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“Lo maravilloso de aprender algo es que nadie puede arrebatarnoslo”.

Martin Luther King



“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado, un esfuerzo

total es una victoria completa”

Mahatma Gandhi



“Don’t follow your dreams; chase them”...

R Dumb
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RESUMEN

En esta tesis se presentan los resultados derivados de la investigacion de los efectos
de la subnutricion sobre la fertilidad y las modificaciones endocrino-metabdlicas
maternas, asi como la expresion génica hepética y del tracto reproductivo durante la
gestacién temprana o ciclo estral en ovejas adultas Rasa Aragonesa.

A partir de antecedentes evidenciando que las ovejas subnutridas presentan menores
tasas de gestacion, la hipotesis de partida de este trabajo fue que la fertilidad
disminuida de los animales subnutridos es el resultado de efectos sobre el embrién y
sobre el ambiente materno. Ademas, el éxito reproductivo estaria asociado al estado
endocrino-metabodlico, y a la expresion génica hepatica y del tracto reproductivo
materno. Se incluyen 3 experimentos utilizando el mismo tipo de subnutricion, (la mitad
de los requerimientos diarios de mantenimiento, 0,5 M), en ovejas. En el experimento
I, se estudid el perfil endécrino-metabdlico materno y la expresién génica hepéatica
durante la prefiez temprana (dia 7). Se encontr6 que los animales subnutridos
presentaron menores concentraciones de insulina, IGF1 y leptina, y ARNm de IGFBP5
y mayor ARNm de IGFBP2 que los animales controles. Asimismo, las ovejas
subnutridas prefiadas presentaron mayor expresion hepatica del ARNm de IGFBP4 y
ADIPOR?2 que las ovejas subnutridas no prefiadas. En el experimento I, mediante un
modelo de transferencia embrionaria se estudié si las fallas reproductivas asociadas a
la subnutricion se deben a factores del embrién, maternos o ambos. Se encontré que
cuando se transfieren embriones de buena calidad, independiente del estado
nutricional de la donadora, los animales subnutridos presentan una mayor mortalidad
embrionaria que los animales controles. Esto se asocid6 con las menores
concentraciones de insulina, adiponectina y P4 encontradas en animales subnutridos
que perdieron el embridn entre los dias 18 y 40 de prefiez. El experimento Il confirmd
la hipbtesis de que la subnutricion afecta la expresion génica del tracto reproductivo.
Se encontré una mayor expresién de PR y menor expresion de transcriptos de IGF2
en el oviducto e IGF1 en el Utero al dia 5. Asimismo, se observd mayor expresion de
transcriptos de PR, ER e IGF2 en el oviducto contralateral al cuerpo liteo en relacién
al ipsilateral, lo que podria deberse a un ambiente hormonal diferencial establecido por

la distribucién local de esteroides ovaricos.

Estos resultados reafirmaron el concepto de que la subnutricion modifica el ambiente
enddcrino materno (sistémico, expresion génica hepatica y del tracto reproductivo), lo
que podria explicar las mayor tasa de mortalidad embrionaria encontrada en animales

sometidos a un periodo corto de restriccion alimenticia.
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SUMMARY

This thesis investigated the effects of undernutrition on fertility and maternal endocrine
responses, and the gene expression of the liver and the reproductive tract during early
pregnancy or estrous cycle in adult Rasa Aragonesa ewes. Since literature showed
that undernourished ewes presented lower pregnancy rates, the hypothesis of this
thesis was that decreased fertility in undernourished animals is the result of effects on
the embryo and the maternal environment. In addition, reproductive success would be
associated with the endocrine-metabolic status, and the gene expression of the liver
and the reproductive tract of the mother. Three experiments, using the same type of
undernourishment, (half of maintenance requirements, 0.5 M) in adult ewes, were
included. In experiment I, the maternal endocrine-metabolic profile and the hepatic
gene expression during early pregnancy (day 7) was studied. Undernourished animals
had lower levels of insulin, IGF1 and leptin and lower liver IGFBP5 mRNA expression,
and higher IGFBP2 mRNA than control animals. Undernourished pregnant ewes had
higher hepatic IGFBP4 and ADIPOR2 mRNA expression that undernourished non
pregnant ewes. In experiment I, using a model of embryo transfer, we studied whether
reproductive failure associated with undernutrition is due to effects on the embryo, on
the maternal environment or both. Undernourished animals have higher embryonic
mortality than control ewes when good quality embryos are transferred. This was
associated with lower concentrations of insulin, adiponectin and P4 found in
undernourished animals that lost their embryo between days 18 and 40 of pregnancy.
Experiment Ill confirmed the hypothesis that undernutrition affects gene expression in
the reproductive tract. Greater oviductal gene expression of PR and lower gene
expression of IGF1 in uterus and IGF2 in oviduct were found on day 5. Also, increased
expression of PR, ER and IGF2 transcripts was observed in the contralateral oviduct in
relation to the ipsilateral, which probably relates to different hormonal milieu
established by the local distribution of ovarian products to the ipsilateral reproductive

tract.

These results reaffirmed the concept that maternal undernutrition modifies endocrine
environment (at systemic, hepatic gene expression and reproductive tract levels),
which could explain the higher rate of embryonic mortality found in animals subjected

to a short period of food restriction.
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INTRODUCCION

Importancia de la eficiencia reproductiva

La eficiencia reproductiva, definida como el numero de descendientes viables
producidos anualmente por cada hembra destinada a la reproduccién, es unos de los
factores mas importantes que determina la eficiencia productiva y por lo tanto
econémica de los sistemas de explotacion ovina (Azzarini, 2002). La nutricion, el
fotoperiodo y el estrés ejercen efectos profundos sobre la actividad reproductiva
(Martin, 1995). A pesar de los esfuerzos y recursos puestos histéricamente en el
manejo reproductivo, las pérdidas por fallas reproductivas siguen siendo considerables
(Kleemann y Walker, 2005). En la especie ovina, hasta un 40% de las ovulaciones no
se corresponden con embriones viables el dia 12 de gestacion (Ashworth, 1995). De
hecho, se ha observado que entre un 25 y un 55 % de todos los embriones mamiferos
se pierden durante la gestacion temprana (Niswender y Nett, 1994). Se ha postulado
gque la mortalidad embrionaria en la etapa de pre-implantacion se debe a problemas en
la sefalizacién entre el embrion y la madre (Goff, 2002). Hasta la implantacion, el
embrion se desarrolla libremente en el oviducto y en el Utero y depende de sus
secreciones (Ashworth, 1995; Fleming y col., 2004; Spencer y col., 2004a). Una
sincronia estricta entre el ambiente materno y el embrién es esencial para asegurar la
supervivencia embrionaria: tanto el endometrio como el embridn, sintetizan y secretan
a la interfase embrio-maternal una miriada de factores de crecimiento, proteinas,
citoquinas, hormonas y otras sustancias que afectan a ambas partes, ya sea en forma

autdcrina o paracrina, y que determinan dicha sincronia (Martal y col., 1997).

Ciclos reproductivos en la oveja

La funcién reproductiva en la hembra estad dominada por dos ritmos diferentes: uno
anual, que es el periodo en el cual la oveja esta receptiva desde el punto de vista
reproductivo (este episodio es dependiente del fotoperiodo de dia corto), y otro que se
da durante la estacion reproductiva en periodos sucesivos cortos en forma de ciclos
sexuales o estrales de aproximadamente 17 dias. La oveja es receptiva Unicamente en
un periodo de tiempo de 24 a 36 horas (celo), y de no quedar prefiada repetira todo el

ciclo mientras dure el fotoperiodo corto.
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Ciclo estral

Los ciclos estrales ocurren en base a una secuencia de acontecimientos endocrinos
principales en los que participan varios 6rganos y hormonas por ellos secretadas: el
hipotadlamo, con la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH); la hipdfisis, con la
hormona luteinizante (LH) y la foliculo-estimulante (FSH); los ovarios, secretando
estrégenos (E); la progesterona (P4) y la oxitocina en el cuerpo luteo (CL); y el utero,
liberando prostaglandina (PG) F2a (Goodman, 1994). La GnRH hipotalamica estimula
el aumento de frecuencia de LH hipofisaria, la cual induce al crecimiento del foliculo
ovulatorio productor de E que permite la ovulacién y la formacién del CL. La P4
producida por el CL se mantiene elevada durante 12-14 dias determinando la fase
luteal. El predominio de la P4 hace que al cabo de esa fase se establezca un
mecanismo de retroalimentacién positivo en el cual la oxitocina hipofisaria y luteal
favorecen el aumento de la secrecion pulsatii de PGF2a endometrial que por la
anastomosis vena uterina-arteria ovarica — mecanismo de contracorriente- llega al
ovario y desencadena la regresion del CL o lutedlisis en los dias 14 a 16 del ciclo
sexual, (con la subsiguiente caida en las concentraciones de P4). En este momento
comienza nuevamente el predominio estrogénico durante 2-3 dias, determinando la
fase folicular del ciclo sexual. De esta manera, la oveja retorna al celo completando su
ciclo estral de 17 dias (Goodman, 1994). Sin embargo, si tras la ovulacién se produce
la fertilizacién y el reconocimiento materno, el interferon tau (IFNt) secretado por el
embrion inhibe la liberacion pulsétil de PGF2a a través de la inhibicion de la expresion
de receptores de oxitocina, impidiendo que ocurra la lutedlisis, promoviendo de esta

manera el desarrollo embrionario (Spencer y col., 2004a).

