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RESUMEN

Objetivos. Describir la presencia de receptores de leptina (OBR) en el testiculo en la
llegada de la pubertad en terneros y estudiar la posible asociacion entre la expresion de
éstos y los niveles de leptina (L) y de testosterona. Materiales y métodos. Se utilizaron
6 terneros Holstein x CebU a los cuales se les midié quincenalmente y durante 7 meses
concentraciones de testosterona y de L por RIA. Fueron castrados unilateralmente segin
periodos peripuberales para estudiar por RT-PCR la expresion de isoformas del receptor de L.
El analisis estadistico se realizoé con el programa Statistica®. Resultados. La testosterona
presento niveles desde menores a 1ng/mL a los 6 y 6.5 meses de edad, hasta concentraciones
de 5.3 ng/ml a los 12.5 meses antes de la llegada a pubertad, momento en el cual los
animales tuvieron niveles de 4.01+£1.8 ng/ml. Las concentraciones de L variaron entre 0.61
y 0.98 ng/ml, con una concentracién en pubertad de 0.91+£0.05 ng/ml. Dos isoformas,
OBRi y OBRb, fueron encontradas y se correlacionaron significativamente entre ellas en la
pubertad. Se hallaron correlaciones negativas entre OBRi-OBRb y niveles de testosterona y de
L (p=0.08). Los niveles de testosterona y de L mostraron una correlacion directa significativa.
Conclusiones. Se sugiere un posible efecto directo de la leptina en gonadas de terneros
hasta la llegada a pubertad. La correlacion entre las isoformas de OBR y su asociacion con
las concentraciones de leptina y testosterona también sugiere la accion complementaria o
conjunta de ambos receptores OBR en testiculos de terneros peripuberales.

Palabras clave: Gen obesidad, hormonas, maduracidon sexual machos.
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ABSTRACT

Objectives. To describe the presence of leptin receptors (ObR) in the testicle during puberty
in calves and study the possible association between the expression of the testicles and the
levels of leptin (L) and testosterone. Materials and methods. During 7 months every two
weeks on six Holstein x Zebu calves, concentrations of testosterone and L were measured
by RIA. They were castrated unilaterally according to their peribubertal periods in order
to study by RT-PCR the expression of the L receptor isoforms. The statistical analysis was
done with the Statistica® program. Results. The levels of testosterone were <1ng/mL at
6 and 6.5 months of age, concentrations of 5.3 ng/ml at 12.5 months were reached before
puberty, moment in which the animals had levels of 4.01£1.8 ng/ml. The L concentrations
varied between 0.61 and 0.98 ng/ml, with a concentration at puberty of 0.91+0.05 ng/ml.
Two isoforms, OBRi and OBRb, were found and correlated significantly at puberty. Negative
correlations were found between OBRi-OBRb and the testosterone and L (p=0.08) levels.
Testosterone and L levels showed a significant direct correlation. Conclusions. A possible
direct effect of leptin on calf gonads until they reach puberty is suggested. The correlation
between the OBR isoforms and their association to leptin and testosterone concentrations
also suggests the complimentary or joint action of both OBR receptors in peripubertal calves’

gonads.

key words: Obesity gene, hormone, male sexual maturation

INTRODUCCION

La leptina es una hormona proteinica de 16
KDa, estd compuesta por 146 aminoacidos
y es sintetizada principalmente por el tejido
adiposo. Esta hormona es codificada por
el gen ob, identificado originalmente en
estudios conducentes a identificar las causas
de la obesidad en el raton obeso (ob/ob)
(1). Laleptina actla a través de receptores
especificos de membrana (OBR) los que se
han demostrado como altamente similares
con los receptores de la familia interleuquina
6 (IL-6) (2-5). Las isoformas de receptores
de leptina, incluyen receptores de forma
larga (OBRDb) y varios receptores de forma
corta (OBRa, OBRc, OBRd y OBRf), asi como
el receptor soluble (OBRe) que se encuentra
en plasma circulante (5,6).

La proteina o el ARNm de receptores de
leptina han sido encontrados en gran
variedad de tejidos incluyendo tejido adiposo
blanco y pardo, pancreas, intestino, higado,
musculo esquelético, placenta, cerebro,
glandula mamaria, corteza adrenal, en el
ovario en células de la granulosa, células
de la teca y en cuerpo lUteo y en testiculo,
en espermatocitos y en células de Leydig
(2,7-11).

