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RESUMEN

La coordinacién del ciclo reproductivo, incluyendo la adecuada duracién del
proestro es un proceso decisivo en la fertilidad, sin embargo, su extension es reducida en
la mayoria de los protocolos de IATF. El objetivo del presente trabajo fue comparar el
efecto de tres protocolos de sincronizacion de la ovulacién, dos con proestro corto y uno
con proestro extendido, sobre el didmetro méaximo del foliculo dominante (DFM), el
didmetro del cuerpo liteo, las concentraciones séricas de hormonas esteroideas (E» y Ps)
y la expresion proteica de diferentes receptores de hormonas esteroides (ESR1, ESR2 y
RP) determinada por inmunohistoquimica indirecta a nivel endometrial. Los protocolos
hormonales se llevaron a cabo en 30 vacas Aberdeen Angus sin cria al pie, con un
postparto mayor a 90 dias y una condicion corporal promedio > 3.5 (escala de 1 a 5) que
fueron asignadas en forma aleatoria a cada uno de los protocolos de IATF en estudio. Se
obtuvieron muestras de sangre al inicio y final del proestro y durante la fase ldtea. Se
determind la concentracion sérica de estrogenos y progesterona. Se detectaron diferencias
significativas en la concentracién de P4 durante el diestro entre los grupos estudiados,
siendo mayores las concentraciones halladas en el grupo I (4,44 £ 0,79 ng/ml) de proestro
extendido en relacién a los grupos II (1,59 + 0,79 ng/ml) y grupo III (3,25 + 1,10 ng/ml)
con tiempos de proestro corto (p<0.05). No se encontraron diferencias (p<0.05) en las
concentraciones de E> durante la fase folicular en los grupos I de proestro extendido
(13,46 + 3, 57 pg/ml), II de proestro corto (8,99 + 1,54 pg/ml) y en el grupo III que recibi6é
cipionato de estradiol (14,08 + 2,18 pg/ml).

Por otra parte, tampoco se observaron diferencias entre los grupos en estudio con

respecto al didmetro del CL (p>0.05). En la deteccién inmunohistoquimica de receptores
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de hormonas esteroides (ESR1, ESR2 y RP) no hubo diferencias estadisticas en la
inmunomarcacion entre los 3 protocolos analizados.

Nuestro trabajo permiti6 evaluar el efecto de diferentes programas de IATF sobre
parametros de importancia para la biologia reproductiva de los bovinos, como son el
estatus endocrino, las caracteristicas ecograficas del ovario en la fase folicular y lutea, y
la expresion de los receptores endometriales de las hormonas esteroides sexuales.

En base a los resultados obtenidos se podria inferir que el uso de protocolos que
prolongan el tiempo de proestro podrian estar asociado a mayores concentraciones séricas
de P4, sin embargo, no se encontraron diferencias en el ambiente endometrial en relacién
a la expresion proteica de los receptores de hormonas esteroides en el periodo

preimplantacional.

Palabras Claves: IATF, endometrio, proestro, foliculo
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SUMMMARY

The coordination of the reproductive cycle, including an adequate duration of proestrus,
is a decisive process in fertility; however, its extent is reduced in most FTAI protocols.
The objective of the present work was to compare the effect of three ovulation
synchronization protocols, two with short proestrus and one with extended proestrus, on
the maximum diameter of the dominant follicle (DFM), the diameter of the corpus luteum,
the serum concentrations of hormones steroid hormones (E» and Ps) and the protein
expression of different steroid hormone receptors (ESR1, ESR2 and RP) determined by
indirect immunohistochemistry in the endometrium. The hormonal protocols were carried
out in non-suckling Angus cows 30 Aberdeen Angus cows, with a postpartum period
greater than 90 days and an average body condition > 3.5 (scale of 1 to 5) that were
randomly assigned to each of the protocols of FTAI under study. Samples were obtained
at the beginning and the end of the proestrus and every 72 hours during the luteal phase.
The serum concentration of estrogens and progesterone were determined. Significant
differences were detected in the concentration of P4 during diestrus between the groups
studied, with the highest concentrations were found in group I (4.44 + 0.79 ng/ml) of
extended proestrus in relation to groups II (1 .59 +0.79 ng/ml) and group III (3.25 £ 1.10
ng/ml) with short proestrus period (p<0.05). No differences (p>0.05) were found in E>
concentrations during the follicular phase in group I extended proestrus (13.46 + 3.57
pg/ml), group II short proestrus (8.99 + 1.54 pg/ml) and in group III that received estradiol
cypionate (14.08 + 2.18 pg./ml).

On the other hand, no differences were observed between the study groups with respect

to CL diameter (p>0.05). In the immunohistochemical detection of steroid hormone
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receptors (ESR1, ESR2 and PR) there were no statistical differences in immunostaining
between the 3 protocols analyzed.

Our work allowed us to evaluate the effect of different FTAI programs on parameters of
great importance for the reproductive biology of bovines, such as endocrine status,
ultrasound characteristics of the ovary in the follicular and luteal phase, and the
expression of endometrial receptors of sex steroid hormones.

Based on the results obtained, it could be inferred that the use of protocols that prolong
the time of proestrus could be associated with higher serum concentrations of P4;
however, no differences were found in the endometrial environment in relation to the

protein expression of the steroid hormones receptors in the preimplantation period.

Keywords: FTAI, endometrium, proestrus, follicles
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l.INTRODUCCION




1.1. Resefa del problema

En los udltimos afios, los avances en el drea de la fisiologia reproductiva bovina han jugado
un papel fundamental en el mejoramiento de la produccién pecuaria. Las biotecnologias
reproductivas que permiten sincronizar el celo y la ovulacion en el ganado han maximizado el
empleo de la inseminacién artificial (IA) en los bovinos y su incorporacién produjo un avance
genético y productivo en los sistemas ganaderos. La capacidad de sincronizar con éxito una onda
folicular y la ovulacion se ha hecho mas eficiente, y en consecuencia, las tasas de prefiez mediante
inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) se aproximan a las tasa de TA después del estro
espontaneo (Dickinson y col., 2016).

