores a LH y la cantidad de
testosterona producida (Gnessi al., 1997) disminuyendo la actividad de enzimas
esteroidogénicas (Payne y Youngblood, 1995).

La inhibina y la activina son producidas por létulas de Leydig y Sertoli, la
secrecion de éstas hormonas es estimulada en dtisutes por la LH y la FSH
respectivamente para cada tipo celular, mientra® daohibina estimula la
esteroidogénesis, activina tiene un efecto coot(@nessket al., 1997).

La Interleucina | es producida por las células dgdig, las células de Sertoli y
por los macrofagos, su efecto es disminuir el AMBitmulado por la LH disminuyendo
asi la produccion de testosterona (Saez, 1994jadibr liberador de corticotropinas
(CRF) producido por las células de Leydig cuyaesist es estimulada por la LH
disminuye la esteroidogénesis (Saez, 1994). Laniaayvasopresina es producida
también por las células de Leydig y las célulasddoli, tiene un efecto positivo en la
esteroidogénesis aguda (Gnestsal., 1997). Por ultimo, la endotelina producida por las
células de Sertoli, cuya expresion es disminuida F®H, tiene un efecto positivo

aumentando la esteroidogénesis (Gnetsgi, 1997).

2.1.3.2. Ontogenia de la esteroidogénesis

Las principales hormonas esteroideas secretadaslogotesticulos son los
androgenos, siendo la testosterona la mas impertémat conversion de colesterol a
testosterona comprende tres hidroxilaciones, dages;odos deshidrogenacione$ (3
17 B) y una isomerizacion (Saez, 1994; Granner, 2001).

La diferenciacion sexual en el ovino ocurre alredetel dia 30 a 32 de la vida
fetal (Quirkeet al., 2001), y la esteroidogénesis comienza en la gofetdh en este
momento (Desjardins, 1981), como ya se menciorsdatmrogenos son necesarios para

el proceso de masculinizacion (George y Wilson,4)98omo se vera en el siguiente
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apartado, para que se lleve a cabo la esteroidsigésen necesarias enzimas, de las
cuales, la expresion de StAR, lg33nidroxiesteroide deshidrogenasaf}(3HSD) y la
P450 esteroide hidroxilasa es regulada por un tecepuérfano llamado factor
esteroidogénico 1 (SF-1) (Payne y Youngblood, 1%&rker y Schimmerl997). En
testiculos fetales de borregos, la androstenediora testosterona estan presentes
alrededor del dia 30 de la vida fetal (Quiekal., 2001; Juengedt al., 2002) y por medio
de inmunohistoquimica, se ha demostrado la preseleci® HSD en células de Leydig

fetales antes y después de la formacion de loonesdseminiferos (Quirlat al., 2001).

2.1.3.3. Esteroidogénesis

Todos los andrégenos testiculares son formadosnetaelos por las células de
Leydig (Rajaniemiet al., 1989), las cuales tienen receptores a LH cuyaictata es
similar a otros receptores acoplados a proteinasisdentes que contienen siete dominios
transmembranales y una region citoplasmica ricasemnas/treoninas susceptible a
fosforilacion (Rajaniemgt al., 1989; Granner, 2001), una vez activados los recept
estimulan a la adenilato ciclasa y el resultadoresumento en la produccion de AMP
ciclico. EI AMP ciclico entonces actia como segumdensajero para estimular la
producciéon de esteroides (Granner, 2001). Varias dé sefalizacion pueden causar la
activacion de diferentes clases de proteinas @nagee a su vez alteraran el estado de
fosforilacion de proteinas especificas. Algunagstas fosfoproteinas pueden regular la
sintesis de proteinas a nivel ribosomal de mardggrada, mientras que la regulacion
nuclear se da por regulacién de la expresion gémesa la regulacion aguda de la
esteroidogénesis en células de Leydig, es necdaaiatesis de proteinas para mantener
un ‘pool’ y puedan activarse via fosforilacion, &&a manera encontramos que LH tiene
un efecto a corto plazo en la fosforilacion de girtds y a mediano-largo plazo al
estimular la sintesis de las proteinas que actaah efecto agudo (Payne y Youngblpod
1995).

La regulacion de la sintesis de testosterona etesiculos se lleva a cabo por el
aporte de colesterol por diferentes vias. Estecasreado hacia la membrana de la
mitocondria por su transportador activo la proteieguladora de la esteroidogénesis
aguda (StAR, por sus siglas en inglés) (Stoccio9719Stoccio et al., 2004),

12



posteriormente la cadena lateral del colesterabesda al interior de la mitocondria por
la enzima P450scc, este primer paso, la converd@rtolesterol a pregnenolona y
aldehido isocaproico, es el paso limitante de &a tde sintesis y toma lugar en la
mitocondria (Stocciocet al., 2004) resultando en la formacion de pregnenoldas.
glandulas adrenales y los testiculos tienen unaati@in para la sintesis de esteroides
hasta la formacion de androstenediona. Solo etegticulos la testosterona es formada a
partir de la androstenediona por la enzimd Iidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3 o
a partir del androstenediol por laB3hidroxiesteroide deshidrogenasa (Granner, 2001)
(Figura 1).

2.1.3.4. Célula de Sertoli

La funcién de las células de Sertoli en la espergéatesis fue planteada desde un
principio con base a la estrecha relaciébn anatéroara las células germinales. En
mamiferos, desde el desarrollo prenatal hastai@bide la meiosis y la produccion de
los gametos, la interrelacion entre las célulasSdeoli y las células germinales es
importante y aparentemente obligatoria (Griswetldl., 2006). Las células de Sertoli
apoyan el proceso por medio de una serie de fuesiespecializadas, las cuales incluyen
el establecimiento de la barrera hemo-testicularan@avilla et al., 1991), el
mantenimiento de altas concentraciones de tesbostantratesticular por medio de la
produccién y secrecion de la proteina de ligaderamtrégenos (ABP) (Palmeebal.,
1989) y el cuidado de las células germinales earddk (Mitaet al., 1982).

2.1.3.4.1. Origen

La diferenciacion de los testiculos es inducidalpaxpresion del ge§y en un
subtipo de células sométicas que es inducida eedderse a células de Sertoli. Se cree
gue las células de Sertoli actian como el centrorganizacion de la gbnada del macho
y orquesta la diferenciacion de todos los otrasstigelulares (Wilhelret al., 2006).

Las células de Sertoli son células somaticas yabe sjue son el primer tipo
celular en la génada en diferenciarse a partipmeursores bipotenciales del linaje
celular de soporte y son por lo tanto el primerdador de que la gbnada ha pasado de la

etapa indiferenciada a la de desarrollo testiclladiferenciacion a partir de células pre-
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Sertoli a células de Sertoli es marcada por largaleién de las células cuando ellas a
partir de agregados celulares se ensamblan y folomsacordones testiculares (Wilhelm
et al., 2006).

De forma paralela a la diferenciacion de las célule Sertoli, la gonada
incrementa marcadamente su talla debido al aumenta proliferacion y migracién de
las células del mesonefros adyacente. Este pramasoe sélo en machos después del
inicio de la expresion de Sry. Las células mesaragsrinmigrantes dan origen a las
células mioides peritubulares, a las €élulas eniddtsl que forman la musculatura lisa

especifica de los testiculos y también a las celdéaLeydig (Wilhelrret al., 2006).

2.1.3.4.2. Proliferacion y diferenciacion posnatal

La proliferacion de las células de Sertoli ocumneadte un tiempo limitado entre
la diferenciacion sexual y la pubertad (Shaetpa ., 2003; Griswoldkt al., 2006; Herrera-
Alarconet al., 2007), una vez que alcanzan el nivel de diféaenin de Sertoli adultas
pierden la capacidad de seguir multiplicandoséaéibr de proliferacion mas importante
es la FSH (Singh y Handelsman, 1996; Shatpa., 2003), sin embargo las hormonas
tiroideas también son importantes en determindutacion del periodo de proliferacion
contribuyendo a modificar el nimero total de c&uda Sertoli en el animal adulto (Van
Haasteret al., 1993). Esto se sabe gracias a trabajos en loseba observado que la
induccién de hipotiroidismo neonatal resulta enteés con testiculos mas grandes y
con mayor produccién de espermatozoides (ldeals, 1993). El hipotiroidismo neonatal
incrementa el niumero de células de Sertoli en elt@adkextendiendo el tiempo de
proliferacién de éstas. Por el contrario, el hipgidismo induce un cese prematuro de la
proliferacion de las células de Sertoli y estimeNe@ntos de maduracion (Holsberger
al., 2005). El mecanismo que apoya esta observacigfaegcion directa de la hormona
tiroidea sobre las células de Sertoli (Bunigkal., 1994; Cookeet al., 1994). Las
hormonas tiroideas actlan directamente sobre spt@cTRi1 (Holsbergekgt al., 2005),
el cual es expresado en grandes niveles en céli@aSertoli en proliferacion, para
posteriormente declinar la produccion del receptonforme finaliza el periodo
proliferativo (Buzzardet al., 2000). Se ha reportado que en cruzas de Romanov el

periodo en el que se detiene la capacidad de gnanlifie estas células es entre los 40 y
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los 80 dias (Monet-Kuntet al., 1984), en otras razas de lana el nimero se inatame
incluso hasta los 100-120 dias de edad (Hocherededierset al., 1987), mientras que
en las razas de pelo (Blackbelly) es alrededorodelD5 dias (Herrera-Alarcét al.,
2007).

2.1.3.4.3. Morfologia

Las células de Sertoli tienen una forma columnasual compleja en los tejidos
debido a su interaccion con las células germindl@gosicion estratégica de las células
de Sertoli al interior de los tubulos seminiferds yelacién intrinseca con las células de
Sertoli vecinas y las células germinales ha sidsentada en una gran variedad de
especies vertebradas e invertebradas. Las extessiiioplasmaticas que caracterizan la
topografia de las células son posiblemente lasomi@plicadas que se hayan descrito en
cualquier otro epitelio (Keret al., 1994). Las células de Sertoli deben cambiar sador
constantemente para adecuarse a las transformacjomeovilizacion de las células
germinales que van desde la base hasta la lupideli@ seminifero. En general la forma
de la célula es alta, columnar irregular y posemarasos procesos delgados laterales e
invaginaciones cilindricas para acomodar la presede las espermatidas alargadas
(Kerretal., 1994).

Justo antes de la liberacion de las espermatidasaldeza de la espermatida es
retenida por las células de Sertoli via su asamiacon largas proyecciones llenas de
reticulo endoplasmico liso. Después de la esperdma@as masas membranosas son
transportadas hacia la base de cada célula deliSEea et al., 1994). Las células de
Sertoli contienen cantidades variables de cuermsat usualmente referidos como
colecciones de lisosomas, cuerpos multivesicukanescuolas heterofagicas. El papel de
los microtubulos en generar los cambios de forniat@tior de las células de Sertoli. Los
microtibulos muestran variaciones regionales edisttibucion, son abundantes en las
criptas donde se alojan las espermatidas alargadas) largo axis del tronco de las
células de Sertoli y alrededor de las cabezasmrmstidas en desarrollo (Vogl, 1988).

Una propiedad muy conocida de las células de $eddh capacidad que tienen
para crear un microambiente y favorecer a las aglgerminales desde sus etapas mas

tempranas hasta ya alcanzado un alto grado de emadua barrera hemo-testicular
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reside en el interior del epitelio seminifero ydebido principalmente a la presencia de
varios tipos de uniones herméticas o estructupss desmosomas asociadas con la
membrana plasmatica de las células de SertoliaBe gue esta barrera no esta presente
al nacimiento, pero con la madurez sexual (durémnfeubertad) aparecen este tipo de

uniones herméticas.

2.1.3.4.4. Funcién en la espermatogénesis

Trabajos concernientes a la regulacién de la egieg@nesis proponen que las
células de Sertoli sirven como un intermediariaeetts factores presentes en plasma,
incluyendo hormonas vy las células germinales. Uagoer la cual las células de Sertoli
contribuyen a la espermatogénesis es regulandanbieate en el cual las células
germinales se desarrollan. La barrera hemo-teaticgjue esta formada por uniones
herméticas entre células de Sertoli adyacentesngsrtante para esta funcion (Dym y
Fawcett, 1970). La barrera hemo-testicular mantiamtados de la sangre a los
compartimientos adluminales de los tubulos, pdafdo so6lo el compartimiento basal de
la célula de Sertoli tiene acceso directo con lomponentes sanguineos (Orth vy
Christensen, 1978). Esto sugiere que las célulasSefoli pueden responder a la
estimulacion por parte de los factores de crecitoienirculantes y sustancias
mitogénicas. A su vez la sefial es conducida haxigstimulacion de las células
germinales por medio de la intima asociacion esstes tipos celulares (Borlametal.,
1984). Debido a la variedad de fonciones que desBamplas células de Sertoli, es
posible pensar que su numero total puede estal#édienite maximo de produccion de
espermatozoides en un testiculo. La produccionresjiea por dia esta relacionada con
el numero total de células de Sertoli, y esta r@mnes lineal (Berndtsost al., 1987).
Tanto la talla testicular como la produccion espgita diaria estan correlacionadas
positivamente con el niumero total y tamafio de @slas de Sertoli (Almquistt al.,
1976).
2.1.3.4.5. Proteinas sintetizadas por las célideSattol

Durante la etapa postnatal, las células de Seetolpiezan a producir altas
cantidades de proteinas caracteristicas de laagéwuén y adulta (Palmer al., 1989;
Kirby et al., 1992; Bunicket al., 1994). No es la intencién de este apartado erarmtee
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enorme cantidad de proteinas sintetizadas po€latas de Sertoli, simplemente se trata
de apreciar la gran cantidad de sefiales endoggirase cruzan con esta célula y exhibir
su compleja regulacion. Se sabe que las célulé&&edeli poseen receptores para FSH,
IGF-I, GHRH, TGF-B, testosterona, insulina y horrasmB-adrenérgicas (Borlamtial.,
1984; Gondos y Berndston, 1993; Srivastatal., 1994). También hay reportes que
indican la expresion del gen que codifica paraeekptor de la hormona tiroidea, C-
erbAa, el cual es producido por las células pre-Seiftidirobe et al., 1992). Cabe
mencionar que las células de Sertoli estan invallas en la regresion de los conductos
de Muiller, produciendo la hormona Anti-MulleriameMH) (Hirobe et al., 1992).

2.2. Desarrollo anatémico e histolégico testicdlrcordero
Los testiculos en el cordero recién nacido preseoiartas diferencias con la

anatomia e histologia del adulto. A continuacion esmimeran algunas de las
caracteristicas mas notorias que hacen diferentes testiculos del animal joven del
adulto:
Al nacimiento

* No hay tubulos seminiferos sino cordones semirgfero

* Los gonocitos se localizan en el centro del coeipermatico

* No hay divisiones meidticas pero si mitéticas.

* No hay barrera hemo-testicular

La curva de crecimiento testicular es de tipo sige® (Skinner, 1971; Herrera-
Alarcén et al., 2007) y para corderos de pelo se ha encontradcelgpeso testicular
incrementa a mayor velocidad entre las 9 y lasehBamas de edad (Herrera-Alarcn
al., 2007). El cordon espermatico del cordero recidnidaaes una estructura tubular sin
luz formada por células de Sertoli y con los motscial centro (células germinales),
rodeada por una membrana basal y mas superficitdrpen una capa de células mioides
peritubulares (Curtis y Amann, 1981). El peso ¢tedtir y el diametro de los tubulos
seminiferos incrementa con la edad (Skinner, 191finaz y Aygun 2002), asociado a
la proliferacion de las células de Sertoli y laslle&s germinales; la aparicion de la luz de
lo que ya se puede nombrar como tdbulos seminifesosonsecuencia de una mayor

secrecion y acumulacion de fluido tubular produgedo las células de Sertoli (Herrera-
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Alarconet al., 2007). Una vez establecido el nUmero total deolageion de las células
de Sertoli (al perder su capacidad de proliferalcanzando éstas su madurez funcional,
junto con la migracién de los gonocitos hacia laf@ea de los tubulos se conforma la
barrera hemo-testicular al aparecer el primer esg@cito en paquiteno (Steinberger y
Steinberg, 1971). El evento de la aparicion de &stecelular ha sido observado en la
mayoria de los tubulos seminiferos alrededor dd2asemanas de vida en borregos de
pelo (Herrera-Alarcoret al., 2007). La espermatogénesis, proceso que se madtend
durante toda la vida adulta en condiciones normaigsia cuando los gonocitos se
dividen para producir espermatogonias, las quewesuesarrollaran tipos celulares mas
diferenciados (Apontet al., 2005). Cuando los espermatozoides (células gelesimaas
diferenciadas), aparecen por primera vez en el nude los tubulos seminiferos, el
animal ha culminado la primera onda espermatica.

