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ABREVIATURAS

CIDR dispositivo de liberacion controlada de drogas internas
CL cuerpo luteo

E2 estradiol

FF fluido folicular

FSH hormona foliculo estimulanteGH hormona de crecimiento
GHr receptor de la hormona de crecimiento

GnRH hormona liberadora de gonadotrofinas

IA Inseminacion artificial

IGF1 factor de crecimiento insulinico tipo 1

IGF2 factor de crecimiento insulinico tipo 2

IGF1 R receptor de IGF1

IGFBPs 1-6 proteinas de union 1 a 6 de los factores de crecimiento insulino
similes 1y 2

INSR receptor de insulina
LEPRD receptor tipo b de leptina
LH hormona luteinizante

NPY neuropéptido Y

PG prostaglandina

PR receptor de progesterona

RIA radioinmunoanalisis
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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar el desarrollo y estado de salud de los foliculos
ovaricos, las concentraciones circulantes de progesterona y hormonas
metabdlicas y la expresidon génica endometrial en vacas Hereford fértiles y
subfértiles. Se realizd un disefio longitudinal que evalué la fertilidad de las vacas
Hereford en la etapa juvenil y de madurez. Las vacas se clasificaron como: 1)
fértiles si quedaron prefiadas a la primera inseminacion a los 25 meses de edad y
en 2 tres de cinco servicios en la etapa de madurez (60 a 76 meses de edad), y 2)
subfértiles si habiendo manifestado celo a intervalos regulares de 18-24 dias
durante el periodo de inseminacion, no quedaron prefiadas luego de tres
inseminaciones y se prefiaron o no con monta natural (27 meses de edad) y
guedaron prefiadas en < dos de cinco servicios en la etapa de madurez. Los
grupos experimentales (n = 5 fértiles y n = 5 subfértiles) se definieron a los 76
meses de edad. A los 116 meses de edad se sincronizaron las vacas con un
protocolo de inseminacién a tiempo fijo. Se evaluaron las estructuras ovaricas in
Vivo e in vitro, concentraciones hormonales y expresion génica endometrial. Los
datos fueron analizados por ANOVA y test de Student considerandose
significativos valores de P <0,05. Las vacas feértiles tendieron a presentar foliculos
con mayor cantidad de células granulosas (3,58 + 0,45 vs. 2,56 + 0,32 10°% P =
0,1) y mayor concentracion de IGF1 en el FF (101,48 + 13,65 vs. 60,11 + 13,65
ng/ml, P =0,06) respecto a las vacas subfértiles. Las concentraciones de leptina y
adiponectina en suero durante el ciclo estral fueron mayores en las vacas fértiles
respecto a las subfértiles (21,90 + 1,60 vs. 13,90 + 1,50 ng/mL; P =0,006 y 40,80 +
1,00 vs. 36,90 + 1,00 ng/mL; P =0,02 ng/mL, respectivamente). Las
concentraciones de progesterona e insulina en suero fueron mayores en las vacas
subfértiles respecto a los fértiles (2,00 + 0,10 vs. 1,70 + 0,10 ng/mL; P =0,056 y
23,50 + 1,10 vs. 19,10 + 1,10ulU/mL; P =0,01, respectivamente). A nivel
endometrial las vacas subfértiles tuvieron mayor expresion de IGF1 al dia 7 (1,83
+ 0,15 vs. 1,25 £ 0,15; P =0,03) y tendieron a presentar menor expresion de PR
(2,27 £ 0,39 vs. 2,30 £ 0,39; P =0,06) y ADIPOR2 (1,20 + 0,55 vs. 2,77 £ 0,55; P
=0,06) que las vacas fértiles ese mismo dia. Concluimos que en las vacas
subfértiles los cambios que ocurren a nivel folicular, endécrino y de sensibilidad
uterina a la progesterona y hormonas metabdlicas el dia 7 podrian asociarse a
alteraciones en el desarrollo embrionario temprano y reconocimiento materno de la
prefiez.
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SUMMARY

The objective of this thesis was to evaluate the development and health of the
ovarian follicles, the circulating concentrations of progesterone and metabolic
hormones, and endometrial gene expression in fertile and subfertile Hereford
cows. A longitudinal design was carried out that evaluated the fertility of Hereford
cows in the juvenile and mature stage. The cows were classified as: 1) fertile if
they became pregnant at the first insemination at 25 months of age and in = three
of five services at the stage of maturity (60 to 76 months of age), and 2) subfertile if
having manifested estrus at regular intervals of 18-24 days during the insemination
period, they were not pregnant after three inseminations and were pregnant or not
with natural mating (27 months of age) and were pregnant in < two of five services
at the maturity stage . The experimental groups (n = 5 fertile and n = 5 subfertile)
were defined at 76 months of age. At 116 months of age the cows were
synchronized with a fixed-time insemination protocol. Ovarian structures in vivo
and in vitro, hormonal concentrations and endometrial gene expression were
evaluated. The data were analyzed by ANOVA and Student test, considering
significant values of P <0.05. Fertile cows tended to present follicles with a greater
guantity of granullosa cells (3.58 + 0.45 vs. 2.56 + 0.32; P = 0.1) and a higher
concentration of IGF1 in the follicular fluid (101.48 £ 13.65 vs. 60.11 + 13.65
ng/mL, P =0.06) compared to subfertile cows. Serum leptin and adiponectin
concentrations during the estrous cycle were higher in fertile cows compared to
subfertile cows (21.90 £+ 1.60 vs. 13.90 £+ 1.50 ng/mL; P =0.006 and 40.80 + 1.00
vs. 36.9 £ 1.00 ng/mL; P =0.02 ng/mL, respectively). Serum progesterone and
insulin concentrations were higher in subfertile than fertile cows (2.00 £ 0.10 vs.
1.70 £ 0.10 ng/mL; P =0.056 and 23.50 + 1.10 vs. 19.10 + 1.00 plU/mL; P =0.01,
respectively). At the endometrial level, the subfertile cows had higher IGF1
expression on day 7 (1.83 + 0.15 vs. 1.25 + 0.15; P =0.03) and tended to have
lower PR expression (1.17 = 0.39 vs. 2.30 + 0.39; P =0.06) and ADIPOR2 (1.20 %
0.55 vs. 2.77 = 0.55; P =0.06) than fertile cows the same day. We conclude that in
subfertile cows, changes that occur at the follicular, endocrine, and uterine levels
on day 7 could be associated with alterations in early embryonic development and
maternal recognition of pregnancy.
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INTRODUCCION
EFICIENCIA REPRODUCTIVA

La eficiencia reproductiva es un factor relevante en la rentabilidad de los sistemas
de produccién de carne (Wiltbank 1994). Los principales componentes de la
misma son la edad al primer entore de las vaquillonas y la duracién del anestro
posparto en la vaca de cria (Lesmeister et al. 1973; Vifioles et al. 2009). Por lo
tanto, el inicio (pubertad) y re-inicio (duracion del anestro) de los ciclos estrales es
el evento fisiologico que determina la eficiencia reproductiva.

Ciclos estrales y su regulacion

La ocurrencia de los ciclos estrales depende de la armoniosa coordinacion del eje
hipotalamo-hipofisis-ovario-Utero. El ciclo estral consiste en una serie de eventos
reproductivos que comienza con el estro y finaliza en el comienzo del estro
siguiente (Figura 1). En los bovinos tiene una duracion de 18 a 24 dias. Estos
eventos contindan a lo largo de la vida del animal y son interrumpidos por la
prefiez o el anestro. El ciclo estral esta dividido en 2 fases. Una fase luteal que se
extiende desde el dia 2-3 luego del celo hasta el dia 16-19 y una fase folicular que
va desde la regresion del CL inducida por la prostaglandina F2a hasta el dia de la
ovulacion. Como fue descrito por Arthur (1991), estas dos grandes fases del ciclo
se clasifican fisiol6gicamente en proestro, estro (que corresponden a la fase
folicular), metaestro y diestro (que corresponden a la fase luteal; Figura 1). Cada
uno de estos estadios esta coordinado principalmente por 4 6rganos (hipotalamo,
hipofisis, ovarios y utero). Las principales hormonas involucradas en la regulacion
del ciclo estral son: la GnRH o factor liberador de gonadotropinas hipofisarias,
secretada por el hipotalamo; la hormona foliculo estimulante (FSH) y luteinizante
(LH) secretadas por la hipofisis; el estradiol (E2), la Inhibina y la progesterona (P4)
producidas en el ovario y la prostaglandina F2o secretada por el Utero. La
oxitocina secretada en la hipofisis y en el ovario y los androgenos secretados por
las células de la teca en el ovario, también juegan un papel importante en la
regulacion del ciclo estral (Arthur 1991).

13
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Figura 1. Ciclo estral bovino de 22 dias de duracién y sus diferentes fases (luteal,
(metaestro y diestro); folicular (proestro y estro)) donde se describen aumentos del
factor liberador de gonadotrofinas (GnRH), hormona luteinizante (LH) y estradiol
(E2) al estro, induccion de la ovulacién, formacion del cuerpo luteo (CL) y
secrecion de progesterona, su regresion inducida por la prostaglandina F2a
(PGF2a), desarrollo del foliculo dominante (FD) pre-ovulatorio del siguiente ciclo,
estro y ovulacién (Modificado de Hernandez Cerén 2016).

El foliculo ovérico es una parte integral del proceso reproductivo. Tiene un papel
importante en el control del ciclo estral, determinando el comportamiento del estro,
asegurando la competencia de los ovocitos y la tasa de supervivencia del embrion,
y determinando la sintesis de P4 por el cuerpo lateo (CL)(Diskin et al. 2003). El
proceso que conduce a la formacién de foliculos se lleva a cabo durante la vida
fetal y los animales nacen con un pool de foliculos primordiales que se gastan a lo
largo de su vida (Scaramuzzi et al. 2011). Los foliculos primordiales se desarrollan
a foliculos primario, secundario, antral y preovularorio o dominante, este proceso
lleva unos 180 dias (Scaramuzzi et al. 1993). Los foliculos antrales y el
preovulatorio son dependientes de las gonadotrofinas para su crecimiento, y son
los Unicos visibles mediante ultrasonografia. El desarrollo de los foliculos antrales
se produce de acuerdo a un patron de ondas de crecimiento folicular (Figura 1).
En los bovinos el ciclo estral esta caracterizado por la presencia
predominantemente de 2 6 3 ondas de crecimiento folicular por ciclo estral (Figura
1)(Savio et al. 1988; Sirois and Fortune 1988; Ginther et al. 1989; Wolfenson et al.
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2004). Cada onda folicular ocurre cada 11 dias (9-14) de acuerdo a un patrén
sincronico (Wiltbank et al. 2002).