La duracién del proestro es un proceso fisiolégico reproductivo decisivo para la fertilidad, y
en la vaca el tiempo normal de duracién es de 72 a 96 horas (Binelli, 2014). Sin embargo, su
duracion se reduce en la mayoria de los protocolos de IATF debido a la administracién de un
agente inductor de la ovulacién al momento o después del retiro del dispositivo intravaginal de
progesterona (DIV). Por lo tanto, muchos protocolos de IATF disponen de un intervalo de proestro
reducido que podria disminuir la fertilidad (Dadarwal y col., 2013).

Trabajos previos (Bo y col., 2018; Bridge y col., 2012; Whittier y col., 2013) han demostrado
que la prolongacién del tiempo de proestro incrementa la proporcion de hembras prefadas a la
IATF y reduce la mortalidad embrionaria temprana. Estos efectos pueden ser debidos tanto a los
efectos preovulatorios de los estrégenos como postovulatorios de la progesterona (P4) (Binelli y
col,, 2014).

Las concentraciones séricas de estradiol (E2) durante el proestro y de P4 durante el diestro
siguiente no solo regulan, sino que también afectan la receptividad y la fertilidad del endometrio
(Pugliesi y col., 2014). En la actualidad el ambiente uterino ha sido definido como fundamental

para asegurar una adecuada interaccion cito-molecular hasta el periodo preimplantacional



proporcionando asi un correcto reconocimiento y mantenimiento de la gestacion (Mesquita y col.,
2014).

Los mecanismos fisiolégicos que intervienen en la disminucién de la fertilidad estdn
condicionados por el efecto del ambiente hormonal del foliculo dominante en el proestro anterior
de la IATF, el cual ejerce su influencia tanto sobre la competencia de los ovocitos, como asi
también a nivel del entorno uterino materno (Bridges y col., 2021).

En consecuencia, la modificacién del tiempo de proestro puede influenciar la fertilidad a
través de numerosos mecanismos bioquimicos (Binelli y col., 2014), resaltando la importancia del
entorno endocrino durante el crecimiento y la maduracién del foliculo ovulatorio (Dadarwal y col.,
2013). Los ovocitos deben tener la oportunidad de completar su maduracién celular durante las
etapas finales del desarrollo que ocurren dentro del foliculo preovulatorio (Dickinson y col., 2016).
Sumado a esto, después de la ovulacién, la formacién y establecimiento de un cuerpo liteo (CL)
funcional con capacidad de sintetizar cantidades adecuadas de P4 es esencial para el
establecimiento de la futura prefiez (Dickinson y col., 2016). Sin embargo, los mecanismos
celulares y moleculares a través de los cuales la fertilidad es afectada en repuesta a la manipulacién
de la duracién del tiempo de proestro atin no estdn entendidos en su totalidad (Binelli y col., 2014).

Por esta razén el estado fisiolgico del foliculo preovulatorio, antes de la IATF, afecta en
gran medida los conceptos enumerados anteriormente y tiene un impacto importante en el

establecimiento y el mantenimiento de la prefiez en los bovinos (Dickinson y col., 2016).

1.2. Hipotesis
Como hipdtesis proponemos que la prolongacion del periodo de proestro influye de manera
positiva sobre el ambiente endometrial generando un medio uterino mdas propicio para la

supervivencia del embrion a través de una correcta nutricion histotréfica, la expresion de proteinas



y receptores que facilitan una adecuada comunicacién celular entre el entorno embrién-endometrio
y que esto se traduce en mejoras sustanciales en las tasas de fertilidad obtenida a través de la
implementacién de protocolos hormonales de sincronizacion de la ovulacidn.

A partir de los hallazgos obtenidos, determinaremos de qué manera los distintos programas
de IATF comerciales evaluados podrian contribuir a la obtencién de una mayor tasa de prefiez por

favorecer un entorno endocrino mas propicio para la sobrevida del concepto bovino.

1.3. Objetivos establecidos

1.3.1. General:

Estudiar el efecto de la duracién temporal del proestro, tamafio folicular y concentraciones de
hormonas esteroideas sobre la expresion de receptores de progesterona (RP) y estrégeno (RE) a
nivel endometrial en el periodo preimplantacional (dia 15 posovulacién) en vacas para carne

incluidas en tres programas comerciales de IATF.

1.3.2. Especificos:

a. Evaluar la dindmica ovérica por ultrasonografia trans-rectal durante el periodo de proestro,
estro y fase litea en respuesta a tres programas de IATF.

b. Analizar las concentraciones séricas de hormonas esteroideas durante el proestro y luego
de la ovulacion en diferentes protocolos de inseminacion artificial.

¢. Investigar la influencia de las concentraciones séricas de las hormonas ovaricas sobre la
expresion endometrial de ESR1, ESR2 y RP en vacas para carnes.

d. Determinar las correlaciones posibles entre los niveles hormonales de Ez, P4, didmetro
folicular, didmetro del CL y la expresion de los ESR1, ESR2 y RP evaluados a nivel

endometrial.
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2.1. Ciclos reproductivos

En el ciclo reproductivo, las génadas cumplen un doble papel, ya que sintetizan las
hormonas esteroides sexuales y producen las gametas. Las hormonas esteroides sexuales cumplen
un rol fundamental sobre las funciones de todo el organismo en general, y en particular en la
regulacion de la gametogénesis, en la funcidn de los 6rganos reproductores y en la expresion de
los caracteres sexuales secundarios. Su regulacion endocrina depende de las gonadotropinas
hipofisarias (Garcia Sacristan, 2018). Los bovinos presentan un ciclo estral con una duracién
media de 21 dias, que es dirigido por los estrégenos foliculares y la P4 sintetizada por las células
del CL. Los cambios en los perfiles hormonales durante el ciclo estral permiten el desarrollo
folicular y la ovulacién, la receptividad de la hembra para el apareamiento (estro) y la preparacion
del utero para la gestacion. En el tutero, la comunicacion intercelular requiere de la integracion de
sefales hormonales de los ovarios y del embrién, que a su vez depende de la expresion especifica
de los receptores de esteroides en las células y tejidos (Kimmins y Maclaren, 2001).

