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RESUMEN

La hipétesis de esta tesis fue que existen diferencias endocrinas entre
ovejas de genotipo grande (Suffolk) y pequenio (Cheviot) que estan
asociadas a diferencias en el crecimiento embrionario temprano; y que la
expresion génica y proteica endometrial al dia 19 de gestacién depende de
la raza de la oveja pero también de la raza del embrion transferido. En el
experimento 1 se determinaron las concentraciones circulantes de
progesterona (P4), factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1),
insulina y adiponectina (Adipog) en ovejas Suffolk y Cheviot durante la
gestacion temprana. Las ovejas Cheviot presentaron mayor concentracion
de P4 que las ovejas Suffolk desde el dia 6 al 21 de prefiez, ademas la P4 se
vi6 afectada por la tasa de ovulacién, las ovejas con dos cuerpos luteos
tuvieron mayores concentraciones de P4 que las ovejas con ovulacién Unica.
Las concentraciones de insulina también fueron mayores en ovejas Cheviot,
mientras que las concentraciones de IGF-1 no difirieron entre razas. Las
ovejas Suffolk presentaron mayores concentraciones de Adipoq. En el
experimento 2 se determind la expresion génica y/o proteica de receptores
de progesterona (PR), estrogenos alfa (ERa), de insulina (INSR), de Adipoq
1y 2 (AdipoR1/R2) y de IGF tipo 1 (IGFRT), IGF-1, IGF-2, proteinas de
union a IGF (IGFBPs) 1 a 6, mucina 1 (MUC-1), ciclooxigenasa 2 (PTGS2) y
antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA). La expresion génica de PR,
IGF-1, IGFBP2 e IGFBP5 fue mayor en ovejas Suffolk que en las Cheviot. La
expresion de IGF-2 e IGFBP3 fue mayor en ovejas Cheviot con embriones
Cheviot que ovejas Cheviot con embriones Suffolk. Las ovejas con
embriones Cheviot tendieron a presentar mayor expresion de ARNm de
PTGS2 que ovejas con embriones Suffolk. La expresién de IGFR1 tendié a
ser mayor en ovejas Suffolk con embriones Cheviot que en ovejas Suffolk
con embriones Suffolk. La intensidad de tincién de ERa fue mayor en ovejas
Cheviot que en las Suffolk, mientras que las ovejas Suffolk tendieron a
presentar mayor intensidad de tincion para PTGS2. Las ovejas Cheviot con
embriones Suffolk tuvieron una menor tincion de PTSG2 que las ovejas
Suffolk con embriones Suffolk. Este estudio mostré que las diferencias
endocrinas durante la gestacién temprana podrian estar explicando las
diferencias en el crecimiento embrionario al dia 19 de gestacion entre razas.
La expresion endometrial de las proteinas relacionadas a la gestacion en
ovejas Suffolk y Cheviot se vi6 afectada por la raza de las ovejas asi como
también por la del embrién, mostrando que la comunicacion Utero-concepto
es influida por las razas desde muy temprano en la gestacioén.




SUMMARY

The hypothesis of this thesis was that there are endocrine differences
between big (Suffolk) and small genotype (Cheviot) ewes that are associated
with differences in early embryonic growth; endometrial gene and protein
expression at day 19 of gestation depends on the breed of the ewes but also
of the breed of the embryo transferred. In Experiment 1 circulating
concentrations of progesterone (P4), insulin like growth factor 1 (IGF-1),
insulin and adiponectin (Adipoq) were determined in Suffolk and Cheviot
ewes during early gestation. Cheviot ewes showed higher P4 concentration
than Suffolk ewes from day 6 to 21 of pregnancy, in addition P4 was affected
by ovulation rate, the ewes with two corpora lutea had higher P4
concentrations than the ewes with just one ovulation. Insulin concentrations
were also higher in Cheviot ewes, while IGF-1 did not differ among breeds.
Suffolk ewes had higher concentrations of Adipog. In experiment 2 gene and
/ or protein expression of receptors of progesterone (PR), estrogen alpha
(ERa), insulin (INSR), Adipog 1 and 2 (AdipoR1 / R2) and IGF type 1
(IGFR1), IGF-1, IGF-2, IGF binding proteins (IGFBPs) 1 to 6, mucin-1 (MUC-
1), cyclooxygenase-2 (PTGS2) and proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
were determined. Gene expression of PR, IGF-1, IGFBP2 and IGFBP5 was
higher in Suffolk than in Cheviot ewes. The expression of IGFBP3 and IGF-2
was higher in Cheviot ewes embryo Cheviot ewes embryo Suffolk. Ewes
carrying Cheviot embryos tended to have higher PTGS2 mRNA expression
than ewes carrying Suffolk embryo. IGFR1 expression tended to be higher in
Suffolk ewes carrying Cheviot embryo than in Suffolk ewes carrying Suffolk
embryo. The staining intensity of ERa was higher in Cheviot than in Suffolk
ewes, while Suffolk ewes tended to have higher staining intensity for PTGS2.
Cheviot ewes carrying embryo Suffolk had lower staining for PTSG2 than the
Suffolk ewes carrying Suffolk embryos. This study showed that the endocrine
differences during early gestation could be explaining the differences in
embryonic growth at day 19 of gestation between breeds. The endometrial
expression of proteins related to pregnancy in Suffolk and Cheviot ewes were
affected by the breed of ewe as well as for the embryo breed, showing that
utero-conceptus communication is influenced by the breeds from very early
in gestation.




1. INTRODUCCION

1.1.  Fertilidad y transferencia embrionaria ovina

La fertilidad puede verse afectada por numerosos factores como el estrés, la
nutricion, la estacién del afo, el intervalo parto-servicio, las condiciones
climaticas, la presencia y comportamiento de los machos, la edad de la oveja
y el grado de consanguinidad del rebafo (Buratovich, 2010).

El desarrollo embrionario preliminar y la preparacion del Gtero para la
implantacion son los mayores determinantes en la fertilidad (Wen-ge et al.,
2003), ya que las pérdidas embrionarias ocurren con mayor frecuencia
durante la pre-implantacién, por disfunciones uterinas o problemas en el
desarrollo del concepto (Al-Gubory et al., 2014). Se ha propuesto que una
importante causal de las pérdidas embrionarias postransferencia es la
“aptitud” de las receptoras para promover el crecimiento embrionario y
mantener la prenez (Cowley et al., 1989).

El desarrollo folicular, el desarrollo embrionario temprano y la implantacién
son procesos complejos regulados por multiples mecanismos celulares,
hormonales y moleculares que permiten que luego de la fertilizacion el
embrién pueda continuar su desarrollo, superar la fase de reconocimiento
materno de la gestacion, adherirse e implantarse en utero y asi aumentar
sus posibilidades de sobrevivencia (Pena et al., 2007). Se ha demostrado
que el ambiente uterino es clave en el desarrollo del feto e incluso del recién
nacido, en varias especies (Dickinson et al., 1962; Walton y Hammond,
1938; Cowley et al., 1989; Allen et al., 2002a; Allen et al., 2002b; Giussani et
al., 2002; Allen et al., 2004; Gardner et al., 2007; Gootwine et al., 2007).

1.2. Desarrollo embrionario temprano y ambiente uterino

La implantacién embrionaria es un proceso complejo que comprende varias
etapas, comenzando por la fijacién del blastocisto al Utero y terminando con
la formacidén de la placenta definitiva. El didlogo existente entre madre —
embrion desde el inicio de la gestacion, es mediado por sefiales moleculares
y celulares, que finalmente llevan a una sincronia entre el desarrollo del
embrién y una serie de eventos inducidos en el Utero por accién de los
estrogenos (E) y la progesterona (P4; Harvey et al., 1995; Wen-ge et al.,
2002). El crecimiento y desarrollo del concepto (embrién y membranas extra
embrionarias asociadas) en la pre-implantacién, son primariamente
regulados por el histotrofo, secretado principalmente por el epitelio luminal y
glandular (Satterfield et al., 2006). Para el establecimiento y mantenimiento
de la prefiez la P4 juega un papel crucial (Clement et al., 2009), preparando
el endometrio, aumentando el niumero y la secrecion de las glandulas
endometriales e inhibiendo la motilidad del miometrio. Actia sobre el
endometrio induciendo la expresién de genes que codifican para proteinas
gue son secretadas al ambiente uterino (Satterfield et al., 2006). La P4 actua
estimulando y mediando cambios para el crecimiento y diferenciaciéon del
concepto durante la prefiez temprana (Lonergan y Forde, 2015). La accion




de la P4 es mediada principalmente por su receptor (PR; Clark et al., 1992).
La exposicion continua del utero a la P4 provoca una regulacion negativa de
los mismos en el epitelio luminal y glandular. Por esta razén los PR no son
detectables en estos tipos celulares, en ovejas, luego del dia 11-13 de
gestacion (Spencer y Bazer, 1995).

Desde la fertilizacién y hasta su ingreso al Utero el embridn se encuentra
libre en la luz oviductal. Durante este tiempo sufre una serie de divisiones
mitéticas, denominadas clivaje, que dividen el gran volumen citoplasmatico
del cigoto en varias células mas pequefas, los blastébmeros, para formar una
masa de células totipotenciales, llamada moérula, estado en el que ingresa al
utero.
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Figura 1. Desarrollo pre-implantatorio e implantacion de un embridén ovino. Modificado de
Fontana, (2008).