Las células tecales del foliculo pre-ovulatorio producen andrégenos estimulados
por la LH que en las células granulosas sera aromatizado a E2 estimulado por la
FSH. Luego de la ovulacién las células granulosas se luteinizan y producen P4. El
FF proporciona un microambiente muy importante para el desarrollo de los
ovocitos. Es un producto tanto de la transferencia de constituyentes del plasma
sanguineo, que cruzan la barrera folicular, como de la actividad secretora de las
células granulosas y tecales (Fortune 1994). Entre los diversos componentes del
fluido folicular se encuentran: FSH y LH, prolactina, E2, P4, hormona
antimuleriana, factores de crecimiento (Revelli et al. 2009). En bovinos existe una
alta correlacién entre el tamafio folicular y la produccién de E2 por parte del
foliculo (Nishimoto et al. 2009). Elevadas concentraciones de E2 y alta relacion
E2/P4 en el liquido folicular se han asociado con un mejor crecimiento y
dominancia folicular, calidad del ovocito y tasa de prefiez (Revelli et al. 2009;
Meikle et al. 2018).

El tamano del foliculo ovulatorio se ha asociado con un mayor tamafo del CL y
una mayor produccion de P4 por parte del mismo y por consiguiente una mayor
tasa de prefiez (Perry et al. 2007). La concentracion de P4 est4 determinada por
un balance entre su produccién por el CL y el metabolismo hepatico (Wiltbank et
al., 2014) y por la retencion por el tejido adiposo dado su naturaleza liposoluble
(Rodrigues et al., 2011). Se ha descrito que la concentracion de P4 circulante esta
inversamente relacionada con el nivel de consumo de la dieta en ovinos (Williams
y Cumming, 1982; Parr et al., 1993) y bovinos (Sangsritavong et al., 2002) y ello
se debe al incremento en la tasa de metabolizacién hepética (Parr et al. 1993;
Miller et al. 1999; Sangsritavong et al. 2002).

Para que ocurra la prefiez se requiere de un buen funcionamiento del oviducto y el
Gtero. Entre las funciones del oviducto se encuentra el transporte de
espermatozoides y ovocito y la capacitacion de espermatozoides, aparte de ser el
lugar donde ocurre la fecundacion. Ademas de estas funciones, se sabe que el
embrion en el oviducto sufre cambios epigenéticos responsables de su desarrollo
posterior, la implantacion y el fenotipo posnatal (Wrenzycki et al. 2005).

Posteriormente el embrion es trasladado hacia el utero, siendo clave una buena
preparacion del endometrio para recibir al embrion. El endometrio sufre una serie
de transformaciones en respuesta a la fluctuacion de los niveles sanguineos de las
hormonas esteroideas (P4 y E2) (Hafez and Tsutsumi 1966). EI E2 promueve la
proliferacion celular en el endometrio (Comer et al. 1998), provoca un rapido
aumento en el numero de células epiteliales sensibles a los esteroides y prepara el
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epitelio uterino para la accion de la P4 (Maslar 1988). La P4 actia en el Utero
asegurando su quiescencia, estimulando y manteniendo las funciones secretoras
endometriales esenciales para el desarrollo temprano del embrion, implantacion,
placentacion y un correcto desarrollo fetoplacentario hasta el término de la
gestacion (Graham and Clarke 1997).

La P4 producida por el CL pasa a la arteria ovarica mediante un mecanismo de
contracorriente (Einer-Jensen and McCracken 1981), y una rama de esta arteria
suministra sangre al oviducto y Gtero (Del Campo and Ginther 1973), lo que resulta
en un gradiente de P4 a lo largo del tracto reproductivo: cuanto mas cerca del CL
mayor es la concentracién de P4 (Weems et al. 1989). La P4 esta implicada en
varias funciones uterinas que incluyen la secrecidbn de proteinas uterinas,
resultando en el mantenimiento de un éptimo ambiente uterino para el desarrollo
embrionario normal (Imakawa et al., 2017). Las concentraciones de P4 en la fase
luteal temprana (dias 3-7) determinan el desarrollo embrionario y mantenimiento
de la prefiez (Walsh et al., 2011). El tratamiento con P4 en el ganado del dia 2 al 5
(fase luteal temprana) incrementa 10 veces la elongacion del embrién el dia 14
(Kerbler et al., 1997; Wathes et al., 2003), mientras que un aumento mas tardio en
la P4 no tiene efecto marcado en el desarrollo embrionario (Garrett et al., 1988;
Wathes et al., 2003).

Los niveles circulantes de P4 no necesariamente reflejan su accion a nivel del
tejido donde se desarrolla su accion. La accion de la P4 en el Gtero esta mediada
por interacciones con su receptor intracelular (Clark et al., 1992; Sosa et al., 2004)
y la respuesta celular a las hormonas esteroideas depende de la cantidad de
receptores (Sosa et al., 2004). En ovejas sub-nutridas las concentraciones
circulantes de P4 fueron mayores comparadas con las ovejas alimentadas a
niveles de mantenimiento (Sosa et al.,, 2004). Esto se asocié con una menor
expresion del receptor de P4, menor concentracion de P4 en el tejido endometrial
y mayores pérdidas embrionarias en ovejas sub-nutridas comparadas con ovejas
alimentadas a niveles de mantenimiento (Lozano et al., 1998; Sosa et al., 2004).

Factores que afectan la eficiencia reproductiva

Los factores exteroceptivos que afectan la reproduccién en el ganado son el
genotipo (Short et al. 1990), el fotoperiodo (Dahl et al. 2000), las altas
temperaturas (Hansen, 2009), las sefiales socio-sexuales, la sanidad, el manejo y
la nutricion que cumple un rol destacado. En vaquillonas y vacas la nutricion
determina la homeostasis metabdlica del sistema y regula la proporcion de tejido
adiposo y muscular. Las hormonas metabdlicas secretadas por el tejido adiposo
(leptina y adiponectina), el higado (IGF1), el pancreas (insulina) y el intestino
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(ghrelina) son las principales reguladoras de la funcion reproductiva (D’Occhio et
al. 2019).

Una nutricion inadecuada lleva a un inicio tardio de la pubertad (Day et al. 1986),
la induccién de anestro en vaquillonas (Rhodes et al. 1996) y un anestro posparto
prolongado en vacas (Selk et al. 1988). El potencial reproductivo en las
vaquillonas es programado por el ambiente metabdlico durante el desarrollo fetal y
posnatal temprano (programacion del desarrollo) (Cardoso et al. 2018). Bajas
ganancias de peso antes del destete y bajos pesos al destete estan asociados con
un retraso en la edad de la pubertad en el ganado de carne (Arije and Wiltbank
1971). Se ha reportado que animales que tienen altas ganancias de peso (mayor a
1 kg) tienen una mayor adiposidad y aumento de las concentraciones de
hormonas metabdlicas (leptina, adiponectina e IGF1) (Cardoso et al. 2014). Este
perfil metabdlico positivo promoveria modificaciones a nivel del sistema
neuroendocrino reproductivo resultando en una mayor pulsatilidad de GnRH y LH,
necesarios para que ocurra la primera ovulacién. En este sentido, el periodo de
mayor relevancia ocurre entre los 4 y 6 meses de edad, en que un plano
nutricional alto permite que las terneras alcancen la pubertad antes de los 300
dias de edad (Gasser et al. 2006, 2014; Cardoso et al. 2014). Terneras que
tuvieron altos planos nutricionales entre los 4 y 6,5 meses y que luego fueron
sometidas a una restriccion de la alimentacion alcanzaron la pubertad a la misma
edad que aquellas que tuvieron siempre altas ganancias de peso (Cardoso et al.
2014). Asimismo Gasser et al. (2006) reporta que terneras destetadas en forma
precoz y alimentadas con una dieta alta en concentrados entre los 4 y 6,5 meses
de edad alcanzaron antes la pubertad que las sometidas a la dieta control. Por
otra parte, Guggeri et al. (2014) reporta que terneras que fueron sometidas a
creep feeding entre los 2,5 y 5 meses de edad alcanzaron antes la pubertad que
las destetadas en forma precoz o tradicional sin suplemento, reafirmando la
importancia del plano nutricional en etapas tempranas de la vida.

Independientemente de la edad al primer servicio, las vaquillonas deberian llegar a
un 60 a 65 % del peso vivo adulto para alcanzar la pubertad (Patterson et al.
1992). Las vaquillonas deben alcanzar un desarrollo adecuado que permita que
alcancen la pubertad un mes antes de la fecha de inicio del servicio, con la
finalidad de que queden prefiadas temprano, paran un ternero vivo y queden
prefiadas a principios de la siguiente temporada de cria como vaca de primera cria
(Larson et al., 2016).
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Hormonas metabdlicas y reproduccion

El crecimiento y la reproduccion estan regulados por el eje somatotrofico, el cual
estd integrado por la hormona del crecimiento (GH) y su receptor (GHr), la
insulina, los factores de crecimiento insulino similes 1y 2 y las proteinas de unién
(IGFBPs 1-6) (Laron 2001)(Figura 2). El IGF1 es producido mayormente por el
higado y afecta la reproduccion a nivel central (hipotalamo-hipdfisis) y periférico
(gbnadas, tracto reproductivo y embridn). Los foliculos ovaricos tienen una
dependencia absoluta del IGF1 para completar el crecimiento y la maduracion
antes de la ovulacién, por lo tanto las concentraciones de IGF1 aumentan con el
incremento del tamano folicular (Spicer et al. 1988; Fortune et al. 2004). En
estudios in vitro se ha demostrado que la suplementacion con IGF1 al medio de
cultivo estimula la mitosis de células granulosas y la produccion de E2 y P4
(Schams et al. 1988; Glister et al. 2001). La accién luteotropica del IGF1, que
estimula la produccion de P4 por parte del CL, es fundamental para el
mantenimiento de la gestacién (Einspanier et al. 1990; Spencer et al. 2007). Se ha
descrito que la P4 regula la expresion de varios genes y proteinas en el oviducto y
atero incluyendo el IGF1, insulina, leptina y adiponectina (Sosa et al. 2010;
Dobrzyn et al. 2018)

El endometrio es sensible a los cambios nutricionales, en etapas tempranas de la
vida del animal y en respuesta a un cambio nutricional en la vida adulta. El IGF1,
secretado en forma enddcrina por el higado y paracrina por el Utero, es uno de los
principales factores que estimulan el desarrollo embrionario (Wathes et al. 1998;
Watson et al. 1999; Figura 2). Se ha reportado que la adicién de insulina e IGF1 al
cultivo in vitro de embriones bovinos tuvo efectos positivos en el desarrollo de los
mismos (Matsui et al. 1997). La concentracion de IGF1 y la expresion de su
receptor estan afectadas por la nutricion. Terneras bien alimentadas entre los 2y 5
meses de edad tienen mayores concentraciones circulantes de IGF1 (Guggeri et
al. 2014) y a los 24 meses de edad presentan una mayor expresion endometrial de
IGF1R que las alimentadas en planos nutricionales mas bajos. La insulina también
tiene un rol importante en la regulacion del crecimiento embrionario durante la
preimplantacion, promoviendo la proliferacion celular y la diferenciacion
morfologica de embriones, ya que se ha descrito la presencia de receptores de
insulina tanto en el endometrio como en el embrién (Gardner and Kaye 1991;
Harvey and Kaye 1991).