La dindmica folicular durante el ciclo estral acontece en ondas de crecimiento folicular que
se superponen entre ellas. En cada una de estas ondas se desarrolla un foliculo dominante que
limita el crecimiento de los demds foliculos y que, segtn el perfil hormonal imperante y la cantidad
dias del ciclo estral, serd el que alcance la ovulacién (Garcia Sacristan, 2018).

La onda folicular incluye tres procesos:

a) Reclutamiento: de todos los foliculos que se encuentran en el ovario, un grupo comienza a crecer
bajo la accion de la FSH.
b) Selecciéon: de ese grupo de foliculos que comenzd a crecer, s6lo uno logra continuar su

crecimiento adquiriendo receptores para LH.



¢) Dominancia: el foliculo seleccionado secreta estrégenos en mayor cantidad, originando el
feedback positivo para la liberacion del pico de LH; ademds, secreta inhibina, que por
retroalimentacidén negativa sobre la hipdfisis disminuye la liberacion de FSH. De esta manera, el
resto de los foliculos que habian comenzado a crecer se atresian, como consecuencia de la falta de

FSH (Adams y col, 2008)).

En cada ciclo estral, los bovinos tienen 2 o 3 ondas foliculares, que consisten en un grupo
de foliculos antrales en crecimiento > 4 mm de didmetro de los cuales se selecciona un foliculo
dominante, mientras que los foliculos restantes se vuelven subordinados y sufren atresia. En los
ciclos estrales de 2 y 3 ondas, la aparicion de la primera onda folicular ocurre el dia de 1a ovulacidn,
mientras que la segunda onda emerge el dia 9 o 10 en los ciclos de 2 ondas, y el dia 8 0 9 en ciclos
de 3 ondas, con una tercera onda emergiendo el dia 15 o 16. La duracién del ciclo estral es de

aproximadamente 20 dias en ciclos de 2 ondas y 23 dias en ciclos de 3 ondas (Colazo y col., 2014).

2.1.1. Tiempo de Proestro

El proestro se define como el periodo del ciclo estral comprendido desde la lutedlisis del
ciclo anterior, hasta la aparicion del estro y se caracteriza por una alta concentracion sanguinea de
E>, mayor secrecion pulsétil de LH, cambios anatomo-fisioldgicos en el tracto reproductivo y
crecimiento del foliculo preovulatorio (Dickinson y col., 2016). Los niveles de E> comienzan a
disminuir antes del pico preovulatorio de LH. Luego de ocurrida la ovulacién comienza el periodo
de metaestro, durante el cual se desarrolla un nuevo CL funcional. Esta fase se caracteriza por
presentar niveles circulantes bajos tanto de P4 como de E; en sangre periférica y el edema de la
mucosa y la contractilidad de la musculatura lisa uterina desaparece. Durante el diestro, hay altos

niveles de P4 y niveles bajos de Ez, las células epiteliales endometriales son planas pero las



glandulas uterinas se encuentran altamente activas secretando leche uterina o histotrofo (Mitko y
col., 2008).

Los estudios de Bridges y col. (2010) pusieron en evidencia un efecto importante del
tiempo del proestro en la fisiologia reproductiva de la vaca; explicaron la relacién entre las
concentraciones preovulatorias de E; y la regresion prematura del CL. Describieron que un 80%
de las vacas que tenian concentraciones preovulatorias de E> menores de 10 pg/ml presentaron CL
de vida media més corta y tuvieron pérdidas embrionarias tempranas. Ademads, este autor en un
trabajo posterior (Bridge y col., 2012) establecié que las concentraciones preovulatorias reducidas
de E> en vacas con un proestro corto son la causa del aumento de la incidencia de fases liteas
cortas.

En otro estudio, Mann y Lamming (2000) demostraron en vacas para carne que los
animales con concentraciones menores de E» durante el proestro y al momento del estro son mas
propensos a experimentar una lutedlisis prematura durante la fase litea posterior. Por lo tanto, la
falta de manifestacion del estro, que se ha asociado con las concentraciones bajas de E> durante el
proestro, podria haber influido en la fertilidad de las vacas al alterar la motilidad de los
espermatozoides o precipitado la aparicion de lutedlisis tempranas en el diestro subsiguiente.

Las vacas que se presentan en celo el dia de la IATF generalmente tienen una mejor
sincronizacion del tiempo de ovulacién, lo que favorece la prefez. Filho y col. (2011) observaron
que los animales que exhibieron celo al momento de la IA también tenian foliculos mas grandes,
y que el efecto del celo sobre la tasa de prefiez a la IA esté relacionado con el aumento del didmetro
del foliculo dominante y la sincronizaciéon del momento de la ovulacion. Es probable que mayores
concentraciones de E; endogeno en los animales que manifestaron celo, podrian haber influido en

el ambiente uterino y en la fase lutea subsiguiente (Filho y col., 2011).



Los primeros reportes de protocolos hormonales con tiempo extendido de proestro fueron
publicados por Bridge y col. (2008). Estos nuevos protocolos hormonales de IATF que incluyen
una prolongacién en el tiempo de duracién del proestro afectan en forma positiva la fertilidad.
Especificamente, actdan estimulando el crecimiento del foliculo preovulatorio, extendiendo el
tiempo de exposicion de los ovarios y el ttero a los E> después de la regresion de CL (Binelli y
col,, 2014).