En ovinos, aproximadamente al dia 4 de prefiez, el embrion ingresa al utero
(moérula, 16 — 32 células) (Figuras 1 y 2), y dos dias después se forma el
blastocisto. Este es una masa esférica de células que presenta una cavidad
central llena de liquido (blastocele) y esta rodeada por dos capas celulares:
la externa (trofoblasto) dara lugar a los anexos embrionarios y la interna
(embrioblasto) al embrién.

Entre los dias 8-9, el blastocisto tiene forma esférica, mide 200 um de
diametro y tiene aproximadamente 300 células, es entonces que comienza la
pérdida de la zona pellcida, y como consecuencia, comienza a observarse
la aparicion de los primeros contactos entre el trofoectodermo y el epitelio
luminal. También en esta instancia el blastocisto se posiciona e inmoviliza, la
orientacién del blastocisto no se da al azar, sino que es caracteristico dentro
de cada especie (Spencer et al.,, 2004b). Al dia 10 el blastocisto ya mide
entre 400 y 900 um de diametro y tiene unas 3000 células y comienza a
elongarse, en primera instancia se desarrolla en forma tubular y continta
hasta desarrollarse en un concepto filamentoso (Wintenberger-Torres vy
Flechon, 1974), dependiente de las secreciones uterinas (Kim et al., 2011).
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Figura 2. Migracién (A) y desarrollo (B) del embridn en el tracto reproductivo ovino y perfiles
de estrégenos y progesterona (C, lineas roja y azul, respectivamente) durante la prefiez
temprana (dia 0= ovulacién). Modificado de Spencer y Bazer, (1995).

Tanto el endometrio como el embrion secretan a la interfaz materno-fetal una
cantidad indefinida de factores de crecimiento, hormonas, proteinas y otras
sustancias que afectan la sincronia madre-embrion (Martal et al., 1997).
Godkin et al. (1982) aislaron la proteina responsable de bloquear el
mecanismo luteolitico, proteina trofoblastica ovina (0PN), que mas tarde se
denominé interferon tau (IFNt) (Roberts et al., 1992). Esta etapa de
elongacion es crucial para que comience la secrecion de IFNt (Farin et al.,
1989; Guillomot et al., 1993) el que asegura el mantenimiento del CL y por
consiguiente el mantenimiento de la prefiez, mediante la inhibicion de la
expresion de los receptores de estrégeno a (ERa, Kim et al., 2003). Los
estrogenos via sus receptores estimulan la expresién de los PR (Clark y
Mani, 1994) que en conjunto con la P4 son muy importantes en el
mantenimiento de la prefiez. Se ha observado que una alta concentracion
circulante de P4 en el periodo inmediato a la post-concepcién se asocia, en
ovinos, con el progreso en la elongacion del concepto (Satterfield et al.,
2006). Esto a su vez, se asocia con una mayor producciéon de IFNrt,
principalmente debido al aumento de tamafo del trofoblasto (Goff, 2002). El
tamafno del embrion es importante para evitar la lutedlisis, embriones
pequenos no serian capaces de producir suficiente IFNt para impedir la
lutedlisis y mantener la prefiez (Abecia et al., 2001; Lonergan y Forde, 2015).
Se acepta que la elongacién del concepto y secrecion de IFNt se relacionan
con la expresion de ciclooxigenasa 2(PTSG2) en el epitelio luminal y por lo
tanto la produccién de prostanglandinas (PGs) (Hamilton y Kennedy, 1994;
Kim et al., 2003). Es decir, la gestacidn inhibe la secrecion pulsatil de PGs,
responsable de la lutedlisis, pero aumenta su secrecién in situ.




Hacia el dia 14-15, el blastocisto ya esta ocupando el largo total del cuerno
uterino ipsilateral al CL y sus membranas se extienden por el cuerno
contralateral, es en esta etapa que fortalece el contacto con el EL, dando
comienzo al periodo de aposicion (Guillomot et al., 1993; Brook et al., 2014).
Este proceso esta acompafnado de una reduccion de las microvellosidades
que rodean al trofoectodermo (Guillomot et al., 1981, 1993).

Hacia el dia 22 tiene lugar el periodo de adhesién del trofoblasto al epitelio
luminal (Boshier, 1969; Guillomot et al., 1981), durante este proceso el
endometrio sufre importantes modificaciones, asi como la reduccién en la
expresion de la proteina anti-adhesiva mucina 1 (MUCT; Figura 3) que se
relaciona directamente con la pérdida en la expresion de RP en el epitelio
luminal (Spencer et al., 2004). La expresion de MUC1 limita la accesibilidad
del trofoblasto (Carson et al., 2000; Burghardt et al., 2002); por lo tanto la
reduccién en su expresion permite el inicio del proceso de implantacion-
adhesion en ovejas (Johnson et al., 2001). Aunque su funcion durante este
proceso no ha sido por completo aclarada, el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA), que es una proteina central responsable en la
decisién de vida o muerte celular, actuando en conjunto con p53 puede
provocar proliferacion celular, reparacion del ADN o apoptosis (Paunesku et.
al., 2001), procesos que estan intimamente ligados a la implantacion
embrionaria (Parr et. al., 1987). En roedores, la expresién endometrial de
PCNA correspondiente a embriones que no alcanzaron la madurez y no se
implantaron exitosamente fue elevada (Martin et al., 2011), los autores
sugirieron que un aumento excesivo en la tasa de proliferacién puede ser el
resultado del desacoplamiento entre la funcidbn endometrial y el desarrollo
embrionario.

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) tiene funcién en el
desarrollo del embrién previo a la implantacién, en el desarrollo fetal y
participa del control del desarrollo placentario (Wathes et al., 1998). Este
factor es secretado principalmente en el higado de forma endécrina y de
forma paracrina en el utero. Es uno de los principales factores responsables
en el incremento del desarrollo embrionario y endometrial (Wathes et al.,
1998; Watson et al., 1999) y actua principalmente a través de receptores
especificos tipo | (IGF-IR) de alta afinidad. Cann et al. (1997) sugirieron un
rol especifico de IGF-1 en el utero durante la prefiez temprana, pero no
durante el periodo de adhesién del embrién a la pared uterina. Mas aun,
medios conteniendo trofoblasto reducen la secrecion de IGF-1 en las células
decidualizadas (Hess et al.,, 2007), por lo que puede postularse una
regulacion negativa de la presencia del embrién sobre la secrecion de IGF-1,
quien actué previamente estimulando el crecimiento y desarrollo del mismo.
La disponibilidad de este factor es regulada por las proteinas de unién a IGF
(IGFBPs; Brahmkhatri et al., 2015). Se ha propuesto que también la insulina
posee un rol estimulatorio de la funcién uterina (Ayalon, 1978).
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Figura 3. Procesos secuenciales de la interaccion del trofoblasto al endometrio pre-fijacion
(A), aposicion (B) y adhesion (C). Adaptado de Spencer et al., 2004.

Otra hormona metabdlica que regula la funciébn reproductiva es la
Adiponectina (Adipoq) secretada por el tejido adiposo (Smidka y Maresova,
2015). En ratas Adipoq y sus receptores AdipoR1 y AdipoR2 se expresan en
las células de la teca, en el cuerpo luteo y en el oocito (Chabrolle et al.,
2007). Incluso, en conejos, se ha visto que Adipoq, AdipoR1 y AdipoR2 se
expresan en las glandulas endometriales en el periodo pre-implantatorio
(Takemura et al., 2006). En humanos la expresion de ambos receptores
AdipoR1 y R2, se ve incrementada durante la fase luteal media, que es el
periodo en que el endometrio es receptivo al embrion (Kao et al., 2002;
Riesewijk et al., 2003; Mirkin et al., 2005). Al presente no hemos encontrado
ningun reporte cientifico que haya detectado receptores de Adipog en utero
de rumiantes.

Se sabe de la implicancia de estas proteinas en el proceso de adhesién e
implantacion embrionaria, momento critico para la supervivencia y desarrollo
del mismo, pero aun se desconoce el rol que cumplen en dichos procesos.

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Como se mencioné anteriormente, desde el inicio y hasta el final de la
gestacion es necesario que exista un dialogo materno-fetal. Esto asegura
una adecuada demanda de nutrientes por parte del embrién/feto y, por lo
tanto, un correcto aporte de los mismos por parte de la madre. Esto se hace
evidente cuando al transferir embriones a ovejas receptoras que no estan en
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la misma etapa gestacional que las donadoras (Wilmut y Sales, 1981), o al
cuerno uterino contra-lateral al CL, los embriones sufren retardo en su
desarrollo e incluso mueren (Moor y Rowson, 1966).

El papel del tamano materno como regulador del peso al nacimiento fue
investigado por primera vez en el trabajo de Walton y Hammond (1938), en
el que cruzaron caballos Shire (tamafio grande) con Shetland ponis (tamafo
pequeno), y viceversa, y reportaron que el ambiente uterino restrictivo de las
madres pequefias resultdé en un menor peso de los potrancos Shire al
nacimiento, mientras que el ambiente amplio aumenté el tamano al
nacimiento de los potrancos Shetland. Los efectos del ambiente uterino
materno sobre el peso al nacer y el crecimiento post-natal fueron reportados
subsecuentemente en diferentes especies (Dickinson et al., 1962; Cowley et
al., 1989; Allen et al., 2002b; Giussani et al., 2002; Wilsher y Allen, 2002;
Allen et al., 2004; Gardner et al., 2007; Gootwine et al., 2007).

