UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

FACULTAD DE VETERINARIA

ESTRES CALORICO EN LA HEMBRA BOVINA: CAMBIOS FISIOLOGICOS IN VIVO Y
MODELO DE ESTUDIO IN VITRO DE OVOCITOS

por

Mariana GUTIERREZ ABAD

TESIS DE GRADO presentada como uno
de los requisitos para obtener

el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias
Orientacion: Higiene, Inspeccion-Control y
Tecnologia de los Alimentos de Origen
Animal

MODALIDAD Revision Monografica

MONTEVIDEO
URUGUAY
2018



PAGINA DE APROBACION

TESIS DE GRADO aprobada por:

Presidente de mesa:

Dra. Carolina Vifoles

Segundo miembro (Tutor):

Dr. Francisco Baez

Tercer miembro:

Dr. Jean Fedrigo

Fecha: 23 de noviembre 2018

Autora: Mariana Gutiérrez Abad




AGRADECIMIENTOS

A mis padres por su carifio y apoyo incondicional, sin los cuales no hubiese sido
posible el logro de esta meta.

A mis abuelos por su carifio y por siempre estar pendientes a la distancia.

A mi pareja por su apoyo y carifio, y por acompafarme siempre, en esta Ultima etapa
de mi carrera.

A mis amigos de la vida y amigas y compafieras de esta casa de estudios por
siempre estar ahi.

A mis tutores, por toda su ayuda y conocimientos brindados para la realizacion de
este trabajo.

A los funcionarios de biblioteca por la informacion y talleres brindados.

Y especialmente a la Facultad de Veterinaria UdelaR, por permitirme realizar esta
hermosa carrera.



TABLA DE CONTENIDO

Pagina
PAGINA DE APROBACION ..ottt ittt ne e se e e 2
AGRADECIMIENT OS. ..t et e et e e et e e e et e e e st e e e aaeeeaanaeees 3
LISTADE TABLAS Y FIGURAS ...t e e e e eaans 5
ST 11V 6
SUMM A R Y e et a e r e 7
INTRODUCCION .....oouiiiiiiiiieieeiete ettt sttt ettt e e se et e e e ese st e s e e b en e e ese e eseneenns 8
OBUIETIVOS .ttt e e e e e e e e e e e e et aa e e 11

. General
Il.  Especificos
DESARROLLO DEL TRABAJO

[.  Influencia del medioambiente en el animal ............cccvvviiiiiee i 12
[I.  Mecanismos de termorrequUIACION ...........uuuuuiiieeeeeiieeeiiiee e e e e e et e e e e e eeeeanee 14

Ill. Efectos del estrés calorico y choque térmico en la reproduccion de la
NEMDIA DOVING. .. .uiiiiiiiiiiiiiiii e 16
lll.a. Efectos sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y desarrollo folicular........ 17
lll.b. Efectos sobre la maduracion, calidad y competencia ovocitaria ................ 21
lll.c. Efectos sobre el desarrollo embrionario ... 25
IV.  Agentes requladores de termorresistencia en ovocitos bovinos in vitro.............. 26

IV.a. Agentes reguladores frente al mecanismo apoptotico inducido por el
(o3 a0 o 8 L= 30 =1 1 121 oo J SO URRPPPRUR 27

IV.b. Agentes reguladores frente al mecanismo oxidativo inducido por el
(o3 a0 o 8 L= 30 =1 1 121 o J OSSPSR 29
IV.c. Otros posibles agentes reguladores frente al choque térmico ................... 29

V. Perspectivas futuras para el estudio de estrés calérico en bovinos en el
L0 (Lo U = Y UPPUPPTRPIN 32
V.a. Modelo in vitro para estudiar el choque térmico en ovocitos bovinos ......... 34
CONCLUSIONES ...ttt e et e e e e e e e s e s bbbt e e e e e e e e e e snnsbbanneneeeas 38
BIBLIOGRAFIA ...ttt et eteete e 39



LISTA DE TABLAS Y FIGURAS

TABLAS

Tabla I: Alteraciones inducidas por la elevada temperatura sobre ovocitos bovinos
en estadios de vesicula germinal y madurados in VItro...........coooeuviiieeeiieeeniiciiiiieeeen. 23

Tabla II: Efectos del choque térmico y agentes reguladores de termorresistencia
en ovocitos bovinos durante la maduracion in VItr0.............cvvvvveviiiiiiiviieieiiieeeeeeeeeeeeeeee 27

FIGURAS

Figura 1: Relacion entre el indice metabdlico en reposo y la temperatura

ambiental en MamIfErOS ¥ AVES ........ooiiiiiiiiiiiii e 14
Figura 2: Balance térmico en ganado bovino para Carne............cccoccueemmmmnnmnnnnnnnnnnnnnnns 15
Figura 3: Interacciones hormonales del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario...................... 17

Figura 4: Efectos a largo plazo del estrés calorico sobre el eje hipotdlamo-
hipdfisis-ovario y su participacion en la reduccién de la fertilidad en la vaca................ 20

Figura 5: Efectos directos e indirectos del choque térmico en el grupo de foliculos
ovaricos y el cuerpo Iiteo en asociacion con alteraciones del eje hipotalamo-
01100 11 5T ST 0 1VZ= 1 (o 1 21

Figura 6: Efectos directos e indirectos del choque térmico sobre la capacidad de
deSArroll0 €N OVOCITOS ......ccoeiiiiiiiiiieeeeee ettt eeeeeeeees 23

Figura 7: Departamentos del Uruguay donde se han realizado estudios sobre
estrés calorico en bovinos durante €l VErano. ..........ccoooeeevviiiiiiiiiiiieeeeeeeeiee e 33

Figura 8: Disefio experimental para el estudio in vitro de la termorresistencia de
ovocitos bovinos utilizando agentes termoprotectores. ...........veeeevieeeiieeeiiiiiee e eeeeeeeeinns 36



RESUMEN

En bovinos, el estrés calérico materno compromete la fertilidad resultando en
pérdidas econémicas para la industria animal. En Uruguay la mayoria del ganado es
criado en sistemas pastoriles pudiendo verse afectado por el estrés cal6rico en
momentos puntuales durante los meses de verano, sobre todo en los departamentos
al norte del pais. A pesar de su importancia en la produccion carnica nacional, hasta
ahora no existen estudios que valoren el impacto del estrés caldrico en la fertilidad
del rodeo de cria. La hipertermia provoca una disminucién en la funcion celular de
varios tejidos del tracto reproductivo de la hembra bovina, teniendo repercusiones
negativas sobre la secrecion hormonal, desarrollo embrionario e incluso generando
dafios al propio ovocito, que son las estructuras mas sensibles. No se conocen
exactamente los mecanismos mediante los cuales se generan dichos dafios, pero se
cree que son debidos al aumento de la actividad apoptética y produccion de
especies oxigeno reactivas (ROS) en los compartimentos citoplasmaticos y
nucleares a nivel celular. En este sentido, diversos autores han estudiado los efectos
del choque térmico, haciendo uso de métodos in vitro, sobre los complejos cumulus
ovocito (COCs) bovinos y como dichos efectos pueden ser mitigados utilizando
agentes moduladores de termorresistencia durante la maduracion in vitro (MIV).
Entre los agentes estudiados se encuentran el factor de crecimiento insulinico tipo |
(IGF-1), esfingosina-1-fosfato (S1P), retinol, astaxantina y curcaciclina A 'y B. En este
trabajo se recopilaron los conocimientos sobre estrés caldrico, con énfasis en la
hembra bovina, evaluando la informacion existente al respecto en el pais. Por este
motivo se plantea el estudio del estrés calorico a través de determinacion de ITH y
variables de respuesta en el propio animal a nivel de campo. Estos parametros
pueden ser implementados posteriormente en un modelo in vitro con el objetivo de
evaluar directamente la capacidad de desarrollo de ovocitos bovinos expuestos a
choque térmico, junto con el efecto termoprotector de varios compuestos como
vitamina E (vit E), selenio (Se), L-carnitina (LC) y cisteamina, como una alternativa
para modular los efectos de la temperatura elevada en la funcion reproductiva en las
hembras bovinas.

Palabras clave: biotecnologia, alta temperatura, atenuacion, cria bovina



SUMMARY

In cattle, maternal heat stress compromises fertility, resulting in economic losses for
animal industry. In Uruguay, cattle are mainly raised in pastoral systems and may be
affected by heat stress at specific times during summer months, especially in the
northern regions of the country. To date, there are no studies that assess the impact
of heat stress on the cattle breeding fertility, despite their relevance in the national
meat production. Hyperthermia impairs cellular functions from several tissues in the
bovine female’s reproductive tract, such as hormonal secretion, embryo development
and it even damages the oocyte itself, which are the most sensitive structures.
Mechanisms by which these damages are elicited are not completely known,
however, it is believed that they involve the increase of apoptotic activity and the
production of reactive oxygen species (ROS) in cytoplasmic and nuclear
compartments at the cellular level. In vitro induced-heat shock effects on bovine
cumulus-oocyte complex (COCs) can be mitigated using thermoresistant modulating
agents during in vitro oocyte maturation. Among these modulating agents are insulin-
like growth factor type | (IGF-I), sphingosine-1-phosphate (S1P), retinol, astaxanthin,
curcacycline A and B. The aim of this work was to gather knowledge about heat
stress with emphasis on the bovine female, evaluating the existing information in this
regard in the country. For this reason we propose to study heat stress through
determination of ITH and response variables on the animal itself under field
conditions. These parameters can then be implemented in an in vitro model to
directly assess the development capacity of bovine oocytes exposed to thermal
shock and in turn evaluate the thermoprotective effect of several compounds such as
vitamin E (vit E), selenium (Se), L- carnitine (LC) and cysteamine, as an alternative to
modulate the effects of elevated temperature on reproductive function in bovine
females.

Keywords: biotechnology, high temperature, attenuation, bovine breeding
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INTRODUCCION

La ganaderia representa la principal actividad econdmica del Uruguay. Nuestro pais
ocupa la lista de los mayores productores carnicos a nivel mundial, contando con
11,7 millones de vacunos y encontrandose entre los diez principales exportadores de
carne bovina (MGAP, DIEA, 2018). El area dedicada a la ganaderia es de 15
millones de ha (entre establecimientos ganaderos y agricolas ganaderos), de las
cuales el 12,3% corresponde a pasturas mejoradas (praderas o verdeos) (MGAP,
DIEA, 2018). Saadoun y Cabrera (2013) mencionan que los sistemas de produccion
de carne utilizados, ya sea con destino de exportaciéon o mercado interno, pueden
ser de base estrictamente pastoril, con incorporacion de suplementos o terminados
en encierro y concentrado (tipo feedlot). En estos sistemas, los animales pueden
verse expuestos a factores climaticos que inciden en la regulacién de la produccion
de calor, lo cual se asocia con las funciones de mantenimiento y produccién (Hahny
col., 2003).

El estrés caldrico es una condicion que resulta de la incapacidad del animal para
disipar el calor corporal de manera efectiva y mantener la temperatura corporal
normal (Rolf, 2015). En el ganado bovino representa un problema con
consecuencias economicas (Wolfenson y col., 2000; Hansen, 2011). En los primeros
reportes, el estrés calorico se considero un problema para el ganado principalmente
en climas calidos (Erb y col., 1940; Seath y Staple, 1941, citado por Stott y Williams,
1962). Sin embargo, se ha descrito que la reduccion de la funcion reproductiva
durante el verano no soOlo ocurre en regiones tropicales y subtropicales, sino que
también se ha manifestado en regiones templadas alrededor del mundo (Hansen,
2007). En nuestro pais, las temperaturas ambientales medias y maximas registradas
en los meses mas calidos corresponden a 24°C y 29,6°C, respectivamente (Castafio
y col., 2011).