2.3. Principales hormonas involucradas en el ggeodrictivo del macho
2.3.1. Hormona Liberadora de las Gonadotropinaf{®n

Como su nombre lo indica la GnRH controla la licéya de las dos
gonadotropinas hipofisiarias: la LH y la FSH. Esauhormona de naturaleza
polipeptidica, compuesta por 10 aminoacidos (Herhis1994). En el macho la
produccién tonica de esta hormona estimula la s€erede las gonadotropinas para
mantener un adecuado funcionamiento testiculakGhBH actla principalmente a nivel
de adenohipofisis, aunque puede tener funcionesrtanes a nivel de sistema nervioso
central como neurotransmisor (Herbison, 1994). [Eme¥cado existe la hormona como
tal y andlogos, ambos son utilizados con muchaiémca con fines terapéuticos en la
hembra (mas en ganado bovino). Sin embargo tanft@arsido utilizados ampliamente
para fines de investigacidbn en ambos sexos (Breetradr, 1976; Wilson y Lapwood,
1979a; Tyrrellet al., 1980; Clarkeet al., 1998; Jiménez-Severiagbal., 2007).

2.3.2. Gonadotropinas
Como su nombre lo indica, estas hormonas tienefun@ion principal de
estimular el funcionamiento de las gonadas tantscolmas como femeninas. En el

macho la LH estimula la produccion de testosteqmralas células de Leydig, mientras
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gue la FSH estimula en las células de Sertoli,daversion de estos andrégenos a
estrogenos, la secrecién de inhibina, y la producaie la proteina ligadora de
androgenos (ABP) (Bousfield al., 1994). Tanto la LH como la FSH son necesarias para

gue se inicie la espermatogénesis.

2.3.2.1. Hormona Luteinizante (LH)

La LH es una de las gonadotropinas, tiene un pes80dKDa, y una actividad
biol6égica media de 30 minutos (Hafeizal., 2000). Es sintetizada por los gonadotropos,
es de naturaleza gluco-polipeptidica compuestaodesdbunidades; y . La subunidad
a €s comun para las hormonas FSH, TSH y en los fgénambién a la hGC (Bousfield
et al., 1994). La subunida@l es la subunidad especifica de la hormona. Seatedll
hormona luteinizante porque en la hembra, durahteioko estral sucede el pico
preovulatorio de LH, el cual luteiniza las célutassentes en el foliculo. Sin embargo en
el macho no es asi, en el macho la LH se encargstdaular a las células de Leydig
para la produccion de androgenos asi como parabeewvencia de estas células
(Bousfieldet al., 1994).

2.3.2.2. Hormona Foliculo-Estimulante (FSH)

La FSH es también una gonadotropina sintetizadalggogonadotropos, es de
naturaleza gluco-polipeptidica y al igual que LHaesompuesta por 2 subunidades;
B. La subunidadd es la especifica de esta hormona. Se le llama dmanfoliculo
estimulante porque en la hembra una de sus furciesiéa de estimular el desarrollo de
los foliculos en el ovario (Hafea al., 2000). Sin embargo en el macho su funcion es
diferente, se encarga de llevar a cabo la espegéadsis a través de las células de

Sertoli, las cuales tienen receptores para estadr@ (Bousfieldt al., 1994).

2.3.3. Testosterona

La testosterona es un andrégeno de 19 carbonesizaago en el tejido intersticial
de los testiculos por las células de Leydig con lim#ada cantidad producida por la
corteza suprarrenal. El precursor inmediato deekisroides gonadales, asi como de los

esteroides suprarrenales, es el colesterol (GraB068). La testosterona es transportada

19



en la sangre por una alfa globulina de unién psteredes. Aproximadamente 98% de la
testosterona circulante esta unida (Griffin y Wils@003). La testosterona restante se
encuentra libre para entrar a la célula blancoddama enzima (& reductasa) en el
citoplasma la convierte en dihidrotestosterona (QHA cual puede actuar en el receptor
nuclear de la testosterona pero con un mayor efistimlo a su mejor afinidad (Bousfield
et al., 1994; Granner, 2003), también puede ser transfimraaestradiol (por la enzima
p450 aromatasa) por ejemplo, a nivel central daodeple la importante funcion durante
el desarrollo sexual en el ovino como un factoredealimentacion negativa en el macho
(ver apartado Diferenciacion sexual del hipotdlamBptre las funciones de la
testosterona se mencionan las siguientes; a) datinlas estados tardios de la
espermatogénesis y prolongar el lapso de vida sf@rmatozoide en el epididimo, b)
promover el crecimiento, desarrollo y la actividsetretoria de los érganos sexuales
accesorios de los machos y c) mantener las cadsdtas sexuales secundarias y el

comportamiento sexual o libido del macho (Hadea ., 2000).

2.3.4. Inhibina y Activina

Son miembros de la familia de factores de crecitidiGF f, la inhibina es un
heterodimero de dos subunidades, ung la otrap, ya sea A o B. Mientras que la
activina esta formada por la dimerizacion de ddmisidade$, de esta manera se puede
encontrar, activina ABA BA), activina B B BB) y activina AB (A (B) (Bilezikjian et
al., 2006). Las génadas son la fuente principal tesdsormonas. Las células de Sertoli
las producen en el macho mientras que en la hes@@oducen en las células de la
granulosa. La inhibina es secretada por via licdagn el macho, mientras que en la
hembra es por la sangre venosa (Hafet., 2000). La inhibina y formas de la subunidad
a de inhibina pueden actuar como reguladores pa@y autocrinos en los testiculos
(Schneyeet al., 1991; Gnessist al., 1997). La inhibina reduce la secrecion de FSH sin
alterar la secrecién de LH, la inhibina es respbolesen parte de la secrecién diferenciada
de las dos gonadotropinas (Bilezikjiagnal., 2006). Ademas de la regulacion de FSH
hipofisiaria, proteinas relacionadas con la inkabiagulan la funcion de las células de
Sertoli (Jeong y Kaiser, 1994).
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2.4. Desarrollo Endocrino del Eje Reproductivo Makcho
2.4.1. Desarrollo embrionario de las génadas

La primera manifestacién de las génadas se apeacéh embrién en forma de un
par de eminencias longitudinales llamadas cresgd®gues gonadales, situados a ambos
lados de la linea media entre el mesonefros y eemerio dorsal (Marquez y Gutiérrez,
2006). Las células germinales primordiales sonlaglgrandes, de citoplasma claro y
ndcleo grande y redondo, localizadas en la paredat® vitelino cerca del alantoides.
Estas células tienen gran capacidad de prolifemagigan a migrar desde el endodermo
del intestino y el epitelio del saco vitelino, avies del mesenterio y hasta las crestas
gonadales. La primera manifestacion estructuralifdeenciacion sexual se detecta en la
gonada de los machos en donde las células germisallmcalizan en la médula. En los
embriones de los mamiferos las gonadas primordedesl Unico tejido que tiene 2
posibles vias a tomar para formar a los testiculados ovarios (Cederrott al., 2007).

La manifestacion de estas gonadas primordialeeeg@amuy temprano en el desarrollo,
pudiendo ser detectadas a mitad de la gastrulédamuez y Gutiérrez, 2006). Durante
el desarrollo de los ovarios y testiculos mas d#®Ifenes son expresados (Cederebth
al., 2007). Uno de los cambios morfologicos tempranoge @curren durante la
determinacion sexual es un incremento en la taliadyonada XY, 48 horas después de
expresado el gefry, las gonadas aumentan de tamafo por la prolifaracimigracion
celular (Cederrothet al., 2007). Los testiculos embrionarios del macho sa&cre
hormonas principales: a) AMH secretada por céldéaSertoli la cual induce la regresion
de los conductos paramesonéfricos, b) testostggonéas células de Leydig, implicada
en el desarrollo de los conductos mesonéfricos gnadaculinizacion de los genitales
externos y c) Insulin-like3 (InsI3), la cual mediladescenso testicular (Cederrethal .,
2007).

Bajo la influencia de secreciones testicularesembtipo masculino es formado;
primero por la AMH la cual ejerce un efecto de defézacion y posteriormente por la
testosterona y dihidro-testosterona esta ultima worefecto mas potente, las cuales
ejercen la acciébn de masculinizacién (Fosteral., 2006). Los esteroides sexuales
prenatales tienen una actividad encargada de a@ayaaiprogramar el funcionamiento

para la vida adulta a nivel central, mientras gstereides postnatales tienen una accién
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encargada principalmente de mantener y regulaodiaficionamiento. Debido a que los
borregos son una especie precoz, el periodo criicorganizacion de testosterona se
lleva a cabo tanto prenatalmente como postnatéén{Eostest al., 2006).

La diferenciacion de los testiculos inicia cuana® dordones sexuales se separan
del epitelio celdmico como consecuencia de losglrseproducidos por una invasién del
mesénquima y vasos sanguineos que provoca la ctanyiec de los cordones ahora
denominados cordones testiculares. Las célulagrdblion que rodean a los cordones
testiculares se diferencian para formar varios stipelulares; células mioides,
fibroblastos, endotelio y células de Leydig. Pasterente, los cordones testiculares dan
origen a los tdbulos seminiferos que contienen pgiteleo que producira los
espermatozoides al llegar a la pubertad.

De forma clasica, son 2 pasos involucrados en tarméacion sexual del
mamifero: el paso genético de cromosomas parartaafmén de las gonadas y el paso
controlado por las gonadas para el fenotipo. Lagei@tica en la diferenciacion de los
testiculos es controlada por la presencia de uitcistvmaestro, el factor determinante
del testiculo. En ausencia de este switch, la gbivatiferenciada posteriormente forma
al ovario. Los testiculos embrionarios dan el sdgupaso por la produccion de
hormonas gonadales. La produccién de la AMH en pmeefializa el inicio de la fase
hormonal de diferenciacion sexual, entonces set&atla testosterona y sus derivados,
los que son responsables de la diferenciacion sleducturas del macho (Wilhem y
Koopman 2006).

2.4.2. Desarrollo de células GnRH

El sistema secretor GnRH hipofisiotrépico es aguptiblacion de neuronas que
secretan GnRH (células GnRH) originadas en el gerembrionario fuera del sistema
nervioso central (SNC), en la placoda olfatoria immgdobet y Schwarting2z006). Las
células GnRH se originan en los flancos de los dmwiadenohipofisiarios y dominios
craneales de las crestas neurales (Whiteck., 2006). Se ha reportado que el epitelio
sensorial olfatorio da origen a neuronas sensagtia@ulas de soporte, células gliales y

células neuroendocrinas que contienen péptidos GuRtitlock et al, 2006).
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Estas células GnRH posteriormente migran de l@negasal hacia el cerebro a lo
largo de los axones olfatorio-vomeronasal (Wray94)9 asi el soma celular de las
neuronas que forman a este sistema secretor eangifeno adulto como un “continuum”
a través del cerebro rostral basal del septum rnabizipotalamo mediobasal (Ebling,
2005). La mayoria de los cuerpos celulares son néramps en areas rostrales,
particularmente en el septo medial, la banda dialgde broca, y el nucleo preéptico
(POA), al nivel delorganum vasculosum de la lamina terminal (OVLT) (Ebling, 2005).
Estudios revelan que la gran mayoria de neuron&®@HGextienden sus proyecciones
axonales hacia capilares en OVLT y la eminencia ian€Witkin, 1990). Aunque
ramificaciones extensas también resultan en lavagesn de sitios en el cerebro medio
donde GnRH hipotéticamente facilita el comportataereproductivo (Ebling, 2005). A
mediados de la gestacion, el nUmero de neuronasdGmRcorderos fetales de ambos
sexos es comparable con el de adultos (Kirmal.,, 1999). En el ovino adulto se
encuentran en promedio 3000 neuronas GnRH (Caldtaali., 1988). Referente a la
maduracion de las neuronas GnRH en etapas embasnam estudio encontro lo
siguiente: (i) cultivos de neuronas GnRH de la gdiacolfatoria secretaron GnRH de una
manera pulsétil y la frecuencia y amplitud fueramileres a los reportados en ovinos
castrados, (ii) la secrecidon pulsatil no se présairio hasta después de 17-24 dias
vitro, indicando la maduracion individual de neuronasely desarrollo de su
sincronizacién (Duittoz y Balaille2000).

Existen diferencias entre sexos en ciertos aspeptmsejemplo las neuronas
GnRH de hembras reciben aproximadamente el doblsirdgpsis que los corderos
machos (Kimet al., 1999). El nimero de sinapsis de neuronas GnRH emebias
androgenizadas jovenes, fue similar a los de magiveses, sugiriendo que esteroides
prenatales dan la diferencia sexual en las sindpsreuronas GnRH (Kiet al., 1999).

Se ha identificado que ciertas moléculas tienent@fsobre la migracion de las
células GnRH, por ejemplo la colecistocinina (CCtahto el mMRNA como la proteina
son expresados en ceélulas sensoriales en el epdkétorio en desarrollo y érgano
vomeronasal asi como sus receptores (CCK1R y CCKBRZjontrados en axones
olfatorios a través del desarrollo prenatal (Giawo&t al., 2004). En un experimento la

aplicacion exdégena de CCK redujo la migracion eglde neuronas GnRH, dicha
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inhibicion en la migracién es mediada a traves GK AR (Giacobiniet al., 2004). Estos
resultados indican que CCK provee una influenciaibitoria sobre la migraciéon
neuronal de GnRH.

Recientemente la atencién se ha centrado en sehtdeselulares de neuronas
GnRH, a la fecha el acido gamma amino butirico (BARI glutamato y la serotonina
han demostrado que regulan la migracion neurondbmi@H (Herbison, 1994). Todas
estas moléculas estan distribuidas en forma ddegrtad, tanto en el sistema olfatorio
periférico como en el cerebro, e influyen en el mento apropiado de neuronas GnRH
a lo largo de su ardua migracion.

La ruta migratoria tiene al menos 3 regiones; t@riar del compartimiento nasal,
cruzando el plato cribiforme y al interior del dere frontal anterior. Todas estas
regiones tienen distintas sefales moleculares (Typl&chwarting 2006). Durante el
desarrollo embrionario temprano, neuronas GnRH earspartimiento nasal, se mueven
intermitentemente, a una velocidad relativament@, beon movimientos de 12-13
micrometros por hora en promedio. Sus movimienigges una trayectoria exacta a la
de las fibras del nervio vomero nasal (VNN), pa@ taiales son guiadas (Blestsal.,
2000). Cuando ellas entran al cerebro, incrememtaelocidad de movimiento. Las
neuronas GnRH siguen al VNN soélo hasta que édd@ige en direccién caudal, después
de entrar al SNC, después cambian su modo de ndgrana vez liberados de aquellas
fibras (Blesst al., 2000).

La migracién de neuronas GnRH también tiene muahdsutos comparados con
la migracion de las células de crestas neuralestda. Algunas moléculas expresadas
intrinsecamente que influencian a las células dwdata neural craneal del murino han
sido identificadas. Muchos factores pueden inflisemia migracion de neuronas GnRH
incluyendo neurotransmisores (serotonina y epim&fri neuropéptidos (como ya se
menciond CCK), factores de crecimiento (IGF-1) yngarreceptores clasicos (Netrinl)
(Tobet y Schwarting2006). Estan también presentes en las célulaksisteama olfatorio
en desarrollo y durante la migracion de neuronaRHKsmpor ejemplo, familia de las
ephrins/Eph, netrinl y moléculas de adhesién celotural polisializadas (Tobet y
Schwarting 2006). Particularizando, la sefializacion de EpgBph es importante para las

células crestales migratorias, y segun datos resqguuede ser también importante para
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la migracion de neuronas GnRH en su entrada al @#bleet al., 2005). En células
crestales neurales derivadas del intestino usarnnlletomo quimioatrayente para su
migracion y netrin 1 y su receptor es importanteaga migracion neuronal de GnRH
(Shwartinget al., 2004). Recientemente Endotelina-1, un péptido ciolmopor su papel
en el desarrollo de la migracion de células dedata neural, ha mostrado que influye en
la proliferacion y movimientos de una linea celuhenortalizada de GnRH (Romanedti
al., 2005). Otros elementos que influyen en la migraei® GABA y la activacion de su
receptor GABA A, que causa disminucion en el mogimo de neuronas GnRH (Bless
al., 2000). Al parecer multiples sefiales involucradadaemigracion de estas ceélulas
pueden converger en la sefalizacion de Ca+ conreguiador general de la migracion
neuronal. Recientes estudios sugieren que usariesada calcio tipo N para este
proposito (Tobat al., 2005). Por ejemplo, la activacion de receptore8& Anfluencian

el movimiento de neuronas GnRH por mecanismos digpetes de Ca+, por si mismo
GnRH puede influenciar la migracion de neuronas IBnRediada por mecanismos
autocrinos que involucran sefiales de Ca+ (Romaatelli, 2005). El factor derivado de
células del estroma es un regulador de la migracéular, regulador potencial de la
migracion neuronal de GnRH, el cual usa tambiéralsefide Ca+. La expresion del
receptor de GnRH, la sefalizacién de activacionrGa®H dependiente de Ca+ y la
regulaciéon autocrina de secrecion de GnRH son tEafsiicos de neuronas GnRH fetales
y pueden proveer un mecanismo de expresion géngecrecion regulada de GnRH

durante la migracion embrionaria (Martiretal., 2004).

