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RESUMEN

La presente tesis consistio en investigar si las reducciones en las tasas de prefiez en
ovejas subnutridas cuando se transfieren embriones de buena calidad, se asocian con
concentraciones diferenciales de las hormonas metabdlicas y si la expresion génica
endometrial de los factores de crecimiento similares a insulina 1 y 2 son alterados al
dia 16 del ciclo estral. A su vez aislar los efectos de la subnutricion a nivel embrionario
(madre donadora) y a nivel de la madre receptora. Para esto, se realizaron dos
experimentos, utilizando el mismo tipo de subnutricion, (la mitad de los requerimientos
diarios de mantenimiento, 0,5 M), en ovejas raza Rasa Aragonesa. En el experimento
1, se extrajeron embriones de buena calidad a ovejas donadoras subnutridas y
controles los cuales se transfirieron a ovejas receptoras subnutridas y controles. Se
estudio el perfil enddcrino-metabdlico y fertilidad al dia 18 y 40 de las receptoras. En
el experimento 2, se estudid el perfil endbcrino-metabdlico y la expresion génica de
factores de crecimiento en el endometrio ipsilateral al CL al dia 16 del ciclo estral. En
ambos experimentos la subnutricion disminuy6 el peso vivo y la condicion corporal;
aumentaron las concentraciones de NEFA y disminuyeron las de insulina. Mientras
gue en el experimento 1 no se observaron diferencias en las concentraciones de IGF1
y leptina, en el experimento 2 los animales subnutridos presentaron menores niveles
plasmaticos de IGF1l y leptina en relacion a los controles. En ninguno de los
experimentos se encontraron diferencias en las concentraciones de adiponectina. En
el experimento 1, el tratamiento nutricional de las donadoras no afecté la prefiez de
las receptoras cuando embriones de buena calidad fueron transferidos.
Independientemente del origen del embrién, en receptoras controles la prefiez al dia
40 fue de 72% vy de las receptoras subnutridas fue de 55% (p=0.17); esto se ve con
mayor evidencia al analizar la mortalidad embrionaria, las ovejas receptoras
subnutridas tendieron a presentar una mayor mortalidad embrionaria tardia que las
controles (p=0.11). Por otro lado las ovejas subnutridas prefiadas tendieron a
presentar mayores concentraciones de insulina que las subnutridas no prefiadas (p=
0.10). En el experimento 2, no se observaron diferencias en la expresion relativa de
transcriptos de IGF1 e IGF2 en Gtero. En esta tesis se encontré que alteraciones en
el estado metabolico-materno debido a la subnutricion estan asociadas al éxito
reproductivo en ovejas. Ademas cuando se transfieren embriones de buena calidad,

las fallas reproductivas en los animales subnutridos se asocian principalmente a



factores maternos, y no a factores provenientes del embrién. La subnutricién no afecté
la expresion de IGFle IGF2 en el endometrio ipsilateral al CL al dia 16 del ciclo estral
y esto no estuvo relacionado a los cambios a nivel sistémico de las concentraciones
de IGF1.



SUMMARY

This thesis investigated if the reductions in pregnancy rates in undernourished sheep
when good quality embryos are transferred, are associated with differential
concentrations of metabolic hormones and whether endometrial gene expression of
growth factors similar to insulin 1 and 2 are altered at day 16 of the estrous cycle. Two
experiments were conducted, using the same type of undernourishment, (half of the
daily maintenance requirements, 0.5 M) in Rasa Aragonesa ewes. In experiment 1,
two good quality embryos from undernourished ewes and control donor ewes were
transferred to low and control recipients ewes and endocrine-metabolic profiles of the
recipient ewes were studied. In experiment 2, the endocrine-metabolic profile and gene
expression of IGF1 and IGF2 in the ipsilateral uterine horn to the CL at day 16 of the
estrous cycle was studied. In both experiments, under-nutrition decreased body weight
and body condition, concentrations of NEFA increased and insulin concentrations
decreased. While in experiment 1 no differences were observed in IGF1 and leptin
concentrations, in experiment 2 under-nourished animals presented lower IGF1
plasmatic and leptin levels related to cotrols. No differences in adiponectin
concentrations were found. In experiment 1, the nutritional treatment of the donor did
not affect pregnancy of the recipient ewes when good quality embryos were
transferred. Regardless the origin of the embryo in control recipient ewes at day 40
pregnancy rate was 72% and in undernourished recipients was 55% (p = 0.17).
Undernourished pregnant ewes tended to have higher insulin concentrations than non-
pregnant undernourished ewes (p = 0.10). In Experiment 2, no differences in the
relative expression of IGF1 and IGF2 transcripts in uterus were observed. We found
that maternal metabolic-state alterations due to undernutrition are associated with
reproductive success in sheep. Furthermore, good quality embryos transfer,
reproductive failure in undernourished animals is mainly associated with maternal
factors, and not to factors from the embryo. Undernutrition did not affect IGF1 and IGF2
expression in the ipsilateral endometrium to the CL at day 16 of the estrous cycle and

this was not related to systemic changes of IGF1 concentrations.



INTRODUCCION

La principal limitante en cualquier sistema productivo animal que se dedique a la cria,
es la eficiencia reproductiva. Datos recientes indican que la sefialada, en Uruguay se
ha ubicado entorno al 73 % (Salgado y col., 2013), la misma depende de la fertilidad,
la cantidad relativa de ovejas que presentan partos multiples (fecundidad) y la

sobrevivencia de los corderos.

En nuestro pais la tasa de fertilizacion se encuentra entre 75 y 94% variando segun la
oferta de forraje, calidad de la pastura y condicion corporal (Fernandez Abella y col.,
2007). La mortalidad embrionaria precoz es quien representa el porcentaje mayor de
muertes (entre 15 y 30%), mientras las perdidas tardias de embriones son de menor
magnitud entre el 5y 7 % (Edey, 1969; Wilkins y Croker, 1990). En ovinos un 40% de
las ovulaciones no se corresponden con embriones viables el dia 12 de gestacion
(Ashworth, 1995). Diversas causas pueden desencadenar mortalidad embrionaria.
Factores como el estrés, el calor, la nutricion e infecciones uterinas pueden actuar
impidiendo un buen dialogo madre-embrién. Se cree que la mortalidad embrionaria
en la etapa de pre-implantacion se debe a un desarrollo asincrénico, con retraso en el

crecimiento del embrion (Goff, 2002).

Durante la gestacion temprana, los eventos hormonales asociados con la formacion
de cuerpo luteo y la sintesis embrionaria de proteinas, prostaglandinas, y los
esteroides resultan en la sintesis y la liberacion de productos de secrecion del
endometrio en el lumen uterino. El embridn en respuesta a los productos de secrecion
endometriales se desarrolla y crece. Sin embargo una alta mortalidad embrionaria
sucede cuando los productos de secrecion endometriales se encuentran alterados de

tal manera que estan asincronicos con el embrién (Pope, 1988).

Se ha postulado que la mortalidad embrionaria principalmente se debe a fallas en la
comunicacién entre el embrién y la madre (Goff, 2002). Es importante que exista una
adecuada sincronia entre el ambiente materno y el embrion, para asegurar la
supervivencia embrionaria. Esta sincronia esta dada por las secreciones de
hormonas, factores de crecimiento, proteinas y citoquinas, que producen tanto el
endometrio como el embrién y liberan a la interfase embrio-maternal, ya sea en forma

autdcrina o paracrina, y que determinan por tanto dicha sincronia (Martal y col., 1997).
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La subnutricién, podria interferir en la relacion madre-embrion, afectando dicha
sincronia, aumentando de ese modo las pérdidas embrionarias ya que se conoce que
tiene efectos negativos en la calidad ovocitaria, o que provoca una disminucién en la
tasa de divisién celular y en la formacién del blastocisto (Borowczyk y col., 2006;
Ashworth y col., 2008). Los mecanismos fisioldégicos que controlan el balance de
energia estan reciprocamente vinculados a las que controlan la reproduccion, y en
conjunto, estos mecanismos son los responsables del éxito reproductivo el cual

depende de concentraciones hormonales fluctuantes (Schneider y col., 2004).



REVISION BIBLIOGRAFICA

Ciclo estral en la oveja

El ciclo estral en la hembra se da durante la estacion reproductiva en periodos
sucesivos cortos que se repiten en forma estacional, por ello decimos que la oveja es
poliéstrica estacional, con ciclos ovulatorios que se producen cuando el fotoperiodo
es decreciente (Karsch, 1980). El ciclo estral tiene una duracion promedio de 17 dias.
La oveja es receptiva al macho Unicamente en un periodo de tiempo de 24 a 36 horas,
lo que se denomina celo, y de no quedar prefiada repetira todo el ciclo mientras dure
el fotoperiodo (Ungerfeld, 2011).

El factor mas importante que regula el periodo de actividad sexual es la variacion
estacional de la longitud del dia, pero a su vez puede ser manipulado por otros factores
como la nutricién, aspectos sociales y las condiciones de explotacion (Forcada.,
1996). La melatonina es producida por la glandula pineal con un marcado ritmo
circadiano, con un maximo de produccion en la noche. De esta manera los cambios
en el perfil de secrecion por variaciones en la duracion del dia, dan informacion al
organismo de variaciones estacionales del fotoperiodo (McMillen y col., 1995; Arendt,
1998; Malpaux y col., 1999). La duracion de secrecion de melatonina es procesada
por neuronas que regulan la secrecion de GnRH estimulando de esta manera la

funcion reproductiva (Arendt, 1998).