El control de la funcion del tracto reproductivo esta finamente regulado, principalmente
por las hormonas esteroideas sexuales. El oviducto sufre alteraciones estructurales
(modificaciones en la altura, forma y secrecion de las células) que estan acorde a la
funcionalidad especifica de las diferentes partes del mismo (Murray, 1995). Cuando
ovejas ovariectomizadas son tratadas con estradiol (E2), los organelos de las células
secretoras del oviducto se hipertrofian, y este evento es revertido con el posterior
tratamiento con P4 (Murray, 1992; Leese y col., 2001). El fluido existente en la luz del
tracto reproductivo es un medio complejo formado por trasudado de la sangre y por
secrecion activa de las células epiteliales (Walker y col., 1996). En el oviducto, el
producto de secrecién mas abundante es un grupo de glicoproteinas de alto peso
molecular, especifico del oviducto, aunque también se secretan factores de

crecimiento y citoquinas. Las glicoproteinas se unen a la zona pelicida y a las
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membranas de los gametos y son esenciales para la capacitaciéon, motilidad y
viabilidad esperméticas y para el correcto desarrollo embrionario temprano (Murray y
col., 1995; Leese y col., 2001; Buhi, 2002). Se ha demostrado que su secrecion esta
regida por ambas hormonas esteroideas, siendo aumentada por los E y disminuida por
la P4 (Murray y col., 1995; Buhi, 2002). Esto asegura una sincronizaciéon con la
fertilizacion y el desarrollo temprano del embrion. Los esteroides ovaricos también
pueden regular la composicion de las secreciones, ya que el fluido del oviducto de la
fase folicular tiene diferentes efectos sobre la capacidad y motilidad de los
espermatozoides y la penetrabilidad de los oocitos (Killian, 2004). También estan
presentes en el fluido del oviducto factores embriotroficos y mitogénicos, como los
factores de crecimiento, en cantidades variables (Gandolfi y col.,, 1989).
Potencialmente, estos factores actllan de manera autécrina o paracrina para regular la
funcién del oviducto y/o el desarrollo embrionario (Buhi y col., 1997). Stevenson y
Wathes (1996) demostraron que el oviducto ovino sintetiza el factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 1 (IGF1) y que éste aumenta en el periodo peri-ovulatorio.
Asimismo, se ha propuesto que el IGF2 podria tener un papel mas predominante en
etapas tempranas (dia 5) del desarrollo embrionario y no ser tan relevante en etapas
tardias (Kaye, 1997).

El endometrio también sufre una serie de transformaciones ciclicas en respuesta a la
fluctuacién de los niveles sanguineos de las hormonas ovaricas (Fawcett, 1988; Hafez,
1996). Los E producen un notable crecimiento uterino. Durante la fase folicular, las
glandulas crecen, penetran profundamente en el estroma y comienzan a enrollarse,
pero su capacidad secretoria plena se da bajo la influencia de la P4 (Niswender y Nett,
1994). La P4 actia en el Utero asegurando su quiescencia, estimulando y
manteniendo las funciones secretorias endometriales esenciales para el desarrollo
temprano del embrién, implantacion, placentacibn y un correcto desarrollo feto-
placentario hasta el término de la gestaciéon (Graham y Clarke, 1997). Si bien la P4
circula de forma sistémica, se ha reportado que puede pasar de la vena a la arteria
ovarica por un mecanismo de contracorriente (Einer-Jensen y McCraken, 1981), y asi
alcanzar directamente al oviducto y al Gtero (Hunter y col., 1987). Esto resulta en un
gradiente de P4 a lo largo del tracto reproductivo: es decir, la region més cercana al
CL presenta una concentracion mayor de P4 (Weems y col.,, 1989), pudiendo
influenciar el desarrollo embrionario temprano de forma diferencial acorde a la
localizacién del embrién en el tracto reproductivo (ipsi o contralateral al CL). Esto es
consistente con reportes donde la fertilidad es mayor cuando los embriones se

transfieren en el cuerno uterino adyacente al CL que cuando son transferidos al cuerno
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uterino contralateral (Del Campo y col., 1979). Es interesante remarcar que si bien
estos hallazgos estan establecidos desde hace tiempo, hay escasa informacion
respecto a la funcionalidad del tracto reproductivo acorde a la posicion del CL. Mas
aun, si bien existe abundante informacion acerca de la expresion génica oviductal y
uterina en rumiantes y su regulaciébn, numerosos trabajos no informan sobre la
localizacién de la muestra de estudio respecto el CL y se desconoce la importancia del

mismo sobre la regulacién de la expresion génica.

Se han descrito numerosos factores que el endometrio secreta a su luz que son muy
importantes para el correcto desarrollo del embrion. El IGF1, secretado en forma
enddcrina por el higado pero también paracrina por el Gtero, es uno de los principales
factores que incrementan el desarrollo embrionario (Wathes y col., 1998; Watson y
col., 1999). También el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2 (IGF2) se
asocia al desarrollo embrionario en la etapa de pre-implantacion y al desarrollo
placentario (Wathes y col., 1998). Estos factores de crecimiento podrian estimular el
desarrollo embrionario directamente, o indirectamente, estimulando la secrecién
endometrial. La composicion del fluido uterino es compleja y aln se esta dilucidando,
pero lo que parece ser mas importante para el correcto desarrollo del embrién es que

éste sea sincrénico con la etapa de la gestacion en que el Gtero se encuentre.

Gestacion temprana

Tras la fertilizacion, el embrion sufre sus primeras divisiones celulares en el oviducto y
alcanza el utero alrededor del dia 4 post-celo, como mérula compacta (Spencer y col.,
2004b). Hacia el dia 6 se forma el blastocisto por compactacion de la mérula compacta
y entrada de liquido extracelular tras lo cual se forma una cavidad rodeada por células
trofoblasticas. El blastocisto, en su forma esférica, eclosiona de la zona pellcida en los
dias 8 a 9 (Spencer y col., 2004b). Hacia el dia 11 va adoptando una forma tubular y
luego se elonga convirtiéndose en un embrién filamentoso entre los dias 12 y 16
(Wintenberger-Torres y Flechon, 1974). La elongacién del blastocisto marca el
comienzo de la implantacion, aunque la adhesion firme al endometrio no ocurre hasta
el dia 16 (Wintenberger-Torres y Flechon, 1974). Hasta la implantacion, el embrién se
desarrolla libremente en el oviducto y en el Utero y depende de sus secreciones
(Ashworth, 1995; Fleming y col., 2004; Spencer y col., 2004b). La importancia de esta
etapa en la supervivencia embrionaria se pone de manifiesto en la alta incidencia de
mortalidad embrionaria que ocurre en este momento de la gestacion (Roche y col.,
1981; Goff, 2002).
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Durante el ciclo reproductivo, los 6rganos sexuales de los mamiferos sufren cambios
morfoldgicos, bioquimicos y fisiologicos, que tienden a establecer un microambiente
que es esencial para la maduracién final de los gametos, capacitacion de los
espermatozoides, transporte de los gametos y embriones, fertilizacion y divisiones
tempranas en el desarrollo embrionario (Nancarrow y Hill, 1995; Buhi, 2002). Si bien
se acepta que los embriones en la etapa de pre-implantacion son relativamente
auténomos, durante la tltima década se han acumulado numerosas evidencias sobre
la participacion en esta etapa de muchas hormonas y factores de crecimiento que
determinan la viabilidad futura del embrion (Kaye, 1997). Mas adn, un ambiente
perturbado puede no afectar al embrion inmediatamente, pero comprometer su
desarrollo en etapas posteriores (Leese, 2005). Esta puntualizacion debe ser tenida en
cuenta ya que la mortalidad embrionaria en la etapa de pre-implantacion tardia (en

Utero) puede haberse determinado en etapas anteriores (en oviducto).

Mecanismos de accion hormonal

Las hormonas producidas por los diferentes 6rganos son secretadas al torrente
sanguineo, donde se distribuyen a todos los tejidos. A pesar de que las hormonas
llegan a todo el organismo, solo algunos tejidos tienen la capacidad de responder a
ellas; éstos son los tejidos diana. Esta especificidad tisular se debe a que las
hormonas se unen a receptores especificos ubicados en las células de los tejidos
diana. La respuesta celular a la hormona (o sensibilidad) esta dada en parte por la
concentracion de receptores especificos en dicho tejido (Katznellbogen, 1980). Por
tanto, la modulacién de la concentracién de estas proteinas constituye el paso mas
probable en el control de las respuestas celulares (Clark y Mani, 1994). Las proteinas
receptoras se unen a la hormona (ligando) con alta afinidad (en el rango de las
concentraciones circulantes de hormona), tienen una capacidad de unién limitada (es
decir, son saturables), y su interaccion con la hormona induce una respuesta biol6gica
en los tejidos sensibles. Sin embargo, el mecanismo de sefializacién hormonal dentro

de la célula es diferente dependiendo de la naturaleza quimica de las hormonas.

Por ejemplo, las hormonas esteroides, como la P4 y los E, se unen a receptores
especificos de localizacion nuclear (PR y ER, respectivamente), asi como el resto de
los receptores de hormonas esteroideas, forman parte de una gran familia de factores
de transcripcion activados por el ligando y comparten caracteristicas estructurales. La

union de la hormonas a su receptor conlleva cambios de conformacion que convierten
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al complejo hormona-receptor inactivo en activo (lo cual implica su dimerizacion), y
posibilita la union a sitios especificos en el ADN, activando genes y estimulando su
transcripcion para producir ARN mensajeros (ARNm). Los ARNm son traducidos en
los ribosomas citoplasmicos produciendo proteinas que influyen en la funcién celular.
En algunos casos la interaccion del receptor con los genes puede ser represiva. Una
vez que el complejo hormona-receptor interactué con un gen, el receptor sufre
reacciones que resultan en su reciclaje o destruccion (Clark y Mani, 1994). Se ha
descrito que esta accion del receptor nuclear como factor de transcripcion (accién
gendmica) también puede ser causada en ausencia del ligando, por otras moléculas,
por ejemplo, factores de crecimiento o neurotransmisores capaces de activar a los
receptores (Auger, 2001; Flint y col., 2002).

Ademas de este mecanismo de accion a nivel gendémico (“clasico”), existe un
mecanismo de accion no gendémica por union de las hormonas esteroideas a
receptores ubicados en la membrana celular y desencadenamiento de cascadas de
segundos mensajeros (Revelli y col., 1998; Dunlap y Stormshak, 2004; Nadal y col.,
2004; Ashley y col., 2006). Las acciones no genomicas son rapidas, inmediatas,

mientras que las acciones gendémicas tardan minutos, horas o dias.