En el eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal,
la leptina juega un papel muy importante
en la regulacion de la reproduccion de
los mamiferos. Actla en la regulacion y
secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) por el hipotalamo
(12, 13) y en la hipdfisis modula la secrecion
de la hormona luteinizante (LH), como
sucede en algunas especies animales tales
como, cerdos (4, 14), primates (15),
roedores (16), oveja (17) y bovinos (12).

En las hembras bovinas, la leptina esta
relacionada con la regulacion del ciclo estral
y probablemente esta involucrada en el
control de la reproduccion. Segun Williams
et al (12), la leptina circulante disminuye
durante la fase luteal y folicular del ciclo
estral, en vacas y novillas sexualmente
maduras, variacién concomitante con la
variacion en las pulsaciones de LH y las
concentraciones séricas de insulina e IGF-1
como reguladores del ciclo estral.

Ademads, se ha encontrado en algunos
estudios, que las concentraciones sistémicas
de leptina incrementan durante la pubertad
en machos y hembras, tanto en humanos
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(18), como en muchas especies animales:
cerdos (19), ratones (20) y ganado bovino
(21). Sin embargo, el incremento sdlo se
mantiene en las hembras, porque en los
machos los niveles de leptina disminuyen
después de la pubertad (22). El modo de
acciéon de la leptina en la reproduccion
en los machos ha sido muy discutido por
los autores (22-25), indicando que es
muy complejo por ejercer efectos tanto
inhibitorios como estimulatorios del eje
gonadal por ejemplo a nivel del control
de la expresion de genes importantes en
la via de la esteroidogénesis (SF-1, StAR
y P450scc); ademas, la expresiéon del
receptor OBR muestra patrones igualmente
complejos con la presencia de isoformas
reguladas de manera homoéloga (leptina)
y heterdloga (gonadotropinas) (22), se
propone que sucederia esto segun el
momento reproductivo del animal.

El objetivo de esta investigacion fue describir la
presencia de receptores de leptina (OBR) en
el testiculo en un modelo bovino en la llegada
de la pubertad. Se hipotetiza que los OBR
aumentan progresivamente su expresion en
el testiculo entre el periodo prepuberal y hasta
el inicio de la pubertad de terneros, indicando
una posible relacién entre las hormonas
leptina y testosterona y un efecto conjunto
sobre el inicio de la pubertad.

MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio. El estudio se realizo en
la ganaderia Los Balcones localizada en el
municipio de Santa Rosa (departamento
de Antioquia-Colombia), a una altitud de
2550 metros, una temperatura promedio de
18°C, una humedad relativa de 79% y una
precipitacién media anual de 2238.9 mm, la
cual la ubica en una zona de vida bmh-MB.

Animales. En el sistema de produccién se
seleccionaron terneros cruzados F1 (Bos
taurus x Bos indicus), nacidos en diferentes
épocas del afio por la disponiblidad de los
animales. Los animales fueron alimentados
desde el nacimiento hasta el destete con
leche recién ordefiada (promedio de este
periodo 4.5 It) en sistema estabulado
individual, luego se llevaron a un sistema
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semi-estabulado con rotacién de potreros a
base de pasturas (Penisetum clandestinum,
Lolium multiflorum y Penisetum sp) y
de concentrado. Los animales fueron
sometidos al plan sanitario que se realiza en
el sistema de produccion (desparasitacion 3
veces al afio, vacunas anti Aftosa vy triple).

Determinacion del inicio de la pubertad.
Para determinar el inicio de la pubertad
se tuvieron en cuenta todos los signos
siguientes: la edad en meses, el peso
corporal en kg, perimetro toracico en
centimetros con cinta (26), la circunferencia
escrotal en centimetros con cinta testicular,
la observacién de libido (monta a otros
terneros, ereccién del pene, inicio de
reflejo de Flehmen) todos estos parametros
medidos cada 15 dias.