2.4.3. Diferenciacién sexual del hipotalamo

Los procesos de diferenciacion incluyen a los osntrerviosos superiores del
cerebro. Esta diferenciacion influira sobre vidatpatal para el momento de inicio de la
pubertad. El inicio de la pubertad generalmenterdifentre sexos, y puede ser debido a
diferencias sexuales en la organizacion de sistetaastroalimentacion de hormonas
esteroides (Fostest al., 2006). Al considerar diferencias sexuales en glienzo de la
pubertad, es decir el momento en que GnRH mues#&actividad mayor en cuanto a la
frecuencia de su secrecion, indica que las sefp@awisivas especificas pueden ser

interpretadas de diferente manera (Fostal., 2006).
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Las hembras de la especie ovina inician la pubertad 30 semanas en respuesta
a una mayor cantidad de LH presente, lo cual dildgerimera fase folicular con un
aumento en la cantidad de estrogenos y terminarg@he el pulso preovulatorio de
GnRH seguido por repetidos ciclos ovulatorios quesisten en 3 dias de fase folicular y
13-14 dias de fase latea. Mientras que en el makthamento de LH inicia a una edad
mucho mas temprana y con un marcado incrementoigrad la cantidad de testosterona
secretada por los testiculos (Fosteral., 2006). El relativamente bajo pero gradual
desarrollo de la funcidn testicular, requiere 2 @sggara completar la espermatogénesis
la cual una vez iniciada es mantenida casi de mammstante (Fostet al., 2006).

La borrega joven es capaz de producir al igualej@elulto una alta frecuencia de pulsos
GnRH desde una temprana edad postnatal, sin emlghrgoado de como esta alta
frecuencia innata es expresada depende de la #idasila la retroalimentacion negativa
ejercida por los esteroides (Fosteal., 2006). Cuando el sistema de inhibicidn es muy
sensible, muy bajas cantidades de esteroides puegercer su accion de
retroalimentacion negativa. En contraste, cuandeihsibilidad del sistema es muy bajo,
se requieren altas cantidades de esteroides padagar la misma accion (Foster al.,
2006). La capacidad de producir alta frecuencigetzecion de GnRH desde una edad
temprana en la borrega sexualmente inmadura y @leel® hace hasta que inicia la
pubertad tiene una explicacion, dicha capacidadstotalmente expresada debido a la
presencia de esteroides gonadales (presentes @s baptidades) y la extrema
sensibilidad del sistema reproductivo, el cual satiene bajo un efecto inhibitorio por
parte de los esteroides (Fosteal., 2006).

En la hembra ovina, a partir de las 27 semanashsena como el efecto de
retroalimentacion negativa de los estrégenos caraiandisminuir. Por lo tanto, antes de
la pubertad los estrdgenos son capaces de supaire@crecion pulsatil de GnRH, pero
van perdiendo su efectividad conforme se va acdoda edad a la pubertad. Este
cambio en la retroalimentacion negativa por padelad estrogenos también se hace
presente en el macho, pero a una edad mas ten{pi@star y Jackson, 1994).

Una posibilidad planteada para explicar la difel@nentre los sexos en el
momento de llegada a la pubertad es por la testosterenatal. La exposicion prenatal

de la hembra a la testosterona reduce la sensibhijpbstnatal a la retroalimentacion
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negativa ejercida por los estrégenos adelantandem®po el aumento en la actividad de
GnRH y por lo tanto iniciando méas prontamente ldgutad. El periodo critico de
exposicion observado es entre los 30 y 90 diasddeembrionaria (Fostest al., 2006).

En el borrego al igual que en otras especiesstageerona es aromatizada a estradiol y
éste ultimo es el principal retroalimentador negatn la secrecion de GnRH tanto en el
macho como en la hembra. En el macho la progesteroresta presente en cantidades
considerables, debido a que no existe la capaditddlyica, sin embargo, en un estudio
comparativo se demostr6 que el macho no es sensiblefecto inhibitorio de
progesterona a las mismas cantidades que la hgmabaalograr un efecto inhibitorio
sobre la secrecion de GnRH, pero una exposicionapaka testosterona de la hembra
disminuye la sensibilidad al efecto inhibitorio pi@gesterona sobre GnRH al igual que
el macho (Robinsost al., 1999). Estas diferencias sexuales se desarrailariezo bajo

el control de andrégenos de los testiculos fe{#les et al., 1999).

2.4.4. Inicio de la pubertad

La pubertad precede a la madurez sexual, ya queganismo continda su
crecimiento y maduracion hasta expresar su maxmbenpial reproductivo. La pubertad
es el momento de transicién para la adquisicidlaadmpacidad reproductiva, y recae en
la integracion de informacion de una gran variedadsefiales tanto internas como del
medio ambiente. La secrecion de GnRH representesaltado de la integracion de la
informacion de una compleja red neuronal que relgufartilidad (Clarkson y Herbison,
2006; Fosteet al., 2006). El patron pulsatil de secrecion de GnRHhpédita secrecion
pulsatil de gonadotropinas que es critica paratiaacion y funcionamiento apropiado
de las génadas (Belchetz al., 1978). Algunas sefiales permisivas importantes ehara
inicio de la pubertad han sido determinadas, coh®status nutrimental, asi como las
alteraciones en la sensibilidad a la retroalimeatanegativa por parte de los estrégenos,
cercano a la pubertad (Leeal., 1976a; Plant y Barkrer-Gibb, 2004).

2.4.5. Perfiles de secrecion durante la etapa atadfpubertad y vida adulta

El periodo prepuberal se origina con el inicio dedescarga hipotalamica de

GnRH y las gonadotropinas por la adenohipofisisymke forma mas frecuente (Amann,
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1983; Chaset al., 1988). Hay una cercana relacion entre las cdraz@ones sericas de
LH, los pulsos de LH y la concentracion de testosiz en toros y borregos jovenes
(McCarthyet al., 1979; Sandforat al., 1982; Lunstraet al., 1987; Yarney y Sanford,
1989). El aumento de la actividad esteroidogérestidular de corderos en la estacion
reproductiva es debido en parte a un incrementa #ecuencia y amplitud de los pulsos
de LH y a la mayor capacidad de respuesta testiauléd (Sanforcet al., 1977 Frageet
al.,, 1981; Kattet al., 1985; Bo y Boime, 1992). El mayor determinani ld
concentracion promedio de LH es la frecuencia depldsos (Fosteat al., 1978; Klindt
et al., 1985). En corderos Romney se reporta que laetdracion promedio de LH fue
generalmente alta entre las 4 y 16 semanas deyedieshués hay una disminucién en la
frecuencia de la liberacion de LH (Wilson y Lapwpd®79b). Rawlingst al. (1991)
encontraron en corderos de razas de lana un inoterea la concentracion promedio de
LH a la semana 10 para después disminuir a la sertfary mantenerse sin cambios al
menos hasta la semana 35 de vida. Otro grupo @stigadores reporta que en corderos
Suffolk existe un incremento en la frecuencia dedolsos aunque con una disminucion
en la altura de ellos entre las 6 y 22 semanasidie (Banfordet al., 1977). La
disminucion en la concentracion promedio circulatgd_H durante la segunda parte del
periodo puberal (después de 16 semanas de edamtdaras de lana), a los niveles del
adulto ha sido atribuida a una mayor inhibiciénaretroalimentacién negativa dada por
los esteroides testiculares sobre el eje reprodu¢Wilson y Lapwood, 1979a). En la
raza de pelo Blackbelly se reporta este hecho (aamaatendencia) a partir de la semana
6 (Herrera-Alarconet al., 2007). Durante el periodo prepuberal, la correerdn
promedio de LH en plasma aumenta mas rapidamerterdaros de razas mas prolificas
gue en aquellos de razas menos prolificas (Pelkttad., 1981; Glatzel, 1988; Lunstra y
Echternkamp, 1988). Los autores sugieren que ekatontemprano de LH y las altas
tasas de crecimiento testicular pudieran debengeaamenor sensibilidad de las razas
prolificas a la retroalimentacion negativa de edtixs gonadales (Land, 1978). Sin
embargo otro estudio no apoya esta aseveraciam existir diferencias entre dos grupos
con caracteristicas reproductivas de prolificidetimtas (Luca®t al., 1983).

En la literatura existe cierta controversia refegea cuando la testosterona

alcanza la maxima concentracidén. En corderos caszdd la raza Targhee la produccion
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maxima de testosterona ocurre después de las l&nasme edad (Schanbackesl.,
1974). Sin embargo, el primer incremento significatde la concentracion de
testosterona en corderos Romney (Wilson y Lapwd8d@g) y Suffolk (Yarneyet al.,
1990) ocurrié a las 24 semanas con un incremewigrgsivo en todas las caracteristicas
de secrecion de LH entre las 4 y las 16 semanadatk en corderos de pelo se reporta el
primer incremento a las 12 semanas (Herrera-Alaetéal., 2007). Rawlingset al.
(1991) reportan un incremento progresivo a paditadquinta semana de vida y el mayor
incremento a las 30 semanas de vida. Wilson y Lapgw@979b) encontraron que los
mayores incrementos en los niveles de testostefoeson precedidos por una
disminucion en la concentracion promedio de LH ddsd 16 hasta las 22 semanas de
edad. La concentracibn maxima de LH ha sido obdanamtes de las 16 semanas de
vida, después de que la frecuencia de los pulsa$idaimentd, mientras que la altura y
la concentracion promedio de LH disminuia. La cotreeion de testosterona en los
articulos revisados increment6é después de las R2rses de vida, implicando que la
concentracion de testosterona en mayor medida sslegendiente de la frecuencia de

pulsos de LH que de la concentracion sérica de LH.

2.4.6. Factores que intervienen en el inicio deulsertad

Como se menciond anteriormente, a la fecha, nouhayclaridad de como las
neuronas GnRH son activadas para iniciar la putheetsto se debe a la gran cantidad de
neurotransmisores que estan involucrados en moéuleomportamiento de neuronas
GnRH. En mamiferos incluido el hombre, la capacidguioductiva adquirida después de
la pubertad, posterior a una serie de eventos eedozrinos y de desarrollo culminan en
la total activacién del generador de pulsos de GnRidjorando la frecuencia de
secrecion de gonadotropinas y completando la magaluracion y funcion de las gbnadas
(Ojeda y Skinner, 2005).

Tanto los neurotransmisores como las células gliakan involucrados en la
regulaciéon de mecanismos de activacion de neur@n&H que dan inicio a la pubertad
(Grumbach, 2002) como glutamato, GABA, NPY, kisgpep (Kiss), esta ultima
implicada en la activacion de GnRH en mamiferoariGlonet al., 2006). Se sabe que el

GABA y el glutamato son los principales neurotraisemes inhibitorios y estimulatorios
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en el cerebro adulto respectivamente. En cultiwséalulas de la placoda nasal de ratas
se encontré que las neuronas GnRH embrionariaeesaprreceptores funcionales a
GABA A, mientras que las respuestas a los recepigitaamato fueron observadas sélo
después de 10 d de cultivo (aproximadamente alptiede nacimientdn vivo). Estos
hallazgos sugieren que la sefalizacién por gluamatocurre sino hasta poco antes y
poco después del nacimiento, esto para generawulkatidad neonatal de GnRH
(Clarksonet al., 2006). La sefializacién del GABA y del glutamatoiael de los cuerpos
celulares de GnRH cambia significativamente sobcerso del desarrollo sexual.

Como ya se menciond, la biosintesis y liberacioGdRH esta bajo un complejo
control de neuronas, neurotransmisores inhibitoriosestimulatorios y factores
neurotropicos que pueden actuar a muchos niveldasdeélulas GnRH o en células
gliales (Goreet al., 1996). El IGF-1 es usualmente un estimulo pospiaia las neuronas
GnRH vy los gonadotropos. En los mamiferos hay casnl@n las concentraciones
circulantes de IGF-1 en momentos especificos, @enmenta durante la pubertad en los
roedores, los rumiantes y en el humano (Rolstrat, 1990), lo cual es consistente con
la posibilidad de que las concentraciones elevddd&F-1 inicien o aceleren el inicio de
la pubertad.

2.4.6.1. Kisspeptina

En fechas recientes una hormona peptidica ha caueadelo en diversos grupos
de investigadores, la kisspeptina (kiss) y su mece@PR54. En 1999 GPR54 fue
clonado y se consider6 como un receptor huérfasta2001. En el 2003 se descubre
gue kiss es el ligando de GPR54. La proteina kiggnalmente fue identificada como
supresor de metastasis (Castellanal., 2005). El gerkiss fue identificado por primera
vez en Hershey PA (Dungahal., 2006), y es en el afio 2003 cuando se le asoais en
papel fundamental de kiss en el control del ejeagotropico. Esto con base a fenotipos
reproductivos de humanos y ratones con mutaciome$ receptor GPR54 (Kotaai al .,
2001; Muir et al., 2001; Ohtakiet al., 2002), los cuales mostraban hipogonadismo
idiopatico (de Rowet al., 2003; Seminarat al., 2003). De esta manera se asocio a la
hormona kiss con su receptor GPR54.
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Sus efectos primarios tienen que ver con la adgtmade neuronas GnRH e
inducir la secrecion de GnRH (Castellano, 2005; d9dgseret al., 2005). Sin embargo, el
neuropéptido recientemente ha sido implicado epapel critico en la activacion de las
neuronas GnRH cerca de la pubertad (Clarkson yister2006). kiss logra tener efecto
sobre la secrecion de LH con una administraciototarracerebroventricular como 1V,
IP y SC (Seminara, 2005). La administracion exoggmiss tiene un profundo efecto
positivo sobre la secrecién de gonadotropinas emegos, macacos y humanos (Dhito
al., 2005; Messagest al., 2005; Shahakt al., 2005). Otro estudio demostré que si no
hay GPR54, no hay estimulo sobre LH al adminidtiss exdgena (Messager al.,
2005).

2.4.6.2. Kiss en el inicio de la pubertad

El mecanismo de la activacion de las neuronas Grékh bajo intensa
investigacion. Un posible mecanismo es a travémaleonas que sintetizan kiss y que
activan neuronas GnRH para iniciar la pubertad riStan y Herbison 2006). La
fisiologia de kiss en el contexto del inicio deplabertad y el control de la funcion
reproductiva se mantiene poco definido. Esto ireliayontogenia del efecto activacional
de kiss sobre GnRH y secrecion de gonadotropinasfdnémeno que puede tener
implicaciones interesantes en términos del momeatibegada a la pubertad) (Castellano
et al., 2005). La administracién central cronica de kissratas hembras inmaduras
sexualmente induce una apertura vaginal tempraaeafikbet al., 2004).

Aungue la respuesta de LH a bajas dosis de kisem@panente aumenta en la
pubertad, kiss fue capaz de activar el sistema GaREtapas tempranas de maduracion
postnatal (Castellana al., 2005). Los cambios en la sensibilidad de la respude LH a
kiss son notorios conforme se acerca la edad aullertad, entre mas cercano a la
pubertad se encuentre, hay una mayor sensibilidkéssa por parte del eje. Se ha
reportado un incremento de la sensibilidad de ¥its eficiencia de la sefializacion de
GPR54 durante la maduracién postnatal del ratora ydpacidad de GPR54 para
estimular la actividad neuronal aumenta con elrdela (Dunganet al., 2006).

El efecto de kiss sobre la secrecion de GnRH-LHetpas tempranas del

desarrollo postnatah vivo ejercié un efecto de secrecion para LH a cualgeted.In
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vitro, kiss estimula significativamente la liberacion @aRH de tejidos neonatales
infantiles y juveniles. Sin embargo se requiere magor dosis de kiss para estimular la
secrecion de LH en comparacion con el raton aqdiémet al., 2005).