Los factores de crecimiento son un conjunto de sustancias, la mayoria de naturaleza
proteica que junto con las hormonas y los neurotransmisores desempefian una
importante funcién en la comunicacién intercelular. Su mecanismo de accién siempre
comienza al unirse a receptores especificos de membrana. Para cada clase de factor
de crecimiento existe un receptor o conjunto de receptores especificos de tal forma
que las células responden a un factor de crecimiento sélo si disponen de la proteina
receptora apropiada. En el caso de los IGFs, la mayor parte de las acciones de ambos
estdn mediadas por IGF1R, que tiene alta afinidad por IGF1 e IGF2. El IGF2R (con
una alta afinidad principalmente por el IGF2) no tiene una funcion de sefializacion y se
considera que elimina el exceso de IGF2 de la circulacion (Wathes y col., 1998). Estos
factores son el estimulo necesario para iniciar una cadena de eventos celulares que
tienen como resultado distintas funciones. El proceso esta mediado por un sistema de
segundos mensajeros en el que interviene una proteina tirosinquinasa. La activacion
de esta proteina desencadena una sefalizacion intracelular donde se produce la
activacion, mediante fosforilacion, de otras proteinas involucradas en las acciones de
IGF.
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Nutricion y reproduccion

El estado metabdlico puede definirse como la cantidad de nutrientes y energia que
estan disponibles para el animal en un determinado momento, y depende de la
cantidad de alimento consumido, de la cantidad de reservas corporales y del ritmo de
utilizacion de la energia (Blache y col., 2006). Los cambios en el estado metabdlico
son un regulador importante de la actividad reproductiva, pudiendo actuar a diferentes

niveles en el eje reproductivo.

Aunqgue se sabe que la nutricién tiene influencia sobre la funcion reproductiva en los
rumiantes, esta relacion es compleja, y ha sido ampliamente revisada (Rhind, 1992;
Chilliard y col., 1998; O’Callaghan y Boland, 1999; Abecia y col., 2006). Las diferentes
aproximaciones al estudio de la relacion entre la nutricion y la reproduccion
(diferencias en el ambiente, edad y raza de los animales, composicion de las dietas,
duracion de los tratamientos nutricionales y el momento de su implementacion con
respecto al ciclo sexual) hacen que los mdltiples resultados publicados a veces
parezcan contradictorios y que su comparacion e interpretacion sea dificil. En ovinos,
uno de los aspectos mas estudiados quiza sea el efecto de la sobrealimentacion o
suplementacién (flushing), como herramienta para incrementar la tasa de ovulacion.
Sin embargo, es la subnutricion (la alimentacién por debajo de los requerimientos para
el mantenimiento del peso vivo) la que se presenta como problema en los rebafios
comerciales, principalmente en lugares donde la alimentacion esta basada en el
pastoreo. En los sistemas extensivos, el esquema nutricional al que estan sometidos
los animales presenta grandes fluctuaciones a lo largo del afio y entre afios (Lindsay y
col., 1993). A pesar de que los requerimientos energéticos para el crecimiento folicular,
la ovulacion y la gestacibn temprana son muy bajos comparados con los
requerimientos para el mantenimiento, una nutricién inadecuada puede tener efectos

deletéreos importantes en la reproduccion (O’Callaghan y Boland, 1999).

Una forma de conocer el estado de las reservas corporales de un animal es a través
de la evaluacién de su peso vivo (PV) y de su condicion corporal (CC). La CC se
determina evaluando manualmente el grado de cobertura grasa del proceso espinal y
las apofisis transversas de las vértebras lumbares, asignando a cada estado un valor
(Russel, 1969). Si bien la composicion corporal varia segun la raza, la edad y el estado
fisioldégico, cuando los animales estan bajo las mismas condiciones, el uso del PV y la

CC para evaluar su estado de reservas corporales es muy conveniente.
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Los efectos de la nutricion sobre las variables reproductivas pueden ser “agudos”
cuando no estan reflejados por cambios en el PV o CC; “estaticos” cuando reflejan
diferencias mantenidas en el PV o la CC debido a la historia nutricional o fisioldgica de
las semanas/meses previos, o “dinamicos” cuando obedecen a cambios de PV o CC
en periodos mas cortos (dias/semanas) (Chilliard y col., 1998; Scaramuzzi y col.,
2006).

Mediadores entre el estado metabdlico y el sistema reproductivo

En la oveja, las mayores demandas energéticas ocurren durante el crecimiento, la
gestacion avanzada y la lactacion. Scaramuzzi y col., (2006) sugirieron que los
requerimientos energéticos para la foliculogénesis y gametogénesis no son
significativos, comparados con las necesidades generales del organismo. Es posible
que tampoco lo sean durante la gestacion temprana. Es mas probable que los efectos
de los cambios en el estado metabdlico sobre la gestacion temprana se ejerzan mas
debido a una sefializacién diferencial de las hormonas metabdlicas, que a una falta de
nutrientes per se.

El sistema enddcrino regula el metabolismo, afinando los procesos de entrega de
informacion, que tienen como finalidad mantener la homeostasis. Las vias de
sefalizaciébn son complejas, e involucran varios metabolitos y hormonas, como la
hormona de crecimiento (GH), los factores de crecimiento que comprenden el sistema

IGF, insulina, leptina y adiponectina.

La familia IGF esta integrada por IGF1 e IGF2 que son sintetizados principalmente en
el higado, pero también pueden ser sintetizados localmente en la mayoria de los
organos por lo que pueden actuar de forma enddcrina, paracrina y autdcrina (Thissen
y col.,, 1994). Durante la subnutricion, el eje GH-IGF se desacopla en el higado,
resultando en una reduccion del IGF1 circulante, a pesar de las altas concentraciones
de GH (Thissen y col., 1994; Chilliard y col., 1998; Kobayashi y col., 1999). Este
desacoplamiento puede ser el resultado de un estado de resistencia a la GH (por una
expresion hepética de receptor de GH disminuida, especialmente el 1A), que ocurre
durante una restriccion en el consumo (Ketelslegers y col., 1995; Breier, 1999).
Ademas, se ha reportado que las bajas concentraciones de insulina se asocian al
desacoplamiento GH-IGF1, ya que su aumento restablece la sensibilidad hepética a la
GH (Kobayashi y col., 1999). Por otro lado, las modificaciones en la dieta cambian la
abundancia sérica de las proteinas de union a IGF (IGFBP) en animales y humanos

(Thissen y col., 1994). La actividad de los IGFs estd modulada por seis proteinas de
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union a IGF (IGFBPs). En el tracto reproductivo ovino se ha demostrado la expresion
del ARNm de IGF1, IGF2 y sus receptores, y algunas de las IGFBPs (Stevenson y col.,
1994; Stevenson y Wathes, 1996; Reynolds y col., 1997). Ademas de estimular la
proliferacién y diferenciacion uterina, ambos IGFs estimulan el desarrollo de los
embriones durante la pre-implantacion, actian en el desarrollo fetal y controlan el

desarrollo placentario (Wathes y col., 1998; Keller y col., 1998).

La insulina tiene multiples efectos en el metabolismo; entre los mas importantes esté el
facilitar la entrada de glucosa a las células desde la circulacion general y estimular el
almacenamiento de lipidos. El incremento de la entrada de glucosa a las células ha
sido relacionado positivamente con los aumentos en la tasa ovulatoria en ovejas
(Downing y col., 1995). Durante la subnutricin, la disminucién en las concentraciones
de glucosa es acompafiada por una disminucién en las concentraciones de insulina
(Sosa y col., 2006). Asi, el anabolismo es inhibido directamente por la disminucién en
las concentraciones de insulina, e indirectamente por la falta de efecto estimulatorio de
la insulina sobre la sensibilidad de GH (receptores de GH) que limita la sintesis
hepatica de IGF1.

Por otro lado, las adipoquinas también presentan un papel fundamental en el
metabolismo. Entre ellas se encuentra la leptina, péptido sintetizado principalmente
por el tejido adiposo, aunque también se expresa (en menor medida) en otros tejidos
como el higado, pancreas y tracto reproductivo (Gonzalez y col., 2000, Chilliard y col.,
2005). Esta hormona se asocié en un principio con el control central del apetito, pero
con el tiempo se ha demostrado que esta implicada en multiples procesos fisiolégicos,
tales como la inflamacién, la hematopoyesis, la actividad inmune y la reproduccién
(Moschos y col., 2002). Las concentraciones plasmaticas de leptina decrecen durante
periodos de balance energético negativo (BEN) en rumiantes y se asocian a la
disminucién de la tasa metabdlica, y el aumento del apetito (Meikle y col., 2004;
Chilliard y col., 2005; Sosa y col., 2009; Fernandez-Foren y col., 2011). Los receptores
de leptina (Ob-R) han sido localizados en el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y en el
tracto reproductivo, vinculando asi, indiscutiblemente, a la leptina con la reproduccién
(Moschos y col., 2002). La sintesis de leptina y de su receptor ha sido demostrada en
el endometrio de mujeres, ratas y bovinos (Gonzalez y col., 2000; Kawamura y col.,
2002; Sosa y col., 2010a), y en ratas, se demostré que la leptina afladida al medio de
cultivo promueve el crecimiento del embrion en la etapa de pre-implantacion

(Kawamura y col., 2002).
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Si bien ya hace 20 afios de la existencia de la primera evidencia de una proteina
altamente expresada por los adipocitos denominada adiponectina (Scherer y col.,
1995) y de la abundante literatura reciente de su rol en el metabolismo y la
reproduccion, hay muy escasa informacién respecto del rol de adiponectina en ovinos
(Kasimanickam y Kasimanickam, 2011). La adiponectina sensibiliza los tejidos
periféricos a la insulina, aumentando el consumo de glucosa y la oxidacion de &cidos
grasos muscular (Ye y col., 2013; Saremi y col., 2014). La adiponectina también
promueve la secrecion de insulina estimulada por la glucosa. Ademas, la adiponectina
también tiene un papel importante en la regulacién de la homeostasis energética,
especificamente de lipidos y el metabolismo de la glucosa (Berg y col., 2001). Se han
identificado dos tipos de receptores de adiponectina, (ADIPOR1 y ADIPOR2;
Yamauchi y col., 2003), con funciones diferentes. ADIPORL1 est4 altamente expresado
en el musculo esquelético, mientras que ADIPOR2 esta altamente expresado en el
higado (Yamauchi y col., 2007). Se ha reportado que la adiponectina disminuye
durante la lactacién temprana, donde las vacas se encuentran en balance energético
negativo (Giesy y col., 2012), pero no se han encontrado reportes de adiponectina y/o
la expresion de sus receptores especificos en ovejas sometidas a bajos planos de

alimentacion.