Ademas, se recolectaron muestras de orina y
de liquido espermatico mensualmente desde
la deteccion de los signos de llegada a la
pubertad descritos (edad, peso, perimetro
testicular, libido). La muestra de orina se
recolecté por masaje en el prepucio y fue
centrifugada a 1800 g a 25°Cy por 5 minutos,
se recolecto el precipitado para posteriormente
observar la presencia de espermatozoides al
microscopio (Leica DME®).

Para la obtencion del eyaculado se estimuld
por masaje prepucial la salida de orina, se
lavo la regidn y se procedié a utilizar un
electroeyaculador (Electroyac III, Ideal
Instruments®) por un tiempo de 40 -60
segundos, con voltaje que oscilo entre 12
y 20 voltios hasta la expulsion del liquido
espermatico. Este se observé al microscopio
para determinar la presencia de al menos 50
millones de espermatozoide con al menos
10% de motilidad progresiva, con lo que
se determind finalmente que el animal
estuviera en pubertad (27).

Periodos evaluados. En el experimento
se evaluaron tres periodos asi: a) prepuber
(6-8 meses edad), b) prepuber (8-10meses
de edad) verificando que estos animales
no hubieran iniciado la pubertad al no
presentar ninguna de las caracteristicas
descritas y c) inicio de la pubertad-pubertad
(10m-pubertad), al presentar dichos signos.
En los 2 momentos prepuber los animales
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fueron castrados unilateralmente, y en el
momento 10 m-pubertad se les castré el
testiculo restante. Ademas, se recolectaron
muestras de sangre a todos los animales
desde los 6 meses de edad y hasta deteccion
de llegada a pubertad, para la evaluaciéon de
testosterona y de leptina en suero.

Determinaciéon de concentraciones
de testosterona y de leptina. En tubos
secos, se recolectaron muestras quincenales
de sangre (3-5 ml) de la vena coccigea o
yugular de los terneros desde los 6 meses
de edad hasta la confirmacion del inicio
de la pubertad; la sangre se centrifugd a
1800 g a una temperatura de 25°C por 10
min en una centrifuga (IEC Centra GP8®)
para la posterior extraccién del suero y la
medicion de testosterona y de leptina por
radioinmunoanalisis (RIA). Se envio la mitad
del volumen de las muestras a la Universidad
Nacional de Colombia sede Bogota para
medicion de testosterona (T) por medio de
la técnica de radioinmunoanalisis (RIA) con
un kit comercial DPC Coat-A Count Total
Testosterone®, con sensibilidad analitica
para el procedimiento basico de 1 ng/dl
y coeficiente de variacién inter-ensayo de
aproximadamente 7% (28). La otra mitad
del volumen de las muestras de suero
fue sometido a liofilizacion y enviado a
la Universidad de West Australia para su
reconstitucion y lectura de leptina (Lept)
por la técnica de RIA descrita por otros
autores (29,30).

Castraciones (para purificacion de
ARNtotal y amplificacion de ADN).
Se realizaron castraciones unilaterales
por grupos; fueron preanestesiados con
Xilazine® a una dosis de 0.01 mg/kg
via_intravenosa (IV) y atropina a una
dosis de 0.04 mg/kg subcutanea (SC);
adicionalmente, se administré anestesia
local con Lidocaina® 3 ml en el corddn
espermatico. El postoperatorio se realizd
con la aplicacién de un antibidtico de
amplio espectro (Penicilina-Estreptomicina)
intramuscular (IM) a una dosis de 15000
UI/kg antes del procedimiento quirdrgico.
Todo el procedimiento descrito fue realizado
luego de aprobacion del comité de bioética
de la Universidad de Antioquia (2006),
siguiendo los lineamientos de la ley 84 de
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1989 acerca del uso de los animales vivos
en experimentos o investigaciones.

Los testiculos se transportaron refrigerados
(4°C) en soluciéon fosfato buffer (PBS) a
pH 7.2 y se almacenaron a -20°C hasta la
utilizacién de las técnicas que determinaron
la expresion de receptores de leptina.