El contenido hipotalamico de RNAm de kiss y GPRigtémentan a lo largo del
desarrollo postnatal (Navarebal., 2004), sugiriendo que la sefializacion kiss-GPRB4
el hipotalamo es incrementada cercano del tiempoicie de la pubertad. Los niveles de
transcripcion de GPR54 por neuronas GnRH aparentenm® cambian a lo largo de la
pubertad. En contraste, la cantidad de mRNA pamdxkpresado por células incrementa
7 veces en el nucleo anteroventral periventric(AfPV) en este periodo (Haet al.,
2005). Esto indica que la mejora en el tono de tkis®g lugar durante la pubertad y que
la activacién farmacolégica de GPR54 es aparenttemsuficiente para iniciar los
eventos neuroendocrinos dados al inicio de la patheEl eje GnRH-kiss en la pubertad
refleja un fenbmeno dual que involucra no séloneremento del tono de kiss sino
también la mejora en la eficiencia de activacidasaneuronas GnRH, probablemente a
través de cambios post-transcripcionales en laligaion de GPR54 (Haat al., 2005).
Estos hallazgos encontrados reflejan una mayovidati de kiss sobre el desarrollo
pospuberal. El sistema kiss opera como el mayomelstdor sobre la secrecién de
GnRH, teniendo una funcién esencial en la activaalél eje gonadotrépico en la
pubertad, asi como su regulacion (como efectorraete sefales regulatorias de

retroalimentacién) en el adulto (Tena-Sempere, 006
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lll. Materiales y métodos

3.1. Condiciones generales

Todos los protocolos y procedimientos fueron apdobapor el Subcomité
Institucional para Cuidado y Uso de los AnimalesEatperimentacion (SICUAE) de la
FMVZ, UNAM. Los estudios se realizaron en las ifetgnes del CENID Fisiologia y
Mejoramiento Animal del INIFAP en el municipio deIGn, Querétaro, situado en una
latitud norte de 20°42" y una longitud oeste de°Q0Q con una altitud de 1970 msnm
(Google Earth, 2009). El clima predominante erelfign es templado, semiseco, con una
temperatura media anual de 17.4 °C. El periodordeiptaciones pluviales se presenta
en verano con un promedio de 574.1 milimetros asudNAFED, 2005).

Se realizaron dos estudios, en el primero se ewald®sarrollo de los perfiles
circulantes de LH y testosterona, mediante muestssyiados, mientras que en el
segundo estudio se evaluo el desarrollo de la estpule los corderos a un desafio con

diferentes dosis de GnRH.

3.2. Estudio 1. Desarrollo de los perfiles de Li¢stosterona.
3.2.1. Animales y condiciones de manejo

Para este estudio se utilizaron 17 corderos na&dwe el 2 y el 29 de marzo de
2008. Estos corderos fueron mantenidos con susasdista el destete a las 10 semanas
de edad (70+1 d). Cuando los animales cumpliadda ee muestreo eran transportados
a corraletas individuales, antes del destete camaldre y hermanos y posterior al destete,
solos. Durante la lactancia se les ofrecié un altmegue contenia 16.9% de PC y 2.74%
de EM (“creep feeding” o trampa para corderos), nings que las madres fueron
alimentadas con una dieta de lactancia que conteh% de PC y 2.33% de EM.
Posterior al destete los corderos fueron alimestado una dieta que contenia 14.05 %
de PCy 2.65 % de Elsd libitum.

3.2.2. Plan experimental

Se formaron tres grupos homogéneos de borregosbesa en el peso al

nacimiento, tipo de parto y edad y nimero de pati®da madre, un grupo con 4
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Blackbelly puros, otro con 5 Pelibuey puros y urcee grupo con 8 Cruzados (5

Blackbelly x Pelibuey y 3 Pelibuey x Blackbelly)nllia antes de que los animales
cumplieran 2, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 semanas de (¢iflad) se pesaban, se les midié la
circunferencia escrotal (CE), y se les coloco utétea en la vena yugular. Al dia

siguiente se tomaban las muestras seriadas deesahgolocar el catéter y al finalizar el

muestreo se les administr6 complejo B (tiamina @1&boflavina 0.2 g, nicotinamina

0.3 g, piridoxina 0.2 g, cianocobalamina 90.0 mcD-pantenol 0.15 g), para prevenir
posibles problemas de anemia y oxitetraciclinaatgal accién (20 mgeKgPV), para

prevenir la entrada de posibles infecciones ppréaencia del catéter.

3.2.3. Coleccién de sangre y almacenamiento detrages

Se hicieron muestreos seriados, obteniéndose &yt@&5 ml de sangre (segun la
edad), en tubos con heparina, cada 15 minutos @ufamoras (0700 a 1300 h). Las
muestras fueron centrifugadas a @@or 15 min a 4 °C. El plasma recuperado fue
colocado en alicuotas de 0.5ml, las muestras fussogeladas a -20 °C hasta el andlisis

hormonal.

3.2.4. Andlisis hormonal

Las concentraciones de LH fueron determinadasdastias muestras por un RIA
de doble anticuerpo (Jiménez-Severighal., 1996). El limite de deteccion del ensayo
fue de 95 pgemt. Los coeficientes de variacion intra e inter epsteron de 8.6 y 9.5
%, respectivamente.

Las concentraciones de testosterona fueron detadasnpor medio de un RIA de
fase sdlida (Coat-A-Count®, Siemens Medical Sohgi®iagnostic; Los Angeles, CA,
USA). Los coeficientes de variacion intra e intesa&yo fueron 4.9 y 7.1 %,
respectivamente. La sensibilidad fue de 0.04 rigem|

Las variables endocrinas evaluadas fueron las otmacgones promedio y basal
(ngemf™), la frecuencia (pulsosh amplitud y altura de los pulsos (ng#thlpara

ambas hormonas.
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3.2.5. Deteccion de los pulsos y andlisis estadisti

La deteccion de los pulsos se realiz6 usando #&bgosi computacionales
(Merriam y Watcher, 1982; Software Pulsar modifgdra IBM-PC por J.F. Gitzen y
V.D. Ramirez). Los valores G usados para LH fuefB(t)=10.0, G(2)=2.6, G(3)=1.9,
G(4)=1.5 y G(5)=1.1, mientras que para T fueronl)&3.8, G(2)=2.6, G(3)=1.9,
G(4)=15 y G(5)=1.1. La desviacién estandar delagmsusada en el algoritmo fue
modelada como una funcién cuadrética de la doseésqala hormona.

Todos los datos fueron analizados como un disefipledtamente al azar, usando
el procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute InCary NC, USA) para mediciones
repetidas, con el comando “repeated”, la opciorranbmal (genotipo) y la estructura de
la covarianza autoregresiva (1), dentro de aniiriggl( et al., 1996). Para el andlisis del
peso y la CE se junto la informacion de los doadiss y se utilizO como bloque cada
estudio. El genotipo, la edad y la interaccion dnencluidas en el modelo. Las variables
endocrinas evaluadas de ambas hormonas fuerofotraaslas Log(Y+1), para cumplir

con los supuestos del analisis de varianza.

3.3. Estudio 2. Desarrollo de la respuesta a leaftlzss con GnRH

3.3.1. Animales y condiciones de manejo
Doce corderos nacidos entre el 29 de octubre ¢ eélelnoviembre fueron usados
para este estudio. Las condiciones de manejo yeatawion fueron similares a las

mencionadas para el Estudio 1.

3.3.2. Plan experimental

Tres grupos homogéneos de borregos fueron estadrecon base en el peso al
nacimiento, tipo de parto y edad de la madre, up@con 4 Blackbelly puros, otro con 4
Pelibuey puros y un tercer grupo con 4 Cruzadd@d8kbelly x Pelibuey y 1 Pelibuey x
Blackbelly). El plan experimental fue similar al megonado en el Estudio 1, realizando
los desafios con GnRH y los muestreos sanguinelas eemanas 2, 4, 8, 12, 16, 20y 24
de edad.
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3.3.3. Desafio con GnRH y coleccion de muestragusanras

Se utilizd la secuencia natural de GnRH en formasalede acetato (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO.). Los animales fuedasafiados con tres dosis diferentes
de GnRH; 3, 9y 27 ngekyde peso vivo, via endovenosa, en dias consecyiiicisndo
a la edad antes mencionada, con la dosis masUasadosis fueron establecidas en un
orden ascendente exponencial, la dosis mas bajesfablecida con base en una prueba
realizada con borregos adultos, donde se calcud lguadministraciéon de 3 ngekg
generaba un pulso de LH con caracteristicas siesilaidos pulsos endégenos en borregos
adultos (Jimenez-Severiano, 2001). Por lo tant@a, % considerada inicialmente como
una dosis fisiolégica.

Se colectaron 3 a 3.5 ml de sangre (segun la edad)siguientes tiempos; -15, 0,
15, 30, 60, 120 y 180 minutos, con relacion al mumele la administracion de GnRH,
empezando a las 0700 y terminando a las 1015 hmusstras fueron centrifugadas a
720gpor 15 min a 4 °C y el plasma fue recuperado yoamlo en alicuotas de 0.5 ml y

congeladas a -20 °C hasta el andlisis hormonal.

3.3.4. Andlisis hormonal

Las concentraciones de LH fueron determinadasdastias muestras por un RIA
de doble anticuerpo (Jiménez-Severianal., 1996). El limite de la deteccién del ensayo
fue de 95 pgemit. Los coeficientes de variacion intra e inter ens@eron de 14.2 y 7.0
% respectivamente.

Las concentraciones de testosterona fueron detadasnpor medio de un RIA de
fase sdélida (Coat-A-Count®, Siemens Medical Sohgi®iagnostic; Los Angeles, CA,
USA). Los CV intra e inter-ensayo fueron 5.0 y 5,9%&spectivamente. La sensibilidad
fue de 0.04nger.

3.3.5. Andlisis de la respuesta hormonal a la admawion de GnRH y andlisis
estadistico
Las variables de la respuesta hormonal evaluada®) para LH como para T,

fueron la altura maxima de la secrecion (calculeol@o el punto mas alto alcanzado
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posterior a la administracion de GnRH), area bajourva (utilizando el programa Sigma
Plot 10.0, el cual usa un algoritmo con una baspettoidal independiente de la
equidistancia de los puntos, el area fue calcudagartir de la concentracion promedio
inicial hasta las 3 horas posteriores al estimylalagnitud de la respuestalH y AT),
calculada como la altura méaxima menos la concentraggromedio inicial, utilizando
como covariable la concentracion promedio inig@aka ambas hormonas.

Todos los datos fueron analizados como un disefipledamente al azar, con arreglo
factorial, usando el procedimiento MIXED de SAS Shustitute Inc., Cary NC, USA)
para mediciones repetidas, con el comando “repgdtedpcion sub=animal (genotipo)
y la estructura de la covarianza autoregresiva@niro de animal. Genotipo, edad, dosis
y las interacciones fueron incluidas en el modélas variables endocrinas fueron

transformadas LogY+1), para cumplir con los supuestos del anatlsisarianza.
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IV. Resultados

4.1. Estudio 1. Desarrollo de los perfiles de Li¢stosterona.
4.1.2. Hormona Luteinizante

Los efectos de la interaccion genotipo x edad y gehotipo no fueron
significativos para ninguna de las variables evddgade los perfiles de LH (P>0.1), s6lo
se observo efecto de la edad (P<0.05) en todosakss (Cuadro 1). La concentracion
promedio mas baja fue en la semana 2 de edad ®<0rta elevacion fue detectada en
la semana 4 (P<0.05), posteriormente hubo un awmprdgresivo alcanzando el
promedio mas alto en la semana 12 para despuésdisen la semana 16 (P<0.05), en
la semana 24 hubo nuevamente un incremento (P<OL@5)maxima concentraciéon
promedio se alcanzo en las semanas 12 y 24. Lactacion basal se incremento de
forma gradual desde la semana 2 hasta la semaraaddecuencia de los pulsos fue
mayor en la semana 8 mientras que la menor setdletedas 24 semanas de vida. Las
semanas 2, 4, 12, 16 y 20 no fueron diferentes.(B>@ntre si en cuanto a la frecuencia
de los pulsos. Pulsos de menor amplitud fueronctietes en la semana 2 de edad,
incrementandose drasticamente la magnitud de ltsoplen la semana 4, la mayor
amplitud fue detectada en la semana 12.

4.1.3. Testosterona

Los efectos de la interaccion genotipo x edad y geehotipo no fueron
significativos para ninguna de las variables evddsale los perfiles de T (P>0.1), solo se
observé efecto de la edad (P<0.05) en todos lossc@3uadro 2). La concentracion
promedio aumento entre las semanas 2y 16 (P<(6f) entre las semana 16 y 20 no
hubo diferencia (P>0.05), en la semana 24 nuevamienbo un Ultimo incremento
alcanzandose la maxima concentracion promedio. drecemtracion basal no cambio
entre las semanas 2 y 8 (P>0.05), hubo un aumenta semana 12 (P<0.05) y se
mantuvo en la semana 16, finalmente dos ultimosementos en las semanas 20 y 24
(P<0.05). Se detectaron pulsos de baja magnitudlgumos animales desde las dos
semanas de edad, pero la frecuencia fue muy baja giferente del resto de las edades

(P<0.05); la frecuencia mas alta fue en la semarieledad, pero no fue diferente de las
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semanas 8, 16, 20 y 24 (P>0.05). La amplitud dpuisos fue baja y no cambié entre las
semanas 2 y 12, aumentando en la semana 16 y \@laidmentar en la semana 20

(P<0.05), sin mas cambios posteriormente.

4.2. Estudio 2. Desarrollo de la respuesta a larddiracion de GnRH.

4.2.1. Hormona Luteinizante

4.2.1.1. Altura maxima de la secrecion de LH despigla administracion de GnRH.

El efecto de la interaccion genotipo x edad x daosisue significativo (P=0.46).
La interaccion edad x genotipo fue significativee@46; Figura 2). Dentro de cada
edad, en las semanas 2 y 4 no hubo diferenciasQ®»>@ero en la semana 8 Cruza y
Pelibuey fueron similares entre si, con promedies1@.8+3.3 y 16.8+3.7 ngefh|
respectivamente, pero diferentes (P<0.05) del gmlaakbelly con 6.3+1.6 nger|
mientras que en la semana 12 los genotipos Bldgikp€ruza fueron similares entre si,
con 6.7+1.2 y 8.4+1.5 ngem) respectivamente, pero diferentes (P<0.05) depayru
Pelibuey con 14.1+2.1 ngethl En las semanas 16 y 20 no hubo diferencias entre
genotipos (P>0.05); en la semana 24 el genotipibigl fue diferente de Cruza con
11.6+2.3 y 6.4+1.0 ngeril| respectivamente, de forma intermedia se mantuackBelly
con 7.1+1.0 ngeml, no siendo diferente de Pelibuey y Cruza (P>0.85).a misma
interaccion pero dentro de cada genotipo (Cuadrerdlos corderos Blackbelly la altura
méaxima de la secrecion se alcanza hasta la sen@arfR®<D.05) para permanecer sin
cambios (P>0.05) hasta el final del estudio (com temdencia descendente), sin embargo
para los genotipos Cruza y Pelibuey se alcanzeedassemana 8 (P<0.05), en la Cruza
hay un descenso en la semana 12 (P<0.05) y vuedvenentar en la 16 (P<0.05) para
nuevamente descender en la semana 20 (P<0.05)napecer sin cambios (P>0.05) en
la semana 24. Por su parte, Pelibuey se mantiereasibios (P>0.05) desde la semana 8
hasta la 16 para disminuir (P<0.05) en la 20 y tammlencia ascendente, aunque no
significativa al final del estudio en la semangR#0.05).

La interaccion genotipo x dosis también fue sigaiiva (P=0.006; Figura 3).

Para la dosis de 3 ngskgde peso no hubo diferencias entre Blackbelly, &ryz
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Pelibuey con 2.9+0.4, 2.7+0.4 y 3.14+0.4 ngémréspectivamente, pero a las dosis de 9 y
27 ngekd', el genotipo Pelibuey tuvo mayor respuesta queias genotipos (P<0.05).
A las dosis de 9 y 27 ngeReel promedio de la altura maxima de Blackbelly, Z2ry
Pelibuey fue de 7.1+0.7, 8.1+0.8 y 10.8+1.1 y 10.8+12.2+1.3 y 19.0+1.6 ngethl
respectivamente.