Efectos de la subnutricion sobre el desarrollo folicular y calidad del oocito

En algunos trabajos se ha encontrado una menor tasa de ovulaciéon en ovejas con una
CC baja o subnutridas (McNeilly y col., 1987; Rhind y col., 1989c), mientras que en
otros no se han encontrado diferencias en este parametro (Lozano y col., 2003; Peura
y col., 2003; Kakar y col., 2005). Las ovejas subnutridas tienen un menor niamero de
foliculos grandes (> 3 mm) que sus controles (McNeilly y col., 1987), aunque en otro
trabajo esa diferencia se observd en ovejas superovuladas pero no en las no
estimuladas (O’Callaghan y col., 2000b). Sosa y col., (2010b) observaron que un
periodo corto de subnutricion se asocia con la presencia de grandes foliculos en fase
de crecimiento estética, sugiriendo un efecto deletéreo de la subnutriciébn sobre la
funcionalidad de los foliculos pre-ovulatorios, pudiendo comprometer la fertilidad.
Vifioles y col. (2002) encontraron que la CC afecta los patrones de la dindmica
folicular: ovejas con una CC alta mostraron méas ondas foliculares en el periodo inter-
ovulatorio y tuvieron mas foliculos antrales pequefios que ovejas con una CC baja.
Cuando se estudid el efecto de la subnutricion sobre el niumero de foliculos
estrogénicos (los que secretan >500 pg de E2 por hora), no se encontré diferencia

entre ovejas subnutridas y controles (Abecia y col., 1995; Abecia y col., 1997). Se ha
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descrito que la calidad de los ovocitos (en cuanto a su morfologia) de ovejas
subnutridas es similar (O’Callaghan y col., 2000b; Boland y col., 2001), o inferior a las
controles (Lozano y col.,, 2003). También se ha observado que los ovocitos de
animales subnutridos tienen una menor tasa de fertilizaciébn que los obtenidos de
ovejas alimentadas segun sus requerimientos diarios de mantenimiento (O’Callaghan y
col., 2000a; Lozano y col., 2003).

Efectos de la subnutricion sobre las concentraciones de progesterona

La literatura internacional es consistente que en ovinos, las concentraciones
plasméticas de P4 estan inversamente relacionadas con el nivel nutricional (Williams y
Cumming, 1982; Parr y col.,, 1987; Rhind y col.,, 1989b; Lozano y col., 1998;
O’Callaghan y col., 2000b). Sin embargo, la produccién in vitro de P4 por el CL no se
ha visto afectada por la subnutricién (Abecia y col., 1995; 1997; 1999b), por lo que los
mayores niveles plasmaticos de P4 no se explicarian por una mayor sintesis. Parr
(1992) propuso que este fendbmeno se debia a una mayor metabolizacién hepética de
la hormona, més que a cambios en la tasa de secrecion por el CL, dado que las ovejas
mejor nutridas presentaban higados mas pesados y un mayor flujo sanguineo en la
vena porta. Ademas, los esteroides se almacenan selectivamente en el tejido adiposo,
por lo que se ha sugerido que un régimen de alimentacion que resulte en la lipdlisis,
llevaré aparejado una liberacion del esteroide almacenado (Boland y col., 2001).

Mientras que no se encontré un efecto de una mayor concentracion plasmatica de P4
sobre la calidad de los oocitos en ovejas sobrealimentadas (Parr y col.,, 1987,
O’Callaghan y col., 2000b), en ovejas subnutridas se la ha asociado con mayores
niveles de pérdidas embrionarias (Brien y col., 1981). La relacién erratica entre el nivel
nutricional, las concentraciones plasmaticas de P4 y la supervivencia embrionaria,
sugirieron que quiza la mediciéon de P4 circulante no era suficiente como reflejo de la
situacion en el tracto reproductivo, y que deberian medirse las concentraciones de la
hormona a nivel local (Rhind y col., 1989c). De hecho, como la P4 de la vena ovarica
puede pasar a la arteria uterina por un mecanismo contracorriente (Einer-Jensen y
McCracken, 1981), la llegada de la hormona al Utero puede no estar reflejada por sus
concentraciones circulantes. En este sentido, se ha observado que ovejas subnutridas
tienen similares niveles de P4 en la vena ovérica y en la arteria uterina que ovejas
controles en los dias 5 y 10 del ciclo sexual o en el dia 8 de la gestacion (Abecia y col.,
1997; Lozano y col., 1998). Las concentraciones similares de P4 en la vena ovarica y
en la arteria uterina en ovejas subnutridas y controles, apoyan la teoria de una menor

metabolizacién hepatica en ovejas subnutridas. A pesar de que se encontraron niveles
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plasmaticos de P4 mayores, Lozano y col. (1998) observaron que ovejas subnutridas
tenian menores concentraciones de P4 en el tejido endometrial que las ovejas
controles el dia 5 del ciclo sexual. Como se ha discutido anteriormente, la P4 tiene un
papel fundamental preparando al Utero para una posible gestacion, por lo que los
autores sugirieron que los menores contenidos de P4 endometrial podrian estar
relacionados con el retraso en el desarrollo de los embriones y las menores tasas de

gestacion que se han observado en ovejas subnutridas.

Influencia de la subnutricion sobre el desarrollo embrionario y el ambiente uterino

Comparado con la cantidad de estudios que investigan los efectos de la subnutricion
sobre el eje hipotadlamo-hipofisis-ovario, los estudios que investigan sus efectos sobre
el desarrollo embrionario y el ambiente uterino son escasos.

En ovinos se ha demostrado que la subnutricibn aumenta la mortalidad de los
embriones el dia 11 de la gestacién tras 25 dias de subnutricién (Rhind y col., 1989a).
En otros trabajos con tratamientos nutricionales comparables, se ha recuperado un
porcentaje similar de embriones en ovejas subnutridas y controles los dias 4, 8 y 9,
aungue los de ovejas subnutridas presentaban un retraso en su desarrollo (Abecia y
col.,, 1997; 1999a; Lozano y col.,, 2003). Abecia y col. (1995; 1997; 1999b) no
encontraron diferencias en las tasas de gestacion debidas a la subnutricién en los dias
8y 9, pero si en los dias 14 y 15 de gestacion. Se ha observado que aunque no hubo
diferencia en la tasa de recuperacion de embriones de dia 5 en ovejas subnutridas y
controles que partian de diferente CC (alta y baja), si se observé que las ovejas que
partian de una CC mas alta presentaban mayores tasas de viabilidad embrionaria in
vitro (Vazquez y col., 2009). Recientemente, hemos demostrado que en animales con
una dieta de 0.5 de mantenimiento, se produce una reduccién en el nimero de
embriones totales y embriones transferibles viables, en comparacion con animales en

dieta de mantenimiento (Abecia y col., 2013).

Por otro lado, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que las menores
concentraciones de P4 endometrial observadas (Lozano y col., 1998) eran
consistentes con menores contenidos de receptores de progesterona en Utero (Sosa y
col., 2004). Ademas, se observaron menor cantidad de receptores de estrogenos en
Utero que ovejas controles a dia 5 del ciclo sexual, no encontrando diferencias en los
dias 10 o 14 del ciclo (Sosa y col., 2004; Sosa y col., 2006). Tampoco se observé un
efecto de la subnutricién sobre la sensibilidad uterina a esteroides cuando se estudi6

ovejas gestantes de dia 14 de gestacion (Sosa y col., 2009). Una sensibilidad
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disminuida del Utero a los esteroides ovaricos, como la encontrada a dia 5, podria
comprometer la viabilidad del embriébn en momentos iniciales de la gestacion. Sin
embargo, a la luz de nuestros hallazgos, los efectos de la subnutricion sobre la
expresion génica uterina parecen ejercerse en la fase luteal temprana (Dia 5) més que
en la fase luteal tardia (Dia 10 o 14), por lo que los efectos de la subnutricion sobre el
desarrollo embrionario observados los dias 14 y 15 de gestacion (Abecia y col., 1997)
podrian ser reflejo de un ambiente materno inadecuado en el momento en que el
embrion llega al Utero, y que por lo tanto establezca una relacién asincronica entre la

madre y el embrién.

Por otro lado, y como se mencion6 anteriormente, IGF1 e IGF2 estimulan la
proliferacién y diferenciacion uterina, y el desarrollo de los embriones durante la pre y
post implantacién (Wathes y col., 1998; Keller y col., 1998). A pesar de que se acepta
internacionalmente la importancia de los IGFs en la actividad uterina y el crecimiento
embrionario, al momento de realizar esta tesis no encontramos informacion disponible
respecto efectos de la subnutricibn o balance energético negativo sobre la expresion

de alguno de estos factores en el oviducto o en el Gtero ovino.
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Planteo de la presente tesis

De lo expuesto anteriormente se desprende que, si bien estan descritos los efectos
causados por la subnutricién sobre la fertilidad, la viabilidad embrionaria y —en menor
medida- sobre el ambiente uterino en ovinos, alun se desconocen los mecanismos por

los que estos efectos se producen.

En primera instancia, no puede descartarse que los embriones producidos por ovejas
subnutridas sean de una calidad inferior a los de ovejas controles debido a una calidad
inferior del oocito que resulte en menores tasas de fertilizacion o en la produccién de
embriones con problemas de desarrollo, asi como tampoco los efectos de la
subnutricién sobre el ambiente endécrino sistémico y local del tracto reproductivo. Asi,
se hace imprescindible testear el impacto de la subnutricion sobre las tasas de prefiez:
¢es a nivel del embrién, del ambiente materno o ambos? Para ello se busca aislar los
efectos de la subnutricion sobre el embrién (madre donadora) o sobre la madre
receptora, usando un modelo de multiple ovulacién y transferencia embrionaria.
Ademaés, es necesario ahondar en los efectos producidos a nivel de la expresion
génica, tanto endometrial como hepatica, asi como también investigar integralmente
las modificaciones del sistema enddcrino materno que pueden desencadenar tales
efectos. Por otro lado, la subnutricién esta asociada a perfiles endécrinos metabdlicos
y una expresion génica hepatica diferencial, pero aquellos animales subnutridos que
han sido exitosos en gestar o en mantener la prefiez, ¢difieren en la estrategia

metabdlica para afrontar la subnutricién de los que no?.

HIPOTESIS
La fertilidad disminuida asociada a la subnutriciéon es el resultado de efectos sobre el

embrion y el ambiente materno. El éxito reproductivo esta asociado al estado

enddcrino-metabdlico materno y la expresion génica hepatica y del tracto reproductivo.
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OBJETIVOS

General

Contribuir al conocimiento respecto de los mecanismos enddécrino-moleculares de la

subnutricién sobre los procesos reproductivos.