El calentamiento global y el cambio climéatico han tenido un impacto en todo el
mundo, el aumento de la temperatura ambiental, especialmente en verano, es una
cuestion critica en el desempefio del ganado ya que tiene repercusiones a nivel
productivo y reproductivo (Sakatani, 2017). Segun Bartaburu (2007) en Uruguay, son
pocos los estudios sobre el efecto del estrés caldrico en bovinos y se focalizan mas
en ganado lechero. Por ejemplo, se han registrado mermas en la produccion lactea a
causa de estrés caldrico en los meses de verano al Norte del Rio Negro (Cruz y
Saravia, 2008), Sur (Abrahim y Collazo, 2015) y Suroeste del Uruguay (Capé y
Senosiain, 2015), existiendo algunos trabajos en ganado de carne en region Este
(Rovira, 2012) y Norte (Beretta y col., 2013; Baraibar y Piazza, 2014; Santa Cruz y
col., 2018). Sin embargo, en nuestro pais, se desconoce el impacto del estrés
caldrico sobre la funcion reproductiva de las hembras bovinas de ganado de cria
especificamente (Bartaburu, 2007), hecho que motiva a realizar estudios que
generen informacion al respecto.

Diversos autores indican que la temperatura y la humedad corresponden a los
principales factores ambientales que afectan los indices productivos del ganado
(Hahn y col., 2003). Por este motivo, se ha desarrollado el indice de Temperatura y
Humedad (ITH) para estimar el riesgo de estrés caldrico al que estan sometidos los
animales (Thom, 1959). La temperatura rectal es otro indicador del balance térmico
gue puede ser usado para evaluar la adversidad del medioambiente cal6rico



(Johnson, 1987). El estrés calo6rico en bovinos causa un aumento de la temperatura
rectal, lo que se asocia con reducciones en el consumo de materia seca, la
produccién de leche y la fertilidad (Ealy y col., 1993; West, 2003). Gwazdauskas y
col. (1973) indican que las temperaturas rectales son paralelas a las que ocurren en
el Utero y pueden alcanzar o superar los 41 °C (Ealy y col., 1993). En este sentido,
Ulberg y Burfening (1967) han reportado una disminucion de un 25% en la tasa de
prefiez por cada aumento de 1 °C en la temperatura rectal.

Hansen y col. (2001) explican que la reduccion de la fertilidad asociada con el estrés
caldrico es un problema multifactorial, ya que la hipertermia puede afectar la funcién
celular de varios tejidos del tracto reproductivo de la hembra. Estudios tanto in vivo
como in vitro revelan efectos deletéreos sobre el crecimiento, estructura y funcién de
los ovocitos y el posterior desarrollo embrionario. En los estudios in vivo se refiere a
la elevada temperatura como “estrés caldrico”, mientras que en los estudios in vitro
se utiliza el término “choque térmico” que refiere a los efectos de la elevada
temperatura en la funcion celular (Hansen, 2009).

Putney y col. (1989) describen un aumento en la proporcion de embriones
anormales y retardados en vaquillonas expuestas a estrés calorico entre el inicio del
estro y la inseminacion. La propuesta de estudiar el efecto del estrés calorico
basandose en lo que experimentan los animales in vivo resulta una tarea dificil. Por
este motivo es interesante contar con el desarrollo de modelos in vitro, donde los
ovocitos son madurados por 24 horas hasta alcanzar la metafase I, permitiendo
evaluar los efectos directos del choque térmico sobre los mismos (Maya-Soriano,
2012). Las temperaturas aplicadas para la MIV pueden ser ajustadas a las
temperaturas reales a las cuales se someten las vacas en condiciones de estrés
calodrico a campo, a fin de obtener resultados mas precisos (Nabenishi y col., 2011a).
A su vez, Gendelman y Roth (2012b) reafirmaron la confiabilidad con la que es
posible simular las condiciones de estés caldérico in vivo en los modelos in vitro.

Por ejemplo, Edwards y Hansen (1997), cultivaron ovocitos bovinos madurados a
41°C y notaron efectos directos del choque térmico, observando reduccion en el
desarrollo del blastocisto. De forma similar, se demostré6 que cultivar complejos
cumulus ovocito (COCs) a temperatura elevada durante la maduracion disminuye la
tasa de division embrionaria y la proporcion de ovocitos que llegan a blastocistos
(Edwards y col., 1997). En este sentido el proceso de maduracion de los ovocitos
también es susceptible a la interrupcion por el estrés por calor (Roth y Hansen,
2004a).

Estudios mas recientes han encontrado otros efectos negativos sobre el ovocito.
Entre ellos se incluyen alteraciones en la maduracion citoplasmatica y nuclear, en la
expresion de proteinas, en la estructura de la membrana, ocurrencia de
envejecimiento prematuro, alteraciones de la competencia ovocitaria (Maya-Soriano,
2012) e induccién de apoptosis (Rodriguez y col., 2016). Recientemente, Ahmed y
col. (2017) describen un colapso de la organizacion del citoesqueleto del ovocito, lo
gue puede explicar el fallo de reinicio de la meiosis durante el choque térmico (Roth
y Hansen, 2005). También se han constatado alteraciones en la estructura de la
zona peldcida al exponer ovocitos a 42°C por 30 minutos (Ju y col., 1999), lo que
podria explicar la reduccién de la tasa de division observada en ovocitos expuestos
a choque térmico (Tseng y Ju, 2009). La exposicidén a elevadas temperaturas podria
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alterar el mecanismo que evita la polispermia, e incluso aumentarla, asi como
reducir la capacidad de desarrollo embrionario (Sakatani, 2017).

Para contrarrestar los efectos deletéreos del estrés caldrico de una forma sencilla y
rapida a nivel de campo, se ha sugerido la modificacion fisica del ambiente (uso de
sombra, ventilacion, etc.), asi como el uso de esquemas apropiados de manejo
nutricional, especialmente en areas donde los periodos de estrés por calor se
alternan con condiciones favorables para la produccion (Beede y Collier, 1986). Sin
embargo, ante los dafios mencionados sobre el ovocito bovino frente al choque
térmico y considerando su vital importancia en la funcion reproductiva, Paula-Lopes
y col. (2012) han remarcado la necesidad de identificar, en condiciones de
laboratorio, agentes termoprotectores que mitiguen los efectos de la alta temperatura
en la funcién reproductiva y de esta forma permitir el empleo de estrategias capaces
de adquirir la competencia para el desarrollo durante la época de verano.

Por lo mencionado anteriormente, en el presente trabajo se realiza una revision de la
bibliografia disponible vinculada al estrés caldrico en bovinos y sus efectos sobre la
capacidad de desarrollo in vitro de ovocitos. A su vez, se manifiesta la necesidad de
generar informacion sobre el efecto de la hipertermia en el ganado bovino de carne,
en la Region Norte del pais donde los animales presentan mas riesgo de exponerse
a estrés caldrico, hecho que puede afectar no solamente el bienestar de los
animales sino también su productividad. Asimismo, se plantea un modelo para el
estudio in vitro de la vulnerabilidad del ovocito bovino frente al choque térmico
durante la etapa de maduracién, evaluando sus posibles efectos sobre la progresion
meiotica, la calidad ovocitaria y el desarrollo embrionario posterior, valorando el
indice de apoptosis en blastocistos y analizando el efecto atenuante de agentes
termoprotectores. Esto ultimo con el objetivo final de recopilar informacion que sea
atil para abordar y valorar el impacto del estrés calérico en el rodeo de cria, y
generar estrategias para mitigarlo.
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OBJETIVOS

General

Realizar una revisién de la bibliografia disponible vinculada al estrés calorico
en bovinos y sus efectos sobre la capacidad de desarrollo in vitro de ovocitos.

Especificos

Recopilar los conocimientos tedricos relacionados con el estrés calorico y su
impacto sobre la reproduccion bovina.

Describir los procesos y estrategias celulares asociados a la regulacion in
vitro de la termorresistencia en ovocitos bovinos expuestos a choque térmico.

Plantear un modelo in vitro para evaluar el efecto termoprotector de algunos

compuestos sobre la capacidad de desarrollo de ovocitos bovinos expuestos
a choque térmico.
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DESARROLLO DEL TRABAJO

I. Influencia del medioambiente en el animal

El medioambiente en el cual se encuentra el ganado bovino tiene una gran influencia
en su fisiologia, comportamiento y salud, pudiendo afectar significativamente el
desempeiio productivo del animal (revisado por Arias y col., 2008). Se ha descrito a
la temperatura del ambiente, humedad relativa, radiacion, precipitacion, presion
atmosférica, luz ultra violeta, velocidad de viento y polvo, como los principales
factores fisicos naturales del ambiente que afectan al ganado (Hahn y col., 1993).
Estos elementos actian permanentemente sobre el animal, interactuando
directamente con su piel y cobertura, afectando los receptores nerviosos situados en
la piel o retina ocular, los cuales transmiten la informacién recibida al hipotalamo
para poner en accién los mecanismos compensatorios (Bianca, 1972; citado por
Saravia, 2009).

Hahn y col. (2003) describen a la temperatura ambiental como la variable mas
investigada y utilizada como indicador de estrés caldrico, con importancia
significativa, ya que existe una marcada disminucion de la fertilidad de los animales
en meses calurosos (Jiay col., 2012). En este sentido, Aggarwal y Upadhyay, (2013)
manifiestan que las altas temperaturas ambientales generan cambios drasticos en
las funciones fisiolégicas del animal, incluyendo disminucion de la ingesta de
alimentos y alteraciones en el metabolismo del agua, proteinas, balances
energeéticos y minerales, secreciones hormonales y metabolitos sanguineos.

Como se menciond previamente, la temperatura rectal es paralela a la temperatura
del atero bovino (Gwazdauskas y col., 1973), y puede utilizarse como un indicador
del balance térmico para evaluar la adversidad del medioambiente calorico sobre el
animal (Johnson, 1987). Estudios mas recientes reafirman este concepto, al
demostrar una disminucién del 21 al 15% en la tasa de concepcion luego de la
inseminacion artificial, cuando la temperatura rectal es mayor a 39,1°C (Pereira y
col., 2013). En este sentido, las medidas reproductivas como tasa de concepcion,
calidad del ovocito y pérdidas embrionarias pueden utilizarse como indicadores de
bienestar para las vacas expuestas a estrés calorico, ya que todas se ven afectadas
por las temperaturas elevadas; sin embargo, sélo indican que el animal estaba en
estrés por calor en el momento de la reproduccién (revisado por Polsky y von
Keyserlingk, 2017).

El ITH es otro indicador que segun Rovira (2012) resulta una herramienta facil de
utilizar para caracterizar el ambiente de produccion y estimar el riesgo de estrés
calorico al que se exponen los animales. Este indicador se divide en categorias que
potencialmente indican el nivel de estrés por calor, aunque sus definiciones varian
entre los investigadores y las condiciones (Polsky y von Keyserlingk, 2017). Mader y
col. (2006), describen cuatro categorias: normal (ITH<74), alerta (74<ITH<79),
peligro (79<ITH<84) y emergencia (ITH=84). Por su parte, De Rensis y col. (2015),
indican que se observan leves signos de estrés por calor a valores de ITH entre 68 y
74,y aseguran que un ITH = 75 causa disminuciones drasticas en el rendimiento de
la produccion.
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En nuestro pais se han realizado estudios donde se caracterizd6 el medioambiente
utilizando este indice, registrandose valores de ITH por encima del valor critico para
bovinos (ITH>72), en los departamentos de Salto, Artigas, Paysandu, Tacuarembo,
Rivera y Cerro Largo durante gran parte del verano (Cruz y Saravia, 2008). En otro
estudio realizado en el departamento de Colonia en ganado lechero, se registraron
valores de ITH superiores al critico en los meses de verano con una probabilidad de
40% repercutiendo en la produccién lactea (Abrahim y Collazo, 2015). Mas
recientemente, en el departamento de Tacuarembd, Santa Cruz y col. (2018)
determinaron, mediante el ITH basado en el globo negro (contemplando la radiacion
solar directa), que durante el periodo de entore para ganado de cria, existen
condiciones de estrés caldrico, llegando a registrar valores de emergencia en un
25% del tiempo.

Asi mismo, en nuestro pais, también se han realizado estudios que describen la
evolucién, durante periodos de al menos 5 afios, de las principales variables que se
relacionan con el estrés caldrico en animales durante los meses de verano. De esta
forma Rovira (2012) en un estudio que reune datos del periodo 1973-2010, reporta la
existencia de condiciones ambientales puntuales para el desarrollo de estrés
calorico medio (72<ITH<79) y severo (ITH279), desde fines de diciembre hasta
principios de marzo.