Estos nuevos protocolos se caracterizan por un periodo de permanecian del DIV de P4 mas
corto (5 dias versus 7 dias) y un proestro més largo (48 hs. versus 72 hs) los cuales estimulan del
crecimiento y la funcién endocrina del foliculo preovulatorio. Las consecuencias son periodos mas
largos en ausencia de P4 litea, periodos mas largos en presencia de E» folicular, concentraciones
de E> preovulatorias mds altas y una mayor proporcién de vacas que presentan celo al momento
de la TA. Ademads, la ovulacion de foliculos mas grandes conduce a la formaciéon de CL mas
grandes y funcionales, capaces de producir mayores cantidades de P4 durante el diestro (Forde y
col., 2009). Los estrégenos coordinan una serie de procesos fisiolégicos que son esenciales para
el establecimiento de la gestacion en el ganado (Jinks y col., 2013)

Perry y col. (2005) menciona que la manifestacién del celo en la vaca puede servir como
un biomarcador de concentraciones adecuadas de E> que se asocian a una mejor fertilidad. Por lo
tanto, las vacas que manifiestan celo pueden haber alcanzado las concentraciones de E> necesarias
para preparar adecuadamente las células foliculares para su proceso de luteinizacion
independientemente del tamafio folicular, generando un ambiente uterino mas propicio para la
sobrevida del embrion en el periodo de nutricion histotréfica anterior a la implantacion (Perry y
col., 2005). El microambiente de un foliculo preovulatorio es unico en relacion con otros foliculos

y una caracteristica distintiva es la secrecion alta de E2 (Forde y col., 2009). Por otro lado, mayores



concentraciones plasmaticas de E» el dia de la IA aumentan la probabilidad de prefiez el dia 29 tal
como lo demuestra el trabajo de Lépez y col. (2007).

La tasa de prefiez en los bovinos para carne por IATF se asocia positivamente con la
duracion del proestro y el aumento de las concentraciones séricas de E> al momento de la IATF.
Los protocolos de sincronizacion de la ovulacién que aumentan la duracidn del proestro influyen
en el ambiente folicular y uterino al aumentar las concentraciones séricas de E> en el estro y de P4
durante la siguiente fase liatea (Dickinson y col., 2016).

La modificacion del tiempo y concentracion de esteroides ovaricos durante el proestro y el
diestro temprano pueden afectar el endometrio. Este tejido expresa receptores para E> y P4, y estas
hormonas cambian la funcién endometrial al apoyar el crecimiento del concepto y el
mantenimiento de la gestacion. Sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares especificos
a través de los cuales la fertilidad se ve afectada mediante manipulaciones del proestro no se
conocen totalmente (Binelli y col., 2014). Davoodi (2016) investigd la asociacién entre la
expresion de celo en el momento de la IA con expresion de genes criticos en el endometrio durante
el periodo de preimplantacion. Las vacas que expresaron celo cerca de la IA tuvieron una mejora
significativa en el perfil de expresiéon de genes relacionados con la supresion del sistema
inmunoldgico materno local y la adhesion entre las células epiteliales endometriales y el embridn,
ademds de inhibir parcialmente la maquinaria de ARNm para la sintesis de PGF2a.

El E; tiene ademads un papel directo en la regulacion de la fisiologia uterina. También se ha
planteado la hipétesis de que el aumento del E2 sérico mejora el éxito de la fertilizacion a través
de un aumento en el transporte de gametas masculinas al sitio de fertilizacién y que mejora la
regulacion de los cambios en el pH uterino alrededor del inicio del estro (Larimore y col., 2015).
Las altas concentraciones de E: y la exposicion prolongada al E> durante el proestro y el estro dan

como resultado la expresion de glicoproteinas dependientes de estrogenos del oviducto, que han
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sido implicadas en cambios en el transporte de espermatozoides, el ambiente uterino y la
fertilizacién de los ovocitos tal como los menciona Buhi (2002). Esta exposicion previa a los Ez
pueden ser importante para inducir la expresion de los RP a nivel endometrial y reducir la sintesis
de receptores de oxitocina (RO) para evitar lutedlisis prematuras que generan ciclos sexuales mas

cortos (Mann y Lamming, 2000)

2.2. Histofisiologia uterina

2.2.1. Utero
El ttero es un 6rgano muscular hueco constituido por tres partes: los cuernos uterinos, el

cuerpo y el cérvix. Embriologicamente se desarrolla partir de los conductos de Miiller y esté
constituido por tres capas histologicas: (a) la mucosa-submucosa o endometrio, (b) la capa
muscular o miometrio, y (c) la serosa o perimetrio (Dellman, 2006). El ttero es la estructura dentro
de la cual se implanta el embrion para desarrollarse durante la gestacion (Garcia Sacristan, 2018).
2.2.2. Endometrio

El endometrio de los rumiantes tiene un recubrimiento celular de tipo columnar simple
(figura 1). Presenta la particularidad de que sus capas mucosa y submucosa son continuas, sin un
limite preciso entre ambas porque la ldmina muscular (que separa estas tinicas en otros 6rganos
tubulares) estd ausente en este tejido (Dellman, 2006). El endometrio bovino es un tejido
constituido por dos biotipos celulares, las células endometriales epiteliales y las células estromales,
que tienen caracteristicas morfofisioldgicas distintas (Lenis Sanin y col., 2010).

El endometrio bovino es un tejido endocrino complejo altamente especializado, donde las
células endometriales epiteliales y estromales contribuyen a la regulacion del ciclo estral bovino
(Lenis Sanin y col., 2010). El epitelio endometrial consta tanto de células ciliadas como de células

secretoras, las cuales producen el moco estral (Mitko y col., 2008).
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(tejido
conjuntivo)

Figura 1. Corte histoldgico de ttero bovino. Tincién hematoxilina eosina.

Foto cedida por Dr. Matias Belotti, LBCMA, ICiVet-Litoral (UNL-CONICET)

2.2.3. Glandulas endometriales

Las gldndulas endometriales son estructuras tubulares ramificadas, revestidas de un epitelio
cilindrico, que desembocan en la superficie del endometrio con excepcion de las dreas carunculares
(Hafez, 2002). Las glandulas del endometrio alcanzan su mdximo desarrollo y actividad secretora
durante la fase ldtea bajo influencia de los altos niveles sistémicos de P4, para luego sufrir regresion
durante el periodo de dominancia folicular o proestro (Bacha y col., 2000). Durante las primeras
dos semanas de gestacion, el concepto depende exclusivamente del medio intrauterino creado por
las secreciones endometriales y/o las moléculas transportadas hacia la luz uterina; ya que no tiene
acceso al suministro de sangre materna (Spencer y col., 2008). Por lo tanto, su crecimiento depende
de una composicién 6ptima del liquido uterino provistas por las secreciones de las glandulas
uterinas (Bridges y col., 2013).

