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SUMMARY

The morphofunctional state of sheep reproductiveesy of sheep is determined by sex hormones,
which act through specific receptors, triggeringseries of cellular, metabolic and proliferative
dependent expression of numerous genes. Unlike athenmals, in sheep endometrium and possibly
other reproductive organs the estrogen receptoplaysiologically active from the prepubertal stage,
whose function is not yet understood. Informationtlee expression of sex hormone receptors in the
reproductive system is very poor, particularlyhe bvary and there are no studies that correlaedor
with the expression of these receptors. Generalteders privilege higher level of prolificacy breed
and this could be related to the level of estrogeeptors expression in the reproductive systere. Th
aim of this study was to evaluate the expressitmog@sn receptor in the ovary of Texel high prohfy

and Criolla Araucana standard prolificacy prepuddesheep bred by RT-PCR quantitative real time

analysis.

Key words: estrogen receptor, Texel, Criolla Ai@ner, Real time quantitative RT-PCR.
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INTRODUCCION

La reproduccién en ovejas como en otros mamifeest regulada por diversas hormonas
sexuales que ejercen sus efectos mediante su anjimoteinas receptoras especificas, las cuales
modulan respuestas celulares relacionadas con sdrrddo morfo-funcional del tracto genital
(Vasconcellos y col 2005, Ing y Ott 1999, Meikleol 2000). Una de las hormonas que ejerce efectos
relevantes para la funcién reproductiva, es elégstro, el cual es responsable de la diferenciacion
sexual, desarrollo, crecimiento y comportamienfaraductivo (Vasconcellos y col 2011). El efecto
sistémico del estrogeno requiere necesariamemqesencia de receptores intracelulares en lasasélul
dianas, donde la formacién del complejo hormonaptx genera la activacion de numerosos genes
cuyos productos de expresion finalmente produceat@s morfo-funcionales como los anteriormente
descritos (Ing y Tornesi 1997, Evans 1988). De emido, el nivel de expresion celular y distribuncio
histolégica de las proteinas receptoras deterngsancialmente el efecto de la accidon hormonal sle 1o
estrogenos (Vasconcellos y col 2009, Vasconcellgsly2011). En mamiferos, se han descrito dos
subtipos de receptores de estrégeno, denominafiog beta respectivamente (REy RE), siendo
RE-0, mas predominante en cuanto a su expresion a enagwmetrial (Meikle y col 2000). Estos
receptores, se han detectado en este tejido, emasgespecies de mamiferos durante la etapa
prepuberal (Meikle y col 2000) sin que a la fechkacemprenda cual es el papel funcional de dicha
expresion en hembras prepuberes. Factores genébons la raza podrian estar relacionados con el
nivel de expresion de estos receptores (Vascoscgltml 2009, 2011, 2012). Por ejemplo, las ovejas
de raza Texel a diferencia de la raza Criolla Aamactienen mayores indices de prolificidad,
presentando un alto porcentaje de gestacion nwlltplcual podria tener relacion con una mayor
expresion de receptores estrogénicos en el sigigpnaductivo (Vasconcellos y col 2011). No existen
estudios en los cuales se hayan analizado losesivid expresion diferencial de REentre distintas
razas de ovejas. De este modo el propdsito detediajo fue evaluar comparativamente el nivel
transcripcional de los REk-en ovario de ovejas de prolificidad estandar (@Gridraucana) y de alta

prolificidad (Texel).

MATERIAL Y METODOS

Animales utilizados y obtencién de muestras biaag)i
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La investigacion se realizé con muestras de tajidirico obtenidas d@ ovejas de raza Criolla
Araucana y3 ovejas de raza Texel todas de 4 meses de edadnimsles fueron mantenidos con
alimentacion estandar y fotoperiodo natural en @h@o Experimental Maquehue de La Universidad
de La Frontera, Temuco, Chile. Antes de la extacde las muestras bioldgicas, los animales fueron
sacrificados por administracién de pentobarbitdic® (100 a 200 mg/Kg) via intravenosa (Andrews y
col 1993, Bolant y col 1990, Gnanalingham y col 209 de acuerdo al consentimiento del Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la UniversidadLa Frontera. Para el estudio se realizé la
extraccion del sistema reproductor obteniendo anavasios, los cuales fueron almacenado a -80°C
para posterior extraccion de ARN.