Purificacion y analisis del ARN (para RT-
PCR). EI ARN total fue purificado usando un
Kit de aislamiento de ARN comercial (RNeasy
Fibrous Tissue - Qiagen®); para la sintesis
de la primera cadena de cADN se usaron 5
Kg de ARN en un volumen total de reaccion
de 20 pl los cuales contenian Tris-HCI, KClI,
MgCl,, DTT, dNTPs, Transcriptasa reversa
(RevertAid™ M-MuLV Fermentas), y como
primer se uso Oligo (dT),, (Fermentas®),
para confirmacién de la RT-PCR el producto
fue visualizado en un gel de agarosa al 1.5%
conteniendo Bromuro de Etidio (0.7 pg/mL).

Amplificacion del ADN. Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo en un volumen total
de 50 pl, que contenian: 3 pg/mL de cADN;
buffer de reaccién 1X (10 mM Tris-HCI pH
9.0; 50 mM KCI; 1.1% Triton® X-100);1
mM de MgCl2; 2 mM de cada dNTP; 0.1 uM
de cada primery 1.25 Unidades de Taqg DNA
Polimerasa (Fermentas®). La amplificacion
se efectudé en un termociclador PTC-200
(MJ Research Peltier Termal Cycler). Para
la amplificacién del receptor de leptina
bovina (OBR) (acceso numero U62385)
fueron utilizados los primer: sentido (1-
25) 5'-GTGCCAGCAACTACAGATGCTCTAC-3’
y primer antisentido (356-380),
‘5-AGTTCATCCAGGCCTTCTGAGAACG-3" que
codifican para el fragmento extracelular del
receptor, sintetizados por MWG BIOTECH
los cuales amplifican 2 fragmentos de 300
y 700 de pb aproximadamente (isoformas
intermedia-OBRi y larga-OBRDb).

Como gen de referencia se utilizé6 aquel
que codifica para la enzima gliceraldehido
3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (acceso
numero U85042.1) para normalizar la
expresion del receptor por medio del calculo
de la relacion OBR/GAPDH. Los primers de
la enzima GAPDH fueron los siguientes:
sentido 5-TGCTGGTGCTGAGTATGTGGT-3’
y primer antisentido
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5'-AGTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3/,
sintetizados por MWG BIOTECH los cuales
amplifican un fragmento de 295 pb. El perfil
térmico para cada reaccion consistid en una
desnaturalizacion inicial de 94°C por 3 min
seguido por 45 ciclos a 94°C por 1 min, 65°C
por 1 min, 72°C por 2 min, terminando con
una extensién final de 72°C por 10 min.
Los productos de la PCR fueron visualizados
en geles de agarosa al 2% conteniendo
Bromuro de Etidio (0.7 pg/mL).

Analisis estadistico. El paquete estadistico
utilizado fue Statistica® para Windows 5.0,
(1995) vy los datos fueron presentados en
promedios y desviacidon estadndar (DE).
Las variables analizadas fueron: hormonas
testosterona y L en ng/ml y la expresién
de isoformas del receptor de leptina
(OBRi, OBRb) cuantificado en unidades
arbitrarias. Esto ultimo se realizd con la
normalizacion de los datos de expresidn
de las isoformas dividido en los datos de
expresion del gen de referencia GAPDH, es
decir obteniendo el coeficiente: expresién de
isoforma numerizado/expresiéon de GAPDH
numerizado, nhumerizaciones realizadas con
el programa Biometra/BioDocAnalyser 2.0®.

A cada una de las variables se le verificé
normalidad de distribucion de datos (Shapiro
Wilk's W test); las variables de expresion de
receptores OBR y de niveles de T fueron
transformados a raiz cuadrada de los datos
originales y alcanzaron normalidad; luego se
realizaron analisis estadisticos descriptivos.
Tras comprobaciéon de homogeneidad de
varianzas (Levene), los niveles de receptores
de leptina encontrados fueron analizados
por ANAVA. Las diferencias entre promedios
fueron comparadas por el test de Tukey
con un nivel de significancia de (p<0.05).
Correlaciones entre niveles de expresion
de receptores y entre receptores y niveles
hormonales fueron analizados por medio
del coeficiente de Spearman. Un valor de
(p<0.05) fue considerado estadisticamente
significativo.