A su vez Rovira (2012) describe para el este del pais y durante el periodo 2007-
2011, que los animales estan expuestos, aproximadamente un 50% del tiempo, a
condiciones ambientales de riesgo de estrés calérico durante los meses de verano,
pudiendo recuperarse en horas de la madrugada en caso de haber sufrido estrés
caldrico durante el dia. Sin embargo, se registraron periodos de 4-5 dias con riesgo
de estrés caldrico severo (ITH>79) durante el dia, denominados “olas de calor”,
donde incluso por la madrugada existen condiciones de riesgo de estrés calorico
medio, lo que afecta la normal recuperacion del animal durante esas horas.

Los efectos negativos del estrés caldrico se agravan cuando hay un aumento tanto
de la temperatura como de la humedad en el medioambiente (West, 2003). De esta
forma ambos factores ejercen un efecto combinado, donde resultan mas tolerables
los valores elevados de temperatura cuando la humedad relativa es mas baja (Cruz,
2009). En Uruguay, los animales no escapan a esta situacion ya que, segun Batista
y col. (2013) el norte del pais se caracteriza por la presencia de veranos con alta
temperatura y humedad relativa atmosférica. Se ha demostrado que en estas
condiciones se produce estrés a nivel fisiolégico y comportamental, lo que repercute
en la produccion y el bienestar del animal (Arias y Mader, 2011). Ademas, el sistema
de produccion es principalmente pastoril, por lo que la gran mayoria del ganado esta
expuesto permanentemente al ambiente exterior, viéndose afectado su
comportamiento y productividad (Capé y Senosiain, 2015).

El uso de sombra se plantea como una medida para mitigar los efectos del estrés
calorico al que estan sometidos los animales en sistemas pastoriles (Rovira, 2012).
Beretta y col. (2013) en el departamento de Paysandu, determinaron que el pastoreo
restringido junto con el uso de sombra mejoré la ganancia de peso vivo en novillos
de recria y engorde. La sombra natural es la opcién mas barata, aunque tiene como
desventaja que muchas veces no esta ubicada en el lugar deseado y/o el
sobrepastoreo y amontonamiento de los animales puede afectar a los arboles. Como
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alternativa se sugiere la sombra artificial que puede ser construida a un bajo costo
(Rovira, 2012). A su vez, debe tenerse en cuenta que el efecto del estrés caldrico
en los animales es variable y depende de factores intrinsecos del animal tales como
su estado fisiolégico, aclimatacién térmica previa, genotipo, tipo de alimentacion,
presencia de enfermedades (Turner y col 1989; citado por Cruz, 2009),
temperamento y nivel de produccion, entre otros (revisado por Rovira, 2012).

[l. Mecanismos de termorrequlacion

Los bovinos son animales homeotermos, es decir, mantienen una temperatura
corporal constante, alrededor de 38°C, independientemente de las variaciones en la
temperatura ambiental (Hill y col., 2006; Klein, 2014). El control del equilibrio térmico
es indispensable para lograr el mantenimiento de la salud, el bienestar, y los niveles
de produccion del animal (Cruz, 2009). Hansen (2009) describe esta regulacion
como un proceso de control homocinético mediante el cual el equilibrio en la
temperatura corporal involucra procesos dinamicos que pueden generar
perturbaciones en otros procesos fisiologicos. Para que se cumpla con el proceso de
homotermia el animal debe perder tanto el calor producido como el ganado desde el
ambiente (Kadzere y col., 2002).

En un rango especifico de temperatura ambiental, llamado zona termoneutral (ZTN)
(Figura 1; Hill y col., 2006) y en estado de reposo, los bovinos, asi como otros
mamiferos y aves, pueden mantener su propia temperatura dentro de los limites
normales. Los valores extremos de la ZTN corresponden a la “temperatura critica
minima” y la “temperatura critica maxima” (Hill y col., 2006). En bovinos, la ZTN, o
de confort térmico, se encuentra entre los 15 y 25°C para las razas taurinas (Bos
taurus) y algo superior para las razas cebuinas (Bos indicus) (Bartaburu, 2007). En
este rango se define el indice metabdlico basal en reposo y ayuno (Hill y col., 2006),
en el que el animal no usa energia adicional para mantener su temperatura corporal
y por lo tanto, los costos fisiologicos son minimos y la productividad es maxima
(Aggarwal y Upadhyay, 2013).

Fuera del rango de la ZTN, el indice metabdlico basal se incrementa, a temperaturas
ambientales mayores que la temperatura critica superior, las perdidas evaporativas
aumentan y se hace minimo el aislamiento térmico de los tejidos (Silanikove, 2000).

indice metabélico —»
basal (IMB)

Zona termoneutral
(ZTN)

indice metabélico en reposo

A '
Temperatura Temperatura
critica minima critica superior

Temperatura ambiental

Figura 1. Relacion entre el indice metabdlico en reposo y la temperatura ambiental en
mamiferos y aves (tomado de Hill y col., 2006).
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En bovinos, la temperatura corporal esta finamente regulada por la combinacién de
procesos de produccion y pérdida de calor, tales como conduccién, conveccion,
radiacion y evaporacion (Figura 2; Arias y col., 2008). Los tres primeros mecanismos
se conocen como pérdidas de calor sensible, sobre los cuales el animal tiene muy
poco control; a diferencia de la evaporacion, donde tiene un marcado control
fisiolégico (Klein, 2014).

Radiacién solar
saliente Temperatura
o Temperatura  de] animal
Radiacién solar ambiental Pérdida por evaporacién
entrante del pelaje
Refraccién de la radiacién D/\
l,

de onda larga Pérdida por evaporacién

vias respiratorias
AE Conduccién AE- AR ==

Conveccion

/ A
/
AE-

Carga calor radiante|

Consumo de alimento
Consumo de agua

AE Conduccién

Figura 2. Balance térmico en ganado bovino para carne. AE: diferencia de energia (tomado
de Arias y col., 2008).

Dentro de la ZTN la temperatura corporal es regulada por mecanismos vasomotores
gue aumentan o disminuyen el flujo sanguineo dérmico, lo que hace variar la
cantidad de calor que se pierde por conveccion y radiacion. Estos mecanismos son
normales y pasivos desde el punto de vista del gasto energético (Klein, 2014). Ante
una situacion de sobrecarga térmica, primero ocurre una vasodilatacion que
incrementa el flujo de sangre hacia la piel y extremidades. De esta forma, aumenta
el gradiente térmico entre la piel y el ambiente, produciéndose una mayor pérdida de
calor por conveccion y radiacion (Klein, 2014). A medida que la temperatura
ambiental se aproxima a la temperatura corporal (37,5 - 39,5 °C) los mecanismos de
disipacion de calor no evaporativos (radiacién, conduccion y conveccion) comienzan
a perder efectividad (Gonzélez, 2014).

Aggarwal y Upadhyay (2013) afirman que cuando la temperatura ambiental se
encuentra por encima del valor critico maximo de la ZTN se produce una situacion
de estrés calorico, donde la vasodilatacion por si misma no consigue mantener la
temperatura normal. El animal debe entonces poner en marcha mecanismos de
evaporacién como, por ejemplo, aumento de la tasa respiratoria, que si implican un
gasto energético. En el ganado vacuno, las pérdidas por evaporacion a través del
aumento de la frecuencia respiratoria y del volumen de la sudoracién, son los
mecanismos mas importantes para disipar el exceso de calor (Kadzere y col., 2002).
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Segun Bartaburu (2007) la frecuencia respiratoria normal de un bovino es de 20-40
respiraciones por minuto (r/m), pudiendo llegar hasta 120 en situaciones extremas,
donde cualquier valor que supere los 40 r/m se considera polipnea térmica, utilizada
con el fin de enfriar el organismo (Saravia, 2009).

Hill y col. (2006) aseguran que el enfriamiento por evaporacion es la ultima linea de
defensa contra la acumulacion de calor, ya que puede generar inconvenientes con el
equilibrio hidrico y acido-basico, ademas de ser menos eficiente frente a un
incremento de la humedad relativa (Saravia, 2009). Por este motivo, en primer
término, se ponen en marcha defensas de tipo conductual, como buscar sombra,
meterse al agua o revolcarse en el barro (Klein, 2014). La respuesta efectuada por el
animal frente al estrés caldrico es variable dependiendo de si se trata de estrés
caldrico agudo o cronico. A corto plazo, los cambios adaptativos se ven reflejados en
las respuestas conductuales, cambios fisiolégicos, y funciones inmunolégicas,
mientras que a largo plazo se altera el consumo de alimento y la pérdida de calor, lo
gue influye sobre el rendimiento productivo y reproductivo del animal (Nienaber y
Hahn, 2007).

Se han descrito diferentes estrategias a nivel de campo para mitigar los efectos del
estrés calorico en ganado. En cuanto a las medidas de manejo, el uso de sombra se
considera la modificacion basica y mas importante de las condiciones ambientales,
ya que reduce el esfuerzo del animal para mantener su homeostasis térmica y
generar un menor gasto de energia (Castafio y col., 2014). A su vez, pueden
implementarse cambios en la alimentacién, mejorando la digestibilidad de las dietas
y aumentando la densidad de los nutrientes y la energia metabolizable (Beede y
Collier, 1986).

Por otra parte, en bovinos es posible realizar una seleccion genética de animales
termorresistentes, es decir, con la capacidad de regular la temperatura corporal
frente al estrés caldrico y, a la vez, tener un buen desempefio productivo y
reproductivo, ya que existe variabilidad genética intra e inter racial para esta
caracteristica (revisado por Hansen, 2015). Se han estimado heredabilidades bajas,
moderadas y altas, de acuerdo al fenotipo medido, por ejemplo: 0,11 a 0,68 y 0,76 a
0,84, para mediciones de tasa respiratoria y temperatura corporal, respectivamente
(revisado por Rolf, 2015). Sin embargo, la medicion de estos fenotipos es costosa y
dificil de implementar en los sistemas productivos. Por lo tanto, la identificacion de
variantes genéticas que tengan efecto sobre la regulacion de la temperatura corporal
y su uso con fines de seleccion y manejo puede ser muy util (Howard y col., 2014).
En este sentido, se han identificado algunos genes con efecto mayor, asi como
varias regiones gendémicas que afectan la regulacién de la temperatura corporal en
bovinos (revisado por Rolf, 2015).

[1l. Efectos del estrés caldrico y chogue térmico en la reproduccién de la hembra
bovina

La reproduccion es una de las funciones fisiolégicas de los mamiferos mas
susceptible de ser alterada por los efectos de la hipertermia (Hansen, 2009). En la
hembra bovina, son varios los efectos adversos que experimenta la funcién
reproductiva, observandose una reduccion en la funcion ovarica, en la expresion de
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celo y en la tasa de fecundacion, asi como un aumento de la mortalidad embrionaria
(Hansen, 2007; Aggarwal y Upadhyay, 2013).

En la produccion ganadera, cuando se habla de estrés caldrico generalmente se
piensa en el animal a nivel general, sin embargo, no debe dejar de considerarse el
impacto de la hipertermia a nivel celular. Si bien aun no se ha dilucidado la base
molecular de los efectos de la hipertermia, muchos de los efectos del estrés calorico
tienen que ver con el choque térmico que experimentan las células (revisado por
Rolf, 2015). Paula-Lopes y col. (2012) indican que esto es debido a que la alta
temperatura en el microambiente del tracto reproductivo compromete la dinamica
folicular, la secrecién hormonal, el ovocito y la funcién embrionaria.

lll. a. Efectos sobre el Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y desarrollo folicular

El ciclo estral de la hembra bovina estd sometido a un control neuroendocrino que
incluye la integracion de diversas sefiales regulatorias. Este control permite la
adecuada liberacion de las gonadotrofinas; la Hormona Foliculo Estimulante (FSH,
del inglés Follicle Stimulating Hormone), encargada del proceso de
esteroideogénesis ovarica, crecimiento y maduracion folicular, y la Hormona
Luteinizante (LH, del inglés Luteinizing Hormone), que interviene en el proceso de
ovulacion, formacion y mantenimiento del cuerpo luteo (Rippe, 2009). En la Figura 3
se esquematizan las interacciones hormonales del eje hipotalamo-hipofisis-ovario.

Hipotalamo
Retroakimentacién

Retroalimentacion

Positiva Gn:!ﬂ Negativa
Pituitaria Anterior
Emmbmo roncuuﬁ/ﬂ‘ | Ovulacion |
[ Foliculo Pre-ovulatorio ]
Estradiol Progesterona
| — e

Figura 3. Interacciones hormonales del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (tomado de Rippe,
2009).