Regulacion neuro-endocrina del ciclo estral

El control de la reproduccién en los mamiferos esta regulado por el sistema nervioso
y el sistema enddcrino, siendo el hipotalamo quien los une (Fernandez Abella, 1993;
Hafez y Hafez, 2002). En el proceso reproductivo intervienen tres elementos basicos:
el hipotalamo, la hipdfisis y el tracto reproductivo (Abecia y Forcada, 2010).

El hipotdlamo es una estructura del sistema nervioso central qgue se comporta como
un traductor enddécrino, transformando la actividad nerviosa en sefiales hormonales
(Abecia y Forcada, 2010). Existen conexiones neurales entre el hipotalamo y la parte
posterior de la hipdfisis y conexiones vasculares (sistema porta) entre el mismo y la

parte anterior de la hipofisis (Hafez y Hafez, 2002).
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La secrecion de la hormona liberadora de gonadotrofinas GnRH es controlada por dos
areas separadas en el hipotalamo. El centro ténico es el responsable de la secrecion
basal, y el centro de ondas o centro preovulatorio es el responsable de la liberacién
preovulatoria de GnRH que estimula el pico preovulatorio de LH (Atuesta y Gonella
Diaza, 2011). La GnRH es liberada hacia el sistema porta hipotalamo-hipofisario, para
la liberacion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH)
por parte de la adenohipdfisis o hipdfisis anterior (Fernandez Abella, 1993; Hafez y
Hafez, 2002; Abecia y Forcada, 2010).

La FSH es secretada en forma de picos, habiendo dos picos principales durante el
ciclo estral, uno que coincide con el pico preovulatorio de LH y otro que se encuentra
muy proximo a la ovulacidon, después de 24-30 horas del primer pico (Fernandez
Abella, 1993). La FSH promueve el crecimiento y la maduracion folicular (Hafez y
Hafez, 2002). La LH es secretada en pulsos, en la etapa preovulatoria los pulsos
aumentan su frecuencia y disminuyen su amplitud, mientras que en presencia de
cuerpo lateo la frecuencia es baja y la amplitud es mayor (Fernandez Abella, 1993).
La caida de la progesterona determina que se produzca una retroalimentacion
positiva entre GnRH y la LH por un lado y con estrogenos por otro. En los ovarios, las
células tecales de foliculos en crecimiento secretan estrogenos y algo de andrégenos,
convirtiéndose las mismas a estrégenos en las células de la granulosa (Ungerfeld,
2011). El estradiol incrementa la sensibilidad de la hipdfisis a la GhnRH de forma que
se produce una descarga masiva de LH. El pico de LH determina la ruptura y
luteinizacién del foliculo de tal manera que caen los niveles de estrégenos (Gibbons y
Cueto, 1995; Ungerfeld, 2011).

Los principales factores luteotroficos son hipofisarios, los mismos son la LH y la
prolactina, los receptores de los mismos van aumentando en las células luteales hasta
la mitad de la fase luteal indicando que el cuerpo luteo es muy dependiente de ambos
a partir de ese momento (Abecia y Forcada, 2010). Luego de la ovulacion las células
tecales junto a las células de la granulosa, se luteinizan conformando el cuerpo lateo
el cual secreta progesterona (Hafez y Hafez, 2002). La progesterona llega a su
maxima concentracion 7 a 8 dias luego de la ovulacién, y la principal fuente de
secrecidn es el cuerpo lateo. Esta se mantiene hasta el dia 12 del ciclo estral y luego
baja su concentracion alrededor del dia 14-15 en caso de no haberse producido una

gestacion (Fernandez Abella, 1993).
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En caso de ocurrir una gestacién, los niveles de progesterona se mantendran altos
durante toda la gestacion y la misma es secretada primero por el cuerpo luteo y luego
por la placenta suprimiendo el estro y la ovulacién (Hafez y Hafez, 2002). Esta
hormona tiene un papel esencial en la reproduccion; altos niveles de progesterona
son necesarios no solo para facilitar la implantacion sino también para favorecer el
desarrollo uterino, disminuir el desarrollo de miometrio y de esa manera mantener el
embarazo (Graham y Clarke, 1997).

Durante el ciclo estral se producen diferentes cambios en el aparato reproductor de la
hembra. Los cuernos uterinos se vuelven hipertrofiados, al igual que el oviducto y
aumentan sus secreciones en el estro por accion de los estrogenos. El cérvix sufre
cambios y aumenta la produccion de mucus .El mucus vaginal en el proestro es claro
y escaso, en el estro pasa a ser mas abundante y de color claro, en el metaestro es
MAas cremoso, mientras que en el diestro es caseoso (Fernandez Abella, 1993).

El endometrio uterino secreta la prostaglandina F2alfa. Un aumento en las
concentraciones plasmaticas de esta prostaglandina induce la lutedlisis y por lo tanto
el descenso en los niveles de progesterona y la aparicion de un nuevo periodo de
estro (Gibbons y Cueto, 1995). En los dos primeros tercios de la fase luteal, la
progesterona actia a nivel endometrial aumentando el almacenamiento de
fosfolipidos y la actividad enzimatica para la conversion de acido araquidénico a
prostaglandina F2alfa, a su vez la misma inhibe la formacién de receptores
endometriales para el estradiol y oxcitocina (Abecia y Forcada, 2010). Durante la fase
luteal tardia, la progesterona inhibe sus propios receptores en el Utero, por lo que
pierde la dominancia en la funcion uterina. Ademas, el aumento de los niveles de
estrogenos proveniente de los foliculos en crecimiento induce un incremento en la
cantidad de receptores a oxcitocina desencadenandose de esta manera la ruptura del

cuerpo lateo (Ungerfeld, 2011).

Gestacion temprana

La gestacién puede ser dividida en dos grandes etapas de desarrollo, la embrionaria
(fecundacion hasta los 35 dias) y la fetal (dia 36 hasta el parto) (Fernandez Abella,

1993). Por otro lado el desarrollo embrionario puede ser dividido en temprano (previo

al reconocimiento materno de prefiez) y tardio posterior al mismo.

12



Luego de la fecundacién el embridn entra el cuerno uterino alrededor del dia 4 post-
celo en el estado de morula. Hacia el dia 6 se forma el blastocito joven, las células se
compactan y por entrada del liquido extracelular se forma una cavidad rodeada por
células trofoblasticas constituyendo el estadio de blastocisto. Posteriormente, se
expande y eclosiona entre los dias 8 y 9 (Spencer y col., 2004). El dia 11 el embrién
adopta una forma tubular y luego se elonga, volviéndose filamentoso entre los dias
12 y 16. La elongacion del blastocisto marca el comienzo de la implantacion, aunque
la adhesion firme al endometrio no ocurre hasta el dia 16 (Wintenberger y Flechon,
1974). Esto no ocurre in-vitro y es dependiente de multiples factores de secrecién
endometriales (Goff, 2002).

En los rumiantes domésticos no se produce invasion del endometrio al momento de
implantacion, por lo tanto, la misma se logra definitivamente mediante la adhesion de
las células trofoblasticas mononucleares al epitelio endometrial luminal y la formacién
de sincitios (Spencer y col., 2004). La diferenciacion uterina para apoyar el desarrollo
del embrion e implantacion es coordinada por estrogenos y progesterona en forma
espacio-temporal pudiendo ocurrir la misma en un lapso de tiempo restringido (Huet-
Hudson y col., 1989; Carson y col., 2000).

Antes de la implantacion los embriones se nutren Unicamente de productos de
secrecion que se acumulan en la luz uterina fendmeno llamado nutricion histotrofica.
Dentro de la misma son particularmente importantes las proteinas de unioén a retinol y
los factores de crecimiento similares a la insulina 1 y 2 (IGF1-IGF2) (Ashworth, 1995).
El desarrollo del embridén preimplantatorio requiere de factores que se originan en el
tracto reproductivo bajo la influencia de progesterona y estrogenos que actdan de
manera paracrina regulando el crecimiento embrionario, estos factores son producidos
también por el embridon en si mismo (Paria y Dey, 1990; Stewart y Cullinan, 1997).
Esto es consistente con la expresion de varios factores de crecimiento, citoquinas y
sus receptores en el embrién y el Utero, asi como efectos beneficiosos de estos
factores sobre el desarrollo y las funciones embrionarias (Paria y Day, 1990; Carson
y col., 2000; Paria y col., 2001).
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Como ya mencionamos la mayor mortalidad embrionaria se da en la vida embrionaria
temprana (Ashworth, 1995). Los eventos bioldgicos que transcurren durante estos
dias, son determinantes para la supervivencia del embrion (Watson y col., 1999).
Durante este periodo hay complejas interacciones entre el embrién, ovarios y

endometrio que son necesarios para el establecimiento de la prefiez (Goff, 2002).