RESULTADOS

Testosterona en periodo prepuber.
Los niveles de testosterona presentaron
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niveles detectables de 1 ng/mL desde los
7.5 meses de edad con pulsos repetidos
cada mes (pulsos de amplitud similar) y
hasta los 11.5 meses de edad, esto es, en
el periodo prepuber. Luego, se encontré un
aumento marcado en la amplitud del pulso
de testosterona con concentracién maxima
de 5.3 ng/mL, 1 a 2 semanas antes del
inicio de la pubertad, seguido de caida de
los niveles hacia los 13.5 meses de edad
(Figura 1).
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Figura 1. Niveles de testosterona y de leptina
en terneros holstein x cebl hasta la
deteccion de la pubertad. Promedio
+ DE de niveles de testosterona y de
leptina en suero (ng/ml) de terneros
HolsteinxCebl, desde los 6 meses
de nacidos y hasta la edad promedio
(12.75+1.06 meses) de la llegada a
la pubertad indicada por la flecha.

Pubertad y testosterona. Cuando todos
los animales estaban en un rango de
edad entre 11.5 y 13.5 meses (promedio
12.75£1.06), con promedio de peso de
282.8Kg *45.1, perimetro toracico de
149.5+9 cm, circunferencia escrotal de
22.3x1.7 cm y niveles de testosterona de
4.01£1.2 ng/mL (Figura 1) se determiné
la llegada de la pubertad. Esto se
corroboré ademas porque los terneros
mostraron reflejo de protrusién de pene
(desprendimiento del prepucio) al realizarse
masaje, salida de una cantidad minima
de liquido seminal con espermatozoides,
y presencia de espermatozoides en orina.
Se observo igualmente la monta a otros
terneros, ereccion del pene, inicio de reflejo
de Flehmen (datos no mostrados).

Niveles de leptina. Las concentraciones
de L no presentaron variacion importante
durante el periodo de muestreo (desde 6
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meses y hasta 13.5 meses de edad). Se
encontraron dentro de unrangode 0.61 y
0.98 ng/mL Yy la concentracién a la pubertad
fue de 0.91+0.05 ng/mL.

Expresion de OBR en periodos prepuber
y en pubertad. Segun los oligonucleétidos
o0 primers seleccionados, se detectaron 2
isoformas del receptor de leptina a las que
se denominaron, segun el peso molecular,
forma larga OBRb (aprox. 700pb) y OBR
intermedia (aprox. 300pb; Figura 2). La
amplificacion del gen GAPDH resulté en un

OBRSGA PO, unidade s arbitrarias
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Figura 2. Cuantificaciéon de la presencia del
gen del receptor de leptina en 2
isoformas en testiculos de terneros
holstein x cebu hasta el inicio de
la pubertad. Parte superior. foto
representativa de las 3 repeticiones
de la técnica de RT-PCR, indicando
donde se encuentran las bandas de
las isoformas del gen de receptor de
leptina,OBR, (aprox. 300 y 700pb)
y del gen GAPDH. Se ubicaron en el
gel de izquierda a derecha: pozo 1.
escalera, 2-3. animales de 6-8 meses
de edad, 4-6. animales de 8-10
meses, 7-11. animales en pubertad,
12. Control positivo, C+: testiculo
bovino adulto. Parte inferior.
expresion promedio = DE de 2
isoformas (larga:negro; intermedia:
blanco) en testiculos de terneros
HolsteinxCebu en periodo prepuberal
(6 a8y 8 a 10 meses de edad) y
en la pubertad. Los valores de ADN
amplificado fueron normalizados
por el gen GAPDH. Los asteriscos
indican diferencia significativa con
relaciéon al C+.

Frepub. 2-10 Fubertad Control+
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fragmento de 295pb claramente visible en la
figura 2. Luego de realizar normalizacién de
la carga de muestras experimentales en los
geles por medio del calculo de su coeficiente
con el fragmento numerizado del gen
referencia GAPDH, se encontré diferencia
estadistica (p<0.05) entre la expresion del
ADN de la isoforma OBR en las muestras
de los terneros y aquella expresién en el
tejido control positivo (testiculo de animal
adulto) se trata de una mayor expresion en
las muestras de terneros en de los grupos
6-8, 8-10y P, comparando con dicho control
(Figura 2). La isoforma OBRb, presenta un
patrén similar con una mayor expresién
de OBRb en las muestras experimentales
comparativo al control (Figura 2) pero sin
diferencia estadistica (p=0.08).