Diversos estimulos sensoriales pueden activar o inhibir la secrecion de la Hormona
Liberadora de Gonadotrofinas (GnRH, del inglés Gonadotropin-Releasing Hormone)
(Hopper, 2015). En condiciones de bienestar térmico, dichos estimulos resultan
activadores, mientras que en condiciones opuestas, resultan inhibitorios (Gordon,
2004), produciéndose cambios en los patrones de secrecion de las hormonas del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario (Jia y col., 2012). Segun Aggarwal y Upadhyay (2013),
dichos cambios pueden deberse a mecanismos que modifiquen la sintesis o la
secrecion de GnRH, la capacidad de respuesta de los gonadotropos a las acciones
de GnRH o las acciones de retroalimentacion de las hormonas gonadales. El
cortisol, producido por la corteza adrenal, ha sido reportado como el principal
glucocorticoesteroide secretado como respuesta del animal a condiciones de estrés
(Arias y col., 2008). Hansen (2009) manifiesta que el incremento en la secrecion de
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corticoesteroides se ha sugerido como causa de inhibicidon de la secreciéon de GnRH,
sin embargo, esta inhibicion se ha visto en menor grado en vacas con altas
concentraciones de estradiol, lo que podria indicar una neutralizacion del efecto del
estrés calorico.

El desarrollo folicular en la hembra bovina se manifiesta en forma de ondas de
crecimiento (de 1 a 4 por ciclo estral), donde el foliculo preovulatorio se origina a
partir de la dltima. Normalmente, cada onda inicia reclutando una cohorte de
foliculos antrales, donde solo uno se seleccionard y seguird creciendo hasta llegar a
ser un foliculo dominante (Rippe, 2016). Li y col. (2017) afirman que el desarrollo
folicular es uno de los periodos mas criticos del ciclo reproductivo que se ve
afectado por el estrés calorico.

La hipertermia provoca una reduccion en el tamafio de los foliculos dominantes de la
primera y segunda onda (Badinga y col., 1993) y una atenuacion de la dominancia
folicular, viéndose reflejado en un aumento del nimero de foliculos de gran tamafio
(Wolfenson y col., 1995). Roth y col. (2000) observaron una reduccion en la
concentracion plasmatica de inhibina, acompafiada de un aumento de la
concentracion de FSH en el plasma de vacas expuestas a estrés calorico. Esto
compromete la seleccion folicular, debido a un aumento de la duracion de las ondas
foliculares (Gharibzadeh y col., 2014), y a una reduccion del crecimiento y tamafio
del foliculo dominante (Wolfenson y col., 2000).

De esta forma, en vacas sometidas a estrés calorico, que fueron expuestas a
ambientes sin sombra, se observaron foliculos dominantes de menor tamafio
respecto a las vacas con acceso a sombra. Asimismo, en otro experimento con
condiciones controladas de temperatura y humedad, las vacas en condiciones
termoneutrales presentaron foliculos dominantes de mayor tamafio que los de las
vacas sometidas a estrés caldrico (revisado por Schiiller y col., 2017). Al-Katanani y
col. (2002) aseguran que la dominancia incompleta aumenta el crecimiento de
foliculos subordinados, lo que podria resultar en la ovulacion de un foliculo
envejecido, que contiene ovocitos con competencia reducida. A su vez, se ha
informado que ocurre la seleccion temprana del foliculo preovulatorio y extension de
su periodo de dominancia en vacas expuestas a estrés calorico (Wolfenson y col.,
1995), hecho que segun Mihm y col. (1994) es de suma importancia, ya que la
duracion de la dominancia del foliculo preovulatorio se asocia negativamente con la
tasa de concepcion.

La ultima etapa del desarrollo folicular se caracteriza por la formacion de la cavidad
antral, en la cual las células de la granulosa se diferencian para formar las capas de
granulosa mural y antral, asi como las células del cumulus que rodean a los ovocitos
y donde las hormonas FSH y LH cumplen un rol fundamental. Se ha indicado que los
foliculos antrales tempranos son sensibles al estrés por calor, lo que se evidencio
por una reduccién en la produccion de esteroides en foliculos preovulatorios y de
tamafio mediano (revisado por Roth, 2016). Sin embargo, aun no se han definido
con precision las etapas foliculares susceptibles al estrés calérico (Roth, 2015).

Las alteraciones en el desarrollo folicular se encuentran estrechamente asociadas

con cambios en el ambiente endocrino (Roth, 2015). Wolfenson y col. (2000)
manifiestan que la reducida dominancia folicular se ve reflejada por una disminucién
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en la concentracion plasmatica de estradiol, el cual es sintetizado por las células de
la granulosa a partir de precursores de androgenos producidos por células de la teca
(Young y McNeilly, 2010). El estrés calorico provoca una reduccién en la capacidad
esteroidogénica de los foliculos, encontrdndose una menor actividad aromatasa de
células de la granulosa (Badinga y col., 1993) y una disminucion de la concentracién
de estradiol en el liquido folicular del foliculo dominante (Wolfenson y col., 1997).

El descenso del estradiol esta asociado a una reduccion en el comportamiento estral
(Westwood y col., 2002), tanto en su duracién como en su intensidad, aumentando
la incidencia de anestro y ovulaciones silenciosas, junto con la reduccién del nimero
de montas (Gwazdauskas y col., 1981; Wolfenson y col., 1988). En un estudio
reciente, donde los animales fueron expuestos a indices elevados de ITH, se
observaron signos externos de estro (mucosa vaginal rosada, descarga de mucus
transparente y rastros de monta) reducidos, coincidiendo con un foliculo dominante
de menor tamafio (Schller y col., 2017).

A su vez la reduccion en la concentracion plasmatica de estradiol puede conducir a
una baja oleada preovulatoria de LH en vacas expuestas a estrés calorico (revisado
por Roth y Wolfenson, 2016). Se ha observado una supresion de la liberacion
pulsatil de LH y el pico preovulatorio de LH (Wise y col., 1988; Gilad y col., 1993) lo
gue segun Roth (2015), podria perjudicar los eventos asociados con la maduracion y
ovulacion del ovocito.

Los bajos niveles de estradiol también se asocian a alteraciones en el
funcionamiento del cuerpo luteo (CL) (Wolfenson y col., 2000). La progesterona es
otra de las hormonas implicadas en el éxito reproductivo de la vaca, ya que es critica
para los eventos que ocurren desde el desarrollo folicular hasta el mantenimiento de
la prefiez (Wiltbank y col., 2011). El estudio de los efectos del estrés caldrico sobre
la funcion del CL da como resultado variaciones en las concentraciones plasmaticas
de progesterona (revisado por Roth, 2015).

Por ejemplo, estudios in vitro de esteroidogénesis folicular en condiciones de
hipertermia demostraron un aumento en la secrecion de progesterona (Bridges y
col., 2005). Asimismo, Paes y col. (2016) registraron un aumento en la secrecion de
progesterona en COCs madurados in vitro en condiciones de choque térmico.
Recientemente, en condiciones de campo Schiller y col. (2017) registraron un
aumento en la concentracion plasmatica de progesterona en vacas expuestas a
indices altos de ITH. Estos resultados podrian indicar que las altas temperaturas
causan una luteinizacion prematura de los foliculos, que se asociaria con la
ocurrencia de foliculos dominantes persistentes en el ganado (Bridges y col., 2005).
A su vez, este hecho se ha asociado con fallas en la lutedlisis, debido a una fase
luteal extendida con multiples ondas foliculares dentro del mismo ciclo estral,
viéndose comprometida la calidad y competencia de los ovocitos ovulados (Paes y
col., 2016).

Por otra parte, estudios que comparan el efecto de la estacion en la secrecién de
progesterona, reportan que la misma es mas baja durante el verano, en
comparaciéon con la primavera o el invierno (revisado por Roth y Wolfenson, 2016).
La exposicion estacional crdnica al estrés calorico tendria un efecto secundario
perjudicial sobre la funcion folicular, lo que conduce a la formacion de un CL
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deficiente y una baja concentracién de progesterona en plasma después de la
ovulacién (Wolfenson y col., 2000). Asimismo, menores niveles de progesterona
circulante durante el estado de estrés calodrico se han asociado con el fracaso de la
implantacion y la muerte embrionaria temprana en vacas lecheras (Khodaei-Motlagh
y col., 2011). En un estudio realizado por Wolfenson y col. (1993) empleando
técnicas in vitro, fue reportado que células luteales obtenidas de foliculos
dominantes en el verano producen menos progesterona y expresan menos viabilidad
gue las obtenidas en invierno.

La concentracién plasmatica de progesterona no solo depende de su velocidad de
produccion sino también de la velocidad de su secrecion a la circulacion, por esta
razén se ha hipotetizado que estas variaciones en los resultados de los diferentes
experimentos se asocian a diferentes variables fisiolégicas y ambientales. Sin
embargo, la evidencia indica que la concentracion reducida de progesterona se
asocia principalmente con el estrés caldrico cronico tipico del entorno natural del
verano (revisado por Roth, 2015).

En las Figuras 4 y 5 se esquematizan los efectos del estrés calorico sobre el eje

hipotalamo-hipofisis-ovario y los cambios en los patrones de las hormonas
mencionadas anteriormente, asi como los efectos en el desarrollo folicular.

HIPOTALAMO

Hipertermia
Estrés Caldrico
HIPOFISIS ]
"LH v FSH e i l 4
’ \ Hipertermia
Maduracion ’__* y
ovocitaria 2R foliculo mediano
T A
\
\ .
\ * B eovulagtorio
E2 **'
v
Inhibina

[ ovuLacion RETRASADA | | CELO |

[ Competencia reducida de desarrollo ovocitario y embrionario ]

Fertilidad reducida

Figura 4. Efectos a largo plazo del estrés calérico sobre el eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario y
su participacion en la reduccion de la fertilidad en la vaca. E2: estradiol; P4: progesterona; CL:
cuerpo liteo (adaptado de Wolfenson y col., 2000).
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Figura 5. Efectos directos e indirectos del choque térmico en el grupo de foliculos ovaricos
y el cuerpo Iiteo en asociacion con alteraciones del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario
(adaptado de Roth, 2015).

lll. b. Efectos sobre la maduracion, calidad y competencia ovocitaria

El microambiente en el cual el ovocito crece y se desarrolla tiene gran influencia en
su posterior viabilidad, siendo el choque térmico un factor determinante de dicho
ambiente (De Castro e Paula y Hansen, 2008). Debido a que los ovocitos de
mamiferos adquieren su potencial de desarrollo de manera gradual durante el
desarrollo folicular (Roth, 2015), las alteraciones que genera el estrés calorico sobre
el mismo se ven directamente reflejadas en la calidad y capacidad de desarrollo del
ovocito (revisado por Abdelatty y col., 2018). En este sentido el estrés caldrico no
solo reduce la fertilidad de la hembra bovina al afectar la secrecion hormonal
(Wolfenson y col., 2000), sino que también lo hace al provocar dafios al propio
ovocito (Barakat y col., 2016).

En casi todos los mamiferos el ovocito, dentro del foliculo preovulatorio, se
encuentra rodeado por capas estrechamente unidas de células del cumulus,
formando asi el COCs (Yokoo y Sato, 2004). Estas células son esenciales en la
adquisiciéon de la capacidad de desarrollo de los ovocitos, estimulando la sintesis de
glutation, principal antioxidante celular, protegiendo contra el dafio oxidativo durante
la MIV (Balboula y col., 2013). A su vez cumplen un rol vital al nutrir al ovocito en su
maduracion desde la etapa de vesicula germinal (VG), en la cual se encuentra
detenido en la profase de la primera division meiética, hasta la etapa de metafase I,
facilitando el intercambio de sefiales nutritivas y quimicas (Tanghe y col., 2002).
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La maduracién ovocitaria es un largo proceso que implica eventos a nivel nuclear y
citoplasmatico, donde el ovocito adquiere la capacidad de desarrollo hasta alcanzar
la activacion del genoma embrionario (entre el tercer y cuarto ciclo de division
mitética). La maduracién nuclear consiste en la segregacién cromosomica, mientras
que la maduracién citoplasmética implica la reorganizacion de los organelos y el
almacenamiento de ARNm, proteinas y factores de transcripcion que actian en el
proceso de maduracién general, la fecundacion y la embriogénesis temprana
(Ferreira 'y col., 2009).