Especificos

Determinar los efectos de la subnutricibn sobre los perfiles metabdlicos y
enddcrinos y sobre la expresion génica hepética del eje somatotropico y de
receptores de adipoquinas al dia 7 de la prefiez (Articulo I).

Evaluar el efecto de la presencia de embrién sobre el estado metabdlico y
expresion génica hepética en ovejas subnutridas (Articulo I).

Indagar respecto del origen en las reducciones en las tasas de prefiez: ¢es
debido a efectos producidos por el embrion, el ambiente materno o ambos?
(Articulo 11).

Investigar si existen diferencias en las sefiales metabdlicas entre los animales
subnutridos que fueron exitosos en mantener la prefiez, y los animales que
presentaron mortalidad embrionaria tardia (Articulo II).

Determinar el efecto de la subnutricion y el efecto local del cuerpo liteo
(ispilateral vs. contralateral) sobre la expresion génica de receptores de
estrégenos y progesterona y factores de crecimiento similares a insulina 1y 2

en oviductos y cuernos uterinos (Articulo 111).
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METODOLOGIA

Disefios experimentales

Aspectos generales

Todos los experimentos de esta tesis se realizaron en el Servicio de Experimentacion
Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, Espafa (Latitud
41°41°’N), utilizando ovejas adultas de la raza Rasa Aragonesa durante la estacion
reproductiva descrita en cada uno de los articulos, para esta raza en esta latitud
(Forcada y col.,1992). Los protocolos fueron aprobados por la Comision Etica para la
Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza.

Para sincronizar los celos se utilizé un tratamiento intravaginal de 14 dias con
esponjas impregnadas en progestagenos (Acetato de Fluorogestona, 40mg, Intervet
S.A., Salamanca, Espafia), al cabo del cual se administraron entre 285 y 300 Ul de
gonadotropina coridnica equina (eCG) por via intramuscular. Los celos (identificados
como dia 0 del ciclo sexual o de la gestacion) se detectaron cada 8 horas.

Los animales se alimentaron una vez al dia (por la mafiana) en base a una dieta
compuesta por concentrado y paja de cebada, con libre acceso al agua. El
concentrado estuvo compuesto por cebada (85%) y soja (15%). En todos los
experimentos los animales se alimentaron con dietas para proveer 1,5 0 0,5 veces los
requerimientos diarios de mantenimiento (M) (AFRC, 1993). La dieta 1,5 M ofrecida
colectivamente asegura un mantenimiento del PV y la CC (grupo control), mientras
qgue la dieta 0,5 M provoca una disminucién en el mismo periodo de tiempo de
aproximadamente un 10% tanto en el PV como en la CC (grupo bajo) como ha sido
demostrado anteriormente (Abecia y col., 1995; 1997; Lozano y col., 1998).

El PV y la CC de los animales se controlaron periddicamente durante los
experimentos. La CC fue determinada por un Unico observador por palpaciéon de las
apofisis vertebrales en la regién del lomo en una escala de 0 (emaciada) a 5 (obesa)
(Russel, 1969).

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular en tubos con heparina. Las

muestras se centrifugaron durante 10 min a 1000 g y el plasma se almacen6 a —20°C

hasta su analisis.
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En la Figura 1 se muestra una representacion esquematica de los tres experimentos

Experimento | .
1
15M
, lo5M
| 7 7 1 | 0 |
-45 -15 i 7
i
1
Experimento Il
I 1
: | I ) )
| 7 7 1 | 0 1/ 71 1
-45 -15 7 18 Final de
gestacion
Experimento Il
1.5M
| ! ]05M
1 7 /1 . ]
-50 -15 I 5

Figura 1. Representacion esquematica de los disefios experimentales. Grupo control
(barras negras); grupo bajo (barras blancas). El &rea sombreada de gris indica el
periodo del tratamiento con progestagenos para la sincronizacion de celos. La linea
punteada indica el dia del celo (dia 0) previo al sacrificio los dias 5y 7 (Experimentos |

y 1I1).

Experimento | (Articulo I): “Periconceptional undernutrition modifies endocrine profiles

and hepatic gene expression in sheep”.

Se utilizaron 25 ovejas Rasa Aragonesa con un PV medio (+ SEM) de 67.1 + 8.6 kg y
una CC por encima de 3 (escala de 0 a 5; Russel, 1969). Los animales fueron
categorizados en prefiados o no prefiados acorde a la presencia de embrién o no, al
momento del sacrificio. Por lo tanto los grupos experimentales finales fueron: 9
animales controles prefiados, 6 subnutridos prefiados y 7 subnutridos no prefiados.
Tres animales controles no prefiados fueron excluidos del andlisis. El dia 7 post-estro,
luego de la colecta de embriones, se procedi6 al sacrificio eutanasico de los animales

para la recuperacion de muestras de higado (Articulo I).
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Experimento Il (Articulo 11): “Nutritional level of the receptor ewe, but not of the donor,

determines the embryo fate when good quality embryos are transferred”.

Se utilizaron 97 ovejas Rasa Aragonesa, de las cuales 45 fueron utilizadas como
donadoras (20 Control y 25 Subnutridas) y 52 (25 Control y 27 Subnutridas) como
receptoras. Las dietas diferenciales se mantuvieron hasta el dia de la colecta de
embriones (dia 7). Las ovejas donadoras fueron superovuladas previo a la remocion
de las esponjas impregnadas con progestagenos para la sincronizacion de celos. Los
detalles de las dosis de hormonas para el tratamiento de superovulacién y de
procedimiento experimental se describen en el Articulo Il.

Las ovejas receptoras recibieron al dia 7 dos embriones de buena calidad (mérulas
compactas y blastocitos tempranos y expandidos) mediante laparotomia ventral media.
Los efectos del nivel de energia recibido por las ovejas donantes sobre las
performance embrionarias y niveles hormonales y metabdlicos se han descrito

previamente (Abecia y col., 2013).

Experimento 11l (Articulo 111): “Undernutrition and laterality of the corpus luteum affects

gene expression in oviduct and uterus of pregnant ewes”

Se utilizaron 14 ovejas adultas. El dia 5 tras la retirada de las esponjas, se expuso el
tracto reproductivo mediante laparotomia ventral media y se determind el nimero de
CL. Los cuernos uterinos fueron lavados con buffer fosfato salino (PBS) y se realiz6 el
diagnéstico de prefiez determinando la presencia de embriones. Luego de la
recuperacion de embriones, los animales fueron sacrificados y se extrajo el Gtero y
oviductos. De los 14 animales, 7 (4 controles y 3 subnutridos) presentaron CL s6lo en
un ovario, por lo que los oviductos y cuernos uterinos de estos animales fueron
catalogados como ipsilateral o contralateral al CL para poder estudiar el efecto local
del CL sobre la expresion génica.

30



Determinaciones en plasma, tracto reproductivo e higado

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

Facultad de Veterinaria, Universidad de Republica, Uruguay.

Metabolitos

Los &cidos grasos no esterificados (AGNE) se determinaron mediante un kit comercial
(AGNE-C, Wako Chemicals GmbH, Alemania) segun Sosa y col., (2006), en un multi-
analizador (Vitalab Spectra 2, Vital Scientific) (Articulos | y II).

Hormonas

Todas las hormonas fueron analizadas por radioinmunoandlisis (RIA) o usando un
ensayo inmunorradiométrico (IRMA).

Las concentraciones de IGF1 e insulina se determinaron por IRMA en fase sdélida,
utilizando kits comerciales (Diagnostic Product Co., Los Angeles, CA, USA) segln
Fernandez-Foren y col.,, (2011) y Sosa y col., (2009). Las concentraciones de
adiponectina y leptina se determinaron segun lo descrito por Raddatz y col., (2008) y
Fernandez-Foren y col., (2011) respectivamente (Articulos | y II).

Las concentraciones de progesterona se determinaron por RIA en fase solida
utilizando kits comerciales (Diagnostic Product Co., Los Angeles, CA, USA) segln
Sosay col., (2006).

Transcriptos

Se extrajo ARN total de higado, Utero y oviductos utilizando TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), seguidos de precipitacion con cloruro de litio y tratamiento con
DNAsa utilizando un kit DNA-free™ (Ambion, Austin, TX, USA). Para cada muestra, se
sintetiz6 ADN copia (ADNc) mediante transcripcién reversa usando una transcriptasa
SuperScript Il (Invitrogen) con primers oligo-dT y 1ug de ARN total afiadido como

molde (Articulos | y IlI).

Se determind la expresion génica mediante PCR en tiempo real o cuantitativo (QPCR),
utilizando el equipo Rotor-Gene™ 6000 (Corbett Life Sciences, Sydney, Australia). Los

detalles de los procedimientos de las técnicas se describen en los articulos | y Ill. La
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eficiencia (E) de los ensayos fue calculada acorde a la férmula E= (10™Y9°"%-1) segun
Rutlege y Cote, (2003) (Articulos | y IllI). La expresion génica fue medida por
cuantificacion relativa al control exdgeno (segun Pflaffl, 2009) y normalizada a la media
geométrica de los genes de control enddgeno, tomando en consideracion las

eficiencias de amplificacion respectivas.
Andlisis estadistico

Las concentraciones de metabolitos, hormonas plasmaticas, el PV y la CC, y la
determinacion de transcriptos se analizaron por andlisis de varianza utilizando un
modelo mixto (Statistical Analysis System, SAS, Institute Inc., Cary, NC, USA)
(Articulos I, 11 y IIl). La fertilidad temprana y tardia y las pérdidas embrionarias tardias
fueron analizadas usando el procedimiento GENMOD. Los detalles de los andlisis y
modelos estadisticos de los experimentos |, Il y Ill se encuentran descriptos en los

articulos.
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RESULTADOS

Subnutricion y variables reproductivas

En el experimento I, 9 de 12 (75%) ovejas control presentaron embrion al sacrificio (7
dias luego de la monta natural), mientras que s6lo 6 de 13 ovejas subnutridas (46%)
lo presentaron (p=0,12) (Articulo I).