En 2007, en un experimento de cruzamiento de razas usando ovejas
pequenas (Cheviot) y grandes (Suffolk), Jenkinson et al (2007), reportaron
que los corderos nacidos de madres Cheviot fueron mas pequeros
comparados con los de la misma raza nacidos de madres Suffolk. Se podria
postular que tanto el ambiente endocrino sistémico (concentraciones de
progesterona, insulina e IGF-1 y adiponectina) y/o el ambiente uterino local
(expresién proteica) de las madres Suffolk (genotipo grande) son
beneficiosos para estimular un mejor desarrollo embrionario y fetal, pero no
hemos encontrado antecedentes al respecto. Por otro lado, un experimento
de transferencia reciproca no se habia hecho aln en ovinos, necesario para
comprender plenamente el efecto del ambiente uterino sobre el desarrollo
embrionario.

Sharma et al, (2013) realizando transferencia de embriones en diferentes
razas demostrd que el ambiente uterino es capaz de regular el crecimiento
embrionario desde muy temprano en la gestacion (dia 19), incluso cuando la
capacidad uterina no es un factor limitante. Este autor hizo transferencia de
embriones Suffolk a madres Suffolk (genotipo grande, ambiente uterino
amplio) y Cheviot en Cheviot (genotipo pequefio, ambiente uterino
restrictivo), y viceversa (Suffolk en Cheviot y Cheviot en Suffolk), y encontré
que los embriones Suffolk eran mas pequefnos cuando se desarrollaban en
madres Cheviot (ambiente restrictivo), comparado con la transferencia de
embriones Suffolk desarrollados en madres Suffolk. Por el contrario,
embriones Cheviot transferidos a madres Suffolk (ambiente amplio)
presentaron una longitud mayor al compararlos con los que se desarrollaron
en madres Cheviot. Incluso, estos embriones (Cheviot en Suffolk, CinS) eran
aun mayores que los embriones Suffolk en Suffolk (SinS).

Los mecanismos bioldgicos que pueden explicar las diferencias moleculares

observadas no se habian explorado hasta el momento de desarrollar esta
tesis.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS
Y OBJETIVOS

Se ha propuesto que una importante causal de las pérdidas embrionarias
postransferencias es la “aptitud” de las receptoras para promover el
crecimiento embrionario y mantener la prefiez (Cox et al., 1998).

Estudios recientes donde se realizaron transferencias de embriones de
genotipo grande o pequefio a madres grandes o pequefias (Sharma, 2013),
demostraron que el ambiente uterino es capaz de regular el crecimiento
embrionario desde muy temprano en la gestacion (dia 19), incluso cuando la
capacidad uterina no es un factor limitante. Los embriones de genotipo
pequeno (Cheviot) transferidos a madres Suffolk (genotipo grande) fueron
mayores al dia 19 que los Cheviot en madres Cheviot, e incluso mayores
que los Suffolk en madres Suffolk, y lo opuesto sucedié con embriones
Suffolk en madres Cheviot.

En base a ello, esta tesis tiene como finalidad comprender el ambiente
endocrino de dos genotipos ovinos muy diferentes en tamano (Suffolk y
Cheviot) durante la gestacién temprana y evaluar la funcionalidad uterina
(expresion geénica proteica y liquido uterino) en hembras Suffolk y Cheviot
transferidas con embriones Suffolk y Cheviot. La comprensién del dialogo
materno-embrional permitira mejorar la eficiencia reproductiva en general, y
la transferencia embrionaria en particular.

3.1 Hipotesis

Existen diferencias enddcrinas entre ovejas de genotipo grande (Suffolk) y
pequeno (Cheviot) que estan asociadas a diferencias en el crecimiento
embrionario temprano. La expresién génica y proteica endometrial al dia 19
de gestacién depende de la raza de la oveja pero también de la raza del
embrién transferido (Cheviot vs Suffolk).

3.2. Objetivo General

Contribuir con el conocimiento de los procesos bioldgicos y las interacciones
que se dan entre la madre y el embrién durante la prefiez temprana en
ovinos.

3.3. Objetivos Especificos

3.3.1. Determinar si existen diferencias en las concentraciones
circulantes de P4, IGF-1, Insulina y Adipog, en ovejas
Suffolk 'y Cheviot (genotipos grande y pequeno,
respectivamente) durante la gestacién temprana.

3.3.2. Determinar y cuantificar la expresion de ARNm de PR,
ERa, INSR, IGF-1, IGF-2, IGFR1, IGFBPs 1 a 6,
AdipoR1/R2, MUC-1 y PTGS2, en el endometrio de
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ovejas Suffolk y Cheviot con embriones Suffolk y Cheviot
transferidos a ambas razas.

3.3.3. Estudiar la localizacion inmunohistoquimica de PR, ERaq,
IGF-1, IGFR1, PTGS2 y PCNA al dia 19 de gestacion.

4. ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

Para cumplir con el objetivo 1 se seleccionaron madres de raza de genotipo
grande y de genotipo pequefio (Suffolk y Cheviot, respectivamente) a las
que se realizé inseminacion artificial (1A) y se caracteriz6 el perfil endécrino
durante la gestacion temprana. Se realizaron muestreos de sangre
frecuentes y se determinaron las concentraciones sanguineas de hormonas
que pueden influir en el ambiente uterino y desarrollo embrionario. Para
cumplir con los objetivos 2 y 3 se realiz6 una matriz de 2x2 para aislar el
efecto del ambiente materno (uterino) sobre el embrién, transfiriendo
embriones puros (Suffolk y Cheviot) a madres receptoras Suffolk y Cheviot,
formando cuatro grupos de estudio, dos controles: grande (SinS, embrién
Suffolk en madre Suffolk) y pequefio (CinC, embrién Cheviot en madre
Cheviot); ambiente amplio (CinS, embrién Cheviot en madre Suffolk) y
ambiente restringido (SinC, embrion Suffolk en madre Cheviot). Se
determiné la expresion de genes y proteinas vinculados a las hormonas del
experimento 1y relacionados a la familia de IGFs.

5. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo implica una cooperacion entre la Universidad de Massey, Nueva
Zelanda y la Facultad de Veterinaria - Universidad de la Republica, Uruguay.
Ambos experimentos fueron realizados en Nueva Zelanda y las muestras
enviadas al Laboratorio de Técnicas Nucleares (Facultad de Veterinaria-
UdelaR) para su estudio.

Para ambos experimentos, de acuerdo con protocolos anteriormente
establecidos para la modificacién del ambiente uterino (Jenkinson et al.,
2007; Sharma et al., 2013), se utilizaron ovejas de las razas Cheviot y
Suffolk, que proporcionan diferentes genotipos, determinando un tamano
corporal diferente en la edad adulta, con una diferencia de ~15kg (peso vivo
promedio pre apareamiento (xSEM), 57,9 + 7,3 kg y 74,3 = 9,2 kg,
respectivamente).

Los animales fueron mantenidos bajo condiciones comerciales en la granja
Keeble de la Universidad de Massey, Palmerston North, Nueva Zelanda. Los
procedimientos con los animales fueron aprobados por el comité de ética de
Nueva Zelanda.
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5.1. Experimento 1

Se sincronizé el estro de 160 ovejas, 80 Cheviot y 80 Suffolk, de entre 3y 6
anos, usando un dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona (Eazi-
breed CIDR; Pharmacia; Auckland, New Zealand) durante 13 dias, y una
dosis unica de PGF2a enseguida de la remocion del CIDR. El semen se
colecto por electroeyaculacion de 4 carneros por raza, con el cual se realiz6
un pull y se inseminé a las ovejas de la misma raza (dia 0) por laparoscopia
con 0,5 mL de semen fresco, 32 horas luego de la remocién del CIDR.

Desde el dia 0 (IA) al 21, dia por medio, a 12 ovejas de cada raza se les
extrajo muestras de sangre de la yugular con tubos vacutainers. Se aisl6 el
suero por centrifugacion de las muestras a 3000 rpm durante 15 min, se
alicuotaron en tubos limpios rotulados y se las conservé a -20°C para las
determinaciones hormonales.

Al dia 21 de gestacion, una sub-muestra de ovejas, que presentaron doble
ovulacién fueron sacrificadas, el utero y ovarios fueron removidos y de
inmediato puestos en hielo para ser pesados y medidos. Cada cuerno fue
lavado con 20 mL (0,9%) de solucién salina estéril para recuperacion de
embriones; los que fueron identificados bajo microscopio 6ptico y cuando fue
necesario separados de sus membranas extraembrionarias, se los preservo
en viales de 5 mL conteniendo solucidon salina tamponada al 10%.
Solamente las ovejas que tuvieron embriones viables se utilizaron para el
andlisis estadistico (Cheviot, n= 8 y Suffolk, n= 7).

5.1.1. Determinaciones hormonales

Se determinaron las concentraciones hormonales de ovejas Suffolk y
Cheviot desde el dia 0 (IA) al 21 de prefez.