El liquido uterino o histotrofo estd constituido principalmente por proteinas séricas y
pequenas cantidades de proteinas especificas del utero (Hafez y Hafez, 2002). Su volumen y

composicion bioquimica presentan variaciones que se ajustan al ciclo estral en especial durante la
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fase ldtea donde las glandulas se encuentran altamente activas secretando histotrofo (Mitko y col.,
2008). Por lo tanto, el endometrio uterino juega un papel central en el contexto de la comunicacién
materno-embrionaria temprana necesarias para el correcto establecimiento de la prefiez (Dorniak

y col., 2013).

2.3. Establecimiento y mantencion de la prenez.

La supervivencia embrionaria es un factor importante que afecta la produccion y la eficiencia
econdmica en los sistemas de produccion de leche y de carne. En vaquillonas, vacas para carne y
vacas de leche de baja a media produccidn, la tasa de fertilizacion es alta, y la media se encuentra
entre el 90% y el 100% (Diskin y col., 2008). Las interacciones entre el concepto y el ttero en los
rumiantes son complejas e involucran una seria delicada de cambios moleculares que deben ser
orquestados en forma espacial y temporal (Dorniak y col., 2013). Pequefias modificaciones de este
delicado balance pueden conducir a pérdidas embrionarias, la gran mayoria de las mismas ocurren
durante las primeras 3 semanas postconcepcion, particularmente durante el periodo

preimplantacional (Dickinson y col., 2016).

2.3.1. Reconocimiento de la gestacién en bovinos

El establecimiento de la gestacién en los rumiantes domésticos (ovejas, vacas, cabras)
comienza en la etapa de concepcion e incluye el reconocimiento materno de la gestacion, la
implantacion y la placentacion (figura 2). En las hembras bovinas, el cigoto alcanza el utero a los
3-5 dias, en el estadio de mérula (16 células). Es muy importante para la supervivencia del cigoto
que este periodo no varie, ya que el ttero tiene que estar bajo la influencia de la P4 producida por
el CL, para acondicionar y preparar la llegada del cigoto (Dorniak y col., 2013). La mérula ingresa

al utero y forma un blastocito que contiene una masa celular interna y un blastocele o cavidad
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central rodeada por una monocapa de trofoectodermo. Después de la eclosion de la zona peldcida
(dias 8 a 10), el blastocito crece lentamente en forma tubular u ovoide y pasa a denominarse
concepto (embridén/feto y membranas extraembrionarias asociadas) (Dellman, 2006). En los
bovinos la implantaciéon del embrién comienza a producirse alrededor de la tercera semana de
gestacion. Y a diferencia de los primates y roedores, la implantacion en esta especie es tardia y es
necesaria que la elongacion de las capas trofoblasticas del concepto ocupen todo el cuerno gestante
(Bauersachs y col., 2006). El proceso de elongacion es vital en el desarrollo embrionario para
expandir la superficie de contacto del concepto con los tejidos maternos y asi asegurar un
intercambio vascular correcto después de la implantacién (Forde y col., 2011). La incapacidad del
embrién para alargarse de manera Optima indudablemente da como resultado la pérdida
embrionaria y se cree que contribuye significativamente a la falla reproductiva en el ganado

(Sanchez y Lonergan, 2019) (figura 2).

Deslradial
{pgimi)

w B
{ng/mi}

| I I
B

12 16 20

Days after mating

Figura 2. Eventos del desarrollo embrionarios en la oveja. Este esquema resume los cambios relativos en
el desarrollo del embrién / blastocito después de la fertilizacion en relacién con la ubicacion en el tracto
reproductivo y los niveles circulantes de hormonas esteroides ovéricas. Tomado de Spencer, 2004.
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2.3.2. Interferdn tau

El reconocimiento materno de la gestacion es el proceso fisiolégico en el cual el embridn,
mediante sefiales moleculares como la secrecion de interferén tau (IFN-t), anuncia su presencia en
el tracto reproductivo materno, con el fin de evitar que se desencadene el mecanismo luteolitico
ejercido por la prostaglandina-F2a (PGF-2a) sobre el CL, prolongando la vida de éste y
garantizando la produccion de P4 necesaria para el correcto mantenimiento de la prefiez (Lopez y
col., 2008).

El IFN-t ha sido identificado como la mayor sefal proteica de origen embrionario de
reconocimiento de la gestacion que previene la iniciacion de la lutedlisis (Hafez, 2000). La maxima
produccién de IFN-t ocurre el dia 17 y coincide con el reconocimiento materno de la gestacion
(Bauersachs y col., 2006). El IFN-t actia como una citoquina paracrina en el endometrio luminal
y en el endometrio glandular para suprimir la transcripcién de los genes del receptor de estrégenos
alfa (ESR1) y del receptor de oxitocina (RO), anulando asi el desarrollo del mecanismo luteolitico

endometrial (Spencer y col., 2004).

2.3.3. Implantacion y pérdidas embrionarias tempranas

La implantacién del embrién tiene lugar después de la segunda semana de gestacion a
través de la formacion de una placenta sinepiteliocorial mediante un proceso de placentacién
relativamente no invasivo que ocurre una vez que el embrion ha sufrido el proceso de elongacion
y llena todo el cuerno uterino gravido (Bauersachs y col., 20006).

En los mamiferos el crecimiento y la supervivencia del feto depende exclusivamente de la
placenta, conformada por tejidos maternos y fetales. (Roa y col., 2012). La placenta es un 6rgano

transitorio que permite intercambios fisioldgicos y minimiza las posibilidades de rechazo del
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embridn por el sistema inmune materno, de esta manera permite alcanzar el adecuado desarrollo y
crecimiento del embridn en las primeras etapas de su ontogenia (Galosi y Barbeito, 2010).

Los rumiantes poseen una placenta cotiledonaria (figura 3), en la cual las vellosidades
coridnicas forman estructuras discretas denominadas cotiledones. El cotiledén es un conjunto de
vellosidades con abundantes vasos sanguineos y tejido conectivo que se unen a dreas avasculares

del endometrio, denominadas carinculas, y en conjunto forman los placentomas (Galosi y

Barbeito, 2010).

Figura 3. Placenta cotiledonaria en bovinos. 1. Las flechas negras sefialan placentomas. Las flechas
blancas sefialan placas amni6ticas. CU: Cordon umbilical. 2. Placentomas de bovino. A: Cartncula, B:
Cotiledén. Tomado de Galosi y Barbeito, 2010.