Por otra parte, el tejido adiposo es un érgano que responde a los nutrientes y a la
demanda de energia secretando adipoquinas: adiponectina y leptina; las cuales
tienen un rol fundamental en la reproduccion (Tersigni et al. 2011)(Figura 2). La
regulacion de éstas hormonas es interdependiente (cada hormona afecta la
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sintesis y secrecion de la otra) para facillitar el didlogo cruzado entre los tejidos
gue regulan el metabolismo (higado, pancreas, tejido adiposo) (Meikle et al. 2018).
La leptina esta asociada positivamente con la cantidad de tejido adiposo y el nivel
de ingesta, mientras que la adiponectina tiene una asociacion negativa (Dupont et
al. 2014a). La leptina es una hormona proteica codificada por el gen de la
obesidad (ob) y se ha propuesto como el factor que vincula el estado metabdlico
con la reproduccion (Barash et al. 1996; Zieba et al. 2005). Esta hormona afecta el
eje reproductivo central a través de sus propios receptores (Tartaglia et al. 1995) y
un neurotransmisor, el neuropéptido Y (NPY) (Kalra and Crowley 1992). ElI NPY se
ha propuesto como principal mediador de la accién de la leptina en el hipotdlamo
para regular la LH (Kalra and Crowley 1992). Por otra parte la leptina también
puede modular la reproduccion directamente a nivel gonadal (Spicer and
Francisco 1997). Los receptores de leptina estan presentes en el ovario, donde
modula la esteroidogénesis (Spicer 2001) y mejora la capacidad del ovocito para
sostener el desarrollo embrionario (Boelhauve et al. 2005). En estudios in vitro con
células luteales la leptina (en presencia de IGF1) promueve la produccién de P4
(Nicklin et al. 2007). Sin embargo, en las células granulosas inhiben la
esteroidogénesis (Spicer and Francisco 1997). En el endometrio se ha reportado
una mayor sensibilidad a esta hormona los dias 12 y 19 del ciclo estral, lo que
podria sugerir un papel clave de la leptina en la preparacion del ambiente uterino
para sostener la prefiez (Sosa et al. 2010).

Respecto a la adiponectina, los niveles de la misma estan inversamente
correlacionados con el grado de adiposidad y positivamente con la sensibilidad a
la insulina (Dupont et al. 2014a). La hormona ejerce su accion a través de sus
receptores: ADIPO R1 y R2 (Figura 2). Se ha descrito que los mismos se
encuentran en diversos 6rganos como el hipotdlamo e hipofisis (Psilopanagioti et
al. 2009), el ovario (Maillard et al. 2010), oviducto (Archanco et al. 2007; Grafia et
al., 2019), endometrio (Astessiano et al. 2017; Grafia et al., 2019), embriones
(Maillard et al. 2010), placenta (Palin et al. 2012) y tejido mamario (Ohtani et al.
2011). La expresion de los receptores de adiponectina puede variar de acuerdo al
estado nutricional. Vacas lecheras que tienen un mejor balance energético
(multiparas vs primiparas y sometidas a altos vs bajos planos nutricionales) tienen
una mayor expresion de adipo R1y R2 en el Gtero (Astessiano et al. 2017).
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Figura 2. Esquema que describe la ruta clasica de regulacion del eje reproductivo
y su interacciobn con el metabolismo. A nivel central (cerebro), la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH), estimula la liberacion de las hormonas
foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) por la hipdfisis que actuan a nivel
ovarico y los esteroides ovaricos (representada solamente la progesterona (P4)
secretada por el cuerpo liteo) actian a nivel uterino. A nivel central el factor
liberador de hormonas de crecimiento (GHRH) actia a nivel hipofisario para
estimular la liberacion de hormona del crecimiento (GH) que a nivel hepético
estimula la produccién del factor de crecimiento insulino simil 1: IGF1), el tejido
adiposo produce adipoquinas (leptina-adiponectina) y el pancreas produce
insulina. Estas hormonas metabdlicas actian a nivel central y del tracto
reproductivo (ovarios-Utero) donde se expresan sus receptores especificos LHr=
receptor de LH; FSHr= receptor de FSH; Lep Rb= forma larga del receptor de
Leptina, Adipo R1 y R2= receptores de adiponectina, IGF1R= receptor de IGF1,;
INSR= receptor de insulina, PR= receptor de P4 (Modificado de Meikle et al.,
2018).
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EFICIENCIA REPRODUCTIVA DE LA VACA DE CRIA EN SISTEMAS
PASTORILES

La variabilidad estacional en la produccién de forraje del campo natural determina
gue los animales criados en sistemas pastoriles estén sometidos a sucesivos
periodos de balance energético negativo (Alvez 2014; Do Carmo et al. 2016). Por
este motivo, es importante hacer coincidir los momentos de mayores
requerimientos de las vacas de cria con la produccion de forraje del campo natural
(Do Carmo et al. 2016, 2018). Por lo tanto, una de las definiciones mas
importantes de un sistema criador es la fecha y duracién del entore, que en
nuestras condiciones de produccion coincide con finales de la primavera y verano
(Figura 3). Esta definicion permite que los partos ocurran en primavera, estacion
de mayor produccion de forraje, lo que estimula la produccion de leche y el
crecimiento de las terneras (Berretta et al. 2000; Amundson et al. 2006). Sin
embargo, la variable disponibilidad de nutrientes del verano, que coincide con un
aumento en los requerimientos de las terneras y una caida en la produccién de
leche de las vacas, desacelera su crecimiento, lo que redunda en bajos pesos al
destete (Vifoles et al. 2009). Bajos pesos al destete prolongan la duracién de la
recria de las vaquillonas, retrasan el inicio de la pubertad y afectan negativamente
su performance reproductiva en el rodeo de cria (Schillo 1992; Roberts et al.
2017). Vaquillonas con menor crecimiento y desarrollo se preflan mas tarde, y
repiten ésta caracteristica a lo largo de su vida, lo que determina su baja
productividad y longevidad en el rodeo de cria (Cushman et al. 2013). Por lo tanto,
la caracteristica de prefiarse temprano durante el periodo de servicios (primeros
21 dias), que esta asociada a planos nutricionales adecuados, debe ser priorizada
ya que esté altamente relacionada a su fertilidad futura (Cushman et al. 2013).
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Figura 3. Ciclos de gestacion-lactacion-entore y recria en sistemas criadores
pastoriles, en coincidencia con las estaciones del afio. La definicion de la fecha y
duracion del entore (fines de primavera-verano) y el destete al inicio de otofio son
clave, para permitir la recuperacion de las reservas corporales de la vaca, una
pérdida controlada durante el invierno y retener reservas hasta la primavera
(parto), para iniciar la lactancia y reiniciar los ciclos estrales al inicio del entore. El
peso al destete de las terneras y su ganancia en el ciclo de cria, determinan la
edad a la pubertad y nimero de ciclos estrales que estan altamente asociados con
la prefiez en los primeros 21 dias de entore y su permanencia en el rodeo de cria.

SUBFERTILIDAD

Se ha definido a la vaca subfértil o repetidora como una hembra que falla en
concebir luego de tres 0 mas servicios de inseminacion artificial con manifestacion
de estro a intervalos regulares (18-24 dias) y en ausencia de anormalidades
detectables en el Utero (Bage, 2002; Gustafsson y Emanuelson, 2002; Dochi et al.,
2008; Yusuf et al., 2010; ElI-Khadrawy et al., 2011; Ergene, 2012). La subfertilidad
reduce la produccion y la eficiencia economica en todos los sistemas de
produccion de carne y leche en rumiantes (Diskin and Morris 2008). En el ganado
de carne se estima que las tasas de fecundacion son del 90 %, mientras que las
tasas de paricion para un solo servicio estan entre 40 y 55 %, lo que sugiere una
tasa de mortalidad embrionaria/fetal (excluyendo la falla de la fecundacion) de
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aproximadamente 35% a 50 % (Diskin et al. 2006). La mayoria de las pérdidas
embrionarias (70-80%) ocurre en los primeros 21 dias de gestacion,
particularmente entre los dias 7 y 16 (Berg et al. 2010). En la mayoria de los
casos, las mismas pasan inadvertidas, ya que las vacas retornan al estro en un
periodo equivalente a la longitud normal del ciclo estral (Hernandez Cer6n and
Zarco Quintero 1998), y se caracterizan por la repeticion de estros. En la industria
lechera mundial, la vaca repetidora o subfértil ha sido intensamente estudiada,
debido al impacto de las pérdidas en la produccién de leche, los costos de semen
y mano de obra involucrados en el manejo (Albihn, 1991). Sin embargo, en los
rodeos de ganado para carne con largos periodos de entore (60-90 dias), la
repeticion de estros no es notada por el productor (Maurer and Chenault 1983) por
lo que ésta teméatica no ha sido abordada por la investigacion.

La mayoria de los estudios sobre subfertilidad en ganado lechero se han enfocado
en la fase folicular del ciclo estral, el desarrollo del foliculo ovulatorio, su
produccion de estrogenos y la duracién del estro (Hernandez-Cer6n et al., 1993;
Bage, 2002;Sood et al., 2015). Se han reportado concentraciones suprabasales de
P4 durante el periodo periovulatorio que prolongan la vida media del foliculo
ovulatorio, disminuyen la calidad del ovocito y reducen la fertilidad (Adams et
al.,1992; Bage, 2002). Niveles suprabasales de P4 durante el desarrollo folicular
preovulatorio conducen al desarrollo de un foliculo persistente, la reanudacion
prematura de la meiosis y una alta incidencia de muerte embrionaria en la etapa
de 2 a 16 células (Inskeep, 2004).