Las concentraciones de P4 se determinaron utilizando un kit comercial de
RIA (Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA, USA). El limite de
deteccion del ensayo fue de 0,06 ng/mL y el CV intra-ensayo para el Control
1 (0,47 ng/mL) y Control 2 (7,81 ng/mL) fue 17% y 3,9%, respectivamente.

La insulina fue determinada por inmunoradiometria con un kit usado
previamente para ovinos (IRMA; INS-IRMA; Diasource, Brussels, Belgium;
de Brun et al., 2014). El limite de deteccién fue de 2,8 uUl/mL y el CV intra-
ensayo para el Control 1 (22,5 uUl/mL) y Control 2 (91,0 uUl/mL) fue 9,3% y
4,5%, respectivamente.

Las concentraciones de IGF-1 se determinaron en dos ensayos, por un
procedimiento previamente descripto por de Brun et al. (2015. El limite de
deteccion fue de 0,55 ng/mL y el CV intra e inter-ensayo para el Control 1
(36,8 ng/mL) fueron 7,9% y 9,4% y para el Control 2 (520,2 ng/mL) fueron
7,4% y 11%, respectivamente.

Las concentraciones de Adipoq se determinaron por un kit comercial de
radioinmunoandlisis (RIA; HADP-61 HK, Linco, Millipore) de acuerdo a
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Raddatz et al. (2008). La sensibilidad del ensayo fue 1,1 ng/mL. El CV del
intra-ensayo para el Control 1 (11,9 ng/mL) y el Control 2 (60,5 ng/mL)
fueron 9,3% y 7,0%, respectivamente.

5.2.  Experimento 2

Para este experimento se utilizaron 22 donadoras (9 Suffolk y 13 Cheviot) de
4 anos y 110 receptoras (58 Suffolk y 52 Cheviot) de entre 3 y 6 afnos, a las
cuales se les sincronizd el estro con dispositivos de liberacién de
progesterona (Eazi-breed CIDR; Pharmacia; Aukland, Nueva Zelanda)
durante 13 dias y luego se realizé superovulaciéon via inyecciéon de 216
mgNIH de FSH porcino (Folltropin-V; BionicheAnimal Health; Ontario,
Canadd), administrada en siete dosis que fueron en disminucién (48, 48, 28,
28, 24, 20, 20 mgNIH/ dosis) en intervalos de 12 horas, comenzando 60
horas antes de la remocién del CIDR, momento en el cual se les inyect6
200Ul de gonadotrofina (Pregnecol; Horizon Technology Pty Ltd; NSW,
Australia); 32 horas mas tarde las donadoras fueron inseminadas con 0,5 mL
del “pull” de semen de 4 carneros de su propia raza, el cual se recogié por
electro eyaculacion.

Al dia 6, los embriones fueron recuperados por laparoscopia de linea media,
para lo que cada cuerno uterino fue lavado con 50 mL de soluciéon comercial
para recuperaciéon de embriones (Complete Ultra, Emcare Flush; ICP Bio
Limited; Henderson, Auckland, Nueva Zelanda), fueron colectados en una
placa de Petri e inmediatamente evaluados con microscopio de luz (aumento
25x), se los categorizé como transferibles (mérula tardia a blastocisto
temprano) o no transferibles, inmediatamente se los transfirié a las
receptoras por laparoscopia, al cuerno ipsilateral al cuerpo liuteo y de a un
embrién por oveja, conformando asi cuatro grupos: SinS (embriones Suffolk
en madres Suffolk - control de genotipo grande), SinC (embriones Suffolk en
madres Cheviot — embridon de genotipo grande en madre pequefa), CinS
(embrion Cheviot en madre Suffolk — embrién de genotipo pequeno en
madre grande) y CinC (embridon Cheviot en madre Cheviot — control de
genotipo pequeno).

Al dia 19 de gestacién 9 ovejas receptoras de cada grupo fueron sacrificadas
y se les tomaron muestras endometriales del tercio medio del cuerno uterino
ipsilateral al CL, las que fueron fijadas en paraformaldehido al 4 % e
incluidas en parafina para el andlisis inmunohistoquimico, mientras que otras
fueron puestas en N liquido y conservadas a -80°C para el analisis por PCR.

5.2.1. Determinacién de transcriptos

El ARN total del tejido endometrial fue extraido usando Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), seguido de precipitacion con cloruro de litio y
tratamiento con DNAsa con el kit DNA-FreeTM 180 (Ambion, Austin, TX,
USA). La concentracién de ARN fue determinada por espectrofotometria a
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260nm, la pureza se determindé por la relacion de la absorbancia
260nm/280nm y la integridad por electroforesis en gel (gel de agarosa al 1%).
Para cada muestra el DNAc fue sintetizado por transcripcion reversa usando
transcriptasa SuperScript Ill (Invitrogen) con primers oligo-dT.

La secuencias y longitud del producto esperado de los primers para cada
uno de los genes a estudiar (PR, ERa, IGF-1, IGF-2, IGFBP 1 a 6, IGFR1,
ADIPOR1/R2, INSR, PTGS2, MUC-1) y los controles end6genos hipoxantina
guanina fosforibosil tranferasa (HPRT), proteina ribosomal L19 (RPL19) y B-
actina, se presentan en la Tabla 1. Las reacciones de PCR fueron realizadas
utilizando 7,5 uL de SYBER® Green master-mix (Quantimix EASY SYG Kit,
Biotools B&M Labs, Madrid, Spain), en cantidad equimolar a la cantidad de
primer forward y reverse utilizada (200 nM, Operon Biotechnologies GmbH,
Cologne, Germany), y 3 uL de DNAc diluido (1:7,5 en agua libre de
ARNasa/DNAsa) en un volumen final de 15 pL. Las muestras se analizaron
en duplicado en un disco de 72 pocillos en Rotor-GeneTM 197 6000 (Corbett
Life Sciences, Sydney, Australia). Las condiciones de amplificacién fueron 3
min a 95°C y 40 ciclos de 15s a 95°C, 40s a 60°C y 10s a 72°C. Al final de
cada corrida, las curvas de disociacion fueron analizadas para asegurarse
de estar obteniendo el amplicén deseado y descartar la contaminacién por
ADN o dimeros de primers. Las muestras de DNAc de ocho ovejas (dos de
cada grupo) fueron “pooleadas” para servir de control exégeno y cinco
diluciones (desde 100 a 6.25 ng/ tubo) de este “pool” se usaron para
conformar la regresioén lineal de cada una. La eficiencia (E) del ensayo se
calculé de acuerdo a la formula E= (10"/pendiente '; Tabla 1; Rutledge y
Cote, 2003). La expresiéon génica fue determinada por la cuantificacion
relativa (Pflaffl, 2009) a los controles exégenos y la normalizacién
geométrica de la expresién de los mismos (HPRT y RPL19), tomando en
cuenta las eficiencias respectivas (Pflaffl, 2009).
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Tabla I. Secuencia de primers, longitud de esperada del amplicén y eficiencia de las
reacciones de qPCR.

Numero de

Longit

Gen identificacion Secuencia del primer ud (pb) Eficiencia Referencias
PR 766555 Sacnccviiliovccalisl 79 1.10 Sosa et al., 2009
ERa AY033398 A O o 234 115 Sosa et al., 2009
IGF-1  NM_001009774.3 Egzﬁg’gigfég:ﬁggﬁggffc 209 0.99 De Brun et al., 2014
IGFR1  NM_001244612.1 E?ﬁg?g;gééé??ggg%’%’g 116 1.01 De Brun et al., 2014
IGF-2  NML_001009311.1 A O T o o 210 1.05 De Brun et al., 2014
IGFBP1  NM_174554.3 EL%@%%%%G(?TAT%%’;%%?T 127 1.15 Fenwick et al., 2008
IGFBP2  NM_174555.1 E ’éﬁg?ggg%%%ﬁ%%ﬁmm A 74 1.11 Astessiano et al., 2012
IGFBP3  AF305199.1 [ oA AT 86 1.11 Wu SH et al., 2004
IGFBP4 s77aeat LA GCC e 98 0.49 De Brun et al., 2014
IGFBP5 NM_001129733.1 Eg%ggﬂ%%g%’ﬁ%?ﬁéﬁgé 193 1.04 De Brun et al., 2014
IGFBP6  AY197339 [ aanch O TCCO ARSI 100 0.69 Fenwick et al., 2008
ADIPOR1 NM_001034055.1 Eﬁg%ggﬁ%’ﬁzﬂgﬁ;ﬁg 154 1.20 De Brun et al., 2014
ADIPOR2 NM_001040499.2 E%?géﬁg%%%%%gﬁgﬁgo 203 1.15 De Brun et al., 2014
INSR  XM_004008038.1  TaCC L TG O ACAGT 86 116 De Brun et al., 2014
PTSGZ  X9233D04/5 & o e ot 82 0.80 Sosa et al., 2009
MUC-1 XM 012107297.1 E’%ﬁgggg@%&%%&ggﬁg 159 1.01 Thispaper
RPL19  NM_001040516.1 & CGOCAATCACACCARTOAAATC 119 1.20 Chen Y, et al., 2006
HPRT XM_580802 EE%%Q%Q@%%E%&@:ES%XATG 105 0.84 Carriquiry et al., 2009
B-actina u08283 F CGAGCACGATGAAGATG 64 1.03 Chen, et al., 2006