Las primeras semanas de gestacion constituyen un periodo critico, siendo este cuando se
producen la mayoria de las pérdidas embrionarias (Garcia Sacristdn, 2018). Una vez realizada la
implantacion, se desarrolla plenamente la placenta sinepiteliocorial. Alrededor del dia 21 los
aportes nutritivos comienzan a realizarse por via sanguinea, nutricion hemotréfica, reemplazando
a la histotréfica inicial de las glandulas uterinas (Garcia Sacristan, 2018).

La tasa de fertilizacidon en bovinos para carne y leche es elevada cuando la inseminacién
ocurre en el momento apropiado en relacién con la ovulacién, por lo cual su fracaso parece
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representar s6lo una proporcién menor de las pérdidas reproductivas (Bridges y col., 2013). Estas
pueden deberse tanto a fallas en la correcta fecundacion del ovocito como asi también pérdidas
embrionarias que ocurren durante la gestacion. Las pérdidas embrionarias tempranas y tardias se
producen durante las primeras semanas de gestacion, principalmente entre los dias 8 y 21 después
de la fertilizacién (Bridges y col., 2012). La caracterizacién de los mecanismos moleculares de
fijacion e implantacion del embrién bovino son muy importantes para la identificacion de posibles
causas de mortalidad embrionaria temprana durante el periodo de implantacién (Bauersachs y col.,
2006).

El establecimiento de la prefiez en los bovinos depende de una correcta respuesta
inmunitaria materna para permitir eliminar los agentes patégenos en caso de infeccién, y al mismo
tiempo proporcionar un entorno adecuado para el desarrollo embrionario (Oliveira y col., 2013).

Las causas potenciales de estas pérdidas gestacionales estan relacionadas con 3 sucesos

bioldgicos propios de la fisiologia reproductiva de los bovinos y que fueron descriptos por Bridges
y col. (2013). Este autor las clasifica en 3 causas bésicas que a saber son:

A. Funcién oviductal

B. Maduracién del ovocito

C. Deficiencias uterinas. Dentro de este grupo se citan las siguientes

a) Falla de los esteroides ovdricos para provocar la regulacién secuencial adecuada de los
procesos celulares en el endometrio uterino.

b) Alteraciones en las poblaciones de receptores de esteroides y la correcta regulacion
progresiva de los genes endometriales responsables de nutrir al embrién y preparar el
endometrio para que sea receptivo.

¢) La incapacidad del utero para responder a las sefiales embrionarias relacionadas con el

reconocimiento materno de la gestacion en el momento apropiado.
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2.4. Hormonas ovdricas esteroides y su relaciéon con el ambiente uterino

El ciclo sexual representa el patrén ciclico de actividad ovarica que facilita que las hembras
pasen de un periodo de no receptividad a un periodo reproductivo activo que permita el
apareamiento y el posterior establecimiento de la gestacién (Forde y col., 2011).

Los bovinos son animales poliéstricos y presentan conducta de celo aproximadamente cada
21 dias. El ciclo estral estd regulado por las hormonas del hipotdlamo (hormona liberadora de
gonadotropinas; GnRH), la pituitaria anterior (hormona foliculo estimulante; FSH y hormona
luteinizante; LH), los ovarios (P4, estr6genos e inhibina) y el dtero (PGF2,) (Forde y col., 2011).
Ademads, las hormonas ovdricas tienen una importante funcion en la regulacién del metabolismo
uterino. El endometrio tiene una intensa actividad bioquimica metabolizando carbohidratos,
lipidos y proteinas para satisfacer los requerimientos de nutricién celular, proliferacién
endometrial y nutricién del embrion (Hafez, 2002).

Las caracteristicas histolégicas del endometrio varian en cada etapa del ciclo estral; estas
variaciones dependen principalmente de los niveles circulante de E; y P4. Los estrégenos provocan
la proliferacién de la mucosa durante la fase folicular y la sintesis de receptores de P4, de esta
manera los estrégenos preparan el dtero para la etapa secretora dominada por la P4+ (Espejel y
Medrano, 2017).

Para facilitar la progresion de los eventos necesarios para la correcta supervivencia y
crecimiento del concepto, se requiere una estrecha coordinacion y comunicacién entre los
esteroides ovéricos, Ez y P4 el endometrio y el embrién (Bridges y col., 2013). Los cambios en las
concentraciones séricas de las hormonas esteroides son critico durante este periodo ya que afectan
la capacidad del endometrio para recibir y mantener el concepto (Davoodi y col., 2016). Las
modificaciones en la morfologia celular del endometrio bovino ocurren durante el ciclo estral y al

comienzo de la prefiez (Wang y Mann, 2002). Estos cambios comprenden una fase proliferativa,
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que acontece durante el proestro y estro, y una fase secretoria que coincide con el periodo de
actividad ldtea, metaestro y diestro, bajo influencia de la P4 (Espejel y Medrano 2017).

La fase proliferativa, que acompana el desarrollo de un foliculo dominante, se caracteriza
por un aumento progresivo del grosor del endometrio. Estos cambios son debidos a un aumento
de la vascularizacién y a un notable incremento de la tasa de mitosis que sufren las células
endometriales. A nivel luminal las células epiteliales se vuelven mads ciliadas y en el estroma ocurre
un aumento en la ramificacién de las glandulas uterinas (Wang y Mann, 2007). Al final de esta
etapa, el estroma se vuelve denso, las glandulas son mds grandes, alargadas y presentan un trayecto
sinuoso y el epitelio es de tipo pseudoestratificado (Espejel y Medrano 2017).

La fase secretora es el periodo en el que el CL es funcional y secreta Ps; el endometrio
alcanza su maximo espesor, los vasos sanguineos se agrandan notablemente, y las gldandulas
adquieren capacidad secretora (Espejel y Medrano, 2017). Durante el inicio de la fase secretora,
el citoplasma basal de las células que recubren el epitelio de las gldndulas estromales se vacuolizan
con la acumulacién del material secretor. Posteriormente a medida que avanza la fase secretora,

estas son excretadas y llenan el lumen de las glandulas del estroma (Wang y Mann, 2002).