En el FF, las concentraciones de hormonas esteroideas (E2 y P4) y su relacion
son indicativas del estado de salud del ovocito. Un ambiente folicular con
predominancia de E2 esta asociado con un buen crecimiento folicular, tiene
efectos anti-atresicos (Revelli et al. 2009) y promueve una mejor maduracion
citoplasmatica de los ovocitos (Tesarik and Mendoza 1997). Por lo tanto, seria
esperable encontrar mayores concentraciones de P4 y una menor relacion E2/P4
en el FF de vacas repetidoras, que expliquen las alteraciones en el ovocito y
desarrollo embrionario temprano. Sin embargo, los resultados de diferentes
autores son contradictorios. Se ha descrito que las vacas repetidoras tuvieron
mayores concentraciones de E2 y mayor relacion E2/P4 en FF que el grupo
control, pero similares concentraciones de P4 (Sood et al. 2017). Otros autores
reportan similares concentraciones de E2 y P4 en el FF de vacas repetidoras y el
grupo control, pero mayores concentraciones de IGF1 y glucosa en las vacas
control respecto a las vacas repetidoras (Mogheiseh et al. 2019). Kafi et al. (2017)
reportaron similares concentraciones de E2 y P4 en FF, pero menores tasas de
maduracién nuclear, fecundacion y produccion de blastocistos cuando se le
adicion6 al medio de cultivo FF de vacas repetidoras. Por lo tanto, las
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concentraciones diferenciales de IGF1 y glucosa podrian explicar las diferencias
observadas en desarrollo embrionario in vitro.

Existen pocos trabajos que estudien las concentraciones de P4 durante la fase
luteal del ciclo estral y los hallazgos son también contradictorios. Algunos autores
describen que no existieron diferencias en la concentracion de P4 y el nUmero de
ondas foliculares entre vacas subfértiles y vaquillonas virgenes durante la fase
luteal del ciclo (Bage, 2002; Killen et al., 2014). Por otra parte Cummins et al.
(2012) reportan en vacas fértiles un mayor volumen luteal asociado a mayores
concentraciones de P4 y menor numero de ondas foliculares durante el ciclo
respecto a vacas subfértiles. Sin embargo, Cox et al. (1998) describen similares
concentraciones de P4 a lo largo del ciclo estral en vacas de alta o baja fertilidad.
Por lo tanto, se sugiere que las diferencias entre los grupos no se encuentran a
nivel ovarico, sino que se atribuyen a una falla en el mecanismo involucrado en el
desarrollo del concepto y el reconocimiento materno de la prefiez en las
vaquillonas de baja fertilidad.

Minten et al. (2013) reportan que vacas de alta fertilidad tendieron a tener una
mayor tasa de prefiez respecto a las subfértiles y observaron un patrén de
expresion génica uterina diferencial entre los grupos. Las vacas de alta fertilidad
tuvieron mayor expresion de genes asociados a: la sefializacién celular y el
metabolismo uterino, la unidn y traduccion del ARN respecto a las subfértiles.
Killeen et al. (2014) comparando vacas de alta o baja fertilidad, observaron que
419 genes estaban diferencialmente expresados en muestras de endometrio
extraidas al dia 7. En los animales subfértiles se observé que genes relacionados
a la inhibicion de la proliferacion celular, al metabolismo de la P4 y a la respuesta
inflamatoria estan regulados hacia arriba mientras los genes implicados en la
angiogénesis, el metabolismo lipidico y la morfologia y desarrollo celular estan
regulados hacia abajo. Sin embargo, no existen reportes de la expresién génica ni
de receptores de hormonas metabdlicas en el endometrio de vacas fértiles y
subfértiles, a pesar de que la subfertilidad nutricional es la mas frecuente en
sistemas de produccién pastoriles.
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La baja eficiencia reproductiva en los sistemas de cria extensivos, es altamente
dependiente del balance energético de las terneras durante el periodo pre y pos-
destete y de las vacas durante los ciclos de gestacion y lactancia (Vifioles et al.
2009). La nutricion tiene efectos de corto, mediano y largo plazo sobre el
metabolismo de los animales, particularmente en su fase exponencial de
crecimiento, que pueden programar el funcionamiento del eje somatotrofico y tener
implicancias en la eficiencia reproductiva futura, a pesar de que los animales
tengan el mismo desarrollo corporal y peso vivo al momento del servicio (Guggeri
et al. 2012, 2014). Alvez (2019) observé que la subfertilidad en vacas para carne
estd asociada con diferencia en los patrones de crecimiento en la etapa juvenil
gue redundaron en cambios en las concentraciones de hormonas esteroideas y
metabdlicas en la etapa de madurez. Esta subfertilidad nutricional estuvo asociada
con mayores concentraciones de P4 circulante, pero menores concentraciones de
IGF1 y adiponectina en las vacas subfértiles respecto a las fértiles cuando ya no
existian diferencias en peso vivo.

Sin embargo, desconocemos el efecto de Ila subfertiidad sobre las
concentraciones de hormonas esteroides y metabdlicas en el fluido folicular y su
expresion génica a nivel endometrial, donde cumplen un rol fundamental en la
calidad del ovocito y el desarrollo embrionario temprano (Sosa et al. 2004b;
Scaramuzzi et al. 2006; Vinoles et al. 2012a).
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HIPOTESIS

La subfertilidad induce modificaciones en el microambiente folicular en el que se
desarrolla el ovocito, en las concentraciones de hormonas metabdlicas y
esteroides circulantes y en la expresion génica de las mismas y de sus receptores
a nivel uterino.

OBJETIVOS

Evaluar en vacas Hereford fértiles y subfértiles:

1. El desarrollo y estado de salud de los foliculos en la fase folicular del ciclo
estral in vivo e in vitro.

2. Las concentraciones circulantes de progesterona y hormonas metabdlicas

(insulina, IGF1, leptina y adiponectina) durante el ciclo estral.

La concentracién de hormonas (estradiol, progesterona e IGF1) en FF.

4. La expresion génica endometrial de los receptores de progesterona (PR),
IGF1 (IGF1R), insulina (INSR), receptor tipo B de leptina (LEPRb) y
receptor tipo 2 de adiponectina (ADIPOR?2) los dias 7 y 16 del ciclo estral.

w

MATERIALES Y METODOS

El experimento fue aprobado por el Comité de Etica en el Uso de Animales de
Experimentacion (CEUA) de Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
(INIA) con el nidmero de Registro 0009/11 y se realizO en las estaciones de
investigaciéon "Glencoe" (S31 °, W42 °) y "Sede" (S 31 °, W 55°) del INIA
(Tacuarembd, Uruguay). El experimento involucré a hembras Hereford desde el
nacimiento (2005, n=92) hasta los 114 meses de edad (2015, n=11).

Clasificacion de las vacas en fértiles y subfértiles

La estrategia experimental de largo plazo (Figura 4) y la descripcién de la
seleccion de los animales fue descrita anteriormente por Alvez (2019).
Brevemente, la seleccion de los animales comenz6 a partir de un grupo de 92
vaquillonas Hereford de 24 meses de edad con un peso promedio de 309 * 9,4 kg
y una condicion corporal de 4,8 £ 0,1 unidades (escala 1 a 8 unidades) (Vizcarra et
al. 1986). Ochenta y cuatro vaquillonas que estaban ciclando fueron sincronizadas
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con prostaglandina, de las cuales 38 (45%) se prefiaron a la primera inseminacion
artificial a celo visto (IA) y de alli se seleccion6 al azar un subgrupo de vaquillonas
denominadas fértiles (n=9). En las 46 vaquillonas restantes se continu6é haciendo
IA hasta completar tres servicios, durante los cuales se prefiaron 11 vaquillonas
mas (29%). De las 35 vaquillonas restantes, las que mostraron celo a intervalos
regulares de 17 a 24 dias y no se prefaron luego de las tres IA (pero se prefiaron
en el repaso con toro, n=19) se seleccionaron al azar un subgrupo de vaquillonas
denominadas repetidoras (n=8). De las vaquillonas que habiendo presentado celo
a intervalos regulares durante el periodo de IA no se prefiaron en el repaso con
toros (n=16) se selecciond al azar un subgrupo denominadas infértiles (n=8). Al
final del primer periodo de servicios habian prefiadas 68 vaquillonas (81%). Las
vacas de los grupos fértiles y repetidoras que quedaron prefiadas parieron, se les
realiz6 destete precoz a sus terneros y fueron alimentadas en forma diferencial
para alcanzar el mismo peso vivo que las vacas que no parieron (40 a 50 meses
de edad). A partir del momento que se igualaron los pesos de las vacas paridas y
las que no parieron (grupo infértiles) se comenzaron a manejar nuevamente como
un unico grupo experimental (50 a 60 meses). Las categorias de fertilidad fueron
redefinidas a los 77 meses de edad, una vez finalizado el segundo periodo de
servicios que se extendio de los 60 a los 76 meses de edad, el cual consistio en
cinco servicios (tres por inseminacion artificial y dos por monta natural). Durante
éste periodo, se indujo el aborto con prostaglandina en las vacas que fueron
diagnosticadas gestantes luego de cada servicio, dejando un intervalo de 2-3
semanas para su recuperacion antes de iniciar el siguiente servicio. Las vacas
fueron clasificadas en: 1) fértiles: aquellas prefiadas a la primera IA a los 24
meses de edad, y en al menos tres ocasiones durante el segundo periodo de
servicios; y 2) subfértiles: aquellas que a los 24 meses se prefiaron al cuarto o
quinto servicio 0 no se prefiaron al final del periodo, pero se prefiaron una o dos
veces durante el segundo periodo de servicios. A los 90 meses de edad se realizé
un primer experimento con 11 de estos animales (n=5 fértiles y n=6 subfértiles),
donde se describié su trayectoria de crecimiento desde el nacimiento hasta la
etapa de madurez y la dindmica folicular, los perfiles endécrinos y la composicion
corporal en la etapa de madurez (Figura 4; Alvez 2019).
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Figura 4. Descripcion del disefio experimental longitudinal realizado para
seleccionar a los 77 meses de edad a los grupos de vacas fértiles (n=5) y
subfértiles (n=6). Se describe una Etapa Juvenil (0 a 29 meses de edad) y una de
madurez (30 a 116 meses de edad). A los 116 meses de edad se realiz6 la
caracterizacion enddécrina y de las estructuras ovaricas y la expresion génica
endometrial en ambos grupos de animales.1= primer periodo de servicios de los
25 a los 27 meses de edad, 2= segundo periodo de servicios de los 60 a los 76
meses de edad; 3= caracterizacion enddcrina y de estructuras ovaricas durante el
ciclo estral a los 90 meses de edad, 4=Descripcion del desarrollo folicular in vivo e
in situ, caracterizacion endocrina y expresion génica endometrial a los 116 meses
de edad. Entre los periodos 1 y 2 se permitié recuperar peso a las vacas de los
grupos fértiles y repetidoras que parieron.