R CCTCCGATCCACACCGAGTA

5.2.2. Localizacién proteica y analisis de imagen

La inmunoreactividad de las proteinas de interés en el tejido uterino del
cuerno ipsilateral al CL se visualizé en secciones transversas de 5 um,
usando la técnica inmunohistoquimica de avidina-biotina-peroxidasa (Meikle
et al.,, 2000). Las secciones de tejido se desparafinaron y rehidrataron
mediante lavados en concentraciones decrecientes de etanol (100, 95, 75%).
Luego fueron puestas en citrato de sodio 0,01M (pH 6.0) y llevadas al
microondas por 4,5 min para mejorar la exposicion de los antigenos. Los
restantes pasos se realizaron a temperatura ambiente. Una vez retiradas del
microondas y habiéndolas dejado enfriar, se las lavé con PBS (0,01M, pH
7,5) y la actividad no especifica de las peroxidasas enddgenas fue
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bloqueada con peréxido de hidrégeno al 3% en metanol, por 10 min.
Nuevamente se las lavé por 10 minutos con PBS y fueron incubadas en
suero normal de caballo (NHS) (Vector laboratories, Burlingame, CA, United
States) por 60 minutos en camara humeda. Luego, fueron incubadas
durante 1 hora con anticuerpo primario, monoclonal de ratéon anti-ERa
(Santa Cruz, Los Angeles, CA, USA), anti-PCNA (Santa Cruz Biotechnology),
anti-PR (Zymed, San Francisco south, CA, USA), policlonal de cabra anti-
IGF-1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA), policlonal de
conejo anti-IGF-1R (abcam, England, United Kingdom) y anti-PTGS2
(Cayman Chemical Company, Michigan, USA) diluidos 1:25, 1:75, 1:100,
1:50, 1:100 y 1:200 en PBS respectivamente. El control negativo fue
generado remplazando el anticuerpo primario con IgG homélogo no inmune
en concentraciones equivalentes (Santa Cruz). Luego de la unién del
anticuerpo primario, las muestras se incubaron con anticuerpo secundario
IgG biotinilado (Vector laboratories, Burlingame, CA, United States) anti-
raton (ERa, PCNA, PR), anti-cabra (IGF-1) o anti-conejo (IGFR1, PTGS2)
diluido en 1:200 en suero normal de caballo o cabra. El kit Vectastain ABC
(Vector Laboratories) se us6 para detectar las proteinas y la localizacion de
la enzima unida se visualizé con 3, 3-diaminobenzidina en H>,O, (DAB Kit;
Vector Laboratories) y finalmente las muestras fueron contra tenidas con
hematoxilina y deshidratadas con concentraciones crecientes de etanol (75,
95, 100%) antes de montarlas en los portaobjetos.

La intensidad de tincion fue evaluada en cinco compartimentos; epitelio
luminal, epitelio glandular (dividido arbitrariamente en dos compartimentos;
epitelio glandular superficial cercano al lumen uterino, y epitelio glandular
profundo cercano al miometrio), y estroma inter-caruncular (también dividido
en superficial y profundo usando el criterio anterior). La cantidad de proteina
inmunoreactiva en los diferentes tipos celulares se estim6 subjetivamente
por dos observadores independientes, quienes fueron cegados en cuanto a
los grupos. Se analizaron diez campos en microscopio 6ptico (x1000) para
todas las ovejas. La tincion fue clasificada en negativa (=), leve (+),
moderada (++) o intensa (+++) y la intensidad de tincién de cada tipo celular
fue expresado en la escala de 0 a 10 (Thatcher et al., 2003), donde 0 denota
ausencia de tincién y 10 es la maxima intensidad de tincion. El promedio de
intensidad de tincién fue calculada como (1xn1) + (2xnz) + (3xn3), donde n es
el numero de células por campo exhibiendo tincién leve (n{), moderada (ny) e
intensa (n3; Boos et al., 1996).

5.3. Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico fue realizado en el programa SAS (SAS, Cary, NC,
USA). La tasa de ovulacion y numero de embriones se analizd con el
procedimiento GENMOD, incluyendo la raza en el modelo estadistico. Un
analisis de univarianza se realizé para todas las variables para poder
identificar valores atipicos e inconsistencias, y para verificar la normalidad de
los residuales. Para las mediciones uterinas y ovaricas se usé el PROC
MIXED y el modelo estadistico incluyé la raza como efecto fijo. La
concentracion hormonal se analizé por medidas repetidas con PROC MIXED,
con dia de prefiez como efecto repetitivo y una apropiada estructura de
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covarianza (auto-regresion de primer orden AR (1)). Se incluyeron como
efectos fijos la raza de la oveja, el dia de muestreo y su interaccién. Para las
concentraciones de P4 el nimero de CL (1 o = 2) también se incluyé como
covariable. La tasa ovulatoria no fue significativa como covariable para
ninguna de las demas hormonas, por lo que fue removida del modelo.

Para PCR, todas las variables estuvieron sujetas a andlisis de varianza
incluyendo en el modelo raza del embridn, raza de la oveja y la interaccion
de ambas como efectos fijos, y el plato de PCR como efecto aleatorio. La
intensidad de tincién promedio de los 10 campos también estuvo sujeta al
analisis de varianza con PROC MIXED y se incluyé como efectos fijos la
raza de la oveja, raza del embridn, tipo celular (epitelio luminal, epitelio
glandular superficial y profundo, estroma superficial y profundo) y la
interacciéon de éstos. El test de Tukey-Kramer fue utilizado para analizar las
diferencias entre grupos. Los datos se presentan como la media de los
minimos cuadrados * el promedio de los errores estandares. El nivel de
significancia fue considerado como p 0,05, y tendencia como 0,05 > p <
0,10.

6. RESULTADOS

6.1. Experimento 1

La tasa ovulatoria y el numero de embriones no fue significativamente
diferente entre ovejas Suffolk y Cheviot (p= 0,37).

Si bien el utero y los ovarios de las ovejas Suffolk fueron mas pesados que
los de las ovejas Cheviot (p= 0,03 y p< 0,01, respectivamente), el utero de
las ovejas Cheviot tendié a ser de mayor longitud (p= 0,06).

Tabla Il. Peso y longitud del Gtero y ovarios, y tasa ovulatoria de ovejas Suffolk y Cheviot en
la gestacion temprana.

Mediciones Suffolk Cheviot p valor
Tasa ovulatoria/Numero de embriones 1.50+0.20 1.75+0.18 0.37
Peso uterino (g) 450+£16 39.1x16 0.03
Largo uterino (cm) 529+28 66.7+2.6 0.06
Peso ovarico (g) 460+0.17 3.68+0.16 <0.01

6.1.1. Perfiles endbcrinos

Las concentraciones de P4 se vieron afectadas por la raza de la oveja, el dia
de gestacién y la interaccién (p= 0,05, p< 0,01 y p< 0,05, respectivamente).
Las ovejas Cheviot tuvieron mayores concentraciones que las ovejas Suffolk
desde el dia 6 al 21 (8,9 £ 0,6 y 7,4 + 0,7 ng/mL, respectivamente; Figura 4)
las que aumentaron progresivamente hasta dia 14 y luego disminuyeron
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hasta el dia 20 en ambas razas. Las concentraciones de P,también fueron
afectadas por la tasa ovulatoria, de tal forma que las ovejas con doble CL
presentaron mayores concentraciones (p< 0,01).

Las concentraciones plasmaticas de insulina se vieron afectadas por la raza
y el dia de toma de la muestra (p< 0,05 y p< 0,01, respectivamente), pero su
interaccién no fue significativa. Las ovejas Cheviot presentaron mayores
concentraciones (26,8 + 1,9 vs 20,1 = 2,2 uUl/ mL, respectivamente) desde
el dia 4 al 20 (Figura 4) y en los dias 6, 10 y 16 presentaron un aumento que
fue mas evidente.
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Figura 4. Concentraciones séricas de progesterona (P4) e insulina en ovejas Suffolk y
Cheviot desde el dia 0=IA al 21 de prefiez. Donde *= diferencia y += tendencia.

El dia de muestreo también afect6 las concentraciones de IGF-1 (p< 0,01),
pero no se encontraron diferencias entre razas (Figura 5). Las mayores
concentraciones se vieron en el dia 2 de gestacion.
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Para adiponectina las concentraciones tendieron a verse afectadas por la
raza (p< 0,10), las ovejas Suffolk mostraron una tendencia a tener mayores
concentraciones que las Cheviot (4,43 + 1,03 vs 2,07 = 0,81 ng/ mL,
respectivamente; Figura 5).
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Figura 5. Concentraciones séricas de IGF-1 y adiponectina (Adipog) en ovejas Suffolk y
Cheviot desde el dia 0= IA al 21 de prefiez. Donde *= diferencia y + = tendencia.