Segun Hansen (2013), el ovocito bovino es sensible al choque térmico durante su
periodo de maduracion, especificamente cuando completa su maduracion
citoplasmatica y nuclear (De Castro e Paula y Hansen, 2008). Aunque aun no se
comprenden por completo los mecanismos por los cuales la hipertermia afecta la
calidad y capacidad de desarrollo ovocitario, se ha observado que el choque térmico
durante la maduracion genera alteraciones a nivel de nucleo y citoplasma (Roth y
Wolfenson, 2016), asi como apoptosis de las células del cumulus, viéndose
comprometida la supervivencia del ovocito (Ahmed y col., 2017).

Se ha demostrado que la exposicion al choque térmico a 41°C in vitro de COCs
bovinos durante la etapa de VG (Lima y col., 2016) reduce la tasa de maduracion
(Maya-Soriano y col., 2012), asi como la tasa de desarrollo embrionario (Lawrence y
col., 2004; Roth y Hansen, 2004a), viéndose afectadas las tasas de division y
proporcion de ovocitos que llegan a etapa de blastocistos (Edwards y col., 1997).
Recientemente, Ahmed y col. (2017), evaluaron la maduracion de COCs frente a
choque térmico a 41°C tomando como referencia la medida de expansion del
cumulus, observando una reduccion significativa de este parametro. Baez y col.
(2018a) reportaron que, a nivel estructural, se observan un mayor nimero de poros
en la zona peldcida en ovocitos expuestos a 41°C por 22 h. A su vez, Baez y col.
(2018b), observaron que la exposicion de ovocitos bovinos por 12 h a 41°C durante
el MIV no bloquea el desarrollo pero si reduce la tasa de desarrollo de blastocistos.

Segun Roth (2015) estudios in vitro indican que el choque térmico (40 °C a 41.5 °C)
induce alteraciones nucleares y citoplasmaticas (Figura 6 y Tabla 1), eventos
asociados con la maduracion ovocitaria, los cuales probablemente subyacen a la
menor proporcidon de ovocitos que tienen una fecundacidn exitosa y se convierten en
blastocistos.
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Figura 6. Efectos directos e indirectos del choque térmico sobre la capacidad de desarrollo
en ovocitos (adaptado de Roth, 2015).

Tabla I. Alteraciones inducidas por la elevada temperatura sobre ovocitos bovinos en
estadios de vesicula germinal y madurados in vitro*

Compartimento

Estructura
celular

Alteraciones

Estadio de VG

Madurados in vitro

Filamentos de
actina

Citoplasma

Microtubulos
Gréanulos
corticales

Mitocondria
Proteinas

Nucleo Huso meiodtico

ADN
ARN

Membrana Lipidos

Aumento de translocacion
al oolema
Actividad reducida
Disminucién de sintesis total
Reducciéon de maduracién
meiodtica

Aumento de fragmentacion
No se afecta la cantidad
de ARN total
Aumento de acidos grasos
saturados

Disminucion de
polimerizacién pericelular y
transzonal
Desorganizacién
Aumento de translocacién
al oolema
Actividad reducida
Disminucién de sintesis total
Reduccién de maduracién
meiodtica
Reduccién del tamafio del
huso
Aumento de fragmentacion
No se afecta la cantidad de
ARN mensajero
Translocacion de
fosfatidilserina a la cara
externa de la membrana
plasmatica

* Adaptado de Paula-Lopes y col. (2012).

Estudios de Wang y col. (2009) indican que la maduracion citoplasmatica del ovocito
es mas susceptible al choque térmico que la maduracion nuclear, siendo los
componentes del citoplasma los que determinan la capacidad de desarrollo del
ovocito antes de la implantacion. La maduracion citoplasmatica se caracteriza por
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una redistribucion de los organelos (granulos corticales, mitocondrias y reticulo
endoplasmico), que ocurre a través de la accion coordinada de los microfilamentos y
microtUbulos del citoesqueleto (Ferreira y col., 2009).

A nivel ultraestructural, se ha observado que el choque térmico genera alteraciones
en estos elementos, lo que conduce a cambios en el huso meidtico y a una
disminuciéon en el nimero de ovocitos que progresan a metafase Il (Roth y Hansen,
2005). Roth y Hansen (2005) observaron que la mayoria de los ovocitos expuestos a
choque térmico (40 — 41,5 °C) durante la MIV no lograron madurar, deteniéndose en
la transicion de metafase | a metafase Il. Del mismo modo la exposicion de ovocitos
en etapa de VG a 41 °C redujo la proporcion de ovocitos que progresaron a Mll y
comprometio el desarrollo del blastocisto (Payton y col., 2004). A su vez, el choque
térmico afecta la translocacion los granulos corticales; se ha observado que los
ovocitos estresados presentan distribucion de granulos corticales de tipo 1ll lo que
indica una aceleracion de la maduracion citoplasmica (Edwards y col., 2005).

Las alteraciones de los elementos del citoesqueleto también afectan a otros
organelos (en su transporte intracelular) como las mitocondrias, que son esenciales
para la capacidad de desarrollo de los ovocitos por estar involucradas en el
metabolismo celular, homeostasis y apoptosis (revisado por Abdelatty y col., 2018).
Se han observado tanto alteraciones estructurales como funcionales en las
mitocondrias de ovocitos frente al choque térmico. Por ejemplo, Gendelman y Roth
(2012a) reportaron diferencias en la forma y distribucion de las mitocondrias en
ovocitos obtenidos en verano, respecto a los de invierno. Por otra parte, Nabenishi y
col. (2012), observaron una disminucion en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial de ovocitos expuestos a choque térmico; mientras que Soto y Smith
(2009) reportan un aumento de la proporcion de ovocitos con bajo potencial de
membrana y cromatina positiva al método TUNEL (del inglés Terminal dUTP Nick
End Labeling o marcado del extremo libre por dUTP terminal), que revela dafio del
ADN.

Es sabido que las mitocondrias maternas dentro del ovocito son la principal fuente
de energia para el crecimiento embrionario, por lo tanto, la alteracion en la cadena
de transporte de electrones podria conducir a bajos niveles de ATP vy fallas en el
desarrollo embrionario. A su vez, la capacidad mitocondrial de produccién de ATP
requiere la actividad de 5 complejos enzimaticos localizados en la membrana
mitocondrial interna y determinados por la interaccién entre genes nucleares y
mitocondriales (revisado por Roth, 2015).

Las alteraciones en la funcién mitocondrial inducidas por choque térmico también se
asocian con la activaciéon de la via mitocondrial (via intrinseca) de la apoptosis en el
ovocito, a través del aumento de la actividad de las caspasas del Grupo Il (caspasas
2, 3y 7), lo que conduce a fragmentacién nuclear, observandose un aumento en el
porcentaje de ovocitos TUNEL-positivos (Roth y Hansen, 2004a). Sin embargo, no
esta claro si las alteraciones en el citoesqueleto causadas por el choque térmico son
desencadenantes de la apoptosis o bien, la disrupcibn de la estructura
citoesquelética podria ser resultado de la activacién de caspasas asociada con la
apoptosis (Roth y Hansen, 2005).
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Ademas de la activacidon de las caspasas, también se han observado modificaciones
en la expresion de genes pro y antiapoptoticos por hipertermia. Ferreira y col. (2016)
documentaron una activacién de los genes apoptédticos BAX e ITM2B durante el
verano en vacas repetidoras. Por su parte, Donovan y Cotter (2004) reportan
alteraciones en la expresién de los genes antiapoptéticos Bcl2 y Bcl-xL, que
protegen la integridad de la membrana mitocondrial externa. En este sentido, la
activacion de la apoptosis constituye uno de los mecanismos asociados a la funcion
mitocondrial por el cual el estrés calorico podria afectar al ovocito (revisado por
Roth, 2016), ya que la integridad de la membrana de estos organelos es un factor
gue determina la progresion hacia la apoptosis (Soto y Smith, 2009).

Por otra parte, se ha demostrado que el choque térmico produce un aumento
significativo de las proteinas del choque térmico (HSP, del inglés Heat Stress
Proteins), tanto en las células somaticas como en las células foliculares (revisado
por Li y col., 2017). La principal HSP corresponde a la proteina de 70 kDa (HSP70),
mientras que la HSP90 es otra de las HSP que tiene un papel vital en el ciclo celular,
la meiosis y la citocinesis cuando las células estan expuestas a estrés ambiental
(Alemu y col., 2018).

De acuerdo con Roth (2015), las alteraciones inducidas por el calor antes
mencionadas en el funcionamiento mitocondrial también estan asociadas con el
estrés oxidativo. El estrés oxidativo esta mediado por especies oxigeno reactivas
(ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) y produce un desequilibrio del potencial
redox intracelular. Las ROS estan involucradas en una amplia gama de funciones
fisiologicas reproductivas, incluidas la maduracion ovocitaria, la esteroidogénesis y la
funcidn del cuerpo luteo, sin embargo, se ha probado que pueden causar dafos en
el ADN e inducir la apoptosis en el ovocito y el embrion en etapas tempranas del
desarrollo (revisado por Deleuze y Goudet, 2010).

Aunque los efectos del estrés oxidativo se han estudiado ampliamente en el embrion
bovino (Hansen, 2013), existe menos informacion sobre sus efectos a nivel de los
ovocitos (Roth, 2015). Se ha reportado un aumento de las ROS tanto en ovocitos de
vacas con temperatura corporal elevada, como en las células del cumulus de COCs
bovinos expuestos in vitro a temperaturas superiores a 40,5 °C, viéndose
comprometida la reanudacion de la meiosis (Nabenishi y col., 2012). Por su parte,
Van Blerkom y col. (1997) detectaron un aumento de defectos citoplasmaticos y
segregacion cromosémica anormal relacionados con niveles altos de ROS alrededor
del foliculo.

[ll.c. Efectos sobre el desarrollo embrionario

Como se menciond anteriormente, los eventos asociados con el crecimiento y
maduracion de los ovocitos son susceptibles a la alteracién por el estrés calorico. De
este modo, la hipertermia no solo compromete la capacidad del ovocito para
atravesar un proceso adecuado de fecundacion, sino también su capacidad para un
adecuado desarrollo embrionario previo a la implantacion (Roth y col., 2001; Roth y
Hansen, 2004a). En este sentido, el estrés calodrico se ve asociado a bajas tasas de
prefiez y altas pérdidas embrionarias tanto en el caso de embriones producidos in
vivo (Ealy y col., 1993) como in vitro (Al-Katanani y col., 2002).
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Se ha sugerido que el embrion bovino se vuelve més resistente al estrés calérico
materno a medida que avanza la gestacion. Por ejemplo, Ealy y col. (1993) reportan
qgue la exposicion a estrés caldrico de vacas superovuladas a partir del dia 1 luego
del estro redujo el desarrollo y la viabilidad de los embriones al dia 8, no ocurriendo
lo mismo cuando el estrés calorico se impuso a partir del dia3,5 0 7.

En vacas receptoras expuestas a estrés por calor, se ha observado una reduccion
en la proporcién de embriones implantados en las primeras etapas de desarrollo que
avanzan a la etapa de blastocisto al dia 8, sin embargo, esto no se observé cuando
se implantaron embriones en etapas mas avanzadas (revisado por Abdelatty y col.,
2018). Por otra parte, estudios in vitro también han reportado que el choque térmico
reduce la supervivencia del embrién en las primeras etapas de su desarrollo (Al-
Katanani y col., 2002), observdndose que el estadio de morula es mas resistente a
altas temperaturas en cultivo que el embrién de dos células (Edwards y Hansen,
1997).

Silva y col. (2013) manifiestan que el estrés cal6rico también activa la via apoptotica
en el embridn en sus primeras etapas, alterando la expresion de genes asociados a
la supervivencia embrionaria, como el gen CDX2, importante para la implantacion y
desarrollo placentario. Asimismo, de acuerdo Sakatani y col. (2004) el estrés calorico
también afecta el desarrollo de embriones pre-implantacionales con mayor
produccion de ROS, lo que podria estar relacionado con la imposibilidad del embridn
de sintetizar glutation (revisado por Abdelatty y col., 2018). Por otra parte, en
blastocistos originados a partir de ovocitos térmicamente estresados, se ha
registrado una menor abundancia de transcriptos relacionados con el crecimiento y
diferenciacion celular (revisado por Rodrigues y Paula-Lopes, 2018).