Andlisis de expresion del transcrito de Rger RT-PCR en Tiempo Real

Obtencién de partidores para la amplificacion de RE

Los partidores utilizados para el andlisis de esipretranscripcional del RE; se derivaron a
partir de la secuencia del ADNc del receptorQlas ariesdisponible en la base de datéenBank
(http://www.ncbi.nim.nih. gov/{Cuadro 1). El disefio bioinformatico de los pamas se efectud
utilizando el programa Primer3 disponible étpi/primer3.sourceforge. netlos partidores utilizados

para amplificar el ADNc df-actina son los descritos por Dzidic y col 200414@ro 1).

Extraccién de ARN total

La extraccion de ARN total se realizé a partir g8 Or de tejido ovarico de ambas razas,
mediante el uso del Kit “AxyPrep Multisource ToORINA Miniprep Kit” (Axygen Biosciences, USA).
Para estimar la concentracion del ARN obtenidotdizdila ecuacion [ARN] = OD260 x FD x 40
pg/ml, donde FD es el factor de dilucion utilizagoOD260 la absorbancia medida a 260 nm
(Sambrook y col 1989). Mientras que la pureza seluév mediante la razén de absorbancia
0D260/0D280, considerado valores de 1,75 a 1,9%dmmena estimacion de pureza (Sambrook y col
1989).
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Preparacion de ADN complementario (ADNCc)

El ARN obtenido se utilizé para preparar ADNc metkeel uso del kit “High Capacity RNA to
cDNA Kit” (Applied Biosystems, USA). Para ello, sélizaron 2 pg de ARN total, el cual se mezclo
con 10 pl de buffer RT 2X y 1 pl de enzimas 20X4r{scriptasa reversa y RNAsa H), completando con
agua para un volumen final de reaccion de 20 pggbuse incubd a 37°C por 60 minutos, finalizando
la reaccion de transcripcion calentando a 75°Gpuinutos. Posteriormente el ADNc fue almacenado
a -20°C hasta su utilizacion.

El ADNCc utilizado para la obtencion de la curvéaedar se prepard a partir de 0,2 pg de ARN
mensajero provisto por el kit “High Capacity RNA ¢DNA Kit” (Applied Biosystems, USA). Para
ello, se utilizaron 4 ul del ARN mensajero a 0,@@ul, el cual se mezclé con 10 pl de buffer RT 2X 'y
6 ul de agua ultrapura para un volumen final dediéa de 20 pl. Luego se incub6 37°C por 60

minutos, finalizando la reaccion de transcripcialentando a 75°C por 5 minutos.

Cuantificacion relativa mediante el métadaCt

El nivel de expresion relativo del transcrito de-&Ese evaludé por medio de RT-PCR en
Tiempo Real mediante el método “Comparative AAQt)” (Livak y Schmittgen 2001) implementado
en el sistema de amplificacion en tiempo reaiep Oné de Applied Biosystem (USA). EI ADNc
obtenido se utiliz6 como templado para la ampldiéa especifica del Rk-y de B-actina cuya
expresion constitutiva se utilizd6 como gen nornaalie. Ambos ADNc, se amplificaron mezclando 1pl
del respectivo ADNc con 6 ul de buffer de reaccincluido en el kit” Maxima SYBR Green
Master Mix 2X Rox” (Thermo Scientific, USA), 3 pedagua ultrapura, 1 pl de cada partidor (ESRA-F
y ESRA-R; Cuadro 1) para completar un volumen deaién final de 12 ul. EIl ADNc dg-actina se
amplifico con mezclas de reacciones similares aléssritas para RE;- pero utilizando los partidores
especificos OB-A y OB-S (Cuadro 1). Las condiciotéemicas de amplificacion para REy p-actina
fueron similares, programandose con un ciclo ihide& 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos
compuestos por desnaturalizaciéon a 95°C por 35nslegy hibridacion a 60°C por 35 segundos y
extension a 72°C por 35 segundos. Se programanainie de los 40 ciclos de amplificacion, un ciclo
para el analisis de fusion de los amplicones, k& permitié evaluar la especificidad de la reacgron
descartar de este modo el efecto de productospexifisos sobre la cuantificacién. Las condiciones
térmicas fueron de 95°C por 15 segundos, 60°Cmparinuto y 95°C por 15 segundos.
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Cuantificacion absoluta utilizando curva estandar