6.2. Experimento 2

6.2.1. Expresion génica
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La expresion de PR se vi afectada por la raza de la oveja, las ovejas Suffolk
presentaron mayor expresion que las Cheviot (0,7 £0,4 vs 0,4 £ 0,3, p=0,04,
Figura 6A). La raza del embrion no afecté la expresion de PR, y no se
encontraron interacciones. Cuando se compararon los grupos (Tukey-
Kramer) las ovejas Cheviot con embriones Suffolk presentaron (p< 0,05) o
tendieron a presentar (p< 0,10) menor expresion de PR que ovejas Suffolk
con embriones Cheviot o Suffolk, respectivamente. Un patrén similar se
observé para IGF-1, IGFBP2 y IGFBP5 con una mayor expresion en ovejas
Suffolk (1,2 +0,2 vs 0,6 £ 0,3, p=0,02; 1,0 £0,3 vs 0,6 £ 0,3, p= 0,03y 0,8 +
0,2vs0,4 £ 0,2, p= 0,01, respectivamente), sin otros efectos significativos.
Se observd una interaccién entre la raza de la madre y la del embrién para
IGF2 e IGFBP3 (p= 0,02 y p= 0,09, respectivamente; Figura 6B, D): por lo
cual ovejas Cheviot con embriones Cheviot tuvieron mayor expresién de
IGF2 e IGFBP3 que ovejas Cheviot con embriones Suffolk; no se
encontraron diferencias en ovejas Suffolk.

Aunque los efectos fijos no afectaron la expresién de IGFR1, cuando se usé
el test de Tukey-Kramer, la expresién tendi6é (p=0.09) a ser mayor en ovejas
Suffolk con embriones Cheviot comparadas con las mismas cargando
embriones de su propia raza (Suffolk) y con ovejas Cheviot con embriones
Suffolk.

La raza embrionaria tendié a afectar la expresion de PTGS2, se encontrd
una mayor expresién en ovejas con embriones Cheviot que en ovejas con
embriones Suffolk (1,0 £ 0,4 vs 0,6 £ 0,3, p= 0,07).

No se encontraron diferencias para ERa, INSR, IGFBP1, IGFBP4, IGFBPES,
AdipoR1, AdipoR2y MUC-1 (Tabla 3).

Tabla Ill. Expresién génica endometrial relativa al dia 19 de prefiez en ovejas Cheviot
cargando embriones Cheviot y Suffolk (CinC y SinC, respectivamente) y ovejas Suffolk
cargando embriones Cheviot y Suffolk (CinS y SinS, respectivamente).

Grupo

Gen CinC SinC SinS CinS SEM
REa 0.44 0.35 0.40 0.53 0.13
INSR 0.71 0.64 0.82 0.81 0.13
IGFBP1 0.06 0.07 0.05 0.05 0.02
IGFBP4 0.64 0.67 0.99 0.75 0.18
IGFBP6 0.99 0.76 1.23 1.04 0.15
ADIPOR1 0.15 0.11 0.18 0.17 0.05
ADIPOR2 0.78 0.58 0.56 0.67 0.08
MUC-1 0.04 0.05 0.07 0.04 0.01
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Figura 6. Expresion relativa de ARNm de RP (A), IGF-2 (B), IGF-1 (C), IGFBP3 (D), IGFBP2
(E), IGFRI1(F), IGFBP5 (G) y PTGS2 (H) en ovejas Cheviot y Suffolk con embriones Suffolk
o Cheviot.

a vs b indica diferencias significativas (p < 0.05), w, X, y, z indica una tendencia 0.05 < p >
0.10.
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6.2.1. Expresion proteica

El PR, ERa y PCNA se localizaron en el nucleo de las células endometriales,
mientras que PTGS2, IGF-1 e IGFR1 fueron localizados en el citoplasma
(Figura 7). Al sustituir los anticuerpos con IgG no inmune, la ausencia de
tincién confirmé la alta especificidad de la tincion.

Para PR y ERa no se observo tincion en el epitelio luminal, y una tincién
muy tenue se observd en las glandulas superficiales y profundas, mientras
que en el estroma superficial y profundo se observé una tincién positiva. La
interaccidén entre raza de la ovejas, raza del embridn y tipo celular afecté la
intensidad de tincién de PR (p= 0,01), las ovejas Suffolk con embriones
Cheviot presentaron mayor tincién en el estroma superficial que en el DS
(Tabla 4), los demas grupos no presentaron diferencias en la tincion entre
tipos celulares. El ERa fue afectado por la raza de la oveja, las ovejas
Cheviot presentaron una mayor tinciéon que las ovejas Suffolk (0,7 + 0,1 vs
0,3 £ 0,1, p= 0,04, Tabla 4); y no se encontraron otros efectos.

Para IGF-1 no se observo tincidén en las glandulas profundas, y la tincion en
el epitelio glandular, estroma superficial y profundo fue 2 a 3 veces mayor
que en las glandulas superficiales (p< 0,01, Tabla 4). Se observdé una
interaccién entre la raza del embrion y la raza de la oveja (p= 0,09), las
ovejas Cheviot con embriones Suffolk tendieron a presentar mayor
intensidad de tincién que las ovejas Cheviot con embriones Cheviot. Este
hallazgo se di6 de forma inversa en las ovejas Suffolk, las que cargando
embriones de su misma raza presentan menor intensidad de tincion de IGF1
que las ovejas Suffolk con embriones Cheviot. La tincién para IGFR1 fue
observada en todos los tipos celulares, pero, fue mas notoria en glandulas
superficiales y profundas y epitelio luminal (p< 0,01, Tabla 4). No se
encontraron otras diferencias para IGFR1.

Para PTGS2 se observo tincibn en el epitelio luminal y glandulas
superficiales en todos los grupos. Las ovejas Suffolk con embriones Cheviot
mostraron tincion de PTGS2 en el estroma superficial mientras que este tipo
celular no presenté positividad en los otros grupos (datos no mostrados). La
raza de la oveja tendid a afectar la intensidad de tincién de PTSG2 (Tabla 3),
las ovejas Suffolk presentaron mayor intensidad de tincidon que las ovejas
Cheviot (1,13 £ 0,07 vs 0,96 + 0,06, p< 0,10). La interaccion entre la raza de
la oveja y del embrion afectd la intensidad de tincién de PTGS2 (p< 0,01),
las ovejas Cheviot con embriones Suffolk tuvieron menor intensidad de
tincion en el epitelio luminal que las ovejas Suffolk con embriones Suffolk
(0,83 + 0,08 vs 1,24 £ 0,10, p= 0,03); no se encontraron diferencias para
ovejas con embriones Cheviot.

Se observé una tincidén positiva de PCNA en el epitelio luminal y glandulas
superficiales, mientras que fue indetectable en las glandulas profundas y
estromas superficial y profundo. La intensidad de tincién se vié afectada por
la interaccién entre la raza del embrién y la de la oveja (Tabla 4): las ovejas
Suffolk con embriones Suffolk tendieron a presentar (p= 0,06) menor
intensidad de tincion de PCNA que las ovejas Cheviot con embriones
Suffolk; no se observaron diferencias para ovejas con embriones Cheviot.
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Figura 7. Ejemplos de la localizacion inmunohistoquimica de PR (A), ERa (B), IGF-1(C),
IGFR-1(D), PTSG2 (E) y PCNA (F) al dia 19 de gestacion.



Tabla V. Intensidad de tincién promedio en el endometrio de ovejas Suffolk y Cheviot al dia
19 de gestacion, gestando embriones Suffolk o Cheviot.

Tipo Grupo
celular ~inc  sinC CinS  SinS

Proteina SEM Embrion Oveja Embrion*Oveja

PR SS 0.73 0.93 0.90 0.80 0.08 NS NS NS

DS 0.76 0.93 049 0.81 0.08

ERa SS 0.55 0.53 0.15 0.50 0.13 NS 0.04 NS

DS 0.86 0.86 0.31 040 0.2

LE 1.12 1.39 124 1.05 0.14
IGF-1 SS 1.15 134 114 093 0.15 NS NS 0.09
DS 1.14 117 114 1.01 0.16

SG 0.41 0.55 1.39 0.36 0.17

LE 1.02 090 1.29 095 0.14
SS 092 0.87 067 0.74 0.14

IGFR1  ps 081 053 080 0.71 014 NS NS NS
SG 141 146 119 1.37 0.14
DG 124 114 122 0.88 0.14

ab b ab a
PTGS2 LE 1.14 0.89° 1.17~ 1.60° 0.13 NS 0.08 0.01

SG 1.04 0.78 0.86 0.88 0.12

PCNA LE 1.44 1.39 153 125 0.16 NS NS 0.04

SG 1.12%  1.40° 1.67% 0.63’ 0.16

7. DISCUSION

En el primer experimento, las ovejas de la raza Cheviot presentaron un perfil
de concentraciones de P4 mas altas que las Suffolk durante la gestacion
temprana. Por otro lado, Sharma et al. (2013), no encontraron diferencias
entre estas mismas razas durante la gestacion tardia (especificamente en
los dias 50, 90, 120 y 140). Ademas de que la diferencia entre ambos
estudios fueron los dias de gestacién, se debe tener en cuenta que la mayor
frecuencia (dia por medio) en nuestro estudio pudo haber permitido una
mayor precision para detectar diferencias acorde a la raza. La mayor
concentracion de P4 observada en las ovejas Cheviot no puede ser
explicada por la tasa ovulatoria, ya que si bien el numero de ovulaciones
afecta significativamente los valores de P4 (Ashworth et al., 1989), en
nuestro trabajo no encontramos diferencias en la tasa ovulatoria entre estas
razas. En esta tesis las concentraciones de P4 decrecieron desde el dia 14
al 20 en ambas razas y no estamos al tanto de la existencia de reportes que
expliquen estos hallazgos. Sheldrick y Flint (1983) estudiando las
concentraciones de oxitocina durante la gestacién temprana en la oveja
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encontraron un perfil de P4 similar al nuestro, asociado al incremento de
oxitocina, pero no dieron una interpretacion para ello.