Existen diferencias en cuanto a la respuesta al estrés por calor entre las razas
bovinas. Se ha sugerido que las razas europeas (Bos taurus) son particularmente
mas sensibles que las razas cebuinas (Bos indicus), ya que estudios in vitro
muestran que los embriones de Bos indicus expuestos a choque térmico fueron mas
capaces de sobrevivir, al evaluar tasa de blastocisto, en comparacion con los
embriones de Bos taurus (Al-Katanani y col., 2002).

Por su parte, Paula-Lopes y col. (2003a) compararon la respuesta de embriones de
vacas Holstein, Angus y Brahaman expuestos a 41 °C por 6 h, reportando que el
porcentaje de blastocistos registrado en Brahman fue significativamente mayor.
Asimismo, Satrapa y col. (2011), manifiestan que los ovocitos de vacas de la raza
Nelore tuvieron mayores rendimientos de blastocistos que otras razas taurinas luego
de ser expuestos a 41 °C por 12 h. Los embriones de la raza Romosinuano (Bos
indicus) resultan también ser mas resistentes al estrés calérico que las razas
taurinas (Hernandez y col., 2004). Silva y col. (2013) postulan que esta mayor
resistencia podria deberse a una expresion incrementada de genes protectores al
choque térmico, que resulta en una disminucién de la apoptosis y un aumento en las
tasas de supervivencia embrionaria.

V. Agentes requladores de termorresistencia en ovocitos bovinos in vitro

Para poder desarrollar estrategias de mitigacion de los efectos deletéreos del estrés
caldrico en los ovocitos bovinos, es necesario conocer los dafios que ocurren frente
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al aumento de temperatura, asi como los mecanismos y factores de termoproteccion
celular que se activan (Rodrigues y Paula-Lopes, 2018). La identificacion de
moléculas termoprotectoras puede ser una alternativa para modular los efectos de la
temperatura elevada en la funcién reproductiva (Paula-Lopes y col., 2012). En la
Tabla Il se resumen los efectos conocidos actualmente del choque térmico en
ovocitos bovinos, asi como los agentes reguladores de termorresistencia
identificados in vitro.

Tabla Il. Efectos del choque térmico y agentes reguladores de termorresistencia en ovocitos
bovinos durante la maduracion in vitro

Medida de

Mecanismo Efecto i s Referencia
mitigacion
VIA Aumento de Caspasa 3y Catepsina B Inhibidor E- Bettegowda y col., 2008
APOPTOTICA Degradacion mitocondrial 64 Balboula y col., 2013
Arresto en Ml IGF-I Rodrigues y col., 2016
Modificacion de actina cortical Ispaday col., 2011
Activacion de caspasas grupo 2 Inhibidor Z Roth Hanseny, 2004a
Fragmentacion de ADN DEVD fmk
Pro apoptosis por ceramida S1P Roth y Hansen, 2004b
Alteracién mitocondrial BH4 y BIP1 Soto y Smith, 2009
Aumento de genes apoptéticos Curcaciclina  Barakaty col., 2016
A y B
(ovinos)
VIA Aumento de radicales libres Retinol Livingston y col., 2004
OXIDATIVA Peroxidacién de lipidos Astaxantina Lawrence y col., 2004

Ispaday col., 2018
Aumento de especies reactivas del Curcaciclina  Barakaty col., 2016
oxigeno A y B Ispaday col., 2018
(ovinos)
Astaxantina

IV.a. Agentes reguladores frente al mecanismo apoptotico inducido por el choque
térmico

De acuerdo a lo expuesto previamente, la via apoptética es uno de los mecanismos
gue media el dafio a los ovocitos por el estrés calérico; por lo tanto, la inhibicion de
la apoptosis a través de factores antiapoptéticos es, probablemente, una
herramienta Gtil para disminuir el deterioro de la competencia ovocitaria debido al
choque térmico (Jousan y Hansen, 2004).

Estudios de Paula-Lopes y Hansen (2002) y de Roth y Hansen (2004a) han
demostrado que la respuesta apoptética dependiente de caspasas del Grupo I
activada en ovocitos bovinos frente al choque térmico puede evitarse si se agrega el
inhibidor de caspasas z-DEVD-fmk al medio de maduracion. Estos autores
observaron que la adicion de 200 nM de z-DEVD-fmk al medio MIV de COCs
bovinos e incubados a 41°C bloqued los efectos del choque térmico en términos de
tasa de division y porcentaje de ovocitos y embriones que alcanzan la etapa de
blastocisto.
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El choque térmico también puede inducir apoptosis activando la via de la
esfingomielina. Dicha via implica la hidrdlisis de la esfingomielina de la membrana
generando ceramida como segundo mensajero. Posteriormente, la ceramida es
metabolizada a esfingosina-1-fosfato (S1P). Mientras que la ceramida estd asociada
con la detencion del crecimiento y la apoptosis, la S1P se asocia con la proliferacion
y la supervivencia celular (Mathias y col., 1998; Ruvolo, 2001). Roth y Hansen
(2004b) demostraron que la adicion de S1P al medio de maduracion de ovocitos
bovinos bloquea los efectos pro-apoptoticos de la ceramida.

Como ya ha sido indicado, las mitocondrias también tienen un papel importante en la
integracion y transmision de sefiales de muerte celular mediadas por las proteinas
de la familia Bcl-2. Se ha demostrado que los péptidos antiapoptoticos BH4,
derivado de Bcl-xL, y el péptido inhibidor de Bax (BIP), suprimen la lesion y los
cambios mitocondriales por choque térmico en los ovocitos (Soto y Smith, 2009),
constituyendo otras de las moléculas mediante las cuales se obtienen una reduccion
de los eventos de tipo apoptotico (Barakat y col., 2016).

Por otro lado, Balboula y col. (2013) registraron altas actividades y expresiones de
catepsina B y caspasa 3 junto a un aumento significativo en el nUmero de células
TUNEL-positivas luego de la MIV de COCs bovinos frente a choque térmico. Se cree
gue esto es debido a que la catepsina B, una proteasa lisosomica, provoca la
degradacion de la membrana mitocondrial y la posterior translocacion de
componentes inductores de apoptosis de la mitocondria al citosol, con la
consecuente activacion de caspasa 3, la cual conduce a la finalizacion de la
apoptosis (revisado por Balboula y col.,, 2013). Bettegowda y col. (2008)
demostraron que los COCs bovinos mejoran su capacidad de desarrollo al ser
madurados in vitro en un medio suplementado con E-64, un inhibidor de la catepsina
B, posiblemente mediante la regulacién de la via apoptotica. Balboula y col. (2013)
demostraron que la adicion de E-64 al medio de MIV de COCs bovinos a altas
temperaturas mejord significativamente el posterior desarrollo y la calidad de los
embriones producidos.

El IGF-I también se ha sugerido como un potencial modulador de termorresistencia
en ovocitos bovinos, ya que tanto las células del cumulus como los ovocitos
expresan ARNm del receptor de IGF-I (Satrapa y col., 2013). Este factor ejerce
acciones autocrinas, paracrinas y endocrinas en el metabolismo, proliferacién,
crecimiento y diferenciacion celular (revisado por Paula-Lopes y col., 2012). Se ha
demostrado que la adicion de IGF-1 (100 ng/mL) al medio de maduracién de ovocitos
bovinos expuestos a choque térmico previno la apoptosis y revirtié los efectos
perjudiciales sobre la actividad mitocondrial de los ovocitos (Ispada y col., 2011;
Rodrigues y col., 2016). Asimismo, concentraciones menores de IGF-1 (25 ng/ml)
también han demostrado tener un efecto termoprotector sobre los ovocitos en estado
de VG impactados por el choque térmico (Lima y col., 2016), asi como sobre la
capacidad de desarrollo de los ovocitos en la etapa del blastocisto (Rodrigues y col.,
2016).

Son conocidas otras moléculas antiapoptéticas, como los péptidos curcaciclina A 'y
B. La primera tiene actividad inhibidora sobre la proliferacion de células T humanas y
el sistema de complemento de via clasica, mientras que la segunda potencia la
actividad aromatasa de la ciclofilina (revisado por Barakat y col.,, 2016). Se ha
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observado que la adicion de estos péptidos al medio de maduracion de ovocitos
ovinos expuestos a choque térmico tuvo como resultado una menor expresion de
genes apoptoticos (Bax, Bcl-2, Caspase 3, P53 y C-myc) y una menor generacion de
ROS (Barakat y col., 2016).

IV.b. Agentes reguladores frente al mecanismo oxidativo inducido por choque
térmico

El estrés oxidativo inducido por la hipertermia es uno de los procesos por los cuales
el choque térmico interrumpe el desarrollo embrionario. El trabajo de Sakatani y col.
(2007) bajo condiciones in vitro y a altas temperaturas (41,5 °C), demostré que la
adicion de antioxidantes naturales, como las antocianinas, mejora el desarrollo y el
estado redox intracelular de embriones bovinos preimplantados, al reducir el estrés
oxidativo derivado del choque térmico. Los estudios de De Castro e Paula y Hansen
(2008) demostraron que los efectos deletéreos provocados por el choque térmico en
los embriones bovinos pueden ser prevenidos mediante el uso in vitro del
antioxidante dithiothreitol (DTT). Los efectos protectores del DTT como antioxidante
fueron mas pronunciados en etapas posteriores del desarrollo.

Los efectos del estrés oxidativo sobre el ovocito han sido menos estudiados.
Nabenishi y col. (2012) manifiestan que la alta temperatura corporal en el animal
incrementa las ROS a nivel intracelular. Lawrence y col. (2004) evidenciaron que la
adicion de retinol al medio de maduracion mejor6é la capacidad de desarrollo de
ovocitos estresados hasta la etapa de blastocito. Se cree que los retinoides pueden
actuar como antioxidantes al eliminar radicales libres y prevenir la peroxidacion de
lipidos (Lawrence y col., 2004). A su vez, podrian modular la expresion de factores
de crecimiento y otros genes del desarrollo (Livingston y col., 2004). Estos factores
actuarian mediante receptores nucleares y proteinas de union al retinol localizados
predominantemente en el interior de las células del cumulus que rodean al ovocito
(Lawrence y col., 2004).

Otro antioxidante estudiado es la astaxantina, una molécula soluble en lipidos que
se encuentra en ciertos animales marinos (Miki y col., 1982; citado por Ispada y col.,
2018). Se ha demostrado que la misma evita la peroxidacion lipidica en varios
sistemas celulares (Namekawa y col., 2010), actuando como un potente interceptor
de radicales peroxilo y alcoxilo (Panasenko y col., 2000). Do y col. (2015),
demostraron un efecto protector de la astaxantina sobre ovocitos porcinos sometidos
a choque térmico. Recientemente, Ispada y col. (2018) demostraron que la
astaxantina ejerce un efecto termoprotector sobre los ovocitos bovinos estresados
por calor, al rescatar la competencia de desarrollo mediante la disminucién de los
niveles de ROS y un aumento de la actividad de la enzima superéxido dismutasa.

IV.c. Otros posibles agentes moduladores frente al choque térmico:

Segun la literatura han sido implementadas otras moléculas en los modelos de
estudio tanto in vivo como in vitro, durante la maduracion y fecundacién de ovocitos
y el desarrollo embrionario en bovinos y otras especies, sin embargo, ain no ha sido
estudiada especificamente el efecto de dichas moléculas como agentes
termoprotectores frente a choque térmico en ovocitos bovinos.
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Por ejemplo, se ha reportado que la adicion de reguladores del metabolismo lipidico
a los medios de cultivo de embriones bovinos, influye en la expresion de genes que
regulan dicho metabolismo, mejorando la capacidad de desarrollo y la calidad de los
embriones (Spricigo y col., 2017). La L-carnitina (LC) es uno de estos reguladores,
estando involucrada en la funcién mitocondrial y el metabolismo lipidico a través de
su participacion en la p-oxidacion de los acidos grasos y el transporte de los mismos
a las mitocondrias. También se ha asociado con la regulacién de funciones celulares
vitales como la apoptosis (Knitlova y col., 2017).