En el experimento I, la subnutricién de la oveja donadora (origen del embrion) o de la
oveja receptora no afectd la fertilidad temprana (dia 18 de gestacion, Articulo 1). Las
ovejas receptoras controles presentaron una fertilidad de 79% o 91% cuando
recibieron embriones de donadoras controles o subnutridas respectivamente; mientras
que las ovejas receptoras subnutridas presentaron una fertilidad del 80% o 92%
cuando recibieron embriones de donadoras controles o subnutridas, respectivamente.
Sin embargo, si bien no se encontraron diferencias significativas en fertilidad en la
ultrasonografia al dia 40 (p=0,17), las ovejas receptoras controles presentaron una
fertilidad de 71% o 73% cuando recibieron embriones de ovejas donadoras controles o
subnutridas, respectivamente; mientras que las ovejas receptoras subnutridas
presentaron una fertilidad de 53% o 58% cuando recibieron embriones de donadoras
controles o subnutridas, respectivamente. La mortalidad embrionaria tardia tendio a
ser mayor en ovejas subnutridas en relacion a las controles (35% vs. 14%, p=0,1) y no
se evidenciaron pérdidas de prefiez luego del dia 40 en ninguno de los grupos.

A modo descriptivo, en el experimento lll, las tasas de prefiez fueron similares a los
experimentos anteriores: 71,4% (5 de 7) para animales controles y 42,9% (3 de 7) para
subnutridos (Articulo 111).

El tratamiento nutricional aplicado no afect6 la tasa de ovulacién en ningln caso.

Respuesta metabdlica al tratamiento nutricional

El tratamiento nutricional al que se sometié a los animales en los tres experimentos
provocé la respuesta esperada en cuanto a cambios en el PV y la CC, y a la
modificacion de los perfiles de AGNE (Tabla 1). En todos los experimentos las ovejas
subnutridas presentaron una disminucién del PV (5-9%) y de la CC (9-15%) a lo largo
del experimento, mientras que las ovejas de los grupos controles de los experimentos |
y Il mantuvieron ambos parametros, y las del experimento lll presentaron un leve

incremento (Articulos |, Il y 1ll) (Tabla 1).
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Tabla 1. Variaciones de peso vivo (PV) y condicion corporal (CC) previo al comienzo
de las dietas diferenciales (inicial) y en el momento del sacrificio (final) en ovejas
alimentadas 1,5 M (Grupo Control) o0 0,5 M (Grupo Subnutrido).

Articulo | Articulo I Articulo 1l

Control Subnutrido Control Subnutrido Control Subnutrido

PVinicial 66,0+0,6° 67,0 +0,4° 573+1,6° 56,2 +1,4° 63,0 £2,5° 61,1+2,5°
PVfinal 673+03%  639+404° | 579+17° 518+17° | 644 £+25°  550425°

CCinicial 3,05+0,05°  3,1+0,06° 2,7+0,1° 2.6+0,1° 3,0+0,1° 3.0+0,2°
cCfinal  3,07+005°  2.8+0,06 28+02° 22+0,.2° 29+01™  27+01%

avsbvs. c (P <0,05)xvs.y p<0.09 entre los valores iniciales y finales de PV y CC dentro de un mismo
experimento estan indicados con diferentes superindices.

Las concentraciones plasmaticas de AGNE aumentaron en las ovejas subnutridas en
relacion a las controles (Articulos | y I1).

Por otro lado, los animales subnutridos presentaron menores niveles plasmaticos de
insulina en relacion a los controles (Articulos 1 y 1), sin embargo, sélo en el Articulo | la
subnutriciébn provocé disminuciones en las concentraciones de IGF1 y leptina en
comparacion con los controles. Es importante destacar, que en el experimento |, las
diferencias encontradas entre los animales controles y subnutridos en las
concentraciones plasméticas de insulina son bastante mayores a las diferencias
encontradas en IGF1.

En el experimento Il, el tratamiento nutricional no afectdé las concentraciones de
progesterona al dia 7, sin embargo, en la comparacién de las medias cuadraticas, se
encontr6 que las ovejas receptoras prefiadas subnutridas presentaron mayores
concentraciones de progesterona en relacién a las controles prefiadas (p<0.05)
(Articulo I1).

En cuanto a la expresion génica en el higado, se encontr6 que los animales
subnutridos presentaron mayor expresion de ARNm de IGFBP2 en relacion a los
controles, mientras que la expresion hepatica del ARNm de IGFBP5 tendié a ser

menor en los subnutridos (Articulo 1).
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Subnutricién, variables endécrino-metabdlicas y estado reproductivo

En el experimento |, para estudiar si la presencia del embrion al dia 7 tras la monta
natural se asocia a perfiles enddcrinos o metabdlicos diferentes, se consideraron
Unicamente tres grupos (control prefiado, subnutrido prefiado y no prefiado) dado el
bajo numero de animales controles sin embrién (Articulo 1). No se observaron
diferencias en PV, CC y/o concentraciones plasmaticas de AGNE ni tampoco en las
concentraciones plasméticas de insulina, IGF1 o leptina entre las ovejas subnutridas
prefiadas y no prefiadas (Tabla 2). Sin embargo, las ovejas subnutridas prefiadas al
dia 7 presentaron una mayor expresién del ARNm hepatico de IGFBP4 y ADIPOR2 en

relacién a las subnutridas no prefiadas (p=0,04 y p=0,02, respectivamente) (Articulo I).

En el experimento Il, se analizé si las pérdidas embrionarias tardias (dias 18 al 40)
cuando se transfieren embriones de buena calidad a ovejas receptoras controles y
subnutridas, estan asociadas a diferentes perfiles endécrinos metabdlicos. Para esto
se consideraron los grupos control prefiado, subnutrido no prefiado y subnutrido con
mortalidad embrionaria tardia, dado el bajo nimero de receptoras controles con
pérdidas embrionarias tardias este grupo no fue considerado (Tabla 2). Las ovejas
receptoras subnutridas prefiadas presentaron o tendieron a presentar mayor PV y CC
que las ovejas subnutridas que sufrieron pérdidas embrionarias tardias (Articulo II),
pero no se encontraron diferencias en las concentraciones plasméticas de AGNE.

Las receptoras subnutridas prefiadas tendieron a presentar mayores concentraciones
de P4 al dia 7 que las subnutridas que perdieron el embrién entre el dia 18 y 40
(p=0,1), mientras que no se observaron diferencias en las concentraciones de P4 al
dia 18 (Articulo Il). Las receptoras subnutridas prefiadas o controles prefiadas
presentaron o tendieron a presentar mayores concentraciones plasmaticas de insulina
y adiponectina respectivamente, que las receptoras subnutridas que sufrieron

mortalidad embrionaria.
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Tabla 2. Peso vivo (PV, Kg), condicion corporal (CC), acidos grasos no esterificados
(AGNE), concentraciones plasmaticas de progesterona (P4, ng/mL) al dia 7 y
concentraciones plasmaticas del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF1,;
ng/mL), insulina (uIU/mL), leptina (ng/mL) y adiponectina (ng/mL) en ovejas controles
prefadas, subnutridas prefiadas (Articulos | y Il), subnutridas no prefiadas al dia 7

(Articulo 1) y con mortalidad embrionaria tardia (Articulo 11).

Articulo | Articulo 1l
Controles Subnutridas Subnutridas | Controles Subnutridas Subnutridas
prefadas prefiadas no prefiadas prefiadas Mortalidad
prefiadas embrionaria
n=9 n=6 n=7 n=15 n=7 n=8
PV 67,3 64,3 63,7 57,72 55,7 ° 49,3°
cC 3,078 2,87 2,82° 2,66 2,54 2,27
NEFA 0,37° 0,53° 0,57° 0,122 0,18° 0,20°
P4 dia 7 573" 9,62Y 5,12%
IGF1 320,82 243,7° 191,75° 305,74 294,2 297,2
Insulina 42,170 27,86" 29,28" 35,322 33,46% 29,27"
Leptina 3,20° 2,30 2,28" 0,91 0,84 0,79
Adiponectina 20,27* 18,557 17,60”

Diferentes superindices difieren, a vs. b vs. ¢, p<0,05; x vs. y, p<0,1.

En el experimento Il, no se observaron diferencias en PV, CC y concentraciones
plasmaticas de AGNE entre las ovejas receptoras prefiadas y no prefiadas (Articulo ).
Por otro lado, las concentraciones de insulina en las ovejas receptoras subnutridas no
prefiadas tendieron a ser menores en relacién a las ovejas subnutridas prefiadas (29,7
vs. 32,5 ulU/mL; p=0,07; respectivamente) (Articulo II).

Las ovejas receptoras subnutridas prefiadas presentaron mayores niveles de P4
plasmética al dia 7 (9,61 vs. 5,23 ng/mL; p<0,05) y tendieron a presentar mayor tasa

ovulatoria (1,58 vs.1,22) en relaciéon a las subnutridas no prefiadas (p<0,1) (Articulo II).

Subnutricidon y expresion génica en el tracto reproductivo

Los animales subnutridos presentaron mayor expresiéon de PR en los oviductos en
relacion a los controles, sin embargo no se observaron diferencias en el Utero (Figura
2a) (Articulo 111).

El efecto de la subnutricion sobre la expresion de los transcriptos de la familia IGF
dependié del 6rgano: la subnutricién disminuyé la expresion de ARNm de IGF1 en el

Utero y de IGF2 en el oviducto. Asimismo, el Utero presenté una mayor expresion de
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ARNmM de IGF1 en relacion a los oviductos y lo contrario ocurrio para IGF2 (Figura 2c
y d) (Articulo I1I)
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Figura 2.Expresion relativa de transcriptos de PR (A), ERa (B), IGF1 (C) e IGF2 (D) en oviducto
y Utero de ovejas alimentadas 0,5 (Low, n=7) o 1,5 (Control, n=7) veces los requerimientos de
mantenimiento diarios al dia 5 post-estro. Los datos son presentados como cuadrados medios
minimos + error estandar. Diferentes superindices dentro de la misma grafica indican
diferencias significativas, a,b: p< 0,05.