Animales y disefio experimental

A los 116 meses de edad se realiz6 un examen ginecoldgico y se seleccionaron
10 vacas (fértiles n=5; subfértiles n=5) que no presentaban anormalidades (una
vacas subfértil fue eliminada). En la Figura 5 se presenta el esquema temporal del
disefio experimental. Para una mejor sincronizacién del momento de la ovulacion
se aplicé un protocolo de inseminacion a tiempo fijo que comenzo6 (dia -11, Figura
5) con la colocacién de un dispositivo intravaginal con progesterona (CIDR,
Prociclar®, Zoovet, Argentina). A los 7 dias (dia 4) se retirdé el dispositivo y se
aplicé 150 pg de cloprostenol dextrogiro (PG, Dalmaprost®, Fatro, lItalia) via
intramuscular. A las 48 h (dia -2) se inyectaron 8 pg de un analogo sintético de
hormona liberadora de gonadotrofina (Acetato de Buserelina, GnRH, Gonaxal®,
Biogénesis Bago, Argentina) y se comenz6 a observar los animales cada 12 h en
busqueda de signos de estro.

Para evaluar el crecimiento del foliculo preovulatorio y determinar el momento de
la ovulacién (dia 0) se realizé un monitoreo ovarico por ultrasonografia (Agroscan,
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Echo Control Medical, Francia con transductor lineal de 7,5 MHz) cada 12 h a
partir del retiro del CIDR y hasta la ovulacidon (desaparicion del foliculo dominante).
Los ovarios fueron escaneados en los planos dorsoventral y lateromedial. Se
estudiaron todos los foliculos antrales = 2 mm de didmetro. Estos fueron medidos
y dibujados manteniendo su localizacion relativa en mapas individuales, para la
posterior identificacion del foliculo dominante y su subordinado en base a la
posicion y el diametro de los mismos.

Desde el dia anterior (dia -1) a la ovulacidon hasta el dia 16 del ciclo estral se
realizé la extraccion de sangre diariamente para determinar concentraciones de
progesterona, insulina, IGF1, leptina y adiponectina. La extraccion de sangre se
realizé utilizando tubos BD Vacutainer® de 6mL (Becton Dickinson, NJ, USA) con
agujas estériles, mediante venopuncion yugular. Las muestras se mantuvieron
refrigeradas y luego fueron centrifugadas por 10 min a 1500 g. El suero se
almacené a -20°C hasta su posterior procesamiento.

En los dias 7 y 16 del ciclo estral se realizaron biopsias endometriales del cuerno
uterino ipsilateral al cuerpo luteo (verificado previamente por ecografia ovarica)
para el andlisis de expresion génica acorde a la metodologia descrita previamente
por Meikle et al. (2001). Se seleccion6 el dia 7 porque es el dia previo a la
eclosion del blastocisto y el dia 16 porque es el dia previo al reconocimiento
materno de la prefiez. Las muestras endometriales fueron congeladas
inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenadas a -80 °C para el posterior
aislamiento de ARN total. Luego de la biopsia realizada el dia 7 a todos los
animales se les administr6 un concentrado energético-proteico, granos de
destileria secos con solubles (DDGS= distillers dried grain with solubles) de maiz
al 0,7% del peso vivo por animal.

Aproximadamente a los 15 dias de la ultima biopsia las vacas fueron
sincronizadas nuevamente para la realizacién de una ovariectomia durante la fase
folicular del ciclo y evaluar el desarrollo y estado de salud de los foliculos asi como
determinar la concentracion de hormonas en FF. Las vacas fueron sincronizadas
con dos dosis de 225 ug de cloprostenol dextrégiro (PG, Dalmaprost®, Fatro, BO,
Italia) con un intervalo de 13 dias (Figura 5). Se utilizé esta hormona a altas dosis
para promover la lisis del cuerpo luteo en vacas subfértiles y el desarrollo del
foliculo pre-ovulatorio (Ahmed et al. 2016). La segunda dosis de PG se administro
en forma escalonada, cada 2 horas, en grupos de dos vacas (una de cada grupo
experimental). La ovariectomia se realizé a las 30 hs de administrada la segunda
dosis de PG. Al momento de la ovariectomia se extrajo sangre para confirmar que
todos los animales estuvieran en la fase folicular del ciclo, a través del analisis de
las concentraciones de progesterona en suero. La ovariectomia se realizo
transvaginalmente utilizando el castrador de cadena de Chassaignac de acuerdo
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con la técnica descrita previamente (Dutto 1981). El procedimiento se realizé con
anestesia epidural craneal con lidocaina al 2% (Laboratorio Ripoll, Montevideo,
Uruguay). Brevemente, para el procedimiento se higienizé y desinfectd con
iodopovidona (dilucion 1/100) la zona perineal, vulvar y vaginal, para después
introducir el expansor de Dutto con el fin de tensar el techo de la vagina y hacer
una incision longitudinal. Posteriormente, se introdujo el castrador, se localiz6 un
ovario y se lo introdujo en la vagina para fijarlo dentro de la abertura que forma la
cadena del castrador y asi producir la laceracion del cordén ovarico. Se procedio
de igual manera con el otro ovario. Los ovarios colectados fueron sumergidos en
medio M199 (20 mM, pH 7.2, Sigma-Aldrich, US) y transportados al laboratorio
para su diseccidn. El intervalo promedio entre la castracion y la diseccion fue de
30 min.

‘ Extraccion diaria de sangre

US diaria " .
Ovariectomia

PG — 30 hs post-PG

CIDR GnRH| ‘ Biopsia ‘ PG PG
16

-11 4 -2-10 7

29 30

Periodo referido a la ovulacion inducida (dias)

Figura 5. Disefio experimental realizado en vacas fértiles (n=5) y subfértiles (n=5)
a los 116 meses de edad. El objetivo del primer protocolo aplicado del dia -11 al -4
fue sincronizar la ovulacion (Dia =0) para realizar las biopsias uterinas los dias 7 y
16 pos-ovulacién. El objetivo del segundo protocolo aplicado los dias 16 y 29, fue
promover la lisis del cuerpo lateo y realizar la ovariectomia (30 horas pos-segunda
PG) durante la fase folicular inducida. CIDR: colocacion de un dispositivo
intravaginal de liberacibn de progesterona controlada por 7 dias, PG=
administracion de prostaglandina el dia de retiro del CIDR (150 ug) y los dias 16 y
29 (225 pg). US: ultrasonografia ovérica desde el retiro del CIDR hasta que se
determind la ovulacion GnRH: administracion de hormona liberadora de
gonadotrofinas.

Diseccion de ovarios y evaluacion de foliculos

Los ovarios fueron pesados individualmente en una balanza (AS 60/220/C2.
Calibracion 60 g x 0,01, Radwag, Miami, USA). Los 5 foliculos de mayor diametro
en cada ovario fueron disecados y evaluados individualmente utilizando lupa
estereoscopica (Eclipse E200; Nikon Instruments, Melville, USA). Se registr6 el
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tamafio de los foliculos y se realizaron evaluaciones individuales en relacion al
estado de atresia y conteo de células de la granulosa (Camara de Neubauer,
USA). Asimismo, para cada foliculo por separado se colecté FF, el mismo fue
almacenado a -20 ° C hasta su procesamiento para la determinacién de
hormonas. Los procedimientos de diseccién, colecta de FF, recuperacion y conteo
de las células de la granulosa y obtencién de los ovocitos se realizaron de acuerdo
con los protocolos descritos (McNatty et al. 1984). Brevemente, para evaluar el
estadio de atresia fueron considerados los siguientes factores: presencia/ausencia
de vascularizacién en la teca folicular, presencia/ausencia de restos celulares en
el FF; presencia/ausencia y estado de salud del ovocito (saludable, degenerado),
namero de células de la granulosa y color de la teca interna (blanca=1, rosada=2 o
roja=3). En uno de los animales del grupo subfértil no fue posible disecar foliculos,
dado que eran muy pequefios, por lo tanto en las caracteristicas foliculares
presentadas en los resultados este animal no fue tenido en cuenta.

Determinacién de hormonas en suero vy fluido folicular

La determinacion de la concentracion de hormonas se realizé en el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal de la Facultad de Veterinaria (UDELAR).

Las concentraciones de P4 en suero se analizaron en duplicado en un solo ensayo
de radioinmunoensayo (RIA) de fase soélida (COAT-A-COUNT Progesterone,
SIEMENS, Los Angeles, USA). La sensibilidad del ensayo fue de 0,05 ng/mL con
un CV intraensayo para el control bajo (0,86 ng/mL) de 26,6 % y para el control
alto (18,2 ng/mL) de 9,9 %. Las concentraciones de P4 en suero el dia de la
ovariectomia se analizaron en forma simple en un solo ensayo, con el kit
mencionado anteriormente. La sensibilidad del ensayo fue de 0,07 ng/mL con un
CV intraensayo para el control bajo (0,93 ng/mL) de 16,7 % y para el control alto
(4,5 ng/mL) de 20,4 %. Las concentraciones de insulina e IGF1 se midieron
utilizando ensayos inmunorradiométricos (IRMA) con kits comerciales (INS-IRMA,
DIA Source Immuno Assays S.A, Bélgica e IGF1-RIACT Cis Bio international, GIF-
SUR-YVETTE CEDEX, Francia; respectivamente). Para insulina todas las
muestras se determinaron en forma simple en un solo ensayo. El limite de
deteccion fue 4,45 plU/mL y los CV intraensayo para el control 1 (19,8 plU/mL) y 2
(67,7 piU/mL) fue 10,8 y 7,2 %, respectivamente. Para determinar IGF1 en suero
las muestras fueron analizadas en dos ensayos en forma simple. El limite de
deteccion del ensayo fue de 0,5 ng/mL, y los CV intraensayo para el control bajo
(53,3 ng/mL) y el control alto (407,0 ng/mL) fueron 7,9 y 9,5 %, respectivamente.
Los CV interensayo fueron 11,8 y 11,4 % para el control bajo y alto,
respectivamente. Las concentraciones de leptina se determinaron en forma simple
en un solo ensayo mediante RIA en fase liquida, utilizando el kit comercial Multi-
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Species RIA kit (RIA kit, Millipore, US). La sensibilidad del ensayo fue de 3,68
ng/mL. Los CV intraensayo para el control bajo (8,29 ng/mL) y el control alto (54,0
ng/mL) fueron 12,1 y 11,3 %, respectivamente. Las concentraciones de
adiponectina fueron determinadas en forma simple en un solo ensayo de RIA
usando el kit comercial (HADP-61 HK, Linco, Millipores, US). La sensibilidad del
ensayo fue de 2,54 ng/mL. Los CV intraensayo para el control bajo (5,27 ng/mL) y
el control alto (73,5 ng/mL) fueron 10,0 y 13,0 %, respectivamente.