DISCUSION
Niveles de testosterona

Testosterona en periodo prepuber.
Cambios en la secrecidon episodica de GnRH
regula la secreciéon de gonadotropinas
LH y FSH en terneros prepuberes lo que
finalmente regula la funcion testicular. Ha
sido ampliamente documentado desde hace
mas de tres décadas, que la amplitud y la
frecuencia de los pulsos de LH cambian
con el estado reproductivo del macho, que
la secreciéon de LH y de testosterona es
episddica y que existe una relacién temporal
entre estas dos hormonas en el toro (31).
La liberacion de LH desde las semanas
8 a 10 de edad estimula la secrecién
permanente de testosterona por las células
de Leydig que llega a niveles maximos hacia
los 10 meses de edad de los terneros (31).
Mas recientemente, Rawlings et al (27)
describen una fase de crecimiento rapido del
testiculo y de glandula sexuales accesorias
dependientes de andrégenos en terneros
luego del mes 5 de edad y hasta el mes 12,
concomitante al aumento rapido progresivo
de la secrecion de testosterona.

En el presente estudio se encontré que
la liberacién episddica de testosterona se
presentd en forma de pulsos mensuales
desde el mes 8 de edad y hasta el mes 12
iniciando la pubertad (Figura 1).
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Pubertad y testosterona. Los valores de
edad, peso corporal, circunferencia escrotal
y niveles de testosterona aqui presentados
fueron anteriormente reportados hasta
la pubertad para toretes venezolanos 5/8
Holstein y 5/8 Pardo Suizo con 5/16 de Cebu
Brahman en ambos cruces (32), es decir en
cruces entre Bos taurus y Bos indicus como
lo utilizado en el presente estudio. La Unica
variable que presenté datos similares a los
del presente estudio fue la de circunferencia
escrotal entre 22 y 23 cm. Es de notar
que aunque la circunferencia escrotal
esta referenciada como signo de llegada
a pubertad que varia segln las razas, se
ha determinado como valor de referencia
de llegada de pubertad un valor de 28 cm,
valor que sobrepasa los anteriormente
mencionados (27).

Para la variable de edad a la pubertad, los
animales del presente estudio parecieron
ser mas precoces en 2 meses comparando
con Aranguren-Méndez et al (32),
sumado esto a niveles de testosterona
marcadamente mas altos (4.01 ng/ml en
promedio vs. 1.7 ng/ml).

Comparando con una referencia menos
reciente de cruces de Bos taurus (Angus,
Hereford y Pardo Suizo) (33), las
concentraciones de testosterona aqui
obtenidas serian relativamente bajas ya
que los autores informan de rangos entre
4.3 y 7.3 ng/ml medidos ente 7 y 13
meses de edad. Por otro lado, los niveles
de testosterona que se encontraron entre
1 y 5.3 ng/mL estén en concordancia con
lo reportado en 2007 por Brito et al (34).

Es de interés resaltar que los animales a los
que les fue extraido el primer testiculo a partir
del mes 6 de edad, llegaron a la pubertad
mas rapido (11.75+0.2) que aquellos
con primera castraciéon en el octavo mes
(12.8+0.9). Respectivamente, presentaron
niveles promedio de testosterona en todo el
tiempo de medicién de 0.6+0.3y 1.6+0.5,
con menor concentracién en animales
castrados tempranamente. Se sugiere que
se trataria de animales, que de manera
compensatoria luego de la castracién
unilateral, son mas sensibles a niveles bajos
de testosterona y alcanzan pesos corporales
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y perimetros toracicos relacionados con el
crecimiento corporal suficiente para iniciar
pubertad a los 11.75 meses de edad. Sin
embargo, esto es contrario a estudios de
Barnes et al (35) donde terneros Holstein
castrados unilateralmente mostraron de
manera compensatoria incremento en
el tamafo del testiculo restante pero
ninguna variacion significativa en niveles de
testosterona ni llegada a la pubertad mas
temprana al comparar con terneros control
enteros (35,36).