La P4modula el desarrollo embrionario mediante la estimulacion de la
expresion de varias proteinas, incluyendo factores de crecimiento y
proteinas de union en el utero ovino (Satterfield et al., 2006), lo que a su vez
incrementa la concentracién de glucosa uterina, el principal combustible del
embrion (Rieger et al., 1992; Satterfield et al., 2010). Davis et al. (1986)
reportaron un aumento en las tasas de prefiez con tratamientos de Py,
mientras que Smith et al. (1985) no observaron diferencias en la
sobrevivencia embrionaria luego de un tratamiento con P4 La aparente
existencia de una tasa éptima intermedia de aumento de las concentraciones
de P, debe ser mas importante que la concentracién en si, ya que las tasas
mas rapidas o mas lentas de crecimiento implican un mayor grado de
asincronia entre el embrién y la oveja a medida que avanza la prefiez
(Ashworth et al., 1989). Por otro lado, si bien las ovejas Cheviot presentaron
mayores concentraciones de P, circulantes que las ovejas Suffolk
(Experimento 1), esto puede no estar reflejando la concentracién real de P4 a
nivel uterino y/o la accion hormonal en este tejido. De hecho, se ha
demostrado que las ovejas subnutridas presentan mayores concentraciones
periféricas de P4 (Rhind et al., 1985; Abecia et al., 1996), pero una reduccion
en la concentracién endometrial (Lozano et al., 1998), consistente con una
baja expresién endometrial de receptores de progesterona (PR; Sosa et al.,
2004, 2006) y un deterioro en el desarrollo embrionario temprano (Abecia et
al., 1995). Si bien la expresion de ARNm puede no siempre reflejar la
concentracion real de la proteina, la mayor expresién uterina de ARNm de
PR en las ovejas Suffolk (Experimento 2), apoya la hipétesis de que la
concentracion de P4 circulante no es un buen reflejo de la sensibilidad
uterina a la misma. Aunque las concentraciones de P4 circulantes han sido el
centro en las investigaciones que intentan explicar el desarrollo embrionario
y/o las tasas de prefez en rumiantes (Mann y Lamming, 2001; Spencer et al.,
2004; Satterfield et al., 2006), los resultados combinados de los trabajos de
esta tesis sugieren que la sensibilidad endometrial a la P4 (concentracion de
PR) es uno de los principales factores asociados al crecimiento embrionario.

Las mayores concentraciones de P4 en ovejas Cheviot se
acompanaron con concentraciones mas altas de insulina (Experimento 1).
Esto es consistente con reportes donde se demostré que la insulina estimula
la produccion de P4 por parte de las células de la granulosa al interactuar
con el receptor de IGF tipo 1 (Spicer y Echternkamp, 1995). Sin embargo,
las concentraciones de IGF-1 no se vieron afectadas por la raza ni tampoco
por el numero de ovulaciones. Spicer et al. (1993) demostraron que las
concentraciones plasmaticas de IGF-1 se encuentran bajo control genético,
dado que las ovejas de raza Finn presentaron mayores concentraciones de
IGF-1 que las Cambridge, sin embargo, no se encontré asociacion genética
con la tasa ovulatoria. De forma similar, en un estudio previo (Ashworth et al.,
1989), en el cual el niumero de ovulaciones varié entre 1,6 y 3,8, no se
encontraron diferencias en las concentraciones circulantes de IGF-1,
reportdndose si mayor contenido de ARNm de IGF-1 en el ovario de ovejas
con mayor tasa ovulatoria. Tomando esto en cuenta, es posible postular que
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a pesar de que las concentraciones circulantes de IGF-1 no difieren segun la
raza, la produccion local (en esta tesis, Utero) si puede diferir. De hecho en
el Experimento 2, la expresion uterina de IGF-1 fue en el mismo sentido que
la expresion de PR, (mayor en ovejas Suffolk), lo que esta de acuerdo con la
sugerencia de que la expresion endometrial de /IGF-1 es regulada en primera
instancia por la accién de la P4 (Satterfield et al., 2010). La mayor expresién
de IGF-1 en las ovejas Suffolk es consistente con el mayor crecimiento de
estos embriones (Fermin et al., 2014) y con estudios embrionarios in vitro
que han mostrado la existencia de mayores tasas de prefez al ser tratados
con IGF-1 durante el estadio de blastocisto (Block and Hansen, 2007). Por
otro lado, las vacas prefiadas, al dia 17 presentan mayor expresion
endometrial de IGF-1 que las vacas no prefiadas (Kirby et al., 1996).

A diferencia de la P4 y la insulina, las concentraciones de Adipoq
fueron mayores en las ovejas Suffolk que en las Cheviot. Se sabe que la
Adipog aumenta la sensibilidad a la insulina (Saremi et al., 2014), reduce la
gluconeogénesis, incrementa la glucosa y aumenta la beta-oxidacion de los
acidos grasos en el higado y musculo esquelético (Kadokawi et al., 2006).
Por lo tanto, mayores concentraciones de Adipoq son consistentes con una
menor concentracion de insulina encontrada en ovejas Suffolk. Ademas, la
Adipoq puede también estar jugando un papel importante en el desarrollo
embrionario y la receptividad uterina de forma autécrina, paracrina y/o
enddcrina promoviendo la oxidacion de acidos grasos (Kim et al., 2011). En
humanos, se han observado altos niveles de Adipoq durante la gestacion
temprana que mejoran la adquisicién de nutrientes por parte de la madre,
mientras que los bajos niveles de la misma han sido reportados en madres
con diabetes mellitus gestacional con resistencia a la insulina e intolerancia a
la glucosa (Irving et al., 2013). Entonces, bajos niveles de Adipoq en las
ovejas Cheviot pueden estar asociados con un reducido desarrollo
embrionario encontrado previamente en los embriones de esta raza, en un
momento donde la capacidad uterina no es un factor limitante para el
crecimiento embrionario (ej, dia 19, Fermin et al., 2014). Dado que la accion
hormonal en el tejido no s6lo depende de la concentracion circulante de la
hormona, sino también de la sensibilidad del tejido a la hormona (contenido
de receptores), determinamos los receptores de Adipoq en el U(tero
(Experimento 2). Segun nuestro conocimiento este es el primer reporte que
mide la expresion génica de AdipoR1y AdipoR2 en Utero durante la prefez
temprana en ovinos. La expresion uterina de los receptores de Adipoq no se
vib afectada por la raza de la oveja o la del embrion. Desafortunadamente,
en este trabajo no se incluyeron ovejas ciclicas para poder determinar el
papel de esta hormona en la implantacién, pero se ha sugerido que la
Adipoq juego un papel importante en el desarrollo embrionario durante la pre
implantacion e implantacion en ratones y humanos (Kao et al.,, 2002;
Riesewijk et al., 2003; Mirkin et al., 2005; Kim et al., 2011).

Los perfiles enddcrinos durante la prefiez temprana del experimento 1
muestran que las ovejas Cheviot presentan concentraciones mayores de P4
e insulina, pero menores de Adipog respecto a las ovejas Suffolk, lo que
puede condicionar un ambiente uterino diferencial para el crecimiento
embrionario (Experimento 2). La mayor expresion uterina de PRy de IGF-1
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en ovejas Suffolk fue consistente con el aumento encontrado en IGFBP2.
Este hallazgo esta de acuerdo con el aumento endometrial de esta proteina
en novillas tratadas con P4 (McCarthy et al., 2011). Una mayor abundancia
de IGFBP2 es observada durante la pre implantacién tardia (Simmen et al.,
1992), lo que implica un papel de esta proteina en el proceso de
implantacion. La regulacién de IGFBP2 es dependiente del tejido; mientras
que no se observa efecto de la suplementacion en la expresion de IGFBP2
en higado bovino, si se observd un incremento en el endometrio (Coyne et
al., 2011). También se encontré una mayor expresién de IGFBP5 en utero
de ovejas Suffolk y dado que no sélo es un importante modulador fisiolégico
de IGF-1 e IGF-2, sino que ademas, se la ha vinculado con la induccién de la
apoptosis (Gadd et al., 2000), sugerimos que este aumento en ovejas Suffolk
puede favorecer el desarrollo embrionario observado previamente (Fermin et
al., 2014).