Para determinar la concentracion de hormonas (P4, E2, e IGF1) en el FF, se
realizaron diluciones 1/10 (foliculos dominantes) y 1/5 (resto foliculos) y la
concentracion final se determiné realizando la correccion por el factor de dilucion
correspondiente. En el FF la concentracion de P4 se determind en forma simple en
un solo ensayo con una sensibilidad de 0,07 ng/mL, siendo el CV intraensayo para
el control bajo (0,83 ng/mL) de 20,1 % y para el control alto (4,96 ng/mL) de 15,1
%. Las concentraciones de E2 en FF se midieron en forma simple en un solo
ensayo mediante RIA en fase liquida (E2 Double Antibody, MPBiomedicals, US).
La sensibilidad del ensayo fue 9,7 pg/mL con un CV intraensayo para el control
bajo (10,85 pg/ml) de 10,1 %, para el control medio (29,0 pg/ml) 22.4 % y para el
control alto (107,5 pg/ml) 8,0 %. El analisis de IGF1 en FF se realizé en forma
simple en un solo ensayo con un limite de deteccion de 0,9 ng/mL. Los CV
intraensayo para el control bajo (47,4 ng/mL) y el alto (404,9 ng/mL) fueron 12,4 y
4,8 %, respectivamente.

Extraccion de ARN y PCR cuantitativo en tiempo real.

Se extrajo ARN total de las muestras de endometrio utilizando TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), seguido de una precipitacion selectiva con cloruro de litio. La
concentracion de ARN se determiné por medicion de la absorbancia a 260 nm y la
pureza a partir de la relacion de la absorbancia 260/280 nm y 260/230 nm
(NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific Wilmington, DE U. S). EI ARN
extraido se conservd a -80°C hasta su procesamiento. Para cada muestra se
sintetizO6 ADN copia (ADNc) mediante transcripcion reversa usando el Kit
SuperScript Il (Invitrogen, Carlsband, CA, US) con primers oligo-dT (Invitrogen,
Carlsband, CA, US) y 1 ug de ARN total afiadido como molde. EI ADNc se diluy6 a
una concentracion final de 10 ng/uL en agua DEPC y se almacené a -20 °C hasta
Su posterior procesamiento. Se determind la expresion génica mediante PCR
cuantitativo en tiempo real, utilizando discos de 72 muestras del equipo Rotor-
GeneTM 6000 (Corbett Life Sciences, Sydney, Australia). Los genes de interés
evaluados fueron: IGF1, receptor de IGF1 (IGF1R), receptor de insulina (INSR),
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receptor tipo B de leptina (LEPRb), receptor tipo 2 de adiponectina (ADIPOR2) y
receptor de progesterona (PR). Como control endégeno se utilizaron los genes:
proteina ribosomal S9 (RPS9) e hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT). Las
reacciones de PCR en tiempo real se realizaron en un volumen final de 20 uL que
incluyé: 2 yL de ADNc diluido, 300nM de cada primer (Macrogen Inc., Seoul,
Korea) y 10 pL de 2x QuantiNova™ SYBR Green® gPCR Master Mix (QIAGEN,
Germany). Las condiciones estandar de amplificacion para todos los genes fueron:
10 min a 95°C seguido de 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 45 seg a 60°C y 20 seg a
72°C (Astessiano et al. 2017). En cada disco y para cada gen se incluyd un pool
en triplicado de ADNc de todas las muestras analizadas como control exégeno y
controles sin ADNc como control negativo. Asimismo, se incluyé una curva de 5
puntos de dilucién del pool de ADNc (100 a 6.25 ng/uL) para estimar, mediante
regresion lineal, la eficiencia de amplificacién (E) de cada gen (genes de interés y
de control enddgeno) y realizar la normalizacion de los resultados para la posterior
cuantificacion. Todas las muestras se corrieron por duplicado. La eficiencia de
amplificacion fue calculada por el software del equipo RotorGene, de acuerdo a la
formula E = (10-1/slope-1) (Rutledge and Cote 2003). Las eficiencias de
amplificacion de los genes (de interés y de control enddégeno) estuvieron en un
rango de 1 a 1,09. Los coeficientes de variacion (CV) intraensayo fueron < 2%. A
partir de los datos de cuantificacién (valor Ct, treshold cycle) obtenidos para todos
los genes y la muestra pool se midié la expresion de los genes de interés por
cuantificacion relativa al control exdégeno y normalizada a la media geométrica de
los genes de control enddégeno, tomando en consideracion las eficiencias de
amplificacion respectivas (método AACt) (Pfaffl 2001). En la Tabla 1 se presenta la
informacion de los primers utilizados que fueron previamente disefiados
(Astessiano et al. 2017).
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Tabla 1. Primers utilizados para la cuantificaciéon de cDNA de
los genes objetivo y control endégeno

Ndmero de Tamarfo del
Gen Secuencia (5'3") amplicon Eficiencia
acceso o

F: CCAGACAGGAATCGTGGATG

IGF1 XM_612412 89 1,03
R: ACTTGGCGGGCTTGAGAG

F: GACCATCAAAGCTGGGAAAA

IGF1R NM_001244612 116 1,06
R: TTATGTCCCCTTTGCTCTGG

F:CTGAAGCCAAGGCAGATGATATT

INSR XM_590552.4 77 1,02
R: GCCACATCAAGTGAACAACGTT

F: ACCACACCTTCCGTTCTCAG

LEPRDb AB199589 164 1
R: GGGACAACACTCTTGACTC

F: GGCAACATCTGGACACATC

ADIPORZ2  NM_1040499 203 1,06
R: CTGGAGACCCCTTCTGAG

F: GACAGCACTTTCTAGGCGATAT
PGR 766555 79 1,03
R: TGTGCTGGAAGAAACGATTGC

F: TGGAGAAGGTGTTTATTCCTCATG

HPRT XM_580802 105 1,09
R: CACAGAGGGCCACAATGTGA

F: CCTCGACCAAGAGCTGAAG

RPS9 NM_1101152 63 1,08
R: CCTCCAGACCTCACGTTTGTTC

IGF1, factor de crecimiento insulino-simil tipo 1; IGF1R, receptor de IGF1; INSR; receptor
de insulina; LEPRDb, receptor tipo b de leptina; ADIPOR2; receptor tipo 2 de adiponectina;
PR, receptor de progesterona; HPRT, hipoxantina fosforribosiltransferasa; RPS9, proteina
ribosomal S9. *(Astessiano et al. 2017)

Analisis estadistico

Para todas las variables se realizd un test de normalidad (PROC UNIVARIATE,
SAS 9.0, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2002) para identificar valores atipicos
y para verificar la normalidad de los residuales. Las variables peso de los ovarios,
cantidad y tamafio de foliculos disecados, cantidad de células granulosas,
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concentracion de P4 en suero el dia de la ovariectomia y concentracion de
hormonas en FF fueron analizadas mediante ANOVA, utilizando el procedimiento
mixto disponible en SAS (PROC MIXED, SAS 9.0, SAS Institute Inc., Cary, NC,
EE. UU., 2002) incluyendo en el modelo al grupo (fértil/subfértil) como efecto fijo.
El tamafio de foliculos dominantes, subordinados, niamero de foliculos totales y las
concentraciones de hormonas en suero desde el dia -1 a 16 del ciclo estral fueron
analizadas de la misma forma, incluyendo en el modelo al grupo, dia y su
interaccién. Las diferencias en la expresion génica endometrial al dia 7 y 16 del
ciclo estral entre las vacas fértiles y subfértiles se analizaron mediante una prueba
T de Student con 95% de confianza, analizando los dias por separado. Los datos
se presentan como medias * error estandar (EE) agrupadas. Las diferencias se
consideraron significativas cuando P<0,05 y tendencias cuando 0,05 < P <0,10.

RESULTADOS

Desarrollo folicular
Seguimiento ultrasonografico del crecimiento folicular

En el seguimiento ultrasonografico realizado luego de aplicar el primer protocolo
de sincronizacion, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
la trayectoria de crecimiento de los foliculos dominantes ni subordinados, en el
didmetro maximo alcanzado por los mismos, ni en la cantidad de foliculos totales
(= 2mm) durante la fase folicular entre vacas fértiles y subfértiles (Figura 6).
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Figura 6. Diametro (mm) de los foliculos dominante (A) y subordinado (B) y
cantidad de foliculos totales (= 2 mm) (C) a las 60, 36, 24 y 12 h previas a la
ovulacion (Hora 0) en vacas fértiles (negro) y subfértiles (blanco).

Caracterizacion de los foliculos a la diseccion

La concentracién de P4 en suero el dia de la ovariectomia confirma que todas las
vacas se encontraban en la fase folicular del ciclo inducida por el segundo
tratamiento de sincronizacion (fértiles: 0,084+0,08 ng/mL y subfértiles: 0,24+0,08
ng/mL; P>0,05). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
grupos de vacas en el peso de los ovarios (fértiles 20,4+1,6 g; subfértiles 20,2+1,8
g; P=0,94), la cantidad de foliculos disecados (fértiles 5,4+0,8; subfértiles 4,2+0,8;
P=0,17), el tamafio (fértiles 6,4+0,7; subfértiles 7,3+0,7; P=0,34) ni en el estado de
salud de los mismos (saludables y atrésicos; Figura 7). EI nimero de ovocitos
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recuperados del total de foliculos disecados fue similar entre las vacas del grupo
fértil (22/27) y sub-fértil (19/21; P=0.4).
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Figura 7. Informacion individual de la cantidad, tamafio y estado de salud de los
foliculos antrales 25 mm (negro: saludables; blanco: atrésicos) en vacas fértiles
(circulo, n=5) y subfértiles (rombo, n=4). No se presentan los resultados de una
vaca subfértil que no tenia foliculos 25 mm en la superficie de los ovarios.