La interaccién dosis x edad fue significativa (€Q). Dentro de cada dosis, se
observaron diferencias a todas las edades (P<Or@é¥trando una tendencia de
incremento en la magnitud de respuesta a mayos @osninistrada (Cuadro 5). Dentro
de cada dosis (Cuadro 5), se encontré que comds dle 3 ngek§ se observa una
tendencia a incrementar la respuesta alcanzand@let méaximo en la semana 12
(P<0.05) permaneciendo sin cambios (P>0.05) hasteimana 16, para posteriormente
disminuir (P<0.05) en la semana 20 y permaneceasimsiambios (P>0.05). Sin embargo,
para la dosis de 9 ngskda tendencia fue diferente a lo observado corofisdmas baja,
durante la semana 2 y 4 no hubo diferencias (P»0d)bla semana 8 se observo el
primer incremento (P<0.05) en la variable de resu@ermaneciendo asi hasta la
semana 12 (P>0.05), fue en la semana 16 cuandit@®a el maximo (P<0.05) para
posteriormente disminuir en la semana 20 y perns@ango cambios (P>0.05) hasta el
final del estudio. La dosis mas alta se comportindeera diferente a las otras dosis, la
menor respuesta fue en la semana 2 diferente (BP<lela semana 4, en las semanas 8 y
16 se alcanza la mayor respuesta (P<0.05), ennt@rse 12 hubo una disminucién
(P<0.05) en la magnitud de respuesta siendo dife(@x0.05) de la semana 8y 16 y no
diferente (P>0.05) de la semana 20 y 24.

El efecto genotipo fue significativo (P=0.002), tasderos Pelibuey tuvieron una
mayor respuesta (11.0+0.9 ng*thl comparada con los otros genotipos, Blackbelly
6.9+0.5 y Cruza y 7.7+0.7 ngethlsin diferencias (P=0.32) entre estos UltimosfEtto
de la edad también fue significativo (P<0.001; Fagd), las semanas 2 y 4 no fueron
diferentes siendo las mediciones de esta vari@slarids bajas durante el estudio con
3.840.4 y 5.3+0.7 ngerill respectivamente, en la semana 8 se da el priro@miento en
la magnitud de la respuesta, con 12.5+2.0 ngsménteniéndose sin diferencias durante
la semana 12 con 9.8+1.1 ng#mkn la semana 16 se alcanza la altura méaxima de la

secrecién con un promedio de 13.1+1.4 ngepdra finalmente descender el promedio en
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la semana 20 con 8.3+0.8 ng*hyl permanecer sin cambios (P=0.98) por lo menaosthas
la semana 24 con 8.5+1.0 ng"mEIl efecto de la dosis fue significativo (P<0.Q0&%
tres dosis fueron diferentes (P<0.01) entre si woa media de 3.0+0.2, 8.8+0.5 y

14.1+0.9 ngemt, respectivamente, para 3, 9 y 27 ng*kig peso corporal.

4.2.1.2. Area bajo la curva (ABC) de respuesta Hedkespués de la administracion de
GnRH.

Los efectos de las interacciones genotipo x edddsis (P=0.21) y genotipo x
edad (P=0.46) no fueron significativos. La inter@decgenotipo x dosis tendid a ser
significativa (P=0.06; Figura 5). Para la dosis3degekg' de peso no hubo diferencias
(P>0.05) entre Blackbelly, Cruza y Pelibuey, a lasis de 9 ngekg el genotipo
Blackbelly fue diferente de Pelibuey (P=0.01) miastque Cruza se mantuvo intermedio
(P>0.05) entre éstos. A la dosis de 27 ngskgj genotipo Pelibuey fue diferente de los
otros (P<0.01).

La interaccion dosis x edad fue significativa (€0, Cuadro 6). Dentro de cada
edad, las 3 dosis fueron diferentes (P<0.05) ercegta la semana 2 y 12. En la semana
2 las dosis de 3 y 9 ngekgno fueron diferentes entre si (P>0.05), pero anfbemon
diferentes (P<0.05) de la dosis de 27 ngskgientras que en la semana 12, la dosis de 3
ngekg* fue diferente (P<0.05) de las dosis de 9 y 27 gigelestas Gltimas no fueron
diferentes (P>0.05) entre si. En la misma intefacgero dentro de cada dosis (Cuadro
6), con la dosis de 3 ngekgse observa una tendencia a incrementar la respuest
alcanzando el valor maximo en la semana 12 (P<(w@Bnaneciendo sin cambios
(P>0.05) (con una tendencia descendente) hast@nersm 16 para posteriormente
disminuir (P<0.05) en las semanas 20 y 24 sinliigias entre éstas y las semanas 2y 4
(P>0.05). Sin embargo, para la dosis de 9 nfeky tendencia fue diferente a lo
observado con la dosis mas baja, durante la sethgrné&no hubo diferencias (P>0.05),
en las semanas 8 y 12 se observo el primer incten{fx0.05), fue en la semana 16
cuando se alcanzo6 el maximo (P<0.05) para posteeiste disminuir en la semana 20 y
permanecer sin cambios (P>0.05) hasta el finadsteldio. La dosis mas alta se comporto
de manera diferente a las otras dosis, la menpuesta fue en la semana 2 diferente

(P<0.05) de la semana 4, en las semanas 8 y l6asga la mayor respuesta (P<0.05),
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en la semana 12 hubo una disminucion (P<0.05) enalgnitud de la respuesta siendo
diferente (P<0.05) de la semana 8 y 16 y no diter@>0.05) de la semana 20 y 24.

El efecto genotipo fue significativo (P=0.01), msrderos Blackbelly y Cruzados
no fueron diferentes (P>0.05) entre si con 489.4&3R 501.4+35.2 ngeritk3h?,
respectivamente, pero ambos fueron diferentes (Bx@el grupo Pelibuey con una
media de 689.1+47.7 ngsthBh™. El efecto de la edad fue significativo (P<0.0Biura
6). La semana 2 con 271.9+22.0 ng¥8h” fue diferente (P<0.05) de la semana 4 con
345.4+29.1 ngemte3h®, las semanas 8, 12 y 16 con 732.1+88.8, 705.1+§0.7
786.0+62.7 ngemite3h’ respectivamente no fueron diferentes entre si .(B)0y fue
durante este tiempo que la media del ABC se mannéd® alto, en las semanas 20 y 24
hubo un descenso en la media con 576.8+55.7 y 586.8 ngemi**3h™ respectivamente
no siendo diferentes entre si (P>0.05). El efee@daddosis también fue significativo
(P<0.001) siendo diferentes las tres dosis entreosi 314.6+21.3, 554.9+32.8 y
825.8+46.0 ngemis3h*, respectivamente para las dosis 3, 9 y 27 ngekg

4.2.1.3. Magnitud de la respuest M) a la administracion de GnRH.

El efecto de la interaccion genotipo x edad x d{izi0.44) no fue significativa.
La interaccion genotipo x dosis fue significati®=0.03; Figura 7). Para la dosis de 3
ngekg® no hubo diferencias (P>0.05) con 1.2+0.2, 1.5+§.31.7+0.4 ngenif,
respectivamente, para Blackbelly, Cruza y Pelibuegra la dosis de 9 ngekgla
respuesta mas baja se obtuvo en la raza Blackbelly 5.3+0.7 ngenit diferente
(P<0.05) de Pelibuey con 9.1+1.0 ng¢mél grupo Cruza se mantuvo intermedio entre
estos dos con 6.6+0.8 ngsmlIFinalmente para la dosis de 27 ng*kgs genotipos
Blackbelly y Cruza no fueron diferentes (P>0.05)y@si con 8.8+0.9 y 10.8+1.3 ngeml
respectivamente, pero ambos fueron diferentes (Bx@e Pelibuey, este Ultimo con
17.3+1.6 ngemt.

La interaccion edad x genotipo tendié a ser sigaiiva dentro de cada edad
(P=0.06; Figura 8), en las semanas 2 y 4 no huecedicias (P>0.05), pero en la semana
8 Cruza y Pelibuey fueron similares entre si, caorptomedio de 11.2+3.2 y 14.9+3.8
ngsmi’, respectivamente, pero diferentes (P<0.05) depayrBlackbelly con 4.9+1.6

ngsmr*, mientras que en la semana 12 los genotipos Bitlgkp Cruza fueron similares
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entre si, con 4.6+1.1 y 5.8+1.7 ngshnirespectivamente, pero diferentes (P<0.05) del
grupo Pelibuey con 11.1+2.4 ngshl En las semanas 16 y 20 no hubo diferencias entre
genotipos (P>0.05); en la semana 24 el genotipibuRgl (10.6+2.1 ngeril) fue
diferente (P<0.05) de Cruza (5.7+1.1 ng¥my Blackbelly (5.0+1.1 ngerf). En la
misma interaccion, pero dentro de cada genotipad€u 7), en los corderos Blackbelly
la mayor delta se alcanza hasta la semana 16 #<Pada posteriormente tener una
tendencia descendente hasta el final del estudi@nsbargo para los genotipos Cruza y
Pelibuey se alcanza desde la semana 8 (P<0.0%),Qraza hay un descenso en la
semana 12 (P<0.05) y vuelve a aumentar en la 168.gBxpara nuevamente descender
en la semana 20 (P<0.05) y permanecer sin cambie3.¢5) en la semana 24. Por su
parte, el grupo Pelibuey se mantiene sin cambin8.(3) desde la semana 8 hasta la 16
para disminuir (P<0.05) en la 20 sin cambios sigaiivos (P>0.05) hasta el final del
estudio.

La interaccion dosis x edad fue significativa (€0, Cuadro 8). Dentro de cada
edad, a todas las edades las tres dosis fueraermi#s (P<0.05) entre si con la tendencia
de a mayor dosis mayor respuesta, excepto en lansefr? en la que las dosis de 9 y 27
ngekg" no fueron diferentes (P=0.25) entre si. En la raismteraccién pero dentro de
cada dosis (Cuadro 8), para la dosis de 3 Agrkghubo diferencias desde la semana 2
hasta la 8 (P>0.05), en la semana 12 se increniantaagnitud de la variable de
respuesta alcanzando el valor maximo en la seman@<0.05), posterior a esto la
tendencia fue descendente hasta la semana 2(feiendias con la semana 24 (P>0.05).
Para la dosis de 9 ngskda tendencia fue diferente a lo observado coroisdmas baja,
durante la semana 2 y 4 no hubo diferencias (P»0e®5las semanas 8 y 12 se observo
el primer incremento (P<0.05), fue en la semanacd#ndo de alcanzé el maximo
(P<0.05) para posteriormente disminuir en la semMhay permanecer sin cambios
(P>0.05) hasta el final del estudio. La dosis nitssse comporté de manera diferente a
las otras dosis, la menor respuesta fue en la se@atiferente (P<0.05) de la semana 4,
en las semanas 8 y 16 se alcanza la mayor resfiegt®5), en la semana 12 hubo una
disminucion (P<0.05) en la magnitud de respuestadsi diferente (P<0.05) de la semana
8 y 16 y no diferente (P>0.05) de las semanas20 y
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El efecto del genotipo fue significativo (P=0.008). grupo Pelibuey (9.4+0.9
ngsmr?) fue diferente de los grupos Blackbelly y Cruza &1+0.5 y 6.3+0.7 ngerl
respectivamente, estos ultimos sin diferencias .®@&ntre ellos.

El efecto edad también fue significativo (P<0.0Bigura 9). Las semanas 2 y 4
no fueron diferentes siendo las respuestas mas dajante el estudio con 3.1+0.4 y
4.3+0.7 ngemil respectivamente, en la semana 8 se da el princeenrento en la
magnitud de respuesta con 10.8+2.0 ng*pdra después disminuir en la semana 12 con
7.3+1.1 ngemf, en la semana 16 hubo un nuevo incremento corrl@.Ggemi* para
después disminuir y permanecer sin cambios dutandemana 20 y 24 con 6.8+0.8 y
7.2+1.0 ngemil' respectivamente. El efecto dosis fue significatiix0.001), las tres
dosis fueron diferentes (P<0.01) entre si con uadiande 1.5+0.2, 7.0+0.5 y 12.4+0.9

ngsmi* respectivamente para 3, 9 y 27 ngskig peso corporal.
4.2.2. Testosterona

4.2.2.1. Altura maxima de la secrecion de testostedespués de la administracion de
GnRH.

El efecto de las interacciones genotipo x edadsisd@=0.67), genotipo x dosis
(P=0.41) y genotipo x edad (P=0.43) no fueron §igativos. La interaccion dosis x edad
fue significativa (P<0.001; Cuadro 9). Dentro @el& edad, en las semanas 2 y 4 no
hubo diferencias en la respuesta a ninguna deoksis (°P>0.05), a partir de la semana 8
la dosis de 3 ngekfjfue diferente (P<0.01), siendo menor a las dosi8 ¢ 27 ngekd,
éstas ultimas no fueron diferentes entre si (P30EYbla misma interaccion, pero dentro
de cada dosis (Cuadro 9), se observé una tendasc@éndente general para las 3 dosis
conforme incrementaba la edad, con la dosis desl&grigio hubo diferencias (P>0.05)
desde la semana 2 hasta la semana 12, posterierrhght un incremento gradual
(P<0.05) en las semanas 16 y 20 para finalmentem@tamdrasticamente en la semana 24
(P<0.05). Las dosis 9 y 27 se comportaron de masigtidar, la semana 2 y 4 no fueron
diferentes entre si (P>0.05), pero ambas difereft€®.05) de la semana 8 y 12, estas
ultimas sin diferencias entre si (P>0.05), posterémte se observdé un incremento

gradual (P<0.05) para la semana 16, 20 y 24. Elttefgenotipo no fue significativo
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aungue se observo cierta tendencia a serlo (P5@&lLdjupo Blackbelly (3.1+0.4 ngeiml
Y fue diferente (P=0.04) del grupo Cruza (3.6+0g8mm™) mientras que Pelibuey se
mantuvo intermedio entre estos dos con 3.4+0.4 HgeEl efecto edad también fue
significativo (P<0.001; Figura 10), las semanas 2 gwo fueron diferentes siendo las
alturas mas bajas durante el estudio con 0.49:40M34+0.10 ngent respectivamente,
en la semana 8 se da el primer incremento en lanitndgde respuesta con 1.34+0.13
ngsml* manteniéndose sin diferencias estadisticas tanthiéante la semana 12 con
1.75+0.19 ngemt en promedio, en las semanas 16, 20 y 24 se aprediacremento a
cada edad mencionada con 3.61+0.30, 5.23+0.385#0.43 respectivamente. El efecto
de la dosis fue significativo (P<0.001), las tresid fueron diferentes (P<0.05) entre si
con una media de 2.33+0.31, 3.74+0.37 y 3.84+0@énh" respectivamente para las
dosis 3, 9 y 27 ngekgde peso corporal.

4.2.2.2. Area bajo la curva de respuesta de testwst después de la administracion de
GnRH.

El efecto de las interacciones genotipo x edadsisd@=0.68), genotipo x dosis
(P=0.41) y genotipo x edad (P=0.64) no fueron §igativos. La interaccion dosis x edad
fue significativa (P=0.002; Cuadro 10). Dentrocdela edad, en la semana 2 la dosis de
3 ngekg" fue la de menor ABC, diferente (P<0.05) de la §@3i ngekd, mientras que la
dosis 9 ngekd fue intermedia. En la semana 4 las dosis 3 y RgTgeo fueron diferentes
(P>0.05) entre si y ambas menores (P<0.05) quesia de 27 ngsk8§ De la semana 8 a
la 20 se comportaron sin cambios siendo la dosi ngkg' diferente (P<0.05) de 9y
27 ngekg', estas dos Ultimas sin diferencias entre ella®.0%). Finalmente, en la
semana 24 las tres dosis fueron diferentes (Pxe@rtse si. Para la misma interaccion
pero dentro de cada dosis (Cuadro 10), se obs@xdendencia ascendente general para
las 3 dosis conforme incrementaba la edad, patadis de 3 ngek§no hubo diferencias
(P>0.05) entre las semanas 2 y 4, posteriormertte b incremento progresivo desde la
semana 8 hasta la semana 16 (P<0.05), para perenaiecambios hasta el final del
estudio (P>0.05). Para la dosis de 9 ngskas semanas 2 y 4 no fueron diferentes
(P>0.05), en la semana 8 se observd un incremeRt®.@5) en la respuesta

permaneciendo sin cambios (P>0.05) hasta la sefrfgren la semana 16 nuevamente se
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observé un incremento (P<0.05) y sin cambios (F®(Asta la semana 24. Finalmente,
para la dosis de 27 ngeskchubo un incremento gradual desde la semana 2 hasta
semana 8 (P<0.05) permaneciendo sin cambios (PPla3ta la semana 12, finalmente
en las semanas 16 y 20 hubo aumentos consecyf®«305), sin cambios en la semana
24 (P>0.05).