Niveles de leptina. Se publicd
previamente (34) que terneros prepuberes
AngusxCharolais, presentan niveles de
leptina que aumentan constantemente
desde los 6.5 meses de edad de
concentraciones de 2 ng/mL hasta niveles
de 5 ng/mL a los 16.5 meses de edad
pasando por el periodo de pubertad a los
11.5 meses con 4.5 ng/mL.

En el presente trabajo, la variacion minima
de leptina podria verse compensada por una
expresion importante de 2 isoformas de su
receptor (Figura 2) como se describe en
mas detalle adelante. Ademas, es de notar
que los niveles de la hormona encontrados
por los autores (34), no es comparable a
las bajas concentraciones descritas en el
presente estudio entre 0.61 y 0.98 ng/mL.

En efecto, se debe considerar la mayor
frecuencia con que se realizd el muestreo y
el método de medicién utilizado, ya que no
se uso kit multiespecie (multi-species leptin
RIA Kkit, Linco Research, St Charles MO,
USA) pero si el método especifico creado en
Australia (RIA) basado en leptina bovina-
ovina con mayor sensibilidad (29,30).

Expresion de OBR en periodos prepuber
y en pubertad. Estos receptores de
leptina y su RNAm en testiculo han sido
encontrados en células de Leydig de rata
(23,37-39) y en equinos (40), en plasma
seminal, espermatozoides (41,42), y en
tubulos seminiferos de humanos (42) y
mas recientemente en multiples tejidos en
bovinos (11). En este estudio se reporta
igualmente expresidon de 2 isoformas. La
expresion de ambas isoformas de OBR se
correlacionaron positivamente (r=0.82,
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p<0.01) en todos los terneros, sugiriendo
posibles vias de accién complementarias
0 conjuntas entre ellas para regular las
acciones periféricas de la leptina como lo
reportado recientemente en bovinos (11)
y en otros sistemas (43). Los niveles
de testosterona y de L presentan una
correlacién negativa con la expresion de
OBRi y de OBRb (p>0.05), sugiriendo
que a mayores niveles de testosterona,
menor expresién de los receptores de
leptina en testiculo.

Tena-Sempere et al (38), estudiaron
el desarrollo y la regulacion hormonal
del RNAm del OBR en testiculo de rata,
planteando la posibilidad de un efecto
directo de los estrogenos en testiculos en
desarrollo (neonatos) sobre la modulacion
de la expresion del gene OBR. Durante el
periodo de desarrollo testicular puberal,
encuentran un aumento de la expresion de
receptores, como los encontrados y plantean
los autores, se explicaria por el efecto de
hormonas como la leptina, la hCG vy la
FSH; finalmente, encuentran disminucion
de la expresion en animales adultos. Se
propone que en este estudio también habria
efecto de los niveles de testosterona en la
regulaciéon de expresion de estos receptores.

Los pocos estudios que se han realizado
usando el modelo bovino, han sido en
hembras y mas a nivel central que local
(12), en machos bovinos no se han realizado
estudios que expliquen el rol de la leptina
en la pubertad.

En el presente trabajo se sugieren
interesantes efectos locales de la leptina
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relacionados con el inicio de la pubertad y
aunque se haya reportado anteriormente
gue tratamientos exdgenos con leptina
recombinante para lograr este efecto
han sido infructuosos (44), futuros usos
terapéuticos con leptina recombinante que
aborden diferentes estadios nutricionales
y que tengan en cuenta la identificacion
de marcadores para genotipificacion de la
resistencia a la leptina deberian investigarse
en el macho.

En conclusidn, exite expresion de receptores
de leptina en testiculo de bovinos prepuberes
y presentan la tendencia a aumentar
mientras se acerca la pubertad. Esto podria
indicar un posible rol de la leptina hacia la
llegada de la pubertad. La regulacion de la
expresion de estos receptores estd dada
por un gran numero de factores, entre ellos
posiblemente, los niveles de testosterona
circulantes, aunque harian falta estudios con
mediciones periddicas de los receptores y de
la hormona para verificar este supuesto. La
expresion de 2 isoformas del gene de OBR
hacia la llegada a la pubertad en bovinos
sugiere una posible actividad conjunta y/o
complementaria de estos 2 receptores para
que la leptina desencadene sus efectos,
pero se necesitan mayores estudios a nivel
molecular y de vias de sefializacion para
dilucidar este fendmeno.
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