Estudios de Yamada y col. (2006) indican que el tratamiento con acetil-L-carnitina
durante la MIV de ovocitos bovinos mejora su desarrollo posterior a la etapa de
blastocito y aumenta la frecuencia de ovocitos que exhiben una reubicacion extensa
de mitocondrias activas al interior del citoplasma ovocitario. Mas recientemente,
Knitlova y col. (2017) estudiaron el impacto de la suplementacion con LC durante la
MIV en ovocitos bovinos con diferentes competencias meiéticas y de desarrollo,
registrando que los ovocitos con baja competencia mejoraron su desarrollo
embrionario, y que los mas competentes tuvieron una mayor rapidez en la formacion
de blastocistos.

Takahashi y col. (2013) estudiaron los efectos de la LC sobre el desarrollo in vitro y
la supervivencia de congelacion de embriones bovinos, asi como los efectos sobre la
actividad metabdlica, las ROS y la apoptosis. La suplementacién de 1,5 mM o 3 mM
de LC en la MIV resulté en un aumento de la tasa de supervivencia de los
blastocistos después de la congelacion lenta, asi como aumento de los niveles de
ATP vy reduccion de los niveles de ROS en embriones de dos células. Asimismo,
también se evidencid la expresion de los genes ATP6 y COX1, relacionados con el
metabolismo de los blastocistos; sin embargo, no se registraron efectos sobre las
células apoptéticas.

Por otra parte, es sabido que bajo condiciones in vitro las concentraciones de
oxigeno resultan mas elevadas que los entornos in vivo, llevando a un aumento del
nivel de ROS (Luvoni y col., 1996) lo que se considera la principal causa de deterioro
celular y pérdida de funciones celulares (Chwa y col., 2006). En este sentido, Khatti
y col. (2017) afirman que la vitamina E (vit E) y el Selenio (Se) son potentes
antioxidantes y eliminadores de radicales libres. Se ha demostrado que el aumento
de la energia de la dieta combinada con la suplementacién de vit E y Se mitiga el
estrés oxidativo en vacas mestizas (Khatti y col., 2017).

Es sabido que en cultivo celular el Se, en forma de selenito sédico, protege a las
células del dafio oxidativo al reducir la produccién de radicales libres e inhibir la
peroxidacion lipidica (revisado por Cérdova y col., 2010). EI Se, en forma de
nanoparticula, también puede actuar como un excelente antioxidante y corregir los
niveles reducidos de glutation, catalasa y superoxido dismutasa (Peng y col., 2007).
En este sentido, Abdel-Halim y Helmy (2017) demostraron que la adicién de Se (en
forma de nanoparticula) durante la MIV, aumenté significativamente la velocidad de
maduracion, disminuyé el dafio del ADN de las células del cumulus y aumenté el
contenido de glutatiéon intracelular.

Mas recientemente, Yao y col. (2018) investigaron los efectos del Se sobre la
proliferacion y la esteroidogénesis en células luteinizadas de la granulosa de cabra,
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comprobando que una cantidad adecuada de Se podria influir indirectamente en la
foliculogénesis o el desarrollo de foliculos ovaricos mediante la regulacion de la
proliferacién de las células luteinizantes de la granulosa y la esteroidogénesis. Por
su parte, Xiong y col. (2018) demostraron que la suplementacién con Se influye en
las concentraciones intracelulares de glutation peroxidasa (GSH-Px) y la expresion
génica durante la MIV de ovocitos de yak (Bos grunniens) beneficiando el desarrollo
y la calidad de los blastocitos. EI Se puede afectar la proliferacién in vitro y la
apoptosis de las células de Leydig a través de la regulacién del estrés oxidativo y los
genes relacionados con la apoptosis (Shi y col., 2017). La suplementacién de la MIV
con selenito sodico también mejora la competencia de desarrollo ovocitario al
aumentar el nimero de copias de ADN mitocondrial de los ovocitos y disminuir el
estrés oxidativo (Ghorbanmehr y col., 2018).

En un estudio de Segerson y col. (1977) en ganado de carne, se evalud el efecto de
la suplementacion combinada con Se y vit E sobre la fecundacion de los ovocitos,
mantenido una nutricion adecuada o inadecuada. Los resultados mostraron tasas de
fecundacion de hasta un 100% de COCs de vacas provenientes de un nivel
adecuado de nutricion y que recibieron Se y vit E. Asimismo, se ha informado que la
administracion de vit E o la combinacion de vit E y Se (Aréchiga y col., 1994;
Abedelahi y col., 2010) reduce la incidencia de trastornos reproductivos posparto,
tales como membranas fetales retenidas, metritis y ovarios quisticos (Aréchiga y col.,
1994).

Por su parte, Khalil y col. (2013) manifiestan que la suplementacion de vit E (100
MM) y GSH-Px (1 uM), individuales o combinados, contrarresta los efectos
inhibitorios del acido linoleico sobre la maduracién de los ovocitos y su posterior
desarrollo. A su vez, Cordova y col. (2010), demostraron que la adicion de Se en
combinacion con otras moléculas (insulina, transferrina y acido ascorbico) durante
las primeras 12 h de MIV mejora la maduracion del citoplasma y la capacidad de
desarrollo de los embriones producidos a partir de ovocitos de terneras prepuberes.

Estudios en porcinos han indicado que la calidad de los blastocistos de embriones
de fecundacion in vitro y de embriones obtenidos a partir de transferencia nuclear de
células somaticas mejor6 cuando los medios de cultivo de embriones se
suplementaron con vit E (Jeong y col., 2006). Natarajan y col. (2010) demostraron
gue la suplementacion de 200 uyM de vit E al medio de cultivo embrionario, seguido
del cultivo bajo concentraciones de oxigeno del 20%, podria mejorar el desarrollo in
vitro de los embriones ovinos hasta la etapa de blastocisto. Los estudios en bovinos
sugieren que el cultivo de embriones con vit E resulta en un mayor numero de
embriones en etapa de blastocisto temprano y expandido, en comparacién con los
gue se cultivaron sin suplementacion (Olson y Seidel, 2000).

Otra molécula estudiada es la cisteamina, un compuesto de tiol de bajo peso
molecular, que puede promover un aumento en el contenido de glutation, el cual
representa un importante sistema antioxidante que protege las células contra los
efectos nocivos del estrés oxidativo captando las ROS (revisado por Deleuze y
Goudet, 2010).

La suplementacion del medio de MIV con cisteamina mejora la formacion del
prondcleo luego de la fecundacion, asi como las velocidades de division y el
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desarrollo embrionario posterior, 1o que sugiere un efecto beneficioso de dicho
compuesto sobre la maduracion citoplasmica y la competencia del ovocito (revisado
por Deleuze y Goudet, 2010). Es sabido que durante la produccién in vitro de
embriones, los ovocitos y embriones estdn expuestos a un ambiente carente de los
sistemas de proteccion y tienden a experimentar mayor estrés oxidativo cuando la
produccion de radicales libres excede a la capacidad antioxidante (revisado por
Garcia-Diaz y col., 2013). En este sentido, Merton y col. (2013) reportaron que la
suplementacion con cisteamina durante la MIV mejora significativamente la eficacia
y efectividad de un programa ovum pick up (OPU) y produccion in vitro (PIV).

V. Perspectivas futuras para el estudio de estrés calérico en bovinos en el Uruguay.

El calentamiento global y el crecimiento acelerado de las poblaciones marcan la
pauta de generar estrategias para gestionar la productividad y la reproducibilidad del
ganado (Abdelatty y col., 2018). Considerando el efecto negativo de las altas
temperaturas sobre la fertilidad del rodeo de cria, se hace necesario estudiar las
condiciones climaticas predominantes durante el periodo de entore del Uruguay.

Si bien existen estudios sobre estrés caldrico en bovinos en diferentes
departamentos (Figura 7), el efecto negativo de este en la fertilidad es un problema
aun poco explorado en nuestro pais. El estudio de Rovira (2012) indica que existen
condiciones ambientales para que se manifieste el estrés caldrico puntual y de corta
duracion en animales en pastoreo en las region este del pais. Del mismo modo, el
estudio de Cruz y Saravia (2008) en la region norte, indica que el ambiente
atmosférico puede ser una limitante productiva para los rodeos.

En el norte del Uruguay los veranos presentan una alta temperatura y humedad
relativa atmosférica (Batista y col., 2013) hecho que probablemente haga que en el
riesgo de estrés calorico sea aun mayor. Situacion distinta a la encontrada en las
zonas costeras, donde la cercania del mar y su influencia en el clima, ayudan a
disminuir el riesgo de estrés calorico (Rovira, 2012). Este ultimo autor manifiesta
gue es posible extrapolar los datos obtenidos de las regiones del este del pais,
aunque seria interesante contar con datos reales de la regidon norte como los
arrojados recientemente por el estudio de Santa Cruz y col. (2018).
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Figura 7. Departamentos del Uruguay donde se han realizado estudios sobre estrés calérico
en bovinos durante el verano. Cruz y Saravia, 2008 (rojo); Saravia, 2009 (verde); Rovira, 2012
(azul); Beretta y col.,, 2013 (rosa); Baraibar y Piazza, 2014 (amarillo); Abrahim y Collazo, 2015
(naranja); Cap6 y Senosiain, 2015 (violeta); Santa Cruz y col., 2018 (celeste). Valores maximos de
ITH encontrados. *ITHGN: indice de temperatura y humedad basada en el globo negro.

En nuestro pais, los servicios en la hembra bovina para carne, ya sea por entore o
inseminacion artificial, son programados en los meses de verano. Por este motivo se
deben implementar estrategias para generar informacion respecto a los efectos de la
variabilidad del clima en esta época del afio y sus posibles medidas de mitigacion.
La recopilacién de dicha informacion debe estar encabezada por la determinacion
del ITH junto con la de radiacion solar y la velocidad del viento, para asi poder
obtener una visibn mas ajustada del riesgo del estrés calorico (Mader y col., 2006);
acompafado de la observacion directa y medicion de variables de respuesta en el
propio animal.

La principal utilidad de los indicadores ambientales, ademas de su facil
interpretacion, radica en que se pueden prever con antelacion a través de los
prondsticos del tiempo lo que brinda una ventana de accién para tomar medidas
preventivas ante la inminencia de pronosticos de olas de calor o situaciones de
riesgo de estrés caldrico (Rovira, 2012). Ademas de la validacién local del ITH,

33



conocer los efectos sobre la capacidad reproductiva de nuestros rodeos permitiria
establecer recomendaciones de manejo e implementar sistemas de advertencia a fin
de disminuir los efectos adversos del calor (Cruz y Saravia, 2008).

Con respecto a la medicion de variables en el propio animal, el ritmo circadiano de la
temperatura vaginal y la tasa de concepcién en la hembra son parametros Utiles que
pueden evaluarse y relacionarse con el ITH como en el estudio de Nabenishi y col.
(2011b). A su vez, las temperaturas vaginales que presenta la vaca expuesta a
valores altos de ITH pueden ser utilizadas y aplicadas en los modelos in vitro, a fin
de evaluar de una manera facil y efectiva el impacto del choque térmico
directamente en los ovocitos (Nabenishi y col., 2011a).

Hasta ahora, una de las estrategias para tratar de mitigar el efecto del estrés calérico
sobre la fertilidad de la hembra bovina ha sido el uso de antioxidantes, pero su
impacto en el desarrollo embrionario y la prefiez son controvertidos (Aréchiga y col.,
1998; Hansen y Aréchiga, 1999; Paula-Lopes y col., 2003b). Abdelatty y col. (2018)
manifiestan que la mayoria de la literatura que discute el efecto del estrés caldrico
sobre el embrién bovino esta basada en modelos de maduracion ovocitaria y PIV;
sin embargo, los efectos no se conocen bien. Asi en la mayoria de las publicaciones
los experimentos evaltan el impacto del uso de agentes termoprotectores sobre los
embriones, pero no sobre los ovocitos, que son estructuras mas sensibles a los
cambios de temperatura, por lo que es un area que debe ser fuertemente
considerada para futuras investigaciones.

V.a. Modelo in vitro para estudiar el choque térmico en ovocitos bovinos

Durante la ultima década, se ha publicado una cantidad considerable de informacion
sobre el deterioro de la funcién reproductiva en vacas estresadas por el calor. A
pesar de los multiples efectos perjudiciales del estrés por calor en la fertilidad, existe
una evidencia creciente de que los ovocitos son objetivos importantes del estrés
caldrico materno (Rodrigues y col., 2016). Las vacas sometidas a estrés caldrico
durante las Ultimas etapas de la maduracion de los ovocitos (entre la aparicién del
estro y la inseminacion) produjeron un niamero menor de embriones viables y una
mayor incidencia de retraso en el desarrollo embrionario (Putney y col., 1989) que
sus contrapartes no estresadas.