El efecto del genotipo tendié a ser significativ®v=0.08), el grupo Blackbelly
(231.8+28.5 ngemte3h?) fue diferente (P=0.03) del grupo Cruza (281.8228gemi
%3h™) mientras que Pelibuey se mantuvo intermedio emstes dos con 282.8+35.9
ngsmi*3h™. El efecto de la edad fue significativo (P<0.0Bijura 11), las semanas 2, 4,
8, 12, 16 y 20 fueron diferentes (P<0.05) con 2469t 42.0+6.5, 105.1+12.1,
171.2+#19.5, 378.4432.6 y 541.6+39.3 ngé3h™® respectivamente, la semana 24
(553.7+58.1 ngemte3h?) no fue diferente (P=0.78) de la semana 20. Edtefeosis
también fue significativo (P<0.001); las tres ddaeron diferentes (P<0.01) entre si con
una media de 136.0+16.3, 288.4+29.2 y 372.1+38:thh3h" respectivamente para las
dosis 3, 9 y 27 ngekgde peso corporal.

4.2.2.3. Magnitud de la respuesM éstosterona) a la administracion de GnRH.

El efecto de las interacciones genotipo x edadsisd@=0.65), genotipo x dosis
(0.16) y genotipo x edad (P=0.71) no fueron sigaifvos. La interaccion dosis x edad
fue significativa (P<0.001; Cuadro 11). Dentrocdela edad, en la semana 2 no hubo
diferencia entre las tres dosis (P>0.05). En laasem las dosis 3 y 9 ngskeqo fueron
diferentes (P>0.05) entre si y ambas fueron mer(88.05) que 27 ngeKg A partir de
la semana 8 la dosis menor fue diferente (P<0.8%) W27 ngekd, estas dos Ultimas sin
diferencias entre ellas (P>0.05). Para la mismeraetion pero dentro de cada dosis
(Cuadro 11), se observd una tendencia ascendentral e idéntica para las 3 dosis
conforme incrementaba la edad, no hubo diferena9.05) entre la semana 2 y 4,
posteriormente hubo un incremento en la semanae8sg mantuvo en la 12 (P<0.05), a
partir de la semana 16 y hasta el final del estddibo incrementos en cada edad
(P<0.05).

El efecto del genotipo tendié a ser significati®=0.08). EI grupo Blackbelly
(1.50.2 ngemif) fue diferente (P=0.04) del grupo Cruza (2.0+0g8m™) mientras que
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Pelibuey se mantuvo intermedio entre estos doslc@D.3 ngenif. El efecto de edad
también fue significativo (P<0.001; Figura 12). #@mana 2 y 4 no fueron diferentes
(P>0.05) con promedios de 0.25+0.06 y 0.36+0.08nfieen la semana 8 increment6
(P<0.05)AT, manteniéndose hasta la semana 12 sin diferei®#s05) con 1.04+0.14 y
0.86+0.16 ngemt respectivamente. Las semanas 16, 20 y 24 fueferedtes (P<0.05)
con 1.69+0.23, 3.02+0.41 y 5.14+0.52 ng*méspectivamente. El efecto de la dosis fue
significativo (P<0.001), las tres dosis fueron difges (P<0.05) entre si con una media
de 0.91+0.22, 2.11+0.26 y 2.36+0.28 ng*mespectivamente para las dosis 3, 9 y 27

ngekg* de peso corporal.

4.3. Peso y circunferencia escrotal

El efecto de la interaccién genotipo x edad sobpego corporal fue significativo
(P=0.01). De la semana 12 en adelante se encaml#syencias (P<0.05), la tendencia
fue siempre la misma, siendo el grupo Blackbellynék ligero, el grupo Cruza el mas
pesado y manteniéndose Pelibuey de forma interniEdjara 13). El efecto del genotipo
fue significativo (P=0.002) siendo el grupo Bladkpel menos pesado con 18.1+1.2 kg,
diferente (P<0.001) del grupo cruzado con 22.5#4g4 el grupo Pelibuey no fue
diferente de Cruza con 20.3+1.4 kg (P>0.05). Ettefedad también fue significativo
(P<0.001) en todas las edades (P<0.001).

Referente a la CE, la interaccion genotipo x eda&tl gfecto genotipo no fueron
significativos (P=0.28 y P=0.32 respectivamente). ekecto edad fue significativo
(P<0.001), encontrando diferencias en todas ladesddigura 14).
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V. Discusion
5.1. Desarrollo de los perfiles de LH y testostaron

La curva de crecimiento tipo sigmoidea coincide datos reportados para razas
de pelo (Gonzélezt al., 2002; Wheaton y Godfrey, 2003). Las cruzas eneigs
mostraron un mayor peso a partir de las 12 senyaomblemente debido al efecto de la
heterosis (Frekinget al., 2000). Sin embargo este efecto no se hizo notenoel
crecimiento testicular en nuestro estudio, lo caaltrasta con lo reportado por Notéer
al. (1985), esto debido posiblemente porque las ratihzadas en ese estudio fueron
Finn x Dorset y el hecho de ser razas tan difeseatgre ellas (en comparacion con las
usadas en el presente estudio) pudiera potencializdecto de la heterosis. Los mismos
autores cuando encuentran diferencias en compagscientre otras razas en el mismo
estudio lo atribuyen al efecto del peso, nosotrosbgmos incluir el peso como
covariable en el modelo y resulté que tampoco halbgéaaccion ni efecto de genotipo.

Un resultado inesperado fue que no hubiera difeasnsignificativas entre
genotipos a ninguna de las edades para ningunasdeatiables endocrinas analizadas.
Creemos que una posible explicacion a esto esejidalal origen comun de estas razas
(Mason, 1980) tuvieran desarrollos endocrinos sired. Estos hallazgos contrastan con
diferencias encontradas en cuanto a edad y pesopabertad y prolificidad en las
hembras de estas razas (Gonzélet., 1991; Veldzquez, 1994; Segatal., 1996). Una
posible respuesta a esto es que la hembra Blagkdmsl realmente mas precoz que la
hembra Pelibuey, mientras que, debido a las dif&enexistentes entre sexos en los
ovinos en cuanto a edad a la pubertad (Foster ksdac1994) ponga en igualdad de
condiciones en cuanto a precocidad a las dos eswzkls machos.

Estudios anteriores han descrito histolégicamehteegimiento de los testiculos
en corderos Blackbelly (Herrera-Alarc@ al., 2007), como reflejo de los cambios
morfoldgicos y funcionales asociados al inicio deekpermatogénesis, que finalmente
conllevan a alcanzar la pubertad y la madurez s$gkliadt et al., 1985). Asimismo,
también se ha reportado el punto de inflexion ghr@ecimiento testicular en esta raza
(Jiménez-Severianet al., 2010). Es posible con base a estos hallazgasnesuasta
ahora que el desarrollo testicular y endocrinsidar entre estas razas.
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Segun estos resultados, la concentracion promesli@Hl durante la madurez sexual
sigue un patron similar a lo reportado previamesela raza Blackbelly (Herrera-
Alarcon et al., 2007) y en varias razas de lana (letal., 1976a; Fosteet al., 1977,
Echternkamp y Lunstra, 1984; Yarney y Sanford, 1$88vlingset al., 1991), iniciando
con concentraciones bajas durante las primerasnsmmde vida (Leet al., 1976a;
Rawlingset al., 1991), alcanzando un maximo, a edades variabgsendiendo de la
raza, para después disminuir y mantenerse con peé@aciones hasta alcanzar la
madurez.

Los cambios en la frecuencia y la magnitud de kscargas, asi como en los
niveles de la concentracion basal son los mayoetsrdinantes de la concentracion
promedio de LH (Fosteet al., 1978; Klindtet al., 1985). En nuestro estudio la
concentracion promedio mas alta fue alcanzada & kd?2 semanas de vida, en otro
estudio realizado en la raza Blackbelly, tomanda sola muestra cada tres semanas,
encontraron que a la semana 6 de edad hay un auemeh concentracion promedio de
LH, manteniéndose sin cambios hasta la semana @igua con una tendencia
descendente (Herrera-Alarcéhal., 2007). En razas de lana la edad a la que sevabse
la mayor concentracion promedio varia dependieneldadraza: a los 90 dias (12.8
semanas) en cruzas Dorset x Leicester x Suffolknday Sanford, 1989); a las 11.4
semanas en Suffolk x Finn x Rambouillet (Klingtal., 1985); a las 8 semanas en
Shropshire y Suffolk (Fostest al., 1977), a las 8 y 12 semanas en Finn y Suffolk
(Echternkamp y Lunstra, 1984) y alas 5 y 11 sesanaMerino x Corridale (Leet al.,
1976b). Este incremento puede ser interpretado econuambio en la sensibilidad del eje
reproductivo (disminucién del efecto de retroalitaeion negativa de los esteroides
gonadales), representando tal vez el inicio deulsepgad (Leeet al., 1976b; Herrera-
Alarcén et al., 2007). El hecho de que este aumento de LH ssepie a diferentes
edades puede estar relacionado con la prolificigad la precocidad de la raza,
observandose mas temprano en razas prolificase(iBekt al., 1981; Glatzel, 1988;
Lunstra y Echternkamp, 1988; Herrera-Alarcgral., 2007). Igualmente, este aumento
en la concentracién promedio de LH se presentaterprano en razas mas precoces
(Echternkamp y Lunstra, 1984).
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La concentracion basal de LH en nuestro estudio ifugementandose
paulatinamente, coincidiendo con lo observado pan¥y y Sandford (1989), pero en
contraste con lo reportado por Klirtal. (1985) y Rawlingst al. (1991) en corderos de
lana, donde la tendencia de esta variable fue aimilla concentracion promedio. En
razas de lana, otros autores también han repogaglda concentracion promedio de los
intervalos entre pulsos se mantiene constante €Festal., 1978). Aparte del factor
genético, las variaciones entre estudios puedeersieta los diferentes esquemas de
muestreos utilizados, a las edades en que seamaliy a los criterios utilizados para
definir las variables de los perfiles hormonales.

Segun estos resultados, desde las 2 semanas denciolatramos la presencia de
pulsos, coincidente con lo reportado en la liteeatientifica para razas de lana (Foster
al., 1977; Savoiet al., 1979; Echternkamp y Lunstra, 1984) indicando existe un eje
reproductivo funcional.

En cuanto a la amplitud de los pulsos, a los 38 dévida en el presente estudio
se tienen valores similares a los reportados essrde lana a esta edad (Sawtial.,
1979; Yarney y Sanford, 1989), sin embargo en nogstnimales la frecuencia es mas
alta desde las 2 semanas de vida comparado cepddado al mes de vida en corderos
de lana (Yarney y Sanford, 1989). En este estuslibasta los 90 dias que la frecuencia
de los pulsos de los corderos alcanza un nivelaimi de nuestros animales.

Como ya se menciond, el mayor determinante de haecdracion promedio de
LH es la frecuencia de los pulsos (Fosteal., 1978; Klindtet al., 1985); en el presente
estudio la mayor frecuencia se observa en la serf@ap&ro la mayor concentracion
promedio se observa en la semana 12, reflejankectio del incremento en la frecuencia
iniciado un mes antes. Quiza este hecho es el muetanarca el inicio de la pubertad en
nuestros corderos (Lest al., 1976b; Herrera-Alarcoa al., 2007). Otros determinantes
de la concentracion promedio son los cambios emalgnitud de las descargas, asi como
la concentracion basal (Foster al., 1978; Klindtet al., 1985); en este estudio la
concentracion basal alcanza niveles mas altosanteana 12 coincidiendo con la mayor
amplitud de los pulsos de LH y la mayor concenfragiromedio de esta hormona.

En el presente estudio encontramos que entre yak22semanas hay un aumento

ligero en las concentraciones promedio de T paraeatar drasticamente a las 16
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semanas y mantenerse asi hasta la semana 20,dintalmla semana 24 se da un ultimo
incremento, lo que coincide con trabajos realizagiosazas de pelo como la Blackbelly
(Herrera-Alarconet al., 2007) y en razas de lana (Leeal., 1976a; Echternkamp y
Lunstra, 1984; Klindet al., 1985; Glatzel, 1988; Yarney y Sanford, 1989) eEpresente
estudio se observo que la concentracién promedibaléas 2 semanas de edad es menor
gue para borregos de lana, sin embargo en la seSreorasimilares (Savoeat al., 1979).
A las 24 semanas nuestros animales tuvieron valdeesro del mismo rango que
corderos de la raza Targhee a la misma edad (Satizeret al., 1974); cabe mencionar
gue estas comparaciones no son directas y debamns®ron precaucion.

El aumento progresivo de la concentracion promééid hasta las 12 semanas
de vida es debido al incremento en la concentrgmiémedio de LH (Fostest al., 1977)
y al aumento de la capacidad de respuesta desiisuies al estimulo con LH (Foster
al., 1977; Yarney y Sanford, 1989; Rawlingsal., 1991). Después de alcanzarse los
valores mas altos de LH en la semana 12, se obs@aisminucion, probablemente
como resultado del establecimiento de los mecarssiteoretroalimentacion negativa de
los esteroides gonadales, principalmente T (Sclubueinal1980; Rawlingst al., 1991).
Las concentraciones de testosterona continuaroerg@amdo hasta la semana 24, debido
probablemente al aumento del nimero de célulasegdid. (Tapanainemt al., 1984;
Berardinelli et al., 1984; Monet-Kuntzet al., 1984). También hay mayor actividad
esteroidogénica debida a un aumento en el nUmerecdptores para LH (Berardinedti
al., 1984; Yarney y Sanford, 1989; O’Shaughneasygl., 2002), una mejor actividad
enzimatica y mayor disponibilidad de colesterolirderior de las células de Leydig
(Sanford y Baker, 1990; O’'Shaughnessgl., 2002); esto Ultimo como consecuencia del
cambio en la frecuencia de los pulsos (Chatsa., 1988). La concentracion basal de
testosterona fue incrementandose paulatinamenteo cmnede en corderos de lana
(Echternkamp y Lunstra, 1984; Yarney y Sanford, 99&e reporta que existe una
correlacion positiva entre la concentracion basalLH y la concentracién promedio y
basal de testosterona (Klindtal., 1985; Chaset al., 1988). La amplitud de los pulsos
de testosterona fue aumentando conforme avanzadstathde los animales, coincidente
con lo reportado para razas de lana (Saebsd., 1979; Klindtet al., 1985; Yarney y
Sanford, 1989).
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5.2. Diferencias entre genotipos

El desarrollo de las diversas variables de loslpsifiormonales, sin estimulacion
exogena, fue similar entre los genotipos estudia&as embargo, al desafiarlos con
diferentes dosis de GnRH fue posible identificguahs diferencias. Las concentraciones
promedio antes de cada desafio fueron similar@s @dncentraciones promedio de los
perfiles a edades comparables, lo que permiteartitomo referencia a nuestro primer
estudio para explicar las diferencias encontrada®lesegundo, a pesar de ser dos
estudios diferentes llevados a cabo en épocastdistipero en condiciones de manejo y
alimentacion similares.

En la interaccion genotipo x dosis para las vaesBILMAX, ABC y A LH (Figura 3, 5

y 7 respectivamente), en la dosis mas baja (dasts ggnera un pulso de LH con
caracteristicas fisiologicas en un animal adulés,material y métodos) no se presentaron
diferencias entre los tres genotipos, dando sooriaestros hallazgos en el estudio 1.
De igual forma en las variables ABC/AyLH tampoco hubo interaccion significativa
entre genotipo x edad reforzando aun mas al prestrdio. A nivel testicular también
hay hallazgos en la secrecion de testosterona eppaldan los resultados del primer
estudio, para ninguna de las variables analizadas Interaccion significativa en las
interacciones genotipo x dosis y genotipo x edade8ar de que el efecto genotipo
mostrd cierta tendencia indicando que hay difeemneintre los grupos estudiados, las
razas puras no fueron diferentes entre si.

Sin embargo, con las dosis mayores (9 y 27 ndekyaltura maxima de LH fue
mayor en los corderos Pelibuey, lo que indica umgan capacidad de respuesta por
parte de la hipdfisis (Evarat al., 1991). De igual forma, la respuesta de los cosle
Pelibuey fue superior a los Blackbelly en las seasa® y 12. Es precisamente en esas
edades cuando se empiezan a presentar los camb&s @racteristicas de secrecion de
GnRH-LH lo que da inicio a la pubertad, segun moestimer estudio y también a nivel
histologico, segun lo reportado por Herrera-Alarcéinal. (2007). Estos autores
observaron que a esas edades también se presengyda tasa de crecimiento de los
testiculos. En nuestros resultados, los corderdibueyg y Cruza alcanzan la altura

maxima mas temprano (8 semanas antes) que loshBlackLos corderos Pelibuey

52



tienen una mayor capacidad de respuesta de LHialuds exdgeno en ciertas edades,
pero esto no es suficiente para presentar difeagnai nivel testicular (interaccién
genotipo x edad no significativa en las variablddVAX, ABC y A T). Estos datos
juntos indican una mayor capacidad de respuestpgrte de la hipofisis de los corderos
Pelibuey, pero esta mayor capacidad de respuestaenbace evidente o no tiene
repercusiones en cuanto al proceso fisioldgico delumez endocrino (estudio 1). Es
posible que este hallazgo pudiera tener algun e predecir el desempefio en la vida
adulta o en la progenie (Haley al., 1989; Evanst al., 1991a), sin embargo en el
presente estudio no es posible comprobarlo.