Nutricion y reproduccion

El estado metabdlico de un animal puede definirse como la cantidad de energia
disponible en los tejidos en un momento dado y depende por tanto de la diferencia
entre la cantidad de la energia disponible y la cantidad de energia gastada. La
cantidad de energia disponible incluye la energia derivada de la nutricién y también la
energia almacenada en los tejidos corporales, especialmente el tejido adiposo, el cual
es un sistema de almacenamiento altamente eficiente (Blache y col., 2006).

La cantidad de energia gastada varia de acuerdo a la edad y el estado fisiologico del
animal y comprende la energia gastada en funciones que son fundamentales para el
mantenimiento de la homeostasis y la energia gastada en necesidades fisiol6gicas
adicionales, tales como el crecimiento y la reproduccion (Blache y col., 2006).

Las respuestas metabdlicas a los cambios en el estado metabdlico pueden depender
de la historia metabdlica reciente (alimentacién, efecto dinamico) o lejano (CC, efecto
estético), concepto denominado memoria metabdlica (Chilliard y col., 2005; Zhang y
col., 2005; Blache y col., 2006; Fernandez-Foren., 2011).

La condicion corporal es una medida subjetiva del estado nutricional del animal y se
basa en la determinacion del estado de reservas energética del animal (Russel, 1984).
Actualmente la mas utilizada es la escala de 5 puntos propuesta por (Russel y col.,
1969), donde 1 representa a un animal emaciado y 5 a un animal obeso. La técnica
consta en palpar los procesos espinosos y transversos de las vértebras lumbares
evaluando la cobertura grasa y muscular (Jefferies y col., 1961).

La determinacion de la condicion corporal se considera una herramienta util en el
manejo de una majada, el conocer el estado nutricional de los animales le permite al
productor tomar las decisiones adecuadas en momentos criticos (Crempien y col.,
1993).
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El peso vivo no es un buen indicador del grado de reservas debido a las variaciones
en el tamafo corporal de los animales. El uso de la condicion corporal, permite
comparar el estado nutricional del ovino independientemente de las diferencias
debidas al efecto de la raza, el tamafio corporal, la categoria, el estado fisiol6gico
(oveja prefiada vs. oveja vacia), el llenado del tracto gastrointestinal, la cantidad de
lana presente en cada animal, asi como del grado de humedad de la misma y del
sistema productivo (intensivo vs. extensivo) (Montossi y col., 1998).

En ovinos se ha visto una fuerte correlaciéon negativa entre los niveles plasmaticos de
progesterona periférica y el nivel de ingestion (Parr y col., 1987,1993; Rhind y col.,
1989). Este hecho pareceria contrastar con la menores tasas de prefiez asociadas a
la subnutricidon (Abecia y col., 2006), lo que sugiere que la llegada de la hormona al

Utero puede no estar reflejada por sus concentraciones circulantes.

Mediadores entre el estado metabdlico y el sistema reproductivo

Las mayores demandas energéticas en la oveja ocurren principalmente durante el
crecimiento fetal, la lactancia y pubertad. Si bien no se conoce con claridad cuéles son
los requerimientos de nutrientes para la foliculogénesis, es poco probable que sean
significativos en relacion a la utilizacién de energia de todo el cuerpo (Scaramuzzi y
col., 2006). Por esto es mas probable que los efectos de los cambios en el estado
metabdlico sobre la gestacion sean ejercidos por una sefializacion diferencial de las
hormonas metabdlicas, mas que por una insuficiencia de nutrientes “per se” (Sosa y
col., 2009a; de Brun, 2014).

Las respuestas enddcrinas y metabolicas durante la subnutricién, ante todo buscan
mantener el equilibrio del medio interno durante ciertos limites (homeostasis),
dandose numerosos cambios en las concentraciones hormonales y en su sensibilidad
tisular (Chilliard y col., 1998). Mientras que el mantenimiento de la homeostasis
aseguran la perpetuacion de los individuos, los cambios en hormonas teleoforéticas
aseguran la sobrevivencia de las especies actuando sobre la reproduccion en si, pero
también en la gestacion, lactacién y crecimiento (Chilliard y col., 2000).

Se conoce que los factores que median principalmente los cambios nutricionales y el
ambiente uterino son la insulina, IGF1, IGF2 y leptina (Blache y col., 2006).

La hormona del crecimiento (GH) juega un papel clave en la subnutricion regulando la

utilizacion de glucosa (Renaville y col., 2002; Flint y col., 2003). El eje somatotropico
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es un sistema multihormonal, que consiste principalmente en la GH, IGFs, sus
proteinas carrier asociadas y sus receptores (Breier, 1999; Renaville y col., 2002;
Etherton, 2004; Kim, 2014).

En periodos de subnutricion existe un desacoplamiento hepéatico del eje GH-IGF. Si
bien hay aumento en la secrecion de GH se reduce la expresion a nivel hepatico de
GHR de manera que disminuye la secrecion de IGF1 (Chilliard y col., 1998; Breier,
1999; Kobayashi y col., 1999; Kim, 2014). Ademas, también cambian las
concentraciones relativas de proteinas de union a IGF (IGFBPs) en plasma (Jones y
Clemmons, 1995; Stevenson y Wathes, 1996; Keller y col., 1998).

Aunque estructuralmente son similares a la insulina, los IGFs difieren en cuanto a su
sitio de origen, modo de accion y forma circulante. A diferencia de la insulina que es
secretada Unicamente por el pancreas, IGF1 e IGF2 son secretados principalmente
por el higado, y también por tejidos periféricos (Kim, 2014) entre los que se encuentran
organos reproductivos como ovario, oviducto, utero y placenta, actuando en los
mismos en forma enddcrina, paracrina y autocrina (Thissen y col., 1994; Stevenson y
col., 1994).

En el Utero, tanto IGF1 como IGF2 estimulan la proliferacion celular y la diferenciacion
del embridn y de las células endometriales; estos efectos estimulantes del crecimiento
se consideran estar mediada principalmente por el receptor de IGF1 (IGF1R) y las
IGFBP, que aumenta aun mas la complejidad de este sistema (Kaye, 1997; Wathes y
col., 1998; Keller y col., 1998).

El IGF1 cumple un papel importante en la reproduccion de los rumiantes, asociandose
con un aumento en la fertilidad y mejor desempefio embrionario, ademas de una
menor edad al servicio y en la tasa de concepcidn al mismo en bovinos (Velazquez y
col., 2008). Se ha postulado, que las concentraciones plasméticas de IGF1 se ven
alteradas con la subnutricién, provocando una disminucién en los niveles de esta
hormona en ovejas sometidas a restriccién nutricional (Hua y col., 1995).

En la regulacion de la foliculogénesis el IGF1 e IGF2 tienen un papel importante
habiendo una compleja interaccion entre FSH, esteroides, factores de crecimiento y
otras hormonas que controlan el desarrollo folicular (Lenz Souza y col., 2007).

La elevacién plasmética de IGF1 esta ampliamente relacionada al estradiol y se torna
importante no solamente para el desarrollo folicular, sino también para promover de

forma directa la supervivencia del espermatozoide y del embrion precoz; o

16



indirectamente por aumentar las secreciones del Gtero y oviducto (Lenz Souza y col.,
2007).

Es importante destacar que ambos IGFs estimulan el desarrollo de los embriones
durante la pre-implantacion, actian en el desarrollo fetal y controlan el desarrollo
placentario (Wathes y col., 1998; Keller y col., 1998).

Existe evidencia de que las modificaciones en la dieta cambian la abundancia sérica
de las IGFBP en animales y humanos (Thissen y col., 1994). Existen 6 tipos de
proteinas de unién a las IGFs que modulan la accién de las mismas (Reynolds y col.,
1997; Lenz souza y col., 2007; Garcia-Garcia., 2012). En el tracto reproductivo ovino
se ha demostrado la expresion del ARNm de IGF1, IGF2 y sus receptores, y algunas
de las IGFBPs (Stevenson y col., 1994; Reynolds y col., 1997). La actividad reguladora
de las IGFBP varia segun el dia del ciclo estral y el estado reproductivo, a su vez la
concentracion de los diferentes tipos de las mismas varia entre endometrio, liquido
uterino y plasma (Keller y col.,, 1998). A nivel celular las IGFBP se cree que
generalmente inhiben las funciones de IGFs pero bajo algunas condiciones pueden
potenciar los efectos metabdlicos y mitogénicos de las mismas (Reynolds y col.,
1997).

Por otro lado, la insulina es secretada por los islotes pancreéticos y tiene mdltiples
efectos en el metabolismo, entre ellos facilita la entrada de glucosa a las células
activando sistemas de transporte y estimula la sintesis de triaciglicéridos y glucogeno
(Garcia Sacristan., y col 1995; Kaye, 1997). Esta hormona es uno de los indicadores
metabolicos mas eficientes en reflejar el estado nutricional de las ovejas, obteniendo
variaciones significativas segun el grado de alimentaciéon y la condicién corporal.
(Caldeira y col., 2007).

En periodos de subnutricion la concentracion de insulina disminuye, esto lleva a que
la estimulacion del anabolismo este disminuida (Sosay col., 2006). Asi, el anabolismo
es inhibido directamente por la disminucién en las concentraciones de insulina, e
indirectamente por la falta de efecto estimulatorio de la insulina sobre la sensibilidad
de GH (GHR) que limita la sintesis hepatica de IGF1 (de Brun, 2014).