En los foliculos saludables disecados en vacas fértiles y subférties no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en tamafio, concentraciéon
de E2 y P4 en el FF ni en la relacion E2/P4. Los foliculos saludables de las vacas
fértiles tendieron (P=0,1) a presentar mas células granulosas y su FF tendi6 a
presentar una mayor concentracion de IGF1 (P=0,06) que los foliculos de las
vacas subfértiles (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas de los foliculos saludables disecados en vacas fértiles y
subfértiles: tamafio (mm), cantidad de células granulosas (x 10°, ovocitos
recuperados, concentraciones de estrégenos (E2) (pg/mL), progesterona (P4)
(ng/mL) y factor de crecimiento insulino-simil tipo 1 (IGF1) (ng/mL) en el fluido
folicular (media £ EE) y relacién E2/P4.

Fértiles (n) Subfértiles (n) P
Tamafio (mm) 8,60+1,67 (5) 7,071,41(7) 0,5
Células granulosas (x 10°) 3,58+0,45 (4)* 2,56+0,32(8)” 0,10
E2 (ng/ml) 7,78+6,40 (4) 16,095,22 (6) 0,34
P4 (ng/ml) 23,2+11,7 (5) 30,7+13,1 (4) 0,68
Rel. E2/P4 0,32+0,24(4) 0,52+0,34(2) 0,27
IGF1 (ng/ml) 101,48+13,65(5)" 60,11+13,65 (5) 0,06

x vs.y P>0,05

Hormonas en suero

Progesterona (P4)

La concentracion de P4 durante la fase luteal tendié (P=0,056) a ser superior en el
grupo de vacas subfértiles (2,0+0,1 ng/mL) respecto a las fértiles (1,7£0,1 ng/mL).
La concentracion de P4 estuvo afectada por el dia del ciclo estral (P<0,0001) y se
observo efecto de la interaccion grupo*dia (P=0,07). En los dias 8 y 12 del ciclo
estral las vacas subfértiles presentaron mayores concentraciones de P4 respecto
a las fertiles (Figura 8A).

Factor de crecimiento insulino-simil 1 (IGF1)

La concentracion de IGF1 no difirié estadisticamente entre los grupos (P=0,61) y
estuvo afectada por el dia del ciclo estral (P<0,0001). Se observo una tendencia a
gue la interaccién grupo*dia fuera significativa (P=0,07). Los dias -1 y 11 las vacas
subfértiles presentaron mayores concentraciones de la hormona (Figura 8B). Sin
embargo, el dia 6 las vacas fértiles tendieron a presentar mayores
concentraciones de IGF1 que las subfértiles (P=0,09) (Figura 8B).
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Insulina

La concentracion de insulina fue mayor (P=0,01) en los animales subfértiles
(23,5+1,1 plU/mL) respecto a los fértiles (19,1+1,0 plU/mL) y estuvo afectada por
el dia del ciclo estral (P<0,0001). En ambos grupos de animales hubo un aumento
en las concentraciones de insulina desde el dia 7 al 8 (P<0,0001). Se observé que
la interaccién grupo*dia fue significativa (P=0,05), explicada porque las vacas
subfértiles presentaron mayores concentraciones de insulina los dias 9, 11 y 12
(Figura 8C).

Leptina

Las vacas fértiles (21,9+1,6 ng/mL) presentaron mayores concentraciones de
leptina respecto a las subfértiles (13,9+1,5 ng/mL; P=0,006). Las concentraciones
de leptina estuvieron afectadas por el dia del ciclo estral (P=0,003), pero no se
observé interaccién grupo*dia (P=0,61). En las vacas fértiles hubo una
disminucién de las concentraciones de leptina del dia 7 al 8 (P=0,025), no asi en
las vacas subfértiles (P=0,89; Figura 9A).

Adiponectina

La concentracion de adiponectina fue mayor en las vacas fértiles (40,8+1,0 ng/mL)
respecto a las subfértiles (36,9+1,0 ng/mL; P=0,02). La concentracién de esta
hormona tendio a ser diferente entre dias (P=0,07) y la interaccién grupo*dia fue
significativa (P=0,0008). En las vacas fértiles, hubo un aumento en las
concentraciones de adiponectina del dia 7 al 8 (Figura 9 B; P=0,028). Este
comportamiento no se observo en las vacas subfértiles (P=0,31). Las vacas fértiles
presentaron mayores concentraciones de adiponectina los dias 4, 8 y 11 del ciclo
estral respecto a las subfértiles. Asimismo el dia 14 las vacas fértiles tendieron a
presentar mayores concentraciones de adiponectina que las subfértiles (P=0,07).
El dia previo a la ovulacion las vacas subfértiies presentaron mayores
concentraciones de adiponectina respecto a las fértiles (P=0,03; Figura 9B).
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Expresidon génica en endometrio

El dia 7 hubo una expresion diferencial de PR, ADIPOR2 e IGF1 entre grupos de
animales. La expresion de PR y ADIPOR2 tendié (P=0,06) a ser mayor en las
vacas feértiles respecto a las subfértiles (Figura 10A y 10C). Sin embargo, la
expresion de IGF1 fue mayor en los animales del grupo subfértil (P=0,03) (Figura
10B). Al dia 7 no hubo diferencias en la expresion relativa de IGF1R (2,04+0,37 y
2,01+0,86), INSR (1,94+0,2 y 3,02+1,54) y LEPRb (5,91+2,81 y 3,59+2,73) entre
vacas fertiles y subfértiles, respectivamente.

Al dia 16 no hubo diferencias significativas entre los grupos en la expresion
relativa de los distintos transcriptos (PR: 1,19+1,27 y 1,78+0,73; IGF1: 7,9745,01 y
9,06+5,09; IGF1R 1,54+0,30 y 1,41+0,27; INSR 1,66+0,56 y 1,90+0,43; ADIPOR2
1,24+0,29 y 1,66+0,44; LEPRb 3,59+2,41 y 5,17+3,98) entre vacas fértiles y
subfértiles, respectivamente (P>0,05).
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DISCUSION

La hipétesis de que la subfertilidad induce modificaciones en el desarrollo folicular
y microambiente en que se desarrolla el ovocito, en las concentraciones de
hormonas esteroideas y metabdlicas y en la expresion génica de las mismas y de
sus receptores a nivel uterino fue parcialmente aceptada. Las vacas subfértiles
tendieron a presentar foliculos con menor cantidad de células granulosas y menor
concentracion de IGF1 en el FF que las vacas fértiles. Las concentraciones de P4
tendieron a ser mayores y las de insulina fueron mayores en las vacas subfértiles,
pero las concentraciones de adiponectina y leptina fueron menores que en las
fértiles. A nivel endometrial, observamos que las vacas subfértiles tuvieron mayor
expresion de IGF1 al dia 7 y tendieron a presentar menor expresion de PR vy
ADIPOR2 que las vacas fértiles el mismo dia. Estos resultados sugieren que el
ambiente en el que se desarrolla el embridn es un factor relevante en la fertilidad
de las vacas para carne y podria ser determinado por las ganancias de peso en la
etapa juvenil (Alvez, 2019).

La trayectoria de crecimiento final y el diametro maximo alcanzado por los foliculos
dominantes pre-ovulatorios evaluada por ultrasonografia no fue diferente entre
vacas subfértiles y fértiles. Tampoco observamos diferencias en el diametro del
foliculo subordinado, ni en la cantidad de foliculos totales entre las vacas fértiles y
subfértiles. Estos resultados son consistentes con los reportados por Alvez (2019),
utilizando el mismo grupo de vacas 2,1 afios mas jovenes. Sin embargo, son
diferentes a los reportados por otros autores, que utilizan diferentes modelos para
estudiar la subfertilidad en vacas para leche. Bage et al. (2002) reportan que las
vacas repetidoras presentan foliculos dominantes de mayor vida media, diametro y
produccién de estradiol asociados a niveles suprabasales de P4 en la fase
folicular. Los foliculos de mayor vida media o “vida prolongada”, tienen un medio
ambiente alterado, que permite el reinicio de la meiosis del ovocito en forma
prematura, y se asocian con menor fertilidad (Mihm et al. 1994; Revah y Butler
1996). En éste experimento contamos con una unica evaluacion de las
concentraciones de P4 durante la fase folicular al momento de la ovariectomia, y a
pesar de ser casi 3 veces superior en las vacas subfértiles, la diferencia no fue
estadisticamente significativa. En forma similar, Alvez (2019) no observo
diferencias en las concentraciones de P4 en éste periodo, y las mismas fueron
subluteales en ambos grupos de vacas. Por lo tanto, no serian esperables
cambios en la frecuencia de pulsos de LH que tengan un impacto diferencial en el
crecimiento folicular, como fue reportado previamente por otros autores (Mihm et
al. 1994; Revah and Butler 1996). Nuestros resultados refuerzan el concepto pre
existente de que los cambios mas relevantes que determinan la subfertilidad no

44



ocurren a nivel ovarico, sino a nivel del desarrollo embrionario temprano y el
reconocimiento materno de la prefiez (Cox et al., 1998).

La diseccion de los ovarios y la evaluacion de sus estructuras anatomicas
coinciden con los resultados obtenidos a la ultrasonografia en la fase folicular
inducida por el segundo tratamiento de sincronizacion. En este experimento no se
observaron diferencias entre los grupos de vacas subfértiles y fértiles en el peso
de los ovarios ni en la cantidad de foliculos antrales disecados. Estos resultados
son consistentes con reportes previos que asocian las dimensiones y el peso de
los ovarios con la cantidad de foliculos antrales (Cushman et al. 2009). El recuento
de foliculos antrales se asocia en forma positiva con la fertilidad, asociacion que
no se encontré en éste experimento ni en el de Alvez (2019). Tampoco hubo
diferencias en el tamafo de los foliculos, la proporcién de foliculos saludables vs
atrésicos, ni en la concentracion de E2 y P4 en el FF en vacas fértiles y subfértiles.
Sin embargo los foliculos saludables de las vacas fértiles tendieron a presentar
una mayor cantidad de células granulosas y una mayor concentracion de IGF1 en
FF. Esto podria sugerir una mayor capacidad esteroidogénica de los foliculos y/o
una mayor capacidad de retencién en el fluido folicular de las vacas fértiles, con
sus ya conocidos efectos positivos en la calidad ovocitaria. Se ha reportado en
estudios in vitro que altas concentraciones intrafoliculares de IGF1 se
correlacionan con la fertilizacion de los ovocitos, las tasas de clivaje y el desarrollo
embrionario (Spicer et al., 1993; Revelli et al. 2009). Sin embargo, las
concentraciones de E2 en el liquido folicular fueron similares entre las vacas
subfértiles y las fértiles. Es importante considerar que las concentraciones de E2
evaluadas en el liquido folicular fueron muy variables, y el reducido numero de
foliculos evaluados limita la posibilidad de sacar conclusiones al respecto.
Ademas, la esteroidogénesis es un mecanismo complejo, que esta regulado en
forma positiva (IGF1, insulina) y negativa (leptina y adiponectina) por diferentes
hormonas metabdlicas (Spicer et al. 1993; Scaramuzzi et al. 2006).