Hay que resaltar que las diferencias encontradasesmentes al administrar
GnRH en forma exdgena y en dosis supra fisiolégi€assiderando esto, surge otra
posible respuesta al no existir diferencias enéotipos para la dosis de 3 ngéke
dosis que generaria un pulso de caracteristidaofigcas en un animal adulto). A pesar
de que los corderos Pelibuey tienen una capacidagtgpuesta superior que los otros
genotipos, es posible que enddgenamente sélo seegehestimulo necesario por parte
del hipotdlamo para desencadenar los cambios eéndsasociados con la pubertad por
lo que no es diferente del genotipo Blackbelly casambserva en el estudio 1 (Evahs
al., 1991a).

Se han realizado trabajos con corderos de difesegateas donde principalmente
buscan diferencias de respuesta en el tiempo alrfd@netracion de GnRH; sin ser
comparaciones directas, se reporta que para lablarltura maxima en la raza Romney
fue alcanzada a las 6 semanas de edad para desgué@siir la magnitud de la respuesta
conforme aumentaba la edad (Wilson y Lapwood, 197sto concuerda con nuestros
resultados indicando que es posible adquirir egmadad de respuesta desde las 8
semanas de vida en borregos Pelibuey. Los resslaa® muestran al genotipo Pelibuey
con la respuesta mas temprana y con la mayor acguhde respuesta a ciertas edades
para la variable altura maxima contrastan con éssiltados de un estudio realizado en
corderos de lana (Finn, Finngalway y High Fertjlitgn el que a las 4 y 8 semanas de
edad no encontraron efecto en la interaccion radasis al desafio con 5, 10, 50 y 100
ug de GnRH (Hanrahaet al., 1981). Cabe mencionar que estas dosis son naunges

en comparacion a las aplicadas en nuestro estadinuéstros animales les aplicamos
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alrededor de dg con la dosis méas alta pesando ya casi 40 kgal diel estudio, una

quinta parte de la dosis mas baja del estudio@jitad

5.3. Sensibilidad durante el desarrollo sexual

El efecto dosis fue significativo en todas las afales analizadas tanto de LH
como de testosterona y la tendencia siempre faedaa, a mayor dosis mayor respuesta
de la variable, lo cual concuerda con otros trabagalizados en corderos que fueron
desafiados con diferentes dosis de GnRH y mostnamoafecto dependiente de la dosis
en la respuesta de LH (Tyrrel al., 1980; Hanrahaegt al., 1981). Ahora bien, nuestros
resultados contrastan con lo reportado por Bost. (1987) en bovinos, quienes solo
encontraron respuesta dosis-dependiente en LH rageqtie el efecto en testosterona no
fue significativo. Una posible explicacion a estogeie en el estudio hecho en bovinos,
utilizaron dosis extremadamente altas (la dosis Ibags fue de 31.25 ngeRgy la mas
alta de 2000 ngekY. Esta informacién sugiere que en corderos de lpetespuesta de
los testiculos, en términos de secrecion de testosd, también es dosis-dependiente (al
menos en el rango de las dosis que aplicamos) glqaeago en el cual la respuesta a un
estimulo dosis dependiente es mas amplia para eHpara testosterona.

De igual forma el efecto edad es también significaen nuestro estudio, las
dosis administradas durante el desarrollo adquieratices diferentes en la respuesta
para cada edad y cada hormona. Para LH y testoaté&as variables Altura maximasy
se comportaron de una forma muy similar (solo widé deferencia a la semana 8 para
LH) conforme avanzaba la edad, la primera variabke indica la capacidad maxima de
respuesta al estimulo, pero ésta puede verse nafaga por la concentracion inicial
antes del estimulo exégeno, es por esto que dexsdutilizar como covariable la
concentracion promedio de LH y testosterona antesaglicar la GnRH resultando
significativo el efecto de la covariable.

La variable altura maxima de LH se presenté duredtales tempranas (hasta la
semana 4) con la menor respuesta lo que coincidérabajos que reportan una menor
sensibilidad y capacidad de respuesta a edadesaeasp(Leest al., 1976b; Savoiet
al., 1979; Glatzel, 1988; Yarney y Sanford, 1989)stPoormente se percibe un

incremento en la magnitud de respuesta provocadi e algunos autores interpretan
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como el inicio de los cambios endocrinos que indutzs “cambios” fisiologicos
asociados con el desarrollo puberal (Foster y dmck3994). Este aumento en la
respuesta es producto de la disminucion del efdetda retroalimentacion negativa
ejercido por los esteroides (Foswtral., 1977) y permite una mayor frecuencia del
estimulo ejercido por el hipotalamo, reflejando inoremento en la frecuencia de los
pulsos de LH (también fue percibido en nuestro erimstudio a la semana 8), este
estimulo provocado por la GnRH enddgena propiceamayor cantidad de receptores a
GnRH a nivel de los gonadotropos (Frageal., 1981; Kattet al., 1985), lo que a su vez
genera una mayor sintesis y secrecion de LH pde pkr la adenohipdfisis (Yarney y
Sanford, 1989; Bo y Boime, 1992). Este hecho pravamivel testicular un efecto de
diferenciacion de células mesenquimatosas hacidasétle Leydig (Berardinelbt al.,
1984; Tapanainest al., 1984; Gnesst al, 1997; Handagama y Ariyaratne, 2001) y un
incremento en su capacidad esteroidogénica (Besdlidit al., 1984; Yarney y Sanford,
1989; Sanford y Baker, 1990; O’'Shaughnegssi., 2002). Este efecto se ve reflejado en
el incremento en la respuesta de testosterona rcoaefaumenta la edad (Les al.,
1976a; Savoiet al., 1979). Después de la semana 12 el eje se hacsangible al efecto
de la retroalimentacion negativa de testosterochagitacher, 1980; Desjardins, 1981)
disminuyendo a la semana 20 la altura maxima deslauesta de LH manteniéndose sin
cambios hasta el final del estudio. Sin embargog$puesta de testosterona en la altura
maéaxima yA continua aumentando conforme avanza la edad, abfteal del estudio, en
la variable ABC de testosterona deja de versenmentada hasta la semana 20, reflejo de
un proceso de madurez endocrino a nivel testigWéson y Lapwood, 1979b; Yarney y
Sanford, 1989). La variable ABC de LH nos indic @untre las semanas 8 y 16 no hay
diferencias en la cantidad de LH secretada, peaitlaa maxima YA LH de la semana
12 en adelante se aprecia una tendencia descendenta respuesta, esto debido
posiblemente a la cantidad de gonadotropinas pessesn la pituitaria (Yarney y
Sanford, 1989; Evaret al., 1991Db).

La interaccion dosis x edad fue significativa padas las variables analizadas de
ambas hormonas, y nos brinda informacion importentéo referente a la sensibilidad
durante el desarrollo sexual en los corderos. LlEnaencion la variabla LH y T una

vez que la comparamos con la variable Amplitudless®idio 1 en ambas hormonas. La
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dosis de 3ngek{ fue calculada desde un principio como una dosisggnera pulsos de
LH con caracteristicas fisiolégicas en un borredulta. Ahora bien, si observamos el
desarrollo de la variable Amplitud del estudio Ibycomparamos con la variabedel
segundo estudio en la interaccion dosis x edadnadr®®s que la magnitud de la
respuesta es mas parecida a la dosis de 9 hgpkg a la de 3 ngekg A partir de esto
podemos decir que en borregos en desarrollo, Bfikip y los testiculos son incapaces
de responder como lo haria un animal adulto a wmmiestimulo (GnRH exdgena)
debido en parte a que la regulacion de la secret@ogonadotropinas es diferente en un
animal en desarrollo que en un animal adulto (Oisteoster, 1988).

En general, el comportamiento de LH y testosterfea muy similar a lo
reportado en otros estudios, el ejemplo mas ckenda variable altura maxima (Cuadro
4), observamos que a mayor dosis y edad existenagar respuesta hasta que se alcanza
el punto maximo de respuesta en la edad (en nuestindio a la semana 12) y comienza
una disminucién ejercida por el efecto de retroafitacion negativa de testosterona que
en nuestro estudio se hizo evidente a la semar@ii@mbargo a pesar de este efecto de
retroalimentacion sigue habiendo una diferencidaemspuesta a diferentes dosis en la
semana 20 y 24.

Un hallazgo interesante es un fendmeno que sucdde la semana 8 y 16, es
justo a esta edad cuando el efecto de retroalimiéntanegativa de testosterona se
establece y que en nuestro estudio se hace evidentaltura maxima de LH para la
dosis de 3 ngek{se alcanza a las 12 semanas, mientras que pdoaitade 9 ngekges
a las 16 semanas y para 27 nd+las a la semana 8, sin embargo para la dosis de 27
ngekg" a la semana 12 hay una disminucién en la magdiuespuesta y después se ve
incrementada nuevamente en la semana 16. En $addsés se hace evidente el efecto de
la retroalimentacion negativa en las semanas 24. \E&a misma tendencia general se
aprecia para las variables ABQAYWLH. Viéndolo desde otro punto de vista, a la seanan
12 al parecer hay una tendencia a disminuir lauestp para las dosis mas altas en las
variables ABC yA LH, no hay diferencias entre las dosis de 9 y @ka' a esta edad.
En un estudio realizado en corderos de lana maghlbbesmbras (Border-Leicester x
Merino) aplicaron dos dosis supra fisiologicas Y3D ug de GnRH) a diferentes edades,

encontraron un fenémeno similar a lo que sucedestnestudio en la semana 12 para las
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dosis mas altas (ellos lo reportan a las 21 sen@magia). En dicho estudio perciben un
descenso en la magnitud de respuesta de los macimasligera tendencia de incremento
un mes después en el macho sin ser diferente st&tadiente mientras que en las
hembras si fue significativo (Tyrre# al., 1980). Los autores argumentan que este
fendmeno en el macho pudiera ser por efecto depéstodo y en la hembra por la
misma causa aunado a cambios asociados con latgdib®m embargo, en corderos de
pelo que son menos sensibles al efecto del fomg@i(Mason, 1980) pudiera explicarse
mas bien como parte del proceso de madurez endd@stablecimiento de procesos de
retroalimentacién) que se lleva a cabo a esta @tatey y Sandford, 1989; Evaatsal .,
1991b).

En sintesis, el proceso de maduracion endocrinoeelreproductivo no es
diferente entre las razas de pelo estudiadas. Eedws en desarrollo, la hipdfisis y los
testiculos son incapaces de responder como lo larianimal adulto a un mismo
estimulo. La capacidad de respuesta de la hip@&igenotipo Pelibuey es mayor y mas
precoz. Se detectd un eje reproductivo activo gibural desde las 2 semanas de vida. El
efecto de retroalimentacion negativa de los andrdgese hace evidente entre las
semanas 12 y 16 de vida. Las dosis supra fisi@d8gite GnRH usadas son capaces de
generar una respuesta del eje, a nivel de la Bipddista es dosis dependiente no asi a

nivel testicular.
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VI. Conclusion

Estos resultados indican que el proceso de madumraendocrino del eje
reproductivo no es diferente entre las razas de g&lidiadas, sin embargo la capacidad
de respuesta de la hipdfisis del genotipo Pelitalelesafio con GnRH exdgena es mayor

y mas precoz. Las evidencias encontradas no apmesira hipotesis de trabajo.
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Cuadro 1. Promedio + EE de las variables de sécrele LH en corderos de pelo.

Edad ConcentraciébnConcentracion  Frecuencia Amplitud
promedio basal

(semanas) (ngeml™) (hgemi?) (pulsos«6 H) (hgemi?)

2 1.18 + 0.22 0.71+ 0.18 235 + 0.3% 2.74+ 0.48
4 2.16 + 032 0.89+0.18 229 +0.2% 802 +1.4F
8 252 +0.4% 1.07+02% 259 +0.28 7.31 +1.11°
12 342 +03% 194+ 031 176 +0.32 11.11+ 1.78
16 233 £0.2% 1.40+028° 171 +0.2¥ 7.97 +1.0¥
20 248 +0.2F 176+ 025 206 +0.2%  6.00 +1.17
24 3.77 +0.3% 287+ 03% 165 +0.28 656 +1.0%

ab.¢dy/alores dentro de una columna sin una literal comdita diferencias (P<0.05).

Cuadro 2. Promedio + EE de pardmetros de secrdeidnen corderos de pelo.

Edad ConcentracibnConcentracion Frecuencia Amplitud
promedio basal

(semanas)  (ngeml™) (ngemi?) (pulsos«6H) (ngemi?)

2 0.07+0.0f 0.04+0.00 040+0.18 0.69+0.2%
4 0.17+0.0® 0.04+0.00 1.20+0.28 1.00+0.18
8 0.33+0.07 0.09+0.02 1.60+0.21 0.95+0.18
12 076 +0.14 0.30+0.08 200+0.3% 1.85+0.28
16 1.69+0.2%2 046+0.1% 187+0.18 4.51+0.48
20 201+0.2% 070+0.18 1.60+0.1¥ 513+0.73
24 2.31+0.22e 1.03+0.%3 1.47+0.1% 559+0.48
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Cuadro 3. Efectos e interacciones de las variablabzadas para LH y testosterona.

LH Pr>F Testosterona Pr>F

ALMAX Genotipo 0.0024 Genotipo 0.1053 NS
Edad 0.0001 Edad 0.0001
Dosis 0.0001 Dosis 0.0001
Genotipo x Edad 0.0457 Genotipo x Edad 0.4246 N
Genotipo x dosis 0.006 Genotipo x dosis 0.4058
Edad x Dosis 0.0001 Edad x Dosis 0.0007
Genotipo x Edad x Dosis 0.4576 NS Genotipo x EdBasis 0.6639 NS

ABC Genotipo 0.0116 Genotipo 0.0804 NS
Edad 0.0001 Edad 0.0001
Dosis 0.0001 Dosis 0.0001
Genotipo x Edad 0.4647 NS Genotipo x Edad 0.64M8
Genotipo x dosis 0.06 Genotipo x dosis 0.4054 N
Edad x Dosis 0.0001 Edad x Dosis 0.0021
Genotipo x Edad x Dosis 0.2073 NS Genotipo x EdBadsis 0.6758 NS

Delta Genotipo 0.0021 Genotipo 0.0822 NS
Edad 0.0001 Edad 0.0001
Dosis 0.0001 Dosis 0.0001
Genotipo x Edad 0.0629 NS Genotipo x Edad 0.710&
Genotipo x dosis 0.0341 Genotipo x dosis 0.1608
Edad x Dosis 0.0001 Edad x Dosis 0.0001
Genotipo x Edad x Dosis 0.4438 NS Genotipo x EdBabsis 0.6468 NS
Cov 0.0001 Cov 0.0001

NS, no significativo, ALMAX, Altura maxima de la secion de LH después de la administracion de
GNnRH; ABC, Area bajo la curva de respuesta de Lpdés de la administracion de GnRH; Delta,

Magnitud de la respuestal(H) a la administracién de GnRH.

70



Cuadro 4. Efecto Edad x Genotipo para la varialilea maxima de LH, promedio y EE

sin transformar (ngerit).

Edad Blackbelly Cruzados Pelibuey
(semanas) n

0 15 Y3.59 +0.48 ¥3.07 £ 0.63 Y456 + 0.81

4 15 Y5.86+1.28" Y4.70 +1.02° Y535 +1.19

8 9 Y6.34+16%  4280+333  %6.86 +3.69

12 15 Y6.71+1.18 ¥8.42 +1.58 14.15 +2.15

16 15 Y10.97 +2.06  Y12.68+1.93  Y15.64+2.82

20 15 Y7.40 + 1.04° ¥6.94 + 1.24 Y10.16 + 1.8

24 15 ¥7.10+0.9%  Y6.45+1.05°  “11.63+2.2¥

2P %%alores dentro de una columna sin una literal coindita diferencias (P<0.05).

Y *Valores dentro de una fila sin una literal com(utida diferencias (P<0.05).

Cuadro 5. Efecto Dosis x Edad para la variablgralindxima de LH, promedio y EE sin

transformar (ngent).