2.4.1. Estrégenos

El estro se define como el periodo en el que 1a hembra es sexualmente receptiva y se debe al
aumento de las concentraciones circulantes de E> en un momento en que las concentraciones de
P4 son bajas. El comportamiento del estro estd modulado por la accién directa de los estrégenos
en el hipotdlamo y la concentraciéon de E: estd directamente relacionada con el didmetro del
foliculo ovulatorio (Perry y col., 2007) Ademas, se ha sugerido que la progresion de los eventos
requeridos para el crecimiento, la elongacidn, supervivencia y nidacion del embrion estan

influenciados por la coordinacién de los procesos endocrinos que conducen a una disminucién en

19



las concentraciones de P4 y un aumento en las concentraciones de E; antes del inicio del estro (B6
y Cedeiio, 2018).

Las alteraciones del entorno molecular a nivel uterino en animales que presentan
concentraciones séricas reducidas de E» antes de la ovulaciéon pueden manifestarse en etapas
posteriores, como durante las fases iniciales del reconocimiento materno de la gestacion, afectando
la capacidad para mantener la prefiez. Estos cambios pueden indicar alteraciones en la funcién
endometrial que serian responsables de las alta tasa de pérdidas embrionarias tempranas que han
sido mencionadas previamente (Bridges y col., 2012).

Las posibles causas fisiologicas de la reduccién de la fertilidad en los animales con menores
concentraciones sanguineas de esteroides podrian afectar la calidad de los ovocitos y/o un
ambiente uterino que no redna las caracteristicas bioquimicas adecuadas que aseguren el correcto
desarrollo embrionario (Bridges y col., 2012).

Las bajas concentraciones séricas preovulatorias de E» pueden afectar el establecimiento y
el mantenimiento de la prefiez de una manera que es independiente de la competencia del ovocito;
y se relacionan con la receptividad uterina. Por ejemplo, una mayor secrecion folicular de E> puede
aumentar las tasas de prefiez a través de la modulacion del pH uterino, alterando el transporte y la
longevidad del espermatozoide, induciendo secreciones oviductales, modulando la accién de la P4
mediante la expresion del RP en el utero y/o aumentando la secrecién de P4 por el CL (Dickinson
y col., 2016). Ferraz y col. (2017) encontraron en vacas para carne Bos indicus la asociacion
existente entre la intensidad de la expresion del estro al momento de la IA con la tasa de prefiez
lograda por IATF. Estos autores ademds encontraron que la intensidad en la expresion del celo se
correlaciono con el tamafio del FD y las concentraciones séricas de Ez, donde el grupo que presentd
una alta intensidad en la expresion de estro tuvo un didmetro folicular mayor que el resto de los

grupos.
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Cooke y Cerri (2019) demostraron en un estudio reciente que la expresion de celo al
momento de la IA en vacas incluidas en protocolos hormonales de sincronizacion de la ovulacién
aumenta la tasa de prefiez al mejorar los eventos bioldgicos relacionados con el establecimiento
de la prefiez, favoreciendo el desarrollo del embrién y una mayor expresion génica relacionada
con la sintesis de IFN-t en embriones de 15 dias. Este dato es muy importante al indicar que la
manifestacion de celo no s6lo condiciona una mayor respuesta esteroidogénica por parte de las
células luteales, sino que pone en manifiesto una mayor respuesta celular por parte del embrién al
encontrarse en un ambiente propicio para su correcto desarrollo.

Binelli y col (2014), estudiaron los mecanismos que relacionan los perfiles endocrinos
periovulatorios con la receptividad uterina medida en forma indirecta a través de modificaciones
relacionadas con la correcta modulacion de las vias de sefializacion celular en el endometrio y las
caracteristicas bioquimicas del histotrofo hasta el dia 7 posovulacién. Franca y Binelli (2015)
investigaron la expresiéon endometrial de las protefnas transportadoras de glucosa y la
concentracion de glucosa a nivel del liquido uterino. Sus datos revelan que el tamaifio del foliculo
preovulatorio y concentraciones posteriores de P4, no afectan las vias de transporte celular de la
glucosa a nivel endometrial como asi tampoco sus concentraciones en el liquido uterino durante
el diestro temprano en vacas con alta concentracién de E; en comparacién con los de baja
concentracion de Ez al momento de la IA.

Ramos y Binelli (2015) compararon la funcién del sistema redox a nivel de ttero bovino
en respuesta a dos concentraciones diferentes de E» (alta versus baja). En este trabajo cuantificaron
a nivel endometrial enzimas antioxidantes, como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT)
y glutatién peroxidasa (GPx), las cuales desempefian funciones celulares importantes en el
metabolismo oxidativo celular, y demostraron que el histotrofo tiene componentes reguladores del

sistema redox que pueden ser criticos durante el desarrollo embrionario temprano. El ambiente
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redox encontrado en el grupo con foliculos ovulatorios més pequefios (bajo E») podria ser una de
las causas de reduccidn de la fertilidad debido a un entorno de mayor estrés oxidativo y menos
propicio para el correcto desarrollo del embridn.

Franca y Binelli (2017) en un segundo ensayo cuantificaron la presencia de aminodcidos
en la luz uterina en los dias 4 y 7 posovulacién por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
no encontrando diferencias significativas en el perfil aminoacidico presente en la luz uterina en
vacas con alta concentraciéon de E> en comparacién con los de baja concentracion de E; al momento

de la IA.

2.4.2. Progesterona

Es una hormona esteroide que desempefia un papel clave en los eventos reproductivos
asociados con el establecimiento y mantenimiento de la prefiez. El crecimiento y desarrollo del
embridn requieren la accidn de la P4 en el dtero para regular la funcién endometrial, incluida la
interaccion feto-maternal, el reconocimiento de la gestacién y la receptividad uterina a la
implantacion (Lonergan y col., 2013).