En este experimento las vacas subfértiies tendieron a presentar mayores
concentraciones de P4 durante la fase luteal comparadas con las fértiles. Esto
concuerda con lo reportado previamente por Alvez (2019) en este mismo grupo de
animales, en que las vacas subfértiles tuvieron mayores concentraciones de
progesterona del dia 8 al 18 del ciclo estral. Estos resultados parecen contradecir
el concepto de que las concentraciones de P4 se relacionan en forma positiva con
la fertilidad (Mann and Lamming 1999, 2001; Meikle et al. 2018). Esta aparente
contradiccion podria explicarse por diferencias en la tasa de metabolizacion
hepatica de las hormonas esteroideas, como se ha descrito en vaca y ovejas que
(Lozano et al. 1998; Sangsritavong et al., 2002; Sosa et al. 2004). Sin embargo, si
existieran diferencias en la tasa metabdlica hepatica, las mismas debieron haberse
marcado durante la etapa juvenil cuando las vacas fértiles crecieron a un ritmo
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mas acelerado que las subfértiles, ya que en la etapa de madurez todas las vacas
fueron sometidas al mismo plano nutricional (Alvez, 2019). Otra posible
explicaciéon es que las concentraciones periféricas de la hormona podrian no
reflejar su accién a nivel endometrial, donde determinan el desarrollo embrionario
y el mantenimiento de la prefiez. La relacion inversa entre las concentraciones
circulantes de P4 y la concentracion endometrial de su receptor ha sido descrita
previamente en ovejas, utilizando un modelo de sub-nutricion aguda (Sosa et al.
2004). En este sentido, las vacas fértiles tendieron a tener una mayor expresion de
PR en el endometrio ipsilateral al cuerpo luteo al dia 7 pos ovulacion, lo que podria
indicar un mayor efecto de esta hormona en el endometrio de este grupo de
animales. Considerando el rol clave que tiene la P4 en el mantenimiento de las
funciones endometriales necesarias para el crecimiento del concepto, su
implantacién, placentacion y desarrollo a término, este hallazgo podria explicar las
diferencias en fertilidad entre ambos grupos de vacas (Spencer et al. 2007).

Los resultados mas relevantes de éste experimento estan asociados a las
diferencias en las concentraciones circulantes de hormonas metabdlicas en la
etapa de madurez. Las vacas subfértiles presentaron mayores concentraciones de
IGF1 en dos dias puntuales del ciclo (-1 y 11) pero menores en otro (dia 6) y
mayores concentraciones circulantes de insulina respecto a las fértiles. El rol de
estas hormonas como sensores del metabolismo energético y determinantes de la
respuesta reproductiva en rumiantes en pastoreo ha sido destacado recientemente
(Meikle et al. 2018). Ambas hormonas tienen acciones anabdlicas similares y
comparten receptores en diferentes tejidos, como por ejemplo el ovario donde
estimulan la esteroidogénesis (Spicer and Echternkamp 1995). Ademas, se ha
sugerido que el E2 estimula la produccion de IGF1 a nivel hepatico (Richards et al.
1991). Aunque las vacas subfértiles tuvieron una mayor concentraciéon circulante
de IGF1 en la fase folicular del ciclo y mayor expresion del transcripto de IGF1 en
el endometrio al dia 7 del ciclo estral, la sensibilidad del tejido endometrial basada
en la expresion del receptor de IGF1 no difirid entre grupos. Se ha reportado que
el principal regulador de la expresion de IGF1 en utero son los estrégenos (Murphy
and Friesen 1988). En este sentido, podriamos especular que si el higado de las
vacas subfértiles es metabdlicamente menos activo, esto podria asociarse con
mayores concentraciones circulantes de ambas hormonas y explicar éste hallazgo.

El aumento en las concentraciones de insulina en ambos grupos del dia 7 al 8,
probablemente sea la respuesta metabdlica a la suplementacion con DDGS que
recibieron todas las vacas el dia de la primer biopsia endometrial (dia 7), como ha
sido reportado en ovinos (Vifoles et al. 2005; Scaramuzzi et al. 2011). Sin
embargo, la evolucidn de las concentraciones de la hormona los dias posteriores a
la suplementacion fue diferente entre grupos, manteniéndose mas elevadas en las
vacas subfeértiles respecto a las fértiles. La mayor concentracién circulante de
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insulina en las vacas subfértiles puede estar indicando un estado de resistencia a
esta hormona caracterizada por una disminucion de la sensibilidad de los tejidos a
concentraciones normales de insulina, o que requiere mayores concentraciones
de la misma para lograr respuestas metabdlicas normales (Holtenius and
Holtenius 2007). Se ha reportado que mujeres con hiperinsulinemia crénica
podrian tener comprometida la absorcién de glucosa por parte de las células, lo
que conduce a la apoptosis celular (Pantaleon and Kaye 1998; Chi et al. 2000).
Asimismo, se ha descrito que el exceso de insulina puede reducir la calidad de los
ovocitos en vaquillonas (Adamiak et al. 2005) y la produccion de embriones in vitro
y expresion génica vinculada al metabolismo celular en vacas lecheras Bos
Indicus (Sales et al. 2015). Por lo tanto, las mayores concentraciones de insulina
observadas en las vacas subfértiles podrian haber afectado la calidad ovocitaria y
su capacidad de desarrollarse en un embrion viable.

Las vacas subfértiles tuvieron menores concentraciones de leptina y adiponectina
que las fértiles. Estas adipoquinas, secretadas por el tejido adiposo, son
esenciales para el mantenimiento de la integridad del eje hipotalamo-hipdfisis-
gonadal, la regulacién del proceso ovulatorio, la esteroidogénesis y para una
implantacién exitosa del embrion (Dupont et al. 2014b). En este sentido se ha
reportado que vacas Holstein clasificadas como repetidoras tuvieron menores
concentraciones de leptina respecto a las fértiles (Guzel and Tanriverdi 2014). Si
bien en el presente experimento no se evalud el tejido adiposo, nuestros
resultados son consistentes con una tendencia a presentar mayor espesor de
grasa subcutanea medida por ultrasonografia en vacas fértiles en la etapa de
madurez en este mismo grupo de animales (Alvez, 2019). Sin embargo, se ha
descrito que el tejido adiposo visceral produce mayor cantidad de adiponectina
mientras que el subcutaneo produce mas leptina (Fain et al. 2004). Por lo tanto,
habria que evaluar ambos depdsitos grasos para lograr una buena correlacion
entre estas hormonas y el tejido que las produce. Por otra parte se ha reportado
que la leptina a nivel ovarico inhibe el efecto estimulador del IGF1 sobre la
esteroidogénesis (Scaramuzzi et al. 2006). Este mecanismo podria ayudar a
explicar en parte las menores concentraciones de progesterona circulantes, ya
que se ha descrito un efecto similar para la adiponectina (Lagaly et al. 2008).
Respecto a la expresion génica en endometrio de los receptores de leptina
(LEPRDb) y adiponectina (ADIPOR2), observamos que no hubo diferencias en
LEPRD, pero ADIPOR2 tendié a ser menor en las vacas subfértiles respecto a las
fértiles. Se ha reportado que vacas lecheras que tienen un mejor balance
energético (multiparas vs primiparas y sometidas a altos vs bajos planos
nutricionales) tienen una mayor expresion de adipo R1 y R2 en utero (Astessiano
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et al. 2017). La menor expresion génica de éste factor de crecimiento al dia 7 pos-
ovulacion en vacas subfértiles es muy relevante, ya que es el momento en que el
embrion es liberado de la zona peldcida, y debe desarrollarse y crecer para enviar
la sefial de reconocimiento materno de la prefiez, que es fundamental para el éxito
reproductivo (Spencer et al. 2007). El ambiente uterino en la primer semana pos-
ovulacion es clave en el futuro desarrollo del embrion (Kalpokas 2019; Grafia-
Baumgartner et al. 2020). Si bien no hubo diferencias en la expresion de LEPRb
en endometrio entre ambos grupos de animales, las vacas subfértiles presentaron
menores concentraciones de leptina. En este sentido se ha descrito en mujeres
gue un aumento post-ovulatorio en las concentraciones séricas de leptina se
asocio con el potencial de implantacion (Cioffi et al. 1997). Asimismo, en vacas se
ha reportado una mayor sensibilidad del endometrio a la leptina los dias 12 y 19
del ciclo, lo que sugiere un papel importante de esta hormona en la implantacién
(Sosa et al. 2010). De hecho, en ratones los receptores de leptina se expresan
preferentemente en los sitios de implantacion (Yoon et al. 2005). Por lo tanto, las
diferencias en las concentraciones de adipoquinas y su dinamica en los tejidos
blanco, podrian asociarse con alteraciones en la capacidad de desarrollo e
implantacion embrionaria y explicar las diferencias en fertilidad observadas entre
grupos de vacas.

Conclusiones

Las vacas subfértiles tendieron a presentar foliculos saludables con menor numero
de células granulosas y menor concentraciéon de IGF1 en el FF. La tendencia a
mayores concentraciones circulantes de P4, se asociaron con una tendencia a
menor expresion de su receptor en el endometrio al dia 7. Ademas, las vacas
subfértiles tuvieron mayores concentraciones circulantes de IGF1 previo a la
ovulacion y de insulina en momentos especificos de la fase luteal. Las vacas
subfértiles tuvieron menores concentraciones circulantes de leptina y adiponectina,
y una menor sensibilidad endometrial a ésta ultima al dia 7. Las diferencias
observadas en el microambiente folicular y uterino, podrian asociarse con
alteraciones en la maduraciéon ovocitaria, retrasos en el desarrollo embrionario
temprano y alteraciones en el dialogo embridn-utero para establecer la prefiez.
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