Una interaccién entre la raza de la oveja y la del embrion se encontrd
para IGF-2 e IGFBP3, las ovejas Cheviot con embriones Suffolk presentaron
menor expresion que las ovejas Cheviot con embriones de su propia raza,
sin observarse diferencias en ovejas Suffolk. Estos datos son consistentes
con los de Geisert et al. (1991) que reportaron niveles de expresion de IGF-
2 aumentados en endometrio bovino entre los dias 15-18 de prefiez, lo que
estimula el crecimiento embrionario y la produccion de IFN-t (Wathes et al.,
1998). Ademas, Geisert et al. (1991) sugirieron que la expresion de IGF-2
esta regulada por el concepto. De acuerdo con esta ultima hipétesis, las
ovejas Cheviot con embriones Suffolk tuvieron una menor expresion de IGF-
2, lo que sugiere que desde muy temprano en la prefiez el embrion Suffolk
regula la expresion endometrial de /GF-2 de acuerdo con la raza de la oveja
(e.. las ovejas Suffolk con embriones Suffolk tuvieron mayor expresion de
IGF-2) y/o que el ambiente uterino es capaz de censar la raza del embrién.
En ese sentido y como se mencioné anteriormente, también las ovejas
Cheviot con embriones Suffolk (SinC) mostraron menor expresion de PR (es
decir, un ambiente uterino menos favorable) lo cual apoya los hallazgos de
Sharma et al. (2013) donde los embriones Suffolk que se desarrollaron en
madres Cheviot fueron mas pequefios que los que se desarrollaron en
ovejas de su propia raza (SinS). En el mismo sentido, la expresiéon de
IGFBP3 menor en ovejas Cheviot con embriones Suffolk se asocia al rol
estimulatorio de esta proteina y a su relevancia durante la prefiez temprana
ya que responde mas a las senales embrionarias (Liu et al., 1995). La
expresion de IGFBP1, IGFBP4 e IGFBP6 no se vio afectada por la raza del
embrién o la oveja. Si bien es conocido el rol relevante de /IGFBP1 durante el
periodo del reconocimiento materno de la prefiez, ya que su expresion
aumenta alrededor de este momento (dia 12 al 16, Robinson et al., 2006), se
puede proponer que no se observa efecto porque el dia de gestacién elegido
(dia 19, Experimento 2) fue posterior a la relevancia biolégica sugerida.

No se observo tincién de PR y ERa en el epitelio luminal y fue muy
poca en las glandulas superficiales y profundas. Esta regulacién negativa ya
se ha reportado anteriormente (Spencer y Bazer, 1995) y aparentemente es
un prerrequisito para la receptividad uterina a la implantacién (Bazer et al.,
2010; Dharmaraj et al., 2010). La pérdida de expresién proteica de PR en el
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epitelio luminal esta directamente relacionada a la pérdida de la expresién de
proteinas anti adhesivas, como MUC-1, que impiden la implantacién
(Spencer et al., 1999; 2004). No se observaron diferencias en la expresion
génica de MUC-1, lo que concuerda con que en este momento (dia 19) ya se
esta dando la adhesién del embrion al endometrio (Spencer et al., 2004). En
contraste con la expresién génica, la expresion proteica de PR no difiri6
entre grupos; esto podria deberse al aumento en la sensibilidad del analisis
con RT-gPCR respecto a la inmunohistoquimica y/o cambios
postranscripcionales que haya sufrido la proteina. Una mayor intensidad de
tincion de ERa se observo en el estroma de las ovejas Cheviot, para lo que
no tenemos una explicacion obvia. Es conocido que una sobreexpresion de
ERa resulta en un mayor numero de células apoptéticas en el epitelio
endometrial y un descenso en el numero de sitios de implantacion en
mujeres (Tomic et al., 2007).

La mayor tincion de antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)
en ovejas Cheviot con embriones Suffolk refleja una tasa de proliferacion
aumentada (Lai et al., 2000), que probablemente esté dando lugar a un
desacoplamiento entre endometrio y el desarrollo del embrion como se ha
postulado anteriormente (Martin et al., 2011). En efecto, se ha visto que la
expresion de PCNA es elevada en el endometrio de roedores en los que los
embriones no alcanzan la madurez o no tienen una implantacién exitosa
(Martin et al., 2011). De forma similar, la tincion de IGF-1 tendié a ser mayor
en el tejido uterino de ovejas Cheviot con embriones Suffolk, embriones que
tuvieron un crecimiento restringido (Sharma et al., 2013). Estos datos estan
de acuerdo con reportes en los que altas concentraciones de IGF-1
provocan una regulacién a la baja del IGFR1 en blastocitos de ratones con
un desarrollo retardado (Chi et al., 2000). Estas observaciones estan de
acuerdo con el menor contenido de ARNm de IGF1R en Utero de ovejas
Cheviot con embriones Suffolk En conjunto, entonces, una excesiva
expresion de factores mitogénicos (PCNA e IGF-1) puede estar asociado al
retardado desarrollo embrionario que observé Sharma et al. (2013).

La intensidad de tincién de IGF-1 fue similar en el epitelio luminal y
estromas pero muy baja en epitelio glandular, mientras que el IGFR1 se
expres6 intensamente en el epitelio luminal y glandulas como ya fue
reportado con anterioridad en utero bovino (Robinson et al., 2006). Dado que
el IGF-1 se sintetiza principalmente en el estroma subyacente al LE
(Stevenson,1994; Reynolds et al., 1997), el hallazgo de su localizacién en
epitelio luminal confirmaria la existencia de una “conversaciéon” entre el
estroma superficial y el epitelio luminal (es decir, si bien IGF-1 se expresa en
el estroma, se une a su receptor en el epitelio luminal). Por otro lado,
teniendo en cuenta que localizamos PR en las células estromales, lugar
donde el ARNm de IGF-1 se sintetiza (Robinson et al., 2006) y que la
expresion génica de PR e IGF-1 fue mayor en las ovejas Suffolk, entonces,
podriamos sugerir que la funcionalidad del epitelio es mediada por el
mecanismo de P4-PR en el estroma subyacente que actia sobre las células
epiteliales, como ya se demostrd previamente (Cook et al., 1997). Esta idea
se ve reforzada por el mayor contenido del IGFR1 observado en el epitelio
luminal y glandulas. En efecto, las respuestas uterinas a las sefales
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embrionarias que resultan en una implantacién satisfactoria podrian ser el
producto de la combinaciéon de respuestas de todos los tipos celulares
presentes en el Utero.

La tincion de la PTSG2 se observd en el epitelio luminal y en las
glandulas superficiales, consistente con lo que se ha reportado
anteriormente en rumiantes (Sosa et al., 2009; Bianchi et al., 2013). Se ha
postulado que las prostaglandinas (PGs) estan involucradas en la adhesion
del trofoblasto ovino al endometrio, y son necesarias para el aumento de la
permeabilidad vascular en los sitios de implantacion (Kennedy, 1980) y para
el aumento en el flujo sanguineo local (Hamilton y Kennedy, 1994). En efecto,
la elongacion del concepto ovino es consistente con la expresién génica de
PTGS2 en el epitelio endometrial y su propia produccién de PGs (Kim et al.,
2003). En el presente estudio las ovejas Cheviot con embriones Suffolk
tuvieron una menor tincién de PTSG2 en el epitelio luminal que las ovejas
Suffolk con embriones Suffolk, lo que podria explicar, en parte, el menor
crecimiento que experimentan los embriones Suffolk en las madres Cheviot
(Sharma et al., 2013).

Los datos de PR y los miembros de la familia de IGF son consistentes
con un ambiente uterino que puede estar proveyendo una mayor
estimulacién sobre el crecimiento embrionario, la elongacién y la
implantacion en ovejas Suffolk (mayor expresiéon de PR, IGF1, IGFBP2 e
IGFBP5) y ademas en las ovejas Suffolk con embriones Cheviot mayor
expresién de IGFR1. Las ovejas Cheviot con embriones Suffolk mostraron
un ambiente uterino de restriccidbn; menor expresion génica de IGF-2 e
IGFBP3. Ademds, la expresién coordinada del sistema IGF influye en la
composiciéon de la leche uterina durante el periodo de desarrollo del
concepto previo a la implantacién (McCarthy et al., 2011). Ambos, madres y
embrion modifican su interaccién, resultando en un crecimiento embrionario
diferenciado; es decir, una expresion diferencial de acuerdo a la raza de la
madre estimula el crecimiento del concepto, pero también, la presencia del
concepto modifica la expresion endometrial y estimula el transporte de
aminoacidos al fluido luminal uterino. En efecto, un concepto con su
desarrollo comprometido (ej. embrién Suffolk desarrollandose en un oveja
Cheviot) puede presentar una reducida cantidad de aminoacidos en el fluido
uterino y sus requerimientos nutricionales no ser cubiertos (Forde et al.,
2014).

8. CONCLUSIONES

Los perfiles enddcrinos durante la gestacién temprana difieren de
acuerdo a la raza, las ovejas Cheviot presentan mayores concentraciones de
P4 e insulina, pero menores concentraciones de Adipoq que las ovejas
Suffolk.

La expresién génica y proteica en el endometrio de ovejas Suffolk y
Cheviot depende de la raza materna, pero también es afectada por la raza
del embrién, incluso esta expresién ya sea proteica o génica se ve afectada
por la interaccion entre ambas razas, o sea, existe una comunicacién utero-
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concepto influenciada por las razas de ambos desde ya muy temprano en la
gestacion. Esto podria estar determinando qué madre es “mejor” para el
crecimiento del embridén, dependiendo de la raza del mismo.
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10. ANEXOS

I. Gestation related gene expression and protein localization in
endometrial tissue of Suffolk and Cheviot ewes at gestation day 19,
following transfer of Suffolk or Cheviot embryos.

[I. Endocrine profiles during early gestation in Suffolk and Cheviot dams
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