Efecto local del Cuerpo Luteo

En el experimento Ill, se observdé que el oviducto contralateral presentd
aproximadamente una vez y media a dos veces mas de ARNm de PR y ERa, y
aproximadamente tres veces mas de expresion de ARNm de IGF2, en relacién al
oviducto ipsilateral, pero no se encontr6 diferencias para IGF1. Por el contrario, en el
Gtero no se encontraron diferencias de expresion respecto al lado del CL para ninguno
de los genes. En la comparacion entre érganos, el oviducto contralateral presento
mayor expresion de ERa e IGF2 en relacion al cuerno uterino contralateral, pero no se

encontraron diferencias en el lado ipsilateral.
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DISCUSION

Subnutricién y variables reproductivas

Es importante destacar, que si bien los tres experimentos se realizaron en distintos
momentos de manera independiente, considerando diferentes dias de gestacion y
diferentes tratamientos, y pese al bajo niumero de animales, el desenlace reproductivo
que se observa luego de un periodo de subnutricién de 20 a 22 dias (dependiendo del
dia de sacrificio) es similar en todos los experimentos (39% mas de prefiez en
animales controles de los experimentos | y Il y 23% en animales del experimento II).
Se ha demostrado previamente en ovejas (Abecia y col., 2013) que una dieta que
proporciona la mitad de los requerimientos nutricionales diarios de mantenimiento,
produce una disminucion significativa de la performance reproductivas de las ovejas.
Ademads, Abecia y col., (2013) observaron que en el grupo subnutrido, la tasa de
fertilizacion fue 27% menor y la de tasa de transferibilidad fue de 30% menor en
relaciébn a animales que se alimentan con una dieta de mantenimiento. Dado que se
buscé investigar si las fallas reproductivas asociadas a la subnutricion se debian a
factores del embribn maternos o de ambos, se aislaron los efectos de la subnutricion
en el embrion o la madre utilizando un modelo de transferencia embrionaria. Solo
embriones de buena calidad al dia 7 de gestacion (morulas compactas y blastocistos
expandidos) de madres donadoras controles y subnutridas fueron transferidos a
receptoras controles y subnutridas (Articulo 1). No se encontraron diferencias en
fertilidad al dia 18 y 40, pero la mortalidad embrionaria tardia encontrada en las
receptoras subnutridas fue mayor que en las receptoras controles (35% vs. 14%,
Articulo 11). Estos datos obtenidos del experimento Il sugieren que cuando embriones
de buena calidad (desde el punto de vista morfol6gico) son transferidos a receptoras
subnutridas o controles, la supervivencia embrionaria es dependiente principalmente
del ambiente materno en el que se desarrolla el embrion, siendo independiente de la

historia nutricional previa del mismo.

Respuesta metabdlica al tratamiento nutricional

En los tres experimentos, cuando ovejas adultas se sometieron a periodos cortos de
subnutricién de entre 20 y 22 dias (dependiendo del dia de sacrificio), se produjo una

disminucion del PV y de la CC desde el comienzo de la nutriciéon diferencial.
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Los animales del experimento Il presentaron diferentes PV y CC que los de los
experimentos | y Il al inicio de los tratamientos nutricionales (entre 15% menos de PV
y 9% menos de CC). Los valores finales de PV de las ovejas subnutridas del
experimento | y Il fueron més altos o similares que los de las ovejas controles del
experimento Il. Esta es una puntualizacion relevante, ya que al observar las variables
metabdlicas y enddcrinas, se reafirma la importancia del efecto “estatico” de la
nutricién y la interrelacion de ambos efectos (estatico y dindmico) sobre los pardmetros
metabdlicos y reproductivos, efectos que se abordaran mas adelante en esta
discusion. La subnutricion provoc6d una movilizacién de las reservas grasas como lo
demuestran las concentraciones elevadas de AGNE (Articulos | y Il). Esto es
esperable ya que cuando los aportes no satisfacen los requerimientos energéticos, el
animal dispone de sus reservas de triglicéridos para su utilizacién por los diferentes
tejidos (Chilliard y col., 1998).

La subnutricion disminuyd las concentraciones plasmaticas de insulina en los animales
de los experimentos 1y Il, lo que es consistente con lo reportado previamente por
Sosa y col., (2006) y Abecia y col., (2013). Esta disminucién de insulina en animales
subnutridos se conoce como una estrategia para disminuir los requerimientos de
energia cuando la disponibilidad de nutrientes es baja.

Los niveles plasméaticos de IGF1 disminuyeron con la subnutricién en los animales del
experimento |, lo que es consistente con lo reportado previamente por Sosa y col.,
(2006). La reduccion en los niveles circulantes de IGF1 luego de una restriccion
alimenticia, ha sido reportada para varias especies (Thissen y col., 1994), y es un
mecanismo que asegura la distribucién de nutrientes a los diferentes tejidos cuando la
energia disponible es limitada (e.j. limitado consumo de energia por los tejidos
periféricos). Asimismo, IGF1 es un mediador de crecimiento que también afecta al
higado (Hayden y col.,, 1993; Demori y col.,, 2000), y la disminucibn en las
concentraciones plasmaticas de IGF1 en ovejas subnutridas puede asociarse a una
reduccién en la masa hepatica que ocurre en estos animales durante la subnutricién
(de Brun y col., en revisién). Sin embargo, en el experimento Il, la subnutricién no
produjo cambios en las concentraciones plasmaticas de IGF1l. Es probable que los
cambios metabolicos del organismo para adaptarse al nuevo estado fisioldgico, no
hayan sido de la misma indole en los dos experimentos, debido a que el estado de las
reservas corporales iniciales de las ovejas fue diferente entre los experimentos (mayor
en el experimento |). De hecho, Fernandez-Foren y col., (2011) reportaron, frente a
una subnutricién, respuestas endoécrinas diferentes, acorde al grado de reservas

corporales en ovinos. En el mismo sentido, Soca y col., (2013) en vacas de cria,
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demostraron que el aumento de IGF1 luego de una suplementacion es dependiente de
las reservas corporales de los animales al inicio del tratamiento.

Asimismo, la subnutricién provoc6 una reduccion en las concentraciones plasméticas
de leptina en los animales del experimento I, reflejando el rdpido aumento en la
actividad lipolitica, como ha sido reportado previamente para rumiantes (Meikle y col.,
2004; Fernandez-Foren y col., 2011). La reduccion en las concentraciones de leptina
durante la subnutricion, puede actuar como sefial para aumentar el apetito, disminuir
los gastos de energia y la actividad reproductiva (Chilliard y col., 2000). Sin embargo,
el tratamiento nutricional no provocé cambios en las concentraciones de leptina en los
animales del experimento II. Como se ha discutido previamente, esto puede deberse a
gue los animales del experimento Il presentaron menores reservas grasas que los
animales del experimento I. En el mismo sentido, Ferandez-Foren y col., (2011)
reportaron que animales con alta CC presentan una caida drastica en las
concentraciones de leptina frente a una subnutriciébn, y que es muy reducida en

animales de una CC méas baja.

Como ha sido mencionado, estos efectos podrian ser el reflejo de la accién de varias
hormonas metabdlicas que son consideradas mediadoras entre el estado metabdlico
del animal y su actividad reproductiva. La respuesta del organismo a la leptina, por
ejemplo, puede depender de la historia metabdlica reciente (nivel de nutricién, efecto
dinamico) pero también a una mas antigua (reservas corporales, efecto estatico), lo
cual ha sido llamado “memoria metabdlica” (Chilliard y col., 2005; Blache y col., 2006).
Se ha demostrado previamente que ovejas lactantes alimentadas a la mitad de los
requerimientos para el mantenimiento pero con una alta CC al parto (> 2,75) presentan
periodos de anestro posparto similares a las ovejas controles, mientras que las ovejas
subnutridas con baja CC al parto (<2,75), presentan anestros mas largos (45 vs. 36
dias) y pesos de corderos al destete menores (Sosa y col.,, 2006). Esto resalta la
importancia de tener en cuenta las reservas corporales previas de los animales a la
hora de comparar los efectos dindmicos de la nutricion sobre las funciones

reproductivas.

La disminucién encontrada en las concentraciones de IGF1 en animales subnutridos
del experimento |, contrasta con la falta de efecto sobre la expresion hepética de
transcriptos de IGF1 (Articulo 1) y de la proteina de IGF1 determinada por
inmunohistoquimica (de Brun y col.,, en revision). Sin embargo, los animales
subnutridos presentaron mayor expresion génica de IGFBP2 y menor de IGFBP5. La

IGFBP2 actia normalmente como regulador negativo de IGF, limitando Ila
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disponibilidad de este factor. Esto es consistente con otros autores que reportaron un
aumento del ARNm de IGFBP2 durante el ayuno en el higado (Thissen y col., 1994;
Kita y col., 2002), como alternativa para disminuir las sefiales anabdlicas (IGF) durante
periodos de restriccibn energética. Ademds, debido a que IGFBP2 se une
preferencialmente a IGF2 (Reynolds y col.,, 1997), y que IGF2 tiene un papel
predominante en etapas tempranas del desarrollo embrionario (Kaye, 1997), la
elevada expresion del ARNm encontrada en el higado de los animales con restriccion
alimenticia, puede alterar esta interaccion con IGF2 y por tanto actuar provocando
efectos deletéreos sobre la reproduccion (Han y col., 1996). Por otro lado, se ha
demostrado que la IGFBP5 estimula la accion de los IGF (Thissen y col., 1994), por lo
que la menor expresion del ARNm de IGFBP5 hepético en animales subnutridos,
puede provocar una disminucion de la actividad de IGF1, y comprometer por lo tanto el
desarrollo embrionario normal (Robinson y col., 2000). En conjunto, observamos que
los efectos deletéreos de la subnutricion a nivel de la expresion génica hepatica,
podrian comprometer la supervivencia embrionaria por interferencia con la familia de
IGFs.

Subnutricién, variables endocrino-metabdlicas y estado reproductivo

Como vimos anteriormente, la subnutricién altera el éxito reproductivo, y esto puede
estar causado por las sefales que se producen entre el embrién y el ambiente uterino,
en respuesta a un ambiente hostil. Por lo tanto, alteraciones en este sistema de
sefales resulta en fallas en la implantacion, pérdida embrionaria temprana, desarrollo
y crecimiento retardado o acelerado del embrion (Barnes, 2000). El desarrollo
embrionario durante el periodo de pre-implantacion es afectado, en parte, por un
conjunto de hormonas, factores de crecimiento y sus receptores (Kaye, 1997). Entre
los factores que influencian el ambiente materno se encuentran, las concentraciones
plasméaticas de AGNE, insulina, leptina, IGF1 y adiponectina, los cuales han sido
descriptos como indices del estado metabdlico, asi como sefales metabdlicas en el

sistema reproductivo (Blache y col., 2000).