Edad 3 ngekg' 9 ngekg" 27 ngekg"
(semanas) n
2 14 "™236 + 060 "3.33 + 0.3% "5.68 + 0.67
4 14 Y208 + 0.70  “4.64 + 0.84  *9.33 + 0.98
8 10 "2.33 + 0.37 *11.81+ 1.73 %23.31+ 3.1
12 14 Y459 + 0.78 1058+ 1.31 Y14.40+ 2.25
16 14 Y3.95 + 053 Y1443+ 1.3%  %21.00+ 2.06
20 14 261 + 032 X873 + 0.7 Y1342+ 124
24 14 *2.68 + 0.38  ’8.73 + 0.78  Y14.18 + 1.83

.. %/alores dentro de una fila sin una literal comdtiéa diferencias (P<0.05).

wxY:2\/alores dentro de una columna sin una literal comdita diferencias (P<0.05).
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Cuadro 6. Efecto Dosis x Edad para la variabla &gego la curva de LH, promedio y EE

sin transformar (ngeritk3h™).

Edad 3 ngekg' 9 ngekg" 27 ngekg
(semanas) n
2 14 "252.20 + 46.57 %219.62 +22.08 ¥344.03 + 35.82
4 14 “237.08 +37.97 ¥297.95 + 36.4% *501.27 + 48.2%

?1184.48 + 131.71
¥867.80 + 116.47
?1152.91 + 92.3%
¥2893.07 + 89.72
¥2939.54 + 128.60

XY722.42 + 115.69
XY720.34 + 103.7%
Y814.65 + 64.67

8 10 "289.50 +34.13
12 14 Y527.03 +77.4%
16 14 390.58 +45.51
20 14 “242.63+48.97  *594.57 +51.33
24 14 “255.96 +41.5% *562.37 + 53.66

.. %/alores dentro de una fila sin una literal comdtiéa diferencias (P<0.05).

XY 2\/alores dentro de una columna sin una literal comdita diferencias (P<0.05).

Cuadro 7. Efecto Edad x Genotipo para la variahld, promedio y EE sin transformar

(ngemr™).
Edad Blackbelly Cruza Pelibuey
(semanas) n
15 ¥2.86+0.48 ¥2.39+0.63 Y3.77+0.77
4 15 Y4.29+1.27" ¥4.11+0.98" Y4.4+1.24
9 ¥4.99+1.6° ?11.23+3.28 ?14.9+3.78
12 15 Y4,59+1.06° Y5.82+1.68 ?11.12+2.38
16 15 ¥8.53+2.06 ¥10.25+1.88 ¥12.95+2.88
20 15 Y5.45+1.08° Y5.76+1.28° ¥8.87+1.8
24 15 ¥5.04+1.08 Y5.71+1.08° ?10.59+2.14°

.. 4alores dentro de una columna sin una literal coidita diferencias (P<0.05).

¥ ?Valores dentro de una fila sin una literal com(utida diferencias (P<0.05).
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Cuadro 8. Efecto Dosis x Edad para la variableH, promedio y EE sin transformar

(ngemr™).
Edad 3 ngeml* 9 ngemi* 27 ngemt*
(semanas)
2 14 " 154+0.57 "2.67 +0.38 "4.95 + 0.64
4 14  “0.67+0.18 “3.67 +0.98 *8.50 + 1.02
8 10  “0.90+0.2% 9,72 + 1.58 21.85 +3.15
12 14 Y252 +0.79 X7.92 +1.46 ¥11.37 + 2.48
16 14  91.72+0.48 Y11.64 +1.38 ?18.43 + 2.09
20 14  “*1.21+0.22 X711 +0.78 Y11.96 + 1.26
24 14  "1.55+0.37 X7.34 +0.96 ¥Y12.76 + 1.7%

2. %/alores dentro de una fila sin una literal comdtiéa diferencias (P<0.05).

XY 2\/alores dentro de una columna sin una literal comdita diferencias (P<0.05).

Cuadro 9. Efecto Dosis x Edad para la variabl&ralinaxima de testosterona, promedio

y EE sin transformar (ngem).

Edad 3 ngekg' 9 ngekg' 27 ngekg
(semanas)
2 12 Y0.46 +0.2% 0.43+0.16 Y0.55+0.18
4 12 Y0.43+0.19 Y0.59 + 0.17 Y0.95 + 0.14
8 9 Y0.75+0.24 "1.33+0.18 ¥1.80 +0.19
12 12 Y1.00+0.17 ¥2.08 + 0.48 "2.11+0.28
16 12 “1.92+0.48 X4.44 + 0.48 X4.45 + 0.38
20 12 *2.73+0.5% ¥6.19 + 0.37 ¥6.76 + 0.37
24 12 Y5.72+0.86 ’8.64 + 0.50 9.19 + 0.4

2 Pyvalores dentro de una fila sin una literal comdtiéa diferencias (P<0.05).

VWY 2y/alores dentro de una columna sin una literal comdita diferencias (P<0.05).



Cuadro 10. Efecto Dosis x Edad para la varialda &ajo la curva de testosterona,

promedio y EE sin transformar (ngsfBh™).

Edad 3 ngekg" 9 ngekg" 27 ngekg'
(semanas) n
2 12 V18.95+6.38 ¥23.98 +5.0% ¥36.02 + 12.07
4 12 Y19.79 + 4.69 ¥29.54 + 8.87 "76.75 + 11.72
8 9 "“52.75+11.1% “113.58+14.83 *149.02 +22.11
12 12 *104.68 +19.33  "“194.00 + 36.02  *214.78 + 36.3D
16 12 Y198.78 +35.71  *438.77 +45.27  YA97.78 + 47.2%
20 12 Y276.21 +47.43 *619.36 +28.61  ?729.30 + 39.4%
24 12 Y260.09 +48.68 *555.88 +59.78 “845.11 + 103.7%4

.. %/alores dentro de una fila sin una literal comdtiéa diferencias (P<0.05).

VWY 2y/alores dentro de una columna sin una literal comdita diferencias (P<0.05).

Cuadro 11. Efecto Dosis x Edad para la variddlestosterona, promedio y EE sin

transformar (ngemt).

Edad 3 ngekg' 9 ngekg" 27 ngekg"
(semanas) n
2 12 Y0.07 + 0.08 V0.26 + 0.08 0.43+0.14
4 12 Y0.02 + 0.02 Y0.28 +0.13 0.78 +0.1%
8 9 ¥0.30 £ 0.14 "1.25+0.13 ¥1.57 +0.19
12 12 "0.33 + 0.09 "1.04 +0.36 ¥1.21+0.3%
16 12 X0.63 + 0.24 X2.38 +0.44 X2.07 +0.36
20 12 ¥1.11 + 0.58 ¥3.82 + 0.56 Y412 +0.76
24 12 3.72 +1.02 5,55+ 0.78 ’6.16 + 0.82

.b.%/alores dentro de una fila sin una literal comttiéa diferencias (P<0.05).

VWY 2yalores dentro de una columna sin una literal comdita diferencias (P<0.05).
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Figura 1. Biosintesis de esteroides en las cétidakeydig. La via biosintética de testosterona.
Esta figura ilustra los pasos presentes en la csidveenzimatica de colesterol a testosterona.
Una vez que actla la enzima P450scc el colestenmdipgdamente convertido a pregnelonona. La
pregnelonona es convertida aadMdroxipregnelonona cor la enzima citocromo p45@-1
hidroxilasa/17,20 liasa y eventualmente a dehidevejosterona por la misma enzima. Si es
usada una via alterna, la pregnelonona es cormeatigrogesterona por la accion de If- 3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa y entonces @Hidrosxiprogesterona y androstenediona por el
citocromo P450 1&-hidroxilasa/17,20 liasa. La androstenediona e®neels convertida a
testosterona por la accion de la 17-cetoester@dactasa. La testosterona puede ser también
convertida a dihidrotestosterona en tejidos blapoo la enzima &reductasa. Las enzimas
mostradas son: P450scc: citocromo P450 corte deneathteral de colesterol. BHSD, 3-
hidroxiesteroide  deshidrogenasa/A4Aisomerasa; P450cl7, citocromo P450 o-17
hidroxilasa/17,20 liasa; 17KSR, 17-cetoesteroidieictasa/1 P hidroxiesteroide deshidrogenasa;
P450arom, citocromo P450 aromataséRED, & reductasa. Fuentetaco y McPhaul, 1994.
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Figura 2. Efecto de Edad x Genotipo para la vagialiira maxima de LH en respuesta a

la administracion de GnRH.

3P promedios sin una literal comun dentro de cadd,dddica diferencias (P<0.05) entre genotipos.
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Figura 3. Efecto de Genotipo x Dosis para la végialiura maxima de LH en respuesta a

la administracion de GnRH.

2P promedios sin una literal comiin dentro de cadisdosiica diferencias (P<0.05) entre genotipos.
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Figura 4. Efecto de Edad para la variable alturxim@& de LH en respuesta a la

administracion de GnRH.
aPcpromedios sin una literal comin indica diferen¢is0.05).
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Figura 5. Efecto de Genotipo x Dosis para la véegialrea bajo la curva de LH en

respuesta a la administracion de GnRH.
3P promedios sin una literal comun dentro de cadasdioslica diferencias (P<0.05) entre genotipos.
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Figura 6. Efecto de Edad para la variable area laajourva de LH en respuesta a la

administracion de GnRH.
abedpromedios sin una literal comun indica diferen¢Rs0.05).
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Figura 7. Efecto de Genotipo x Dosis para la véeiahLH en respuesta a la

administraciéon de GnRH.
3P promedios sin una literal comun dentro de cadasdioslica diferencias (P<0.05) entre genotipos.
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Figura 8. Efecto de Genotipo x Edad para la vagiabLH en respuesta a la

administraciéon de GnRH.
2P promedios sin una literal comun dentro de cadd,dddica diferencias (P<0.05) entre genotipos.
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Figura 9. Efecto de Edad para la variablgd en respuesta a la administracion de GnRH.

abcpromedios sin una literal comdn indica diferen¢fas0.05).
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Figura 10. Efecto de Edad para la variable altuéxima de T en respuesta a la

administracion de GnRH.

abcdepromedios sin una literal coman indica diferen¢s0.05).

4 800 +
®
\—|. f
__ 600 - T
E . I I
2
= 400 - T
5 d
% 200 - a b ¢ T
é 0 — —
2 4 8 12 16 20 24

Edad (Semanas)
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ANEXO A

Técnica para colocar catéter

Material

Técnica

* % X % X X X X *

Subclavicat-Viuret. Catéter 18G X 30.5cm, agujapdeacion 16G X 65
mm

Sonda de plastico transparente para alimentacidimtpea prematuro
90cm. Laboratorios Visa- Diametro externo 1.66mm

Cinta Transpore de 1pulgada de grosor

Cinta Gris TUK

Inhepar de farmacéutica PISA. 5000 Ul/ml ¢/10ml

Solucidn salina con heparina a una concentraci@Odd/ml

Dermo cleen, desinfectante de material quirurgdd@GASA, SA de CV
Pegamento liquido UHU

Papel absorbente

Jeringa de 10cc

Tijeras

El catéter se corta por mitad y el mandril se carpartir del extremo que
no tiene la punta metalica a un tamafio ligeramesatgor al del catéter (a
nivel de flecha blanca).

La sonda de alimentacion pediatrica también sert@&@un tamafio que
varia dependiendo del tamafio del animal a catateriz

El catéter cuenta con un tapon verde, el cual tienéubo metalico, se
procede a separar la parte metdlica de la parstiqgaldya sea fundiendo el
plastico o ejerciendo fuerza extrayendo el tuboepiel que nos interesa.



4. Una vez separado el tubo metélico se le inseréxtaémo de la sonda de
alimentacion pediétrica el cual va a servir coma union entre la sonda y
el catéter.

5. Se rellena la sonda con solucion salina y heparina

6. Se procede a rasurar la region de la canaladufa gegular de ambos
lados en un rectangulo de aproximadamente 7cm Jomn para permitir
la identificacion de la vena yugular.

7. Se procede a desinfectar el area rasurada condaswmpapadas de la
solucion desinfectante.

8. Una vez desinfectada el &rea se punciona con Ja hgsta estar dentro de

la vena yugular, inmediatamente se introduce @teague debera tener

en su interior el mandril, ejerciendo presion desgidebe ir introduciendo
el catéter-mandril por la luz de la aguja hastaegié dentro de la vena.

y

puncién para evitar que salga el catéter, se peoeeéxtraer la aguja
guedando en posicion el catéter con el mandril.

10. A continuacion se extrae el mandril e inmediatameaet conecta la punta
de la sonda (tubo metalico) con el extremo Vvisildel catéter,
introduciendo un poco de solucion salina con hepapara limpiar el
catéter de sangre y evitar que se forme un coagulo.




11.En este momento hay que cerciorarse de que ekcapéedd en buena
posicién extrayendo un poco de sangre y una vezady se vuelve a
rellenar la sonda con solucién salina y heparina.

12.A continuacién se le pone un poco de pegamento Widkre la piel
alrededor de donde esta colocado el catéter.

13.Con un poco de cinta Transpore (3cm) se corta gonitad a lo largo
hasta 1.5 cm, y se coloca como corbata sobre ahpago, protegiendo el
catéter. Por encima de la cinta y el catéter sempalos trozos de cinta
transpore en X.

14.Con un segmento de cinta gris TUK de aproximadaendé®dtm se protege
el sitio donde se coloco el catéter y se rodeaiela del animal dejando
una parte de la sonda por fuera. En este puntoameve se revisa la
colocacion del catéter




15. Por ultimo se pone otro fragmento de cinta grigesdd que esta ya como
collar para proteger la sonda.
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Anexo B. Perfiles representativos de LH) (y testosteronae) en plasma de corderos Blackbelly (columna
izquierda), Cruzado (columna central) y Pelibueyimna derecha), durante las semanas de vidata2ajfi 4
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flecha negra indica pulso detectado de testosteMoiar que la escala para ambas hormonas esritéeza cada
edad.
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Anexo C. Concentracion plasmatica de LH (promedesror estandar) en respuesta a la administrac@darRH
(3 ngekg", columna izquierda; 9 ng+Kgcolumna central y 27 ngeRgcolumna derecha), durante las semanas de

vida: 2 (fila @), 4 (fila b), 8 (fila c), 12 (fild), 16 (fila e), 20 (fila f) y 24 (fila g). Notajue la escala es diferente
para cada edad. Al tiempo 0 se administr6 GnRH.



Testosterona (ngeml

—e—Blackbelly
—o—Cruza

—o—Pelibuey

0 60

120

180

Tiempo (minutos)

O
N—r

2 —e— Blackbelly
7 —0—Cruza
_ 15 —o— Pelibuey
=L
&
£
g 1
s
2
7
g
2 05
g
ki

0

0 60 120 180

Tiempo (minutos)

i (¢
~

Testosterona (ngsml

—e— Blackbelly
—©—Cruza
—O— Pelibuey

0 60

120
Tiempo (minutos)

d)

B

Testosterona (ngeml

180

—e— Blackbelly|
—0—_Cruza
—o— Pelibuey

!

Testosterona (ngsml

4

Testosterona (ngsml

Testosterona (ngeml ™)

ANEXO D

—8— Blackbelly|
—o—Cruza
—o— Pelibuey

-
- @

o
2

Testosterona (ngeml )

60

120
Tiempo (minutos)

180

—e— Blackbelly
—o— Cruza
—0— Pelibuey

60

120

Tiempo (minutos)

180

—e— Blackbelly
—o—Cruza
—O— Pelibuey

60

120

Tiempo (minutos)

180

—e— Blackbelly|
—0—Cruza
—0— Pelibuey

0 60

120

Tiempo (minutos)

180

60

120
Tiempo (minutos)

180

4

Testosterona (ngeml

B!

Testosterona (ngsml

B

Testosterona (ngsml

-
@

-

o
o

—e— Blackbelly
—o— Cruza
—O— Pelibuey

60

120
Tiempo (minutos)

180

—e— Blackbelly]
—o— Cruza
—O— Pelibuey

3
)

Testosterona (ngsml

60

120

Tiempo (minutos)

180

—8— Blackbelly
—0—Cruza
—O— Pelibuey

60

120

Tiempo (minutos)

180

—e— Blackbelly|
—©—Cruza
—O— Pelibuey

60

120 180

Tiempo (minutos)




ANEXO D (continuacion)
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Anexo D. Concentracion plasmatica de testosterprmrediot error estandar) en respuesta a la administracion
de GnRH (3 ngekd, columna izquierda; 9 ngeKg columna central y 27 ngeRgcolumna derecha), durante las

semanas de vida: 2 (fila a), 4 (fila b), 8 (fila £2 (fila d), 16 (fila €), 20 (fila f) y 24 (filg). Notar que la escala
es diferente para cada edad. Al tiempo 0 se admirGRH.
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