Las concentraciones plasmaticas de insulina e IGF1 aumentan después de una
suplementacion a corto plazo, lo que aumenta la capacidad de respuesta a las
gonadotrofinas y estimula el crecimiento folicular (Garcia-Garcia, 2012).

Otra hormona asociada al estado nutricional es la leptina, la cual es una hormona

producida por el tejido adiposo y esta positivamente relacionada con el nivel de grasa
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corporal (Chilliard y col., 1998; Delavaud y col., 2000). Es una proteina implicada en
la regulacidon de la homeostasis metabdlica, la ingesta y almacenamiento de energia,
teniendo también efectos sobre la fertilidad y sistema inmune (Chilliard y col., 2005).
Sirve como una sefial para el sistema nervioso central (SNC) ya que se ha encontrado
receptores para esta en el plexo coroide y en el hipotalamo (Chilliard y col., 1998). La
sintesis de leptina es muy sensible a cambios en el estado metabdlico, aumenta frente
a la sobrealimentacién o suplementacion y disminuye frente a la subnutricién o ayuno,
asociandose su reduccién con un aumento del apetito y una disminucion de la tasa
metabdlica (Chilliard y col., 2005; Sosa y col., 2009a; Fernandez-Foren y col., 2011).
Los receptores de leptina (Ob-R) han sido localizados en el eje hipotalamo, hipofisis
anterior, en ovario y en endometrio, testiculos (células de Leydig). Esta expresion
multifocal de leptina asi como la presencia de sus receptores implica la existencia de
una regulacion nutricional de la leptina en la reproduccion (Moschos y col., 2002). En
ratas se demostro que la leptina afiadida al medio de cultivo promueve el crecimiento
del embrion en la etapa de pre-implantacion (Kawamura y col., 2002).

Los periodos de balance energético negativo (BEN) estan caracterizados por la
movilizacion grasa que se refleja en un aumento de la concentracion circulante de
acidos grasos no esterificados (AGNE) (Chilliard y col., 1998; Ingvartsen y Andersen,
2000; Burke y Roche, 2007), que generalmente se acomparfia con un incremento en
la produccion de cuerpos cetonicos. La concentracion de AGNE puede ser utilizada
como un indicador de grados moderados de subnutricion ya que expresa el equilibrio
entre lipdlisis y lipogénesis (Russel y col., 1967).

Hace varios afios Scherer y col., (1995) describian una proteina altamente expresada
por los adipocitos la cual creia que podria estar relacionada con la homeostasis y
control de status energético, esta proteina es la adiponectina. La adiponectina
sensibiliza los tejidos periféricos a la insulina, aumentando el consumo de glucosa y
la oxidacion de acidos grasos, teniendo un papel importante en la regulacién de la
homeostasis energética (Ye y col., 2013; Saremi y col., 2014).

La misma posee ademas efectos sobre la reproduccion, ya que en el ovario estimula
la estereidogénesis por las células de la granulosa (Monget y col., 2008). La
adiponectina disminuye la secrecion de GnRH (Cheng y col., 2011) e inhibe la
liberacion de GH y LH (Rodriguez-Pacheco y col., 2007). Si bien existe mucha
literatura reciente sobre su rol en el metabolismo y la reproduccion, hay escasa

informacion respecto al rol de adiponectina en ovinos (Kasimanickam 'y
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Kasimanickam, 2011; de Brun, 2014). Se han identificado dos tipos de receptores de
adiponectina, ADIPOR1 y ADIPOR2, con funciones diferentes (Yamauchi y col.,
2003). ADIPORL1 esta altamente expresado en el musculo esquelético, mientras que
ADIPOR?2 est4 altamente expresado en el higado (Yamauchi y col., 2007).

De lo expuesto anteriormente se evidencia que, si bien estan descritos los efectos
causados por la subnutricion sobre la fertilidad, la viabilidad embrionaria y en menor
medida sobre el ambiente uterino en ovinos, aln se desconocen los mecanismos por

los que estos efectos se producen.
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HIPOTESIS

La subnutricion materna provoca pérdidas embrionarias cuando embriones de buena
calidad son transferidos, y esto se asocia con concentraciones diferenciales de las
hormonas metabodlicas.

Los perfiles endocrinos y la expresion génica endometrial de los factores de
crecimiento similares a la insulina 1 y 2 son alterados con la subnutricién al momento

de la implantacion.

OBJETIVOS

Generales

Investigar integralmente las modificaciones del sistema endocrino materno que
pueden desencadenar los efectos de la subnutricion sobre el eje reproductivo durante
la prefiez. Ademas investigar el efecto de la subnutricion sobre la expresién génica de
factores de crecimiento similares a la insulina 1 y 2 en el endometrio ipsilateral al

cuerpo lateo (CL) al dia 16 del ciclo estral

Especificos

1. Investigar si las fallas reproductivas asociadas a la subnutricion se asocian con
diferencias en la concentracibn de sefiales enddcrinas (IGF1, insulina,
adiponectina, leptina) maternas durante la prefiez temprana.

2. Estudiar los efectos de la subnutricion sobre la expresion génica de factores de
crecimiento similares a la insulina 1 y 2 en el endometrio ipsilateral al CL al dia

16 del ciclo estral.
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MATERIALES Y METODOS

Disefios experimentales

Aspectos generales

Los experimentos de esta tesis se realizaron en el Servicio de Experimentacion
Animal, de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, Espafia (Latitud
41°41°N). Se utilizaron ovejas adultas de la raza Rasa Aragonesa durante la estacion
reproductiva, para esta raza, en esta latitud (Forcada y col., 1992). Los protocolos
fueron aprobados por la Comisién Etica para la Experimentacion Animal de la
Universidad de Zaragoza.

Para sincronizar los celos se utilizé un tratamiento intravaginal de 14 dias con
esponjas impregnadas en progestagenos (Acetato de Fluorogestona, 40mg, Intervet
S.A., Salamanca, Espafa), al cabo del cual se administraron entre 285 y 300 Ul de
gonadotropina coriénica equina (eCG) por via intramuscular. Los celos (identificados
como dia 0 del ciclo sexual o de la gestacion) se detectaron cada 8 horas y se
realizaron con retarjos. Los animales se alimentaron una vez al dia (por la mafiana)
en base a una dieta compuesta por concentrado y heno de cebada, con libre acceso
al agua. El concentrado estuvo compuesto por cebada (85%) y harina de soja (15%).
En todos los experimentos los animales se alimentaron con dietas para proveer 1,5 0
0,5 veces los requerimientos diarios de mantenimiento (M) (AFRC, 1993). La dieta 1,5
M ofrecida colectivamente asegura un mantenimiento del PV y la CC (grupo control),
mientras que la dieta 0,5 M provoca una disminucion en el mismo periodo de tiempo
de aproximadamente un 10% tanto en el PV como en la CC (grupo bajo), como ha
sido demostrado anteriormente (Abecia y col., 1995, 1997; Lozano y col., 1998). El PV
y la CC de los animales se controlaron peridédicamente durante los experimentos. La
CC fue determinada por un unico observador por palpacion de las apdfisis vertebrales
en laregion del lomo, en una escala de 0 (emaciada) a 5 (obesa) (Russel y col., 1969).
Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular en tubos con heparina. Las
muestras se centrifugaron durante 10 min a 1000 g y el plasma se almacené a —20°C

hasta su andlisis.
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Se realizaron dos experimentos:

Experimento |

I 1 5 M

| I . )
| 7 /1 s 7 /1 1

-45 -15 7 18 Final de

gestacion

Experimento Il

1.5M
] 0.5 M

|
16
Sacrificio
eutanasico

Experimento 1:

A mediados de octubre, 97 ovejas maduras Rasa Aragonesa fueron mantenidas en
piquetes con areas descubiertas y ofreciéndoles una dieta formulada para suplir sus
necesidades de mantenimiento (AFRC, 1993). Los animales fueron mantenidos
durante un mes en estas condiciones antes de comenzar el experimento, permitiendo
de esta manera su adaptacion. La dieta estaba compuesta por 0.42 kg de racion
pelleteada y 0.70 kg de heno de cebada por dia, proporcionando 7.8 MJ de energia
metabolizable por oveja. De este rebafio, 45 ovejas fueron usadas como donadoras
de embriones y 52 como receptoras. De las 45 ovejas donadoras, 20 ovejas fueron
asignadas al grupo control (1.5 M) y 25 ovejas al grupo subnutrido (0.5 M). Asimismo,
de las 52 receptoras, 25 fueron asignadas al grupo control y 27 al grupo subnutrido.
Las dieta consistia en 0.8 o 0.5 kg de paja de cebada y 0.55 o 0.1 kg de racién
pelleteada, para grupo control y subnutrido respectivamente. Este régimen se
mantuvo hasta el dia de recoleccién de embriones (dia 7). Se tomaron registros de
peso corporal (PV) y condicion corporal (CC) (Russel y col., 1969), los cuales fueron
determinados al dia de insercion de la esponja (dia -15), retiro de esponja (dia-1) y
transferencia embrionaria (dia 7).

Las muestras de sangre se recogieron en los dias -14, -1, 7 y 18 para determinar las

concentraciones en plasma de NEFA, insulina, IGF1, leptina y adiponectina.
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La superovulacion de ovejas donadoras (grupo control n=20, grupo subnutrido n=25)
fue inducida con 210 Ul de FSHp (Folltropin; Bioniche Animal Health, Dublin, Ireland)
y 500 IU eCG (Folligon, MSD Salud Animal, Madrid, Spain) con una Unica
administracion intra-muscular 48h antes del retiro de la esponja intravaginal. Siete dias
después del comienzo del estro, los embriones fueron colectados mediante
laparotomia medio-ventral y clasificados segun su etapa de desarrollo y de acuerdo a
los postulado por Winterberger-Torres y Sevellec, (1987). Los efectos del nivel de
energia en ovejas donadoras en la performance de embriones y los niveles de sefiales
metabdlicas y hormonales fueron previamente descriptas (Abecia y col., 2013).

Las ovejas receptoras (grupo control n=25, grupo subnutrido n=27) recibieron dos
embriones de buena calidad (moérula compacta y blastocisto expandido temprano). Se
realiz6 una incision de 1 cm en linea media abdominal y el cuerno uterino ipsilateral al
ovario con al menos un cuerpo luteo funcional (CL) fue expuesto usando clamps. Para
llevar a cabo la transferencia embrionaria, los embriones fueron aspirados desde el
plato con 20 uL de medio, utilizando un tubo capilar de vidrio conectado a una jeringa
de 1mL. La puncién fue realizada en el lado dorsal del cuerno uterino, en su tercio
superior localizando los embriones en la luz uterina.

La fertilidad temprana fue determinada cuando las concentraciones plasmaticas de
progesterona al dia 18, se encontraban por encima de 1 ng/mL, mientras que al dia

40 la prefiez fue confirmada por ultrasonografia.

Experimento 2:

Se utilizaron 30 ovejas Rasa Aragonesa adultas, secas en periodo de actividad sexual,
con una condicién corporal en torno a 2,75 estable durante 30 dias. Los animales se
asignaron al azar en dos grupos con dos dietas distintas para cubrir 1,5 0 0,5 veces
las necesidades de mantenimiento. Se determin6 peso y condicidén corporal una vez
por semana. Se obtuvieron muestras de sangre con la misma frecuencia que el
experimento anterior. Las ovejas mantuvieron las dietas experimentales hasta el
sacrificio. El dia 16 del ciclo estral se realizo el sacrificio eutandsico de todos los
animales y se retir6 el tracto reproductivo rapidamente. Se obtuvieron muestras de la
zona media de los cuernos ipsilaterales al cuerpo luteo, que se congelaron en

nitrogeno liquido para estudios de expresion génica.
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Determinaciones en plasma (Experimentos 1y 2)

Todas las determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Técnicas Nucleares,

Facultad de Veterinaria, Universidad de Republica, Uruguay.

Metabolitos

En el experimento 1, las concentraciones de acidos grasos no esterificados (AGNE)
fueron determinados por un kit comercial (NEFA-HR (2) Wako Chemicals GmbH,
Richmond, Estados Unidos) y determinado por un lector de placa de multiples pocillos
(Multiskan EX; Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos). La sensibilidad del
ensayo fue de 0.01 mmol/L y el coeficiente de variacion intraensayo fue de 1.7 %.

En el experimento 2, los AGNE se determinaron mediante un kit comercial (AGNE-C,
Wako Chemicals GmbH, Alemania) segun Sosa y col., (2006), en un multi-analizador

(Vitalab Spectra 2, Vital Scientific). El coeficiente de variacion intraensayo fue de 1.5%.

Hormonas

Las concentraciones de insulina y IGF-I se midieron utilizando ensayos
inmunorradiométricos (IRMA) con kits comerciales (INS-IRMA; DIA Source Immuno
Assays S.A, Bélgica e IGF-I-RIACT Cis Bio international, GIF-SUR-YVETTE CEDEX,
Francia, respectivamente). Todas las muestras se determinaron en un solo ensayo
para cada hormona. Para la insulina, el limite de deteccion fue 1,1 plU/mL uUl y el
coeficiente variacion (CV) intraensayo para el control 1 (22,3 plU/mL) y 2 (55,5
pulU/mL) fueron 5,3 y 8,6%, respectivamente. Para IGF-I, el limite de deteccion del
ensayo fue de 0,29 ng/mL, y el CV intraensayo para el control 1 (41,1 ng/mL) y el
control 2 (521,5 ng/mL) fueron 5,54 y 5,34%, respectivamente. Las concentraciones
de leptina se determinaron mediante un radioinmunoensayo en fase liquida (RIA)
utilizando un kit comercial de mdultiples especies leptina (RIA kit, Millipore, EE.UU.)
previamente reportado en bovinos (Pinotti y Rosi., 2006). El RIA tuvo una sensibilidad
de 1,4 ng/mL. Todas las muestras se determinaron en el mismo ensayo y el CV
intraensayo para el control 1 (4,2 ng/mL) y el control 2 (18,8 ng/mL) fueron 7 y 5,16%,
respectivamente.

Las concentraciones de adiponectina se midieron con un kit RIA humana (HADP-61
HK, Millipore, EE.UU.), utilizando muestras de plasma sin diluir. La sensibilidad del

ensayo fue de 1,54 ng/mL. Todas las muestras se determinaron en el mismo ensayo
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y el CV intraensayo para el control 1 (12,2 ng/mL) y el control 2 (95,4 ng/mL) fueron
9,6 y 6,2%, respectivamente.

Las concentraciones de progesterona se determinaron por RIA en fase sélida
utilizando kits comerciales (Diagnostic Product Co., Los Angeles, CA, USA) segun
Sosa y col., (2006). La sensibilidad del ensayo fue de 0.02 ng/L y el coeficiente de

variacion intraensayo fue de 10.3 %.

Transcriptos
Se extrajo ARN total de utero y utilizando TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),

seguidos de precipitacion con cloruro de litio y tratamiento con DNAsa utilizando un
kit DNA-freeTM (Ambion, Austin, TX, USA). Para cada muestra, se sintetizo ADN copia
(ADNc) mediante transcripcion reversa usando una transcriptasa SuperScript |l
(Invitrogen) con primers oligo-dT y 1ug de ARN total afiadido como molde.

Se determino la expresion génica mediante PCR en tiempo real o cuantitativo (QPCR),
utilizando el equipo Rotor-GeneTM 6000 (Corbett Life Sciences, Sydney, Australia).
Las secuencias producto del PCR en tiempo real y la longitud de los productos
esperados de los primers para amplificar el ADN de los genes IGF1 e IGF2 y de los
controles endégenos hypoxanthine- guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) y
ribosomal protein L19 (RPL19), se encuentran en la tabla 1. Las reacciones de PCR
en tiempo real fueron realizadas agregando 7.5 pyL SYBR®Green master-mix
(Quantimix EASY SYG kit, Biotools B&M Labs, Madrid, Spain), cantidades iguales
(isomolares) de primers forward y reverse (200 nM, Operon Biotechnologies GmbH,
Cologne, Germany), y 2 uL ADN diluido (1:7.5 in RNase/DNase free water) formando
un volumen final de 15 L.

Muestras fueron analizadas y duplicadas en 72-disk Rotor-GeneTM 6000 (Corbett
Life Sciences, Sydney, Australia). Se utilizaron condiciones standard de amplificacion
gue se describen a continuacion: 3 min a 95°C y 40 ciclos de 15s a 95°C, 40s a 60°C,
and 10s a 72°C. Hacia el final de cada corrida de PCR, la eficiencia de las curvas
fueron analizadas para asegurarse de que el segmento deseado estaba siendo
amplificado y para descartar contaminacion del ADN o de los primers.

Se agruparon muestras de ADNc de 6 ovejas (3 de cada tratamiento) para proveer un
control exégeno y se realizaron diluciones seriadas de este pool (de 100 a 6.25

ng/tubo) para realizar la curva de regresion de cada gen. La eficiencia (E) de los
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ensayos fue calculada de acuerdo a la formula E = (10-Vslore -1) (Tabla 1) (Rutledge y
Cote., 2003).

La expresiéon genética fue medida por la cuantificacion relativa (Pflaffl, 2009) para el
control exdégeno y se normalizé para la expresion media geométrica de los genes de
control endégeno (HPRT and RPL19), tomando en cuenta las eficiencias (Pflaffl,
2009). Ambos HPRT y RPL19 han sido usados antes para controles enddgenos en
Utero (Thisseny col., 1994; Sosa y col., 2009a) y su expresion se mantuvo sin cambios
entre las muestras en este estudio.

Tabla 1. Secuencia de oligonucledtidos usados para la cuantificacion de ADNc de IGF1 e IGF2 y
controles endogenos (PRL19 y HPRT).

Accesion Length Efficiency References

number
IGF1 NM_001009774.3 R ACTGGAGAGCATCCACCAAC 209 1.20 de Bruny col., 2014

Gene Primers sequence
a (pb)
F TTGCACTTCAGAAGCAATGG

F ACCCTCCAGTTTGTCTGTGG
IGF2 NM_001009311.1 R GGGGTATGCTGTGAAGTCGT 210 1.25 de Bruny col., 2014

F CCCCAATGAGACCAATGAAATC
RPL19 NM_001040516.1 R CAGCCCATCTTTGATCAGCTT 119 1.04 Chen, et al., 2006

F
HPRT XM_580802 TGGAGAAGGTGTTTATTCCTCATG 105 1.09 Carriquiry et al., 2009
R CACAGAGGGCCACAATGTGA

Analisis estadistico

En el Experimento 1, se analizaron las concentraciones hormonales plasmaéticas, el
PV y la CC por un procedimiento mixto (Statistical Analysis System (SAS), Institute
Inc., Cary, NC, USA) de medidas repetidas en el tiempo cuyo modelo estadistico fue
la nutricion de la madre donadora y de la madre receptora, el estado fisioldgico
(gestada, no gestada), el dia y las interacciones entre ellos.

En el Experimento 2, las concentraciones hormonales plasmaticas, el PVyla CC, y la
determinacidon de transcriptos se analizaron por andlisis de varianza utilizando un
modelo mixto que incluyé los efecto de tratamiento nutricional (subnutrido vs. control)
(Statistical Analysis System (SAS) Institute Inc., Cary, NC, USA).

Para ambos experimentos, las medias de los grupos se compararon por Test de
Tukey-Kramer. Se considerd significativo cuando la p<0.05 y tendencia cuando p>0.05

y p<0.1.
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RESULTADOS

Experimento 1

Como se puede observar en la tabla 2, el tratamiento nutricional en las donadoras no

afecto la fertilidad al dia 18 o al 40 o la mortalidad embrionaria.

La fertilidad al dia 18 o 40 tampoco fue afectada por el tratamiento nutricional de las
receptoras, si bien los porcentajes parecen diferenciarse (receptoras controles 72% y

receptoras subnutridas 55%, independientemente del origen del embrion)

Las ovejas receptoras controles tendieron a presentar una menor mortalidad
embrionaria tardia con respecto a las ovejas receptoras subnutridas cuando
embriones de buena calidad fueron transferidos (14,3% vs 34,8%, p=0.11, tabla 2).

Tabla 2. Tasas de fertilidad (% de ovejas prefiadas) y de mortalidad embrionaria al dia 18 y 40
en ovejas receptoras alimentadas 1,5 M (Grupo Control) y alimentadas 0,5 M (Grupo Subnutrido)
con embriones provenientes de ovejas donadoras controles o subnutridas.

Donadora C DonadoraS DonadoraC  DonadoraS p yalor
Receptor C  Receptora C ReceptoraS Receptora S

Fertilidad dia 18 79% (11/14) 91% (10/11) 80% (12/15) 92% (11/12) NS

Fertilidad dia 40 71% (10/14) 73% (8/11) 53% (8/15)  58% (7/12)  0.17

Mortalidad 9.1% (1/11) 20% (2/10) 33.3% (4/12) 36.4% (4/11) 0.11
embrionaria
tardia
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El tratamiento nutricional al que se sometié a los animales provocé la respuesta
esperada en cuanto a cambios en el PV y la CC, y a la modificacion de los perfiles de
AGNE (Tabla 3). Las ovejas subnutridas del experimento 1 presentaron una
disminucién del 8% del PV y de un 15% de la CC a lo largo del experimento. Sin

embargo, las ovejas del grupo control mantuvieron ambos parametros.

Las concentraciones plasmaticas de AGNE aumentaron en respuesta a la subnutricion
(Tabla 3).

Tabla 3. Variaciones de peso vivo (PV), condicién corporal (CC) y AGNE previo al comienzo de
las dietas diferenciales (inicial) y en el momento del sacrificio (final) en ovejas alimentadas 1,5 M
(Grupo Control) 0 0,5 M (Grupo Subnutrido).

Control Subnutrido
PV inicial 57,3+1,62 56,2 + 1,42
PV final 57,9+ 1,72 51,8+ 1,7°
CC inicial 2,7+0,12 2,6 +0,12
CC final 2,8+0,22 2,2 +0,2b
AGNE 0,10 £ 0,022 0,19 + 0,02°

El tratamiento nutricional modificO las concentraciones de insulina. Las ovejas
subnutridas presentaron menores concentraciones que las ovejas controles
(31,1£1.3 pUl/ml vs. 34,5+5.5 pUl/ml, Tabla 4). Cuando se comparan las medias por
Test de Tukey-Kramer se encontré que las ovejas subnutridas prefiadas tienden a
presentar mayores concentraciones de insulina en relacién a los subnutridas no
prefiadas (p=0.10)

Sin embargo, el tratamiento nutricional no afecto las concentraciones de leptina, IGF1
o adiponectina (Tabla 4).

Las concentraciones plasmaticas de progesterona a dia 7 no fueron afectadas por el
tratamiento nutricional o el estado reproductivo. Sin embargo cuando se comparan las
medias por Test de Tukey-Kramer se encontré que las ovejas subnutridas prefiadas
presentaron concentraciones plasmaticas de progesterona mas elevadas que las
ovejas controles prefadas (p<0.05) y que las ovejas subnutridas no prefadas
(p<0.05).
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Tabla 4. Variaciones de peso vivo (PV), condicién corporal (CC) y concentraciones plasmaticas
de AGNE (mM) progesterona al dia 7 (ng/ml) factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(IGF1,ng/ml) , insulina (uUI/ml), leptina (ng/ml) y adiponectina (ng/ml) en ovejas preiiadas y no
prefiadas previo al comienzo de las dietas diferenciales (inicio) hasta el dia 7 luego del estro en
ovejas alimentadas 1,5 M (Grupo Control) o 0,5 M (Grupo Subnutrido).

Control Subnutrido
Prefiadas o Prefiadas ')IO SEM T Prefiez
prefiadas prefiadas

(n=18) (n=7) (n=15) (n=12)

Peso vivo 57.52 58.42 52.3P 50.4° 0,85 <0.0001 NS

CC 2.612 2.752 2.32b 2.18° 0,12 0,0006 NS
AGNE 0.112 0.092 0.20° 0.17° 0,02 0,0001 NS
P4 dia 7 5.732 6.292° 9.61° 5.232 1,94 NS NS
IGF1 295,7 3171 291,7 301,3 16,2 NS NS
Insulina 34.08 34.82 32.530x 29.7% 1,45 0,03 NS
Leptina 0,81 0,71 0,67 0,53 0,17 NS NS
Adiponectina  18.7 17,4 17.0 17,3 1,03 NS NS

Experimento 2

En respuesta a la subnutricion los animales presentaron una disminucion del PV de
un 11% y un 16% de condicidén corporal. Las ovejas del grupo control mantuvieron
ambos parametros.

Las concentraciones plasmaticas de AGNE aumentaron en las ovejas subnutridas en

relacion a las controles (Tabla 5).

Tabla 5. Variaciones de peso vivo (PV), condicion corporal (CC) y AGNE previo al comienzo
de las dietas diferenciales (inicial) y en el momento del sacrificio (final) en ovejas alimentadas
1,5 M (Grupo Control) o 0,5 M (Grupo Subnutrido).

Control Subnutrido

PV inicial 71,9+0,78 71,9 +£0,52
PV final 70,1 £ 0,72 63,8 + 0,5P
CC inicial 3,2+0,22 3,2+0,22
CC final 3,3+0,22 2,7+0,1b

AGNE 0,44 + 0,04 0,61 + 0,052

La subnutricion provocod una disminucion en los niveles plasméticos de insulina
(p<0.01), IGF1 (p<0.01) y leptina (p=0.02) en relacion a los controles (Figura 1). No
se encontraron diferencias de tratamiento para adiponectina (Figura 1).
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Figura 1. Concentraciones plasmaticas de Insulina (ulU/mL), IGF1 (ng/mL), Leptina (ng/mL) y Adiponectina
(ng/mL) en ovejas alimentadas 1.5 (Control, n=9) o 0.5 (subnutridas, n=7) los requerimientos nutricionales
de mantenimiento. Los valores se expresan como medias minimas cuadradas + error estandar.
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ARNm IGF1

Efecto de la subnutricién sobre la expresidon génica de factores de crecimiento en el
endometrio ipsilateral al CL al dia 16 del ciclo estral (Experimento 2).

La subnutricion no afecto la expresion relativa de transcriptos de IGF1 e IGF2 en
cuerno uterino ipsilateral al cuerpo luteo (Figura 2).
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Figura 2. Expresion relativa de transcriptos de IGF1 e IGF2 en Utero ipsilateral al cuerpo lateo (n=16) al dia
16 del ciclo estral. Los datos son presentados como cuadrados minimos + error estandar.
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DISCUSION

En el experimento 1, no se encontraron diferencias de fertilidad entre ovejas controles
y subnutridas al dia 18. Las ovejas receptoras controles presentaron una fertilidad de
72% al dia 40, mientras que las ovejas receptoras subnutridas presentaron una
fertilidad de 55%, lo que evidencia una reduccion de alrededor del 20% de la fertilidad
de los animales subnutridos, sin embargo el nimero de animales es reducido y esto
podria explicar el hecho de que no se encontraran diferencias significativas. Esto
concuerda con lo reportado por Abecia y col. en 1995 y 1999 que en animales con
una dieta que proporcionaba la mitad de los requerimientos nutricionales diarios de
mantenimiento, encontré una disminucion significativa de la performance reproductiva
de las ovejas. Esto si se hace mas marcado en los calculos de mortalidad embrionaria,
las ovejas receptoras subnutridas tendieron a presentar una mayor mortalidad
embrionaria tardia con respecto a las ovejas receptoras controles, esto nos permite
deducir que cuando embriones de buena calidad son transferidos la supervivencia
embrionaria es dependiente principalmente del ambiente materno en el que se

desarrolla el embrién, siendo independiente de la historia nutricional del mismo.

Las ovejas subnutridas prefiadas presentaron mayores concentraciones de
progesterona al dia 7 en relacion a las ovejas controles prefiadas. Mayores niveles de
progesterona plasmética en subnutridas en relacion a controles ya ha sido reportado
previamente (Parr y col., 1987, 1993, Lozano y col., 1998), y se relaciona con un mayor
metabolismo de esta hormona a nivel hepatico. Sin embargo, es posible que las
concentraciones plasmaticas de progesterona no sean un reflejo fiel de las
concentraciones locales en el tracto reproductivo, ya que la produccion plasmatica de
progesterona por el cuerpo Iiteo no se ha visto afectada por la subnutricion (Abecia y
col., 1995, 1997). Asimismo, ha sido reportado previamente por Lozano y col., (1998)
gue a nivel local, en el tejido endometrial, las concentraciones de progesterona son
menores en ovejas subnutridas dia 5 de gestacion. A su vez, nuestros resultados
evidencian que las ovejas subnutridas prefladas presentaron mayores niveles de

progesterona plasmatica que la subnutridas no prefiadas.
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La progesterona tiene un papel esencial en la reproduccion y para el mantenimiento
de la gestacion (Graham y Clarke, 1997), por esto suponemos que el grupo que pudo
mantener la prefiez fue el que tenia mayores concentraciones plasmaticas de
progesterona. Esto podria deberse a una alteracion en la funcién lutea normal de los
animales que no mantuvieron la prefiez, los cuales ademas tenian una condicion
corporal y peso vivo similar aunque numéricamente menor al grupo subnutrido que

mantuvo la prefiez.

El tratamiento nutricional fue eficaz produciendo una disminucién en el peso vivo.
Cuando las ovejas se sometieron al periodo de subnutricibn de 22 dias en el
experimento 1 y de 31 dias en el experimento 2, se produjo una disminuciéon del PV
del 8% y 11% respectivamente. En el experimento 1, el periodo de subnutricion tuvo
una duracién comparable con los experimentos realizados por de Brun, (2014), en los
cuales en 20 y 22 dias de periodos de subnutricién, la disminucion del peso vivo fue
de 9% y 5% respectivamente. Asimismo, en el experimento 2 el periodo de
subnutricién puede ser comparable a lo descrito por Sosa y col., (2009a), donde
animales subnutridos durante 27 dias, tuvieron una disminucion del peso vivo de 9 a
12 %. Es asi, que las disminuciones de los PV en los experimentos 1 y 2 concuerdan
con los antecedentes de nuestra linea de investigacion, en el que el disefio
experimental fue similar en ambos grupos y ademas fueron realizados bajo las mismas
condiciones climaticas.

En cuanto a la condicion corporal, en el experimento 1, las ovejas subnutridas tuvieron
una disminucién de la condicion corporal del 15% y en un 16% en el experimento 2.
Los valores de peso vivo y de la condicidn corporal de las ovejas del experimento 2,
fueron mayores que los de las ovejas del experimento 1. Esto es importante ya que
las respuestas endocrino-metabdlicas a un episodio de restriccion nutricional
dependen de las reservas corporales previas al comienzo del experimento, lo que se
denomina “memoria metabdlica” (Chilliard y col., 1998; Zhang y col., 2005; Blache y
col., 2006; Fernandez-Foren y col., 2011).

La subnutricién provocé una movilizacion de las reservas grasas como se demuestra
a través de las concentraciones elevadas de AGNE. Esto es esperable ya que cuando
los aportes no satisfacen los requerimientos energéticos, el animal dispone de sus
reservas de triglicéridos para su utilizacion por los diferentes tejidos (Chilliard y col.,
1998).
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En el experimento 1 los valores de AGNE aumentaron en un 90% en cambio en el
experimento 2, aumentaron en un 39%, esto podria deberse, como ya comentamos,
a una diferente duracion de la subnutricion en ambos experimentos y a su vez también
a un diferente estado de reservas al comienzo del mismo, lo cual provoco que las
respuestas metabdlicas en ambos experimentos fueran diferentes. A su vez es
importante destacar también, que si bien se utilizaron kits similares, los aparatos
utilizados para la determinacion de AGNE difiri6 en ambos experimentos, lo que
también podria explicar en parte las diferencias encontradas en los valores absolutos
entre los experimentos 1y 2.

La subnutricidbn provoco una disminucion de insulina en ambos experimentos. La
disminucidn en las concentraciones de insulina es consistente con lo reportado
previamente por Sosa y col., (2006) y Abecia y col., (2013). Se ha propuesto que la
disminucién en las concentraciones de insulina en animales subnutridos es una
estrategia para disminuir los requerimientos de energia cuando la disponibilidad de
nutrientes es baja (de Brun, 2014). Esto tiene como consecuencia una disminucion del
anabolismo, lipogénesis y del transporte de glucosa (Flint y col., 2003). Esto pone a la
insulina como uno de los indicadores metabdlicos més eficientes en reflejar el estado
nutricional de las ovejas (Caldeira y col., 2007). En el experimento 1 de esta tesis,
cuando se comparan las medias por test de Tukey-Kramer se encontré6 que los
animales subnutridos prefiados tienden a presentar mayores concentraciones de
insulina en relacion a los subnutridos no prefiados. Por lo tanto se sugiere que aquellas
ovejas que pudieron enfrentar mejor la restriccién nutricional, reflejado en la variacion
de concentraciones hormonales, fueron las que mantuvieron la prefiez. La menor
concentracion de insulina en las subnutridas no prefiadas muestra que esta hormona
tiene un efecto importante sobre la prefiez, pudiendo actuar a través de receptores de
insulina presentes en el endometrio de la oveja y/o regulando la funcién uterina
(Fowden y col., 1989; Gluckman y Pinal, 2003; Dupont y col., 2014).

Como vimos anteriormente, la subnutricion altera el éxito reproductivo, y esto puede
estar causado por las sefales que se producen entre el embridn y el ambiente uterino,
en respuesta a un ambiente hostil. Por lo tanto, alteraciones en este sistema de
sefales resulta en fallas en la implantacién, pérdida embrionaria temprana, desarrollo

y crecimiento retardado o acelerado del embrion (Barnes, 2000).
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Se ha demostrado previamente, que la insulina estimula la sintesis de progesterona
en las células luteales (Wathes y col., 1995), por tanto, no es sorprendente que los
animales subnutridos que fueron exitosos en mantener la prefiez fueron aquellos
animales con mayores concentraciones plasmaticas de estas hormonas. Por tanto
estos mecanismos, en conjunto, podrian explicar el éxito de prefiez en ovejas

subnutridas.

Si bien no se encontraron cambios en las concentraciones plasmaticas de IGF1l y
leptina en el experimento 1, los animales subnutridos del experimento 2 presentaron
una reduccion en las concentraciones de estas hormonas en relacion a los animales
controles. Estas diferencias encontradas pueden ser explicadas por el fenémeno de
memoria metabdlica, las respuestas metabdlicas a los cambios en el estado
metabolico dependen del mismo en un pasado cercano (alimentacion, efecto
dinamico) o lejano (CC, efecto estatico), (Chilliard y col., 2005; Zhang, 2005; Blache y
col., 2006; Fernandez-Foren y col., 2011). Por tanto, es probable que los cambios
metabolicos del organismo para adaptarse al nuevo estado fisiolégico, no hayan sido
de la misma indole en los dos experimentos, debido a que el estado de las reservas
corporales iniciales de las ovejas fue diferente entre los experimentos, y por esto varia
el impacto de la subnutricion (Fernandez-Foren y col., 2011). A su vez de acuerdo a
lo propuesto por Soca y col., (2013) las concentraciones de IGF1 integrarian la
memoria metabdlica (reserva de energia) y la energia disponible, mientras que las
concentraciones de insulina y AGNE pueden ser un reflejo del equilibrio entre la
ingesta diaria y los requerimientos de energia.

La disminucion de IGF1 frente una restriccion nutricional es consistente con lo
reportado previamente por Sosa y col., (2006). En periodos de subnutricién existe un
desacoplamiento del eje somatotrépico provocando una disminucion en las
concentraciones de IGF1, aun con aumento de GH (Chilliard y col., 1998; Breier, 1999;
Kobayashi y col., 1999; Kim, 2014). Este es un mecanismo que asegura la distribucion
de nutrientes a los diferentes tejidos cuando la energia disponible es limitada
(Fernandez-Foren y col., 2011). Por otra parte, la disminucion de los niveles
plasmaticos de IGF-1 también puede comprometer la eficiencia reproductiva, ya que
estd comprobado su efecto sobre la fertilidad, desarrollo embrionario y placentario
(Wathes y col., 1998; Keller y col., 1998; Uribe-Veldzquez y col., 2008).
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La leptina es producida principalmente por el tejido adiposo y esta positivamente
relacionada con el nivel de grasa corporal (Chilliard y col., 1998; Delavaud., y col 2000;
Chilliard y col., 2005). Como ha sido previamente reportado por Fernandez-Foren y
col., (2011), animales con alta condicion corporal tienen caidas mas evidentes en las
concentraciones plasmaticas de leptina, lo que concuerda con sucedido en el
experimento 2. Por otro lado, los animales con menor condicion corporal expuestos a
subnutricion, poseen variaciones en las concentraciones de leptina plasmatica menos
evidentes, lo que puede evidenciarse con los animales del experimento 1. La
reduccion en las concentraciones de leptina durante la subnutricién, puede actuar
como sefial para aumentar el apetito, disminuir los gastos de energia y la actividad
reproductiva (Chilliard y col., 2000). Ademas, la leptina parece ser el mas importante
regulador de la actividad reproductiva en especies de laboratorio (Kawamura y col.,
2002; Krug y Ehrhart-Bornstein, 2005), como también lo es en rumiantes (Chilliard y
col.,, 2005). Ademas de estos cambios, los cuales son de indole sistémico, es
importante tener en cuenta su accion a nivel local actuando directamente en tejidos
periféricos de forma paracrina o autocrina pudiendo provocar alteraciones a nivel del
entorno uterino que comprometan la prefiez (Chilliard y col., 2005).

La subnutricibn no provocé variaciones en las concentraciones de adiponectina en
ninguno de los dos experimentos. La adiponectina es producida por el tejido adiposo
y se ha comprobado su efecto sobre el metabolismo y la reproduccion en otras
especies (Monget y col., 2008; Ye y col., 2013; Reverchon y col., 2014). Esto nos
lleva a pensar que las variaciones de la misma puede afectar el éxito de la prefiez,
pero la falta de estudio sobre estos efectos en ovinos (Kasimanickam y Kasimanickam,

2011) limitan nuestro andlisis sobre los resultados de este trabajo.

Expresion génica en el tracto reproductivo

La disminucion de los niveles plasmaticos de IGF1 encontrada en los animales
subnutridos del experimento 2, contrasta con el efecto en la expresion relativa de

transcriptos de IGF1 e IGF2 en el cuerno uterino ipsilateral al cuerpo luteo, ya que en

estos no se observaron diferencias.
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Estos resultados son diferentes a lo encontrado por de Brun y col., (2013) en el cual
se reportan diferencias de expresion de transcriptos de IGF1 en el endometrio al dia
5 de la prefiez, por otro lado son similares a lo que encontrado por Sosa y col., (2009b)
en donde no encontrd diferencias en la expresion de transcriptos a nivel endometrial
en ovejas prefiadas al dia 14 de prefiez. Es probable que estas diferencias se deban
a una expresion diferencial de estos transcriptos a lo largo del desarrollo embrionario,
siendo mas importantes durante las primeras etapas de crecimiento, la concentracion
de los mismos a nivel endometrial varia segun el dia del ciclo, marcando el estro como
el momento de mayor expresion y disminuyendo progresivamente. A su vez las
concentraciones de transcriptos a nivel de las glandulas endometriales profundas se
mantiene en valores altos a lo largo de todo el ciclo, en cambio en glandulas
superficiales y miometrio posee un pico en los primeros dos dias (Stevenson y col.,
1994).

En cuanto a si hay o no cambios a nivel endometrial en la expresioén de transcriptos
entre relacion a la prefiez, Stevenson y col., (1994) comprobo que la expresion génica
a nivel endometrial no varia entre ovejas gestantes y no gestantes en los dias 2y 15
después del estro; esto contradice lo encontrado por Sosa y col., (2009b) que reporto
una mayor expresion de transcriptos de IGF1 e IGF2 al dia 14 en ovejas gestantes
con respecto a las no gestantes.

Tanto IGF1 e IGF2 estimulan la proliferacion celular y la diferenciacién del embrion y
de las células endometriales. Estos efectos son mediados por los receptores de IGF1
e IGF2y las proteinas de union a IGF (IGFBP) (Kaye y col., 1997; Wathes y col., 1998;
Keller y col., 1998). Ademas, las IGFs son producidas también en tejidos periféricos
actuando a nivel local (Stevenson y col., 1994; Thissen y col., 1994).

Consideramos que la modulacién de la reproduccion por la IGF1 e IGF2 pudo haberse
visto comprometida por una diferente produccion de las mismas y de las IGBP
principalmente a nivel local. Las IGBPs son capaces de modular las funciones de IGFs
tanto de manera positiva como negativa (Clemmons, 1998; Rechler y col., 1993),
alterando la disponibilidad de la hormona activa y los receptores celulares (Jones y
Clemmons, 1995). La actividad reguladora de las IGFBP varia segun el dia del ciclo
estral y el estado reproductivo (Keller y col., 1998). A su vez modificaciones en la dieta
cambian la abundancia sérica de las proteinas de union a IGF (IGFBP) en animales y
humanos (Thissen y col., 1994) pudiendo de esta manera comprometer la funcion

reproductiva en estados de subnutricion.
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IMPLICANCIAS DE ESTA TESIS

La subnutricidn es una situacion a la cual las ovejas en Uruguay enfrentan afio a afio,
debido a que no tienen un aporte homogéneo de nutrientes durante todo el afio por
poseer un sistema de cria ovina pastoril extensivo, con altos porcentajes de pasturas
naturales (que oscilan entre 93.1% en basalto superficial, 54.1% en la region litoral
oeste, con un promedio general entre 80-85%) (Carambula., 2008). Las pasturas
estan constituidas por dos grupos fundamentales invernales (c3) y estivales (c4)
estando en otofio y primavera la mayoria de las especies activas (Carambula., 2008),
lo que lleva a tener periodos de exceso de forraje y periodos de carencia de este.
Situacién particularmente importante en invierno en el cual existe una baja
disponibilidad de forraje que no permite alcanzar consumos adecuados para suplir los
requerimientos de las ovejas de cria en gestacion avanzada. (Montossi y col., 1998).
Por otro lado, la encarnerada se produce en periodos donde la subnutricidon no seria
habitual ya que existe una buena disponibilidad de forrajes para cubrir los
requerimientos nutricionales de las ovejas. Sin embargo, se podria establecer estados
de subnutricion causados por los problemas sanitarios. Uno de los principales a nivel
nacional son los nematodes gastrointestinales. El nivel de parasitosis segun recuento
de huevos por gramo de materia fecal (hpg) tiene marcados efectos sobre la
reproduccion, disminuyendo la tasa ovulatoria y aumentando las perdidas
embrionarias (Fernandez Abellay col., 2006). El pietin (foot rot) es otro grave problema
sanitario que puede influenciar el estado nutricional de las majadas. Es una
enfermedad comun en los ovinos y de dificil erradicacion que causa grandes pérdidas
econdémicas. Las ovejas infectadas claudican y no pastorean suficiente y no tienen su
maximo comportamiento reproductivo (William y col., 1993). Estudios realizados en
borregos Corriedale afectados por Pietin, evidenciaron que se produce una
disminucion del 4% en la produccion de carne y modificaciones en la calidad de la
lana, sin considerar las complicaciones mas comunes de miasis y abscesos (Mederos
y col, 2001). En nuestro pais se ha prestado mucha atencién a la alimentacién en el
ultimo tercio de gestacion gracias al esfuerzo de los profesionales en resaltar la
importancia de este periodo y a la visibilidad de los resultados de esta buena préactica
en un aumento en la supervivencia de los corderos y disminucion de patologias
metabdlicas en ovejas gestantes. Pero por otro lado podria no estar teniéndose en

cuenta el verdadero estado en que llegan nuestras ovejas a la encarnerada por la
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dificil visualizacion de sus consecuencias. Consideramos que las pérdidas
embrionarias se encuentran subestimadas a nivel productivo en Uruguay porque su
efecto directo no seria una disminucién importante del procreo ya que muchos de los
animales que fallaron, seran fecundados en ciclos estrales posteriores. Por tanto, si
bien el principal efecto seria una dispersion de los nacimientos, también se estaria
hipotecando el desempefio reproductivo de la majada (prolificidad y fecundidad)
(Fernandez Abella y col., 2007).
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CONCLUSIONES

La subnutricion modifica el estado metabdlico (experimento 1y 2) y estas alteraciones
pueden estar asociadas al éxito reproductivo (experimento 1), principalmente

progesterona e insulina.

Cuando se transfieren embriones de buena calidad, las fallas reproductivas en los
animales subnutridos se asocian principalmente a factores maternos, y no a factores

provenientes del embrion (experimento 1).

La subnutricién no afecta la expresion de factores de crecimiento tipo insulinicos 1 y
2 en el endometrio ipsilateral al CL, al dia 16 del ciclo estral. La disminucion de IGF1
a nivel sistémico puede no estar relacionada directamente con un cambio en la

expresion de transcriptos a nivel endometrial (experimento 2).
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