En el bovino, los ovocitos en estadio de VG residen en los foliculos antrales durante
un tiempo de hasta 42 dias (Lussier y col., 1897) y, por lo tanto, pueden estar
expuestos a fluctuaciones de elevadas temperaturas corporales de 41 °C (Putney y
col., 1989; Ealy y col., 1993; Wolferson y col., 1993) bajo condiciones de estrés por
calor ambiental (Payton y col., 2004). Sin embargo, el estudio del efecto directo de la
temperatura en los ovocitos de VG es un reto porque la eliminacién de los ovocitos
del entorno folicular conduce a una reanudacién meiética espontanea. Por esta
razon, se ha indicado el uso de inhibidores de la reanudacidbn meidtica como
butirolactona-lI (BL-I), R-yS roscovitina, 3-isobutil-1 metilxantina (IBMX) (Payton y
col., 2004; Gendelman y Roth 2012b, Lima y col., 2016).
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La intensidad del estrés se puede considerar como una funcion de la temperatura y
el tiempo de exposicion (Paula-Lopes y col., 2012). Algunos trabajos sugieren que
los ovocitos son mas susceptibles a elevada temperatura durante las primeras 12 h
de maduracion, debido a que la exposicién de los ovocitos al estrés por calor
compromete la maduracion citopladsmica y nuclear (revisado por Sakatani 2017).

La técnica de PIV permite cultivar ovocitos y embriones a distintas temperaturas, y
evaluar en detalle los cambios y dafios inducidos por el choque térmico a estas
estructuras (Sakatani, 2017). Estudios in vitro e in vivo confirman los efectos nocivos
del aumento de altas temperaturas en la reserva ovéarica de ovocitos, y la
confiabilidad del modelo in vitro con la que es posible simular el efecto del estrés
caldrico ambiental (Gendelman y Roth, 2012b; Sakatani, 2017).

Por otra parte, se ha demostrado que la suplementaciéon de agentes, como los
antioxidantes, durante la MIV a elevadas temperaturas mejora la maduracion
ovocitaria y la capacidad de desarrollo embrionario (Sakatani, 2017). En este
sentido, se propone hacer uso de la biotecnologia reproductiva, especificamente la
PIV de embriones, para encontrar medidas alternativas de mitigacion del estrés
calorico en las hembras bovinas. Para cumplir con este objetivo es importante contar
con un modelo experimental in vitro para evaluar la vulnerabilidad del ovocito bovino
frente a cambios de temperatura durante la MIV y el efecto que ejercen diferentes
concentraciones de agentes termoprotectores.

Existen moléculas candidatas, entre ellas, LC, vit E, Se y cisteamina, las cuales han
sido implementadas en diversos estudios para evaluar sus efectos beneficiosos
sobre la capacidad de desarrollo de ovocitos bovinos; sin embargo, aun no se ha
determinado si tienen un efecto termoprotector sobre los ovocitos frente al choque
térmico. Dichas moléculas pueden ser seleccionadas basandose en sus
caracteristicas fisicoquimicas como posibles agentes termoprotectores en forma
individual o conjunta en presencia de COCs bovinos durante la MIV.

Diversos investigadores han utilizado la temperaturas que van desde 40 a 42°C en
los modelos in vitro, con periodos completos (de 24 horas) o con varios intervalos de
tiempo que van desde las 6, 12, 18 y 24 horas (Edwards y Hansen 1997; Roth y
Hansen, 2004a, b; Edwards y col., 2005; Soto y Smith, 2009). Aun asi, se piensa que
las temperaturas de cultivo que han sido utilizadas son mas altas que las
temperaturas corporales que normalmente experimentan las vacas con estrés
caldrico. En este sentido, Nabenishi y col. (2011) sugieren utilizar temperaturas y
tiempos de exposicion a choque térmico durante la MIV que imiten el ritmo
circadiano de temperatura vaginal de las vacas durante los meses de verano. De
esta forma es posible obtener una vision mas precisa sobre el impacto del choque
térmico en la maduracién ovocitaria y desarrollo embrionario posterior.

En la Figura 8 se describe el modelo in vitro propuesto en este trabajo, que permite
evaluar el efecto de la adicién del agente termoprotector (en forma individual) sobre
el desarrollo de ovocitos sometidos a choque térmico (41°C) durante las primeras 6 y
12 horas de MIV. Se propone un modelo de analisis factorial, donde se valorara dos
temperaturas (38,5 y 41 °C) y la concentracion del agente termoprotector sobre la
capacidad de desarrollo de ovocitos bovinos. Los ovocitos seran cultivados a 38,5 °C
por 24 h (grupo control) o expuestos a 41°C por 6 y 12 h seguido de 18y 12 h a 38,5
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°C, respectivamente (grupo choque térmico). Después de la maduracion, un grupo
de ovocitos seran seleccionados al azar para determinar el nivel de estrés oxidativo
(medido a través de produccion de ROS) y el porcentaje de Mill, el resto seran
sometidos a fecundacion in vitro (FIV) y cultivo in vitro (CIV). A los blastocistos de
dia 9 de cultivo se les determinara numero de blastomeras e indice de apoptosis
(TUNEL) y expresién de genes apoptéticos (BAX, ML1), antiapoptéticos (Bcl2 y
BclIxL) y de tolerancia al estrés (HSP70, HSP90), mediante PCR cuantitativo (qQPCR),
estos ultimos como indicadores de la calidad embrionaria.

MIvV FIV Civ
Agente termoprotector i Denudados  Divididos Bivaa0s
Oh 6h 12h 24h
f 7 N !
' D1 D2 D3 D9
Control | 38,5°C 38,5°C l
m c |
" e |
Analisis: Tasa de maduracion indice de apoptosis (TUNEL)
Nivel de estrés oxidativo Expresion de genes (QPCR)
Actividad mitocondrial Apoptoticos (BAX, ML1)
Microfilamentos y microtubulos Antiapoptéticos (Bcl2, Beld.)

Tolerancia al estrés (HSP70, HSP90)

Figura 8. Disefio experimental para el estudio in vitro de la termorresistencia de ovocitos
bovinos utilizando agentes termoprotectores. MIV: maduracion in vitro; FIV: fecundacion in vitro;
CIV: cultivo in vitro (adaptado de Baez y col., 2018a).

La obtencion de COCs bovinos a partir de los ovarios provenientes del frigorifico
debe realizarse en el periodo de los meses que van de abril a noviembre, evitando la
época de verano. De esta forma los COCs no tendran una exposicion a choque
térmico adicional proveniente de la hipertermia materna previa. Los valores de
temperatura y exposicion a choque térmico propuestos se ajustan al estés caldrico
de tipo agudo (puntual y de corta duracion, Rovira, 2012), al cual estan expuestas
las vacas en nuestro pais en los meses de verano. Sin embargo estos valores
guedaran sujetos a los resultados que arroje un estudio previo a nivel de campo,
donde se evalle ITH y ritmo circadiano de temperatura vaginal de vacas (Nabenishi
y col., 2011b), realizado en la region norte del pais.

No debe dejarse de lado que el pool ovarico de ovocitos dentro de los foliculos son
altamente susceptibles a la elevada temperatura ambiental (Payton y col., 2004,
Gendelman y Roth, 2012b; Lima y col., 2016). Para evaluar el efecto del estrés

36



caldrico in vivo sobre los ovocitos en estadio de VG puede realizarse aspiracion de
COCs de ovarios de frigorifico recolectados de vacas en invierno y verano vy
someterlos a un proceso de MIV, FIV y CIV. El estudio in vitro también es posible
con un pre-cultivo de los COCs aspirados en presencia de un inhibidor de la
reanudacion meiéticacomo los anteriormente mencionados, para luego someterlos a
MIV (a temperatura termoneutral y de choque térmico), FIV y CIV y posteriormente
evaluar la competencia de desarrollo ovocitario (Gendelman y Roth, 2012b).
Resultados similares fueron encontrados utilizando ambos modelos (in vivo e in
vitro) por Gendelman y Roth, (2012b).

Considerando la velocidad de generacién de informacion en modelos de PIV de
embriones, esta propuesta representa una excelente alternativa para establecer los
beneficios potenciales del uso de agentes termoprotectores. Es probable que a
través de la informacion obtenida a partir de esta propuesta, permita el desarrollo de
estrategias basadas en el uso de agentes termorreguladores, tanto in vitro como en
condiciones de campo, tendientes a mitigar los efectos negativos de la hipertermia a
nivel reproductivo, a través del aumento de la resistencia de los ovocitos y
embriones al estrés calorico.

La adicion de agentes termprotectores o su combinacion en el medio de MIV pueden
mitigar los efectos del aumento de temperatura sobre la capacidad de desarrollo de
los COCs puestos en cultivo, sin embargo su efectividad a nivel de campo ha sido
poco estudiada. A su vez la combinacién de agentes antioxidantes (junto con otros
compuestos) debe utilizarse cuidadosamente a fin de no inactivar su accion, por lo
gue se requieren experimentos muy cuidadosos para determinar las dosis efectivas.

Por lo tanto, luego de varias réplicas del experimento, la determinacion de
concentraciones adecuadas para las condiciones in vitro (tasas adecuadas de
maduracion, fecundacion y produccion de blastocistos), pueden ser aplicadas a
futuro para el desarrollo, en conjunto con la industria farmacéutica, de dosis
(inyectable) que pueden ser aplicadas a las vacas antes del periodo de entore.

El aporte del mismo se refleja en una contribucién directa tanto del conocimiento

basico como del aplicado, en lo referente a la produccion animal y las biotecnologias
de la reproduccion aplicadas al sector agropecuario.
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CONCLUSIONES

Los efectos negativos del estrés caldrico en la reproducciéon bovina han sido
estudiados ampliamente por diversos autores. Sin embargo, en nuestro pais son
escasos los estudios sobre estrés calérico en bovinos de carne, especificamente al
norte del pais donde el riesgo de estrés caldérico es mayor. Tampoco ha sido
evaluado el impacto sobre la funcién reproductiva en las hembras bovinas, por lo
gue resulta necesaria la implementacion de estrategias que generen informacion al
respecto.

La reduccion de la fertilidad, asociada al estrés cal6rico, es un problema
multifactorial que afecta a diferentes tejidos del tracto reproductivo de la hembra
bovina, comprometiendo la dinamica folicular y la secrecion hormonal, con
repercusiones sobre el propio ovocito en su proceso de maduracién y posterior
desarrollo embrionario. Las bajas tasas de division y proporcion de ovocitos
convertidos en blastocistos luego de la FIV, se relacionan con los dafios en sus
componentes citoplasmaticos y nucleares generados por el choque térmico durante
la MIV.

El aumento de la actividad apoptotica y la mayor produccion de ROS, son
considerados los principales mecanismos implicados en el deterioro de la calidad,
tanto de ovocitos, como de los embriones bovinos expuestos a choque térmico.
Teniendo en cuenta estos mecanismos es posible el uso in vitro de agentes de
termorresistencia, como los inhibidores de apoptosis y antioxidantes, que mitiguen
los efectos del choque térmico en la maduracion ovocitaria y desarrollo embrionario
posterior.

Si bien existen medidas de mitigacion frente al estrés calérico, como modificaciones
del ambiente (uso de sombra) o adaptaciones del manejo nutricional a nivel de
campo, los agentes de termorresistencia que han sido estudiados in vitro pueden ser
una medida alternativa para modular los efectos deletéreos de la temperatura
elevada en la performance reproductiva.

Resulta interesante el desarrollo e implementacién de un modelo in vitro que evalue
nuevos agentes de termorresistencia (o0 que continde con los ya evaluados), con el
objetivo de incrementar la calidad de los ovocitos, haciéndolos aptos para la
produccion in vitro de embriones, siendo, a su vez, un modelo que se pueda
reproducir a futuro con animales bajo condiciones de campo, permitiendo disefiar
farmacos en base a dichos agentes, que puedan utilizarse directamente en los
animales, contribuyendo asi a la optimizacion de la funcion reproductiva en las
hembras bovinas.
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