El CL es la principal fuente de P4 y tanto su morfologia como la concentraciéon plasmatica
de P4 son indicadores de su funcién endocrina. Durante los primeros 5-6 dias después de la
ovulacién ocurre una intensa angiogénesis y proliferacion de las células a nivel de la capa de la
granulosa y teca de la pared del foliculo que ovul6 que conlleva a su luteinizacion, esto da lugar a
un aumento progresivo de la concentracién plasmatica de P4, que pasa de niveles sub-ldteales (<1
ng/ml) antes de la ovulacién a aproximadamente 3 ng/ml a los 6 dias de ocurrida la misma (Adams
y col., 2008). La concentracién plasmética de P4 alcanza su punto maximo entre los 10 y 14 dias

después de la ovulacién (> 4 ng/ml), seguida de concentraciones decrecientes después del dia 16
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debido a la lutedlisis inducida por PGF2a del endometrio de la vaca no gestante (Adams y col.,
2008).

Herzog y col. (2010) describen el comportamiento liteo a través de la evaluacién por
ecografia Doppler y establecieron tres fases bien definidas que se correlacionan hormonal y
ecograficamente. El autor las identifica como fases secuenciales de crecimiento, estdtica y
regresion. Durante la fase de crecimiento el CL duplica su tamafio, y pasa de 2,1 cm? (dia 4) a 4,5
cm? (dia 7), luego en la fase estdtica, donde el tamafio del CL no se modifica significativamente,
y finalmente disminuye progresivamente en la fase de regresion cuando sus valores son
comparables con los del dia de ovulacion.

Después de la ovulacién, la luteinizacién del foliculo ovulatorio en un CL funcional es
esencial para secretar cantidades adecuadas de P4 que aseguren el correcto establecimiento de la
prefiez. En respuesta a las crecientes concentraciones de P4 durante la fase posovulatoria del ciclo
estral, se produce en el dtero una profunda remodelacién estructural y bioquimica para crear un
entorno propicio para el crecimiento del embrién (Diskin y col., 2008).

Pequefos cambios en la concentraciéon de P4 sistémica durante la fase posovulatoria
temprana son determinantes de la tasa de supervivencia embrionaria y es probable que la P4 medie
la supervivencia del embrién por mecanismos que incluyen la regulacién de genes uterinos
(McNeill y col., 2006). Por otra parte, las bajas concentraciones de P4 en el ciclo anterior al estro
tienen efectos sobre la tasa de supervivencia posterior del embridon, provocando una maduracion
precoz de los ovocitos, que compromete la capacidad normal del embrién para continuar su
desarrollo (Diskin y Morris, 2008).

Como hemos mencionado, el establecimiento de la prefiez en los bovinos implica una serie
de interacciones altamente coordinadas entre el ovario, el endometrio y el embrion, siendo critico

el momento de estas interacciones (Robinson y col., 2008). En particular, el aumento posovulatorio

23



de P4 determina el correcto transporte oviductal del embriéon como la estimulacion de las
secreciones endometriales apropiadas necesarias para su rapido desarrollo. Cualquier insuficiencia
posovulatoria de P4 conduce a un retraso en el desarrollo del embridn y a la mortalidad del embrién
(Stevenson y Lamb, 2016).

El mecanismo de accién mediante el cual la P4 estimula el desarrollo del embrién no ha sido
dilucidado en su totalidad, pero la evidencia disponible indica que los cambios inducidos por la P4
en la expresion génica endometrial conducen a modificaciones en la composicion bioquimica del
histotrofo que se requieren para la supervivencia y crecimiento embrionario (Forde y col.,2009).
La P4 afecta también el desarrollo del embriodn, al alterar la expresion de genes claves relacionados
con la regulaciéon de la cascada bioquimica que prepara el endometrio para la implantacién
(Spencer y col., 2004) y la regulacién negativa del RP que permite la expresion de genes y la
secrecion de sus productos proteicos, asi como el transporte activo de otras moléculas requeridas
para el adecuado crecimiento del embrién (Okumu, y col., 2010). El resultado de los cambios
inducidos por accién de la P4 sobre el entorno uterino favorece al medio endometrial para el
crecimiento del embrién a través de un aumento en la secrecién de aminodcidos, glucosa,
citoquinas y factores de crecimiento, que aseguran una correcta nutricién histotréfica durante las

etapas iniciales de su desarrollo (Brooks y col., 2014).

2.5. Receptores endometriales

El endometrio bovino es un tejido endocrino complejo altamente especializado, donde las
células endometriales contribuyen a la regulacion del ciclo estral bovino mediante diferentes
mecanismos de sefializacion (Lenis Sanin y col., 2010). Las células del epitelio endometrial

expresan receptores tanto para los estrégenos como para la P4, los cuales inducen cambios en la
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funcion uterina que favorecen el crecimiento del concepto y el mantenimiento de la prefiez (Binelli
y col., 2014).

Los cambios ciclicos en el tracto genital femenino estdn regulados por hormonas esteroides
ovdéricas y factores de crecimiento enddgenos secretados por el endometrio y por el estroma
uterino. Estos factores de crecimiento, se activan a través de sus receptores y desempefian un papel
importante en la fisiologia del ttero (Sagsoz y col., 2012). Durante el ciclo estral, el endometrio
bovino exhibe una serie de cambios morfolégicos y funcionales caracteristicos, que son
principalmente inducidos por la P4, los estrogenos y la oxitocina. Los dos biotipos celulares del
endometrio, las células endometriales epiteliales y estromales, poseen caracteristicas metabdlicas
particulares expresando diferentes cantidades y tipos de receptores en su membrana celular,
citoplasma y nucleo, lo cual les confiere diferente capacidad y especificidad de respuesta
dependiendo del tipo de ligando (Lenis Sanin y col., 2010).

La induccién de los genes que responden a las hormonas esteroides en el ttero es regulada
principalmente por la interaccién de los Ez> y P4 con sus respectivos receptores (McNeill y col.,
2006). Estos cambios establecen un microambiente a nivel uterino y son esenciales para la
maduracion final de los gametos, la capacitacion de los espermatozoides, el transporte de gametos
y embriones, la fertilizacion y el desarrollo embrionario en la etapa de escision temprana. (Buhi y
col., 2002).

Forde y col. (2009) describen cambios temporales en el perfil transcripcional del
endometrio bovino desde el dia 5 hasta el dia 16 