La presencia de un embrion al dia 7 no se asocid con las modificaciones en las
concentraciones plasmaticas de insulina, IGF1 y leptina (Articulo I). Sin embargo, las
ovejas receptoras subnutridas prefiadas presentaron o tendieron a presentar mayores
concentraciones plasmaticas de insulina y adiponectina respectivamente, que las

receptoras subnutridas que sufrieron mortalidad embrionaria entre los dias 18 y 40
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(Articulo 11). A pesar de que en el experimento | no se observaron cambios en las
hormonas metabdlicas asociados a la prefiez en animales subnutridos, se observaron
modificaciones en la expresion génica hepética. Se observd que los animales
subnutridos prefiados presentaron mayor expresion de los transcriptos de IGFBP4 y
ADIPOR2 en relacion a los no prefiados. Se ha reportado similar expresion de IGFBP4
tanto en higado como en Utero luego de un tratamiento nutricional (Carter y col., 2005);
la mayor expresion de la IGFBP4 encontrada en los animales subnutridos prefiados
puede actuar potenciando la accidon de IGF2, esencial para un crecimiento normal
durante las primeras etapas del desarrollo embrionario (Articulo I). Por otro lado, se ha
propuesto que ADIPOR2 presenta un rol protector frente al estrés oxidativo cuando
hay una importante oxidacion de AGNE durante el BEN (Saremi y col., 2014), por lo
gue la mayor expresion de ARNm de ADIPOR2 en ovejas sunutridas prefiadas, en
relacién con las no prefiadas, podrian reflejar una mejor adaptacion metabdlica a la
subnutricién en estos animales. Ademas, la adiponectina también presenta acciones
reguladoras especificas sobre el eje hipotdlamo-gonadal, y por lo tanto se encuentra
involucrada tanto en el control metabdlico, como en la reproduccion (Ye y col., 2013).
La accion de ADIPOR2 sobre el sistema reproductivo es indiscutible, ya que se ha
reportado la presencia de este receptor en oviductos, endometrio y embriones de
vacas y roedores (Mao Yy col., 2006; Tabandeh y col., 2010; Konstantinos, 2012). Por lo
tanto, las acciones de la adiponectina sobre el metabolismo y/o la reproduccion
pueden contribuir al éxito de la prefiez, sin embargo, la falta de estudios en este tema

principalmente en ovejas limita la interpretacion de los resultados de este trabajo.

Por otro lado, en el experimento Il cuando se analizé si las pérdidas embrionarias
tardias, luego de una transferencia embrionaria, estan asociadas a diferentes perfiles
enddcrinos metabdlicos (Articulo 1), se observé que las ovejas receptoras subnutridas
prefiadas presentaron mayores concentraciones plasmaticas de P4 al dia 7 que las
subnutridas que perdieron el embrion entre los dias 18 y 40. La progesterona tiene la
habilidad de modificar la relacion embrio-maternal estimulando los cambios en el
estado fisiologico del utero para influir sobre la sobrevivencia embrionaria (Lawson y
Cahill, 1983). De hecho, altos niveles plasmaticos de P4 post concepcién, se han
asociado con la promocion de la elongacion del embridon, aumentos en la produccion
de IFNt y mayores tasas de prefiez en ovejas (Ashworth y col., 1989; Satterfield y col.,
2006). Los altos niveles plasméticos de P4 encontrados al dia 7 en estas ovejas
receptoras subnutridas prefiadas, se asocian con la mayor tasa de ovulacion en estos
animales (Articulo I1). Asimismo, las receptoras subnutridas que sufrieron mortalidad

embrionaria tardia, presentaron menores concentraciones plasmaticas de insulina y
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adiponectina que los animales subnutridos prefiados (Articulo 1l). La menor
concentracion de insulina en las receptoras con mortalidad embrionaria muestra que
esta hormona tiene un efecto importante en el éxito de la prefiez, actuando tal vez, a
través de receptores de insulina presentes en el endometrio de la oveja y/o a través de
receptores de IGF1 y/o regulando la funcién uterina (Fowden y col., 1989; Gluckman y
Pinal, 2003; Dupont y col., 2014). Ademas, se ha demostrado que la sintesis de P4 en
las células luteales es estimulada por la insulina (Wathes y col.,, 1995). Estos
mecanismos propuestos también podrian explicar el éxito de prefiez en ovejas
subnutridas. Por otro lado, la adiponectina sensibiliza los tejidos periféricos a la
insulina mediante el aumento de la captacién de glucosa y la oxidacion de los acidos
grasos en el musculo (Ye y col., 2013; Saremi y col., 2014), por lo que las bajas
concentraciones de adiponectina en ovejas subnutridas que sufrieron pérdidas
embrionarias, son consistentes con las bajas concentraciones de insulina en ese
grupo. La disminucién de esta hormona anabdlica en los animales subnutridos puede

Ser una estrategia para disminuir los requerimientos de energia (Articulo I1).

Es interesante notar que no se encontraron diferencias en las concentraciones de
insulina ni de progesterona al dia 18 entre las ovejas prefiadas subnutridas y ovejas
subnutridas con mortalidad embrionaria tardia, lo que sugiere que el ambiente
endocrino temprano (dia 7) podria haber condicionado el desarrollo del embrién en
ovejas subnutridas, lo que llevaria a la pérdida del embrién después del dia 18 de

prefez.

Subnutricidon y expresion génica en el tracto reproductivo

La mayor expresion génica de PR encontrada en los oviductos de los animales
subnutridos del experimento Ill, puede ser el resultado de una disminucién en la
regulacion negativa de la P4 de su propio receptor, ya que un menor contenido del PR
determinado por inmunohistoquimica y por ensayos de unién ha sido reportado
sistematicamente en (tero (Sosa y col.,, 2004; 2006). Los animales subnutridos
presentaron una menor expresion génica de IGF1 en Gtero e IGF2 en oviductos, lo que
podria comprometer la supervivencia embrionaria. El IGF1 se encuentra implicado en
el aumento de secrecibn de proteinas y nutrientes del endometrio, que ocurre
alrededor del estro (Miller y col., 1977). Por otro lado, como el ARNm de IGF2 se
encuentra localizado principalmente en la pared muscular (Wathes y col., 1998), la
menor expresion del transcripto de IGF2 encontrada en el oviducto de las ovejas
subnutridas puede alterar la motilidad y prevenir al embribn que sea transferido al

Gtero. Tomando en cuenta que la expresion el ARNm de IGF1 en utero fue mayor que
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en oviducto y la expresion del ARNm de IGF2 fue mayor en el oviducto que en el
Utero, y que el efecto de la subnutricién sobre estos transcriptos fue dependiente del
organo (IGF1 en Utero e IGF2 en oviducto), se sugiere un rol mas importante de IGF1
en el utero y de IGF2 en el oviducto (Articulo III).

Efecto local del Cuerpo Luteo

La expresion génica diferencial entre el lado ipsilateral y contralateral al CL
probablemente se debe al ambiente hormonal diferencial establecido por la
distribucion local de productos ovaricos al tracto reproductivo ipsilateral (Einer-Jensen
y McCracken, 1981; Weems y col., 1989; Wijayagunawardane y col., 1997). Como la
progesterona modula la accion de los estrégenos y su propia accibn mediante una
rapida reduccion de las concentraciones de ER y PR (Evans, y col., 1980), los bajos
niveles del ARNm de ER y PR encontrados en el oviducto ipsilateral, pueden deberse
a una alta concentracion local de P4. Los niveles de transcriptos de IGF2 también
fueron bajos en el oviducto ipsilateral, indicando una regulacién similar a la de los
ARNm de PR y ER, aunque una regulacion por factores locales también se ha
sugerido (Stevenson y Wathes, 1996). Estos cambios en la expresion génica pueden
ser importantes para la modulacién de la contraccion y secrecién oviductal, actuando
directamente o interactuando con varios otros genes expresados de manera diferente

en los oviductos ipsilateral y contralateral (Bauersachs y col., 2003).
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CONCLUSIONES

La mortalidad embrionaria asociada a la subnutricién (cuando embriones
de buena calidad son transferidos) se debe principalmente a efectos
sobre el ambiente materno, y no depende de la historia nutricional previa
del embrion (Articulo II).

Alteraciones en el estado metabdlico-materno y la expresién génica
hepatica debido a la subnutricion estan asociadas al éxito reproductivo
en ovejas (Articulos 1 y II).

La expresion de los IGF (IGF1 e IGF2) y PR en el tracto reproductivo
varia con la subnutricién y se encuentra afectado por la region y el lado

del tracto reproductivo respecto al cuerpo luteo (Articulo IlI).
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CONSIDERACIONES FINALES

El principal hallazgo de la presente tesis es que cuando se transfieren embriones de
buena calidad, las fallas reproductivas en los animales subnutridos se asocian
principalmente a factores maternos, y no a factores provenientes del embrién. De
acuerdo a nuestros resultados, un ambiente materno alterado en etapas tempranas del
desarrollo embrionario (al dia 7 post-estro), afecta las tasas de prefiez en etapas
posteriores del desarrollo (luego del dia 18). Nuestros resultados son consistentes en
sefalar cambios muy tempranos en la expresién génica de IGF1, IGF2 y PR en el
tracto reproductivo frente a un tratamiento nutricional, posiblemente mediados por las
modificaciones enddcrinas causadas por la subnutricién. Por tanto, estos resultados
comprueban que el tracto reproductivo ovino, es sensible a cambios nutricionales en
etapas tempranas del desarrollo embrionario, que pueden estar causando las fallas

reproductivas.

Si bien los resultados de esta tesis, logran responder algunas preguntas interesantes,
los resultados obtenidos son un punto de partida para nuevos estudios sobre los
efectos de la subnutricion sobre la interrelaciéon entre el ambiente materno y el
embrion. A pesar de no haber encontrado diferencias en las tasas de prefiez debido a
la historia nutricional del embrién (madre donadora), seria relevante determinar si la
subnutriciébn afecta la expresion de genes embrionarios, tanto relacionados a su
desarrollo como su metabolismo. La asociacion encontrada entre la mortalidad
embrionaria tardia y los menores niveles de progesterona e insulina durante la fase
luteal temprana, abren nuevas interrogantes: pasado el reconocimiento materno,
¢ difiere la morfologia y la biologia molecular del embrién y el ambiente uterino entre
animales que logran mantener la prefiez y animales que sufren mortalidad

embrionaria?.

Comprender las bases moleculares de las alteraciones en la comunicacién madre-
embrién durante la subnutriciéon, podria contribuir en un futuro a desarrollar estrategias
para asegurar una sincronia entre el ambiente materno y el embrién durante ese
periodo, y mejorar las tasas de supervivencia embrionaria, y la eficiencia productiva

ovina.
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