El nivel de expresidon absoluta del transcrito de-oREe evalué mediante el método
“Quantitation - Standard Curve” (Rutledge y Cot®20implementado en el sistema de amplificacion
en Tiempo RealStep Onéde Applied Biosystem (USA). Se utilizaron dilunies seriadas del ADNc
para la obtencién de la curva estandar (10, 1,0001, 0,001 y 0,0001 ng/ul). La reaccion de PCR se
preparé mezclando 2 ul de ADNc, 10 ul de bufferasecion 2x incluido en el kit “Maxima SYBR
Green gqPCR Master Mix 2X Rox” (Fermentas, USA),| d@tagua ultrapura y 0,5 pl de cada partidor
(GAPDH-F y GAPDH-R; Cuadro 1), para completar uduwten de reaccion final de 20 pl. Las
condiciones térmicas de amplificacion se programaron un ciclo inicial de 10 minutos a 95°C,
seguido por 40 ciclos compuestos por una desnetacain a 95°C por 20 segundos, hibridacién a
60°C por 25 segundos y extension a 72°C por 3tndeguSe programd el término de los 40 ciclos de
amplificacion, un ciclo para el analisis de fuside los amplicones, lo cual permiti6 evaluar la
especificidad y descartar de este modo el efectpra@uctos no especificos sobre la cuantificacion.
Las condiciones térmicas fueron de 95°C por 15 gy 60°C por un minuto y 95°C por 15

segundos.

Analisis estadistico

La significancia estadistica de las diferenciatodevalores de expresion transcripcional de RE-
a entre ovarios de ovejas Texel y Criolla Araucaeaegalué mediante el método de T de Student,
considerando un nivel de significancia del 95% (PSR Se utilizé el programa GraphPad Prism 5.0

para Windows (GraphPad Software Inc, USA).

RESULTADOS

La diferencia en el nivel de expresion relativa tlehscrito del REx entre ovejas Texel y
Criolla Araucana fue cuantificado primariamente raett el método “Comparative CtAACt) segun
(Livak y Schmittgen 2001; Matamala y col 20{Bigura 1). Las curvas de fusion de las amplicatees
RE-o y B-actina generaron temperaturas de fusion (Tm) ¢e@8ly 85,0°C respectivamente (Figura 2).
La visualizacion de los amplicones realizada egelrde agarosa al 2% confirma la amplificaciéon del
ADNc de ambos genes (Figura 3). De acuerdo a Imsesade expresion relativa (RQ) obtenidos las

ovejas Texel, de alta prolificidad presentan unaenayvel de expresion del Ricen tejido ovarico en
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relacion a las ovejas Araucana, de prolificidadamdar, presentando la raza Texel 2,35 veces mas
expresion que en la raza Araucana (Figura 4). lamttficacion absoluta se basé en el calculo de la
concentracion del templado en las muestras int@nplol los valores con una curva estandar preparada
con concentraciones de valores conocidos (Figurha®) curvas de fusién de los amplicones GAPDH
no muestran amplificacién de productos inespedficoostrado una sola Tm de 86,4°C. De acuerdo a
los valores de la ecuacion de la recta dados pmuriaa estandar, como son la pendiente, el intesoep

el ciclo umbral (Ct) permitio extrapolar la conaaeion de templado en la muestra problema (Figura
6). Obteniendo una concentracion promedio de Of#gl en Araucana y de 0,056 pg/ul en Texel,
presentando una diferencia de concentracion d88 @@1El andlisis estadistico reveld una diferencia
significativa (p<0,05) entre los valores de exgesile acuerdo al método de cuantificacion absoluta
utilizado. Esto indica que existen diferencias @istecamente significativas entre el nivel de exjine

transcripcional del RE-entre ovarios de ovejas Araucana y Texel.

DISCUSION

Los estrogenos son hormonas relevantes paraairdiés y control de funciones reproductivas
en mamiferos, y sus efectos son mediados a nilwdlacepor receptores especificos cuya expresion
determina la distribucién y efectividad del efebmmrmonal (Rothschild y col 1996, lhionkhan y col
2002). La presencia de REse ha estudiado en el tracto genital de distiesgsecies y se ha
demostrado diferencias entre ellas, mientras queoesjas el REx se encuentra en altas
concentraciones en el Utero y oviductos de anin@algsiberes (Garfolo y Tasende 1996; Meikle y col
1997; 2001 y 2004), en perros estos receptoremsetectables en este estado del desarrollo€less
y col 1981; Vasconcellos y col 2006).

La evaluacién del nivel de expresion del transcdéoREe en ovario de hembra prepuber
mediante un método de cuantificacion relativa rg de cuantificacion absoluta indica un mayor hive
de expresion en ovejas de raza Texel respecto @laCAraucana coincidiendo con el analisis de
expresion de RE mediante inmunohistoquimica ersasiamas razas realizados por Vasconcellos y
Paredes (2012). Esto confirma que tanto a nivekrdekcrito como de la proteina receptora existen
diferencias significativas entre estas razas. Tamlie ha detectado expresion de receptores de
estrogeno fisiolégicamente activos en endometribedebras prepuberes de otras razas ovinas (Meikle

y col 2000, Vasconcellos y col 2010), sin embaegm, no se comprende el significado funcional de
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la expresion temprana del REen hembras prepuberes, es posible que esto peoduz estimulacion
temprana del desarrollo del sistema reproductid® ya actividad sexual del animal favoreciendo de
algun modo su adaptacion a condiciones ambierfealesables. Segun Vasconcellos y Paredes (2012),
se plantea que la alta prolificidad de las ovegmsata Texel podria estar relacionada con una mayor
expresion de los RE-en el sistema reproductivo. Evidentemente la ddpdcreproductiva de las
ovejas no solo depende del nivel de expresion &elsiho también de diversos factores como son los

geneéticos y exdgenos siendo necesarios estudiagatiariales que permitan verificar esta hipotesis
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RESUMEN

El estado morfofuncional del sistema reproductieolas ovejas es determinado por las hormonas
sexuales, que actuan a través de receptores espgocifesencadenando una serie de cambios celulares
metabolicos y proliferativos dependientes de laresion de numerosos genes. A diferencia de otros
mamiferos, las ovejas presentan en el endometripogiblemente otros o6rganos del sistema
reproductivo receptores de estrégenos fisioldgaramactivos desde la etapa prepuberal cuya funcion
aun no esta esclarecida. La informacion sobre paesion de receptores de hormonas sexuales en el
aparato reproductor es muy escasa, sobre todo @agb y no existen estudio que correlacionen la
raza con la expresion de estos receptores. Gerertrios criadores privilegian razas de mayor nivel
de prolificidad y esto podria estar relacionado ebnivel de expresion de los receptores de estage
en el sistema reproductivo. El objetivo del presdrdabajo fue evaluar comparativamente la expresion
del receptor de estrogeno en el ovario de ovegsieres de raza Texel de alta prolificidad y da ra

Criolla Araucana de prolificidad estandar, medianaélisis de RT-PCR en Tiempo Real cuantitativo.

Palabras claves: receptor de estrogeno, Texelll@Acaucana, RT-PCR cuantitativo en Tiempo Real.
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Cuadro 1. Secuencias de oligonucledtidos utilizadomo partidores para las reacciones de
amplificacion del ADNc del receptor de estrogen&SRA-F/ESRA-R),B-actina (OB-S/OB-A) y
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH/-GAPDH-R).

Chart 1. Oligonucleotides sequences used as pfon@DNA amplification reactions of the estrogen
receptor (ESRA-F/ESRA-R)3-actin (OB-S/OB-A) and glyceraldehyde 3-phosphagdydirogenase
(GAPDH-F y GAPDH-R).

Secuencias de partidores N° acceso a Gen Bank  Concentracion

Fuente Bibliogréafica

ESRA-F: AGGATTCACCTAGCGCTTCA AY033393 10 pmol/ul
ESRA-R: CAGCCATGCAACAGAGAAAA AY033393

OB-S: AACTCCATCATGAAGTGTGAC Dzidic y col 2004 25 pmol/ul
OB-A: GATCCACATCTGCTGGAAGG Dzidic y col 2004

GAPDH-F: CAAGGTCATCCATGACAACTTTG Fermentas, First Strand 10 pM
GAPDH-R: GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG cDNA Synthesis Kit
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Normalizacion

CtRE - Ct B-actina = ACt;
(Muestra problema) (Control enddgeno)

CtRE - Ct (-actina =ACt
(Muestra referencia) (Control enddgeno)

Obtencion del RQ (unidades de expresion relativa)
ACt; - ACt; = AACt

2-ﬂ_\.Cr - RQ

Figura 1. Método de cuantificacion utilizado pavalaar el nivel de expresion relativa del transcdé
RE-o en tejido ovarico de ovejas de razas Texel y (@ridlraucana. La cuantificacion relativa
mediante el métodAACt se determiné respecto a la expresion de latnaude referencia utilizada
(Criolla Araucana). La expresion transcripcionalpdactina se utiliz6 como gen normalizador de la

expresion de Rl-(Matamala y col 2010).

Figure 1. Quantification method used to assessdladive level of expression of Edrtranscribed in
ovarian tissue of Texel and Criolla Araucana ratlke relative quantification methodACt was
determined about the used reference sample expmeg€iriolla Araucana). The transcriptional

expression op-actin was used as normalizing gene of theoEpression (Matamala y col 2010).
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376 Cycle Cyeke

377  Figura 2. Curvas de amplificacion y de fusion (e interior) de los amplicones del receptor de

378 estrogeno (a) \B-actina (b) en ovejas de raza Texel y Criollautamna.

379  Figure 2. Amplification and melting curves (figurside) of the estrogen receptor amplicons (a)fnd
380 actin amplicons (b) Texel and Criolla Araucana gisee

381

382  Figura 3. Electroforesis en geles de agarosa all%s productos de PCR ddl-actina (a) y REr
383 (b).

384  Figure 3. Agarosa gel electrophoresis 2% of PCRlymts off-actin (a) and ERx(b).
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Figura 4. Analisis del nivel de expresion relatdel gen REx en tejido ovarico de ovejas Texel y
Criolla Araucana segun el método ComparativeCt. Los valores de expresion del transcrito deoRE-
se representan en unidades relativas definidas ¢odrmero de veces” o fold change respecto a la
expresion de la muestra de referencia (Criolla éaaa), cuyo valor es 1. El grafico representa los

promedios de 3 medidas independientes. P< 0,05.

Figure 4. Analysis of relative expression levelER-o gene in ovarian tissue of Texel and Criolla
Araucana sheep according to thaCt method. The values of transcript expression BfoEare
represented in relative units defined as fold cleamgarding to the expression of the reference Eamp
(Criolla Araucana), whose value is 1. he graph espnts the average of three independent

measurements. P <0.05.



404

405
406

407
408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

17

w e
+ f e a_,-—' 435 | b
el ___.._-_-_'t_'L— =7 '_' 48 |
e e |
w15 — ITBY; =}
15 4 & asa |

g I
4 ; azs |

F ;
-
F j; %
sl
s i -~
174 =7 | =
i | 253 4
3§ 235 | —
I |
fr—3
/ |I!
|I ']

i

B I

14 . ; [ |

13 - e & JlI '|

12 I.
g, = /

=
4
200
E
L]
7
150
& | [
28 [
5 ff
{ ]
a / 100 /]
! [ '
74 |" la'l - I/
Z i 54 | 4 ._.- /
/ F F¥
s 25 | r
1 A fs
B 4+ e oo+ — - o
0 l.. |.¢ W :'.I ‘L.'e ‘k ;‘: .u x ';.- . WM om & . i & B ® L] oW o m x‘r :u n ::I " ;? J- W A d‘ o
Cycle Cycie

Figura 5. Curvas de amplificacion y de fusién (esno interior) de la curva estandar del gen GAPDH
(a) y del gen del Ria-(b).

Figure 5. Amplification and melting curves (figureside) of the GAPDH gene standard curve (a) and
ER-a (b).
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Figura 6. Curva estandar del gen GAPDH. Se utizd puntos para realizar la curva, con una réplica
cada uno. La cantidad inicial es de 10 ng y ebfagé dilucién de 1:10.

Figure 6. GAPDH gene standard curve. Six pointeevused to perform the curve, with each replica.
The initial quantity is 10 ng and the dilution farcts 1:10.
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Figura 7. Analisis de la cuantificacion absolutd gen REe en ovejas de raza Texel y Criolla
Araucana en relacién a una curva estandar. La otmacgdn de ADN de RE se presenta en picogramos

(p9). El gréfico representa los promedios de 6 deslindependientes. P<0,05.

Figure 7. Absolute quantitation analysis of ERjene in Texel and Criolla Araucana sheep regarding
to a standard curve. The DNA concentration of E€sent in picogram (pg). The graph represents the
average of six independent measurements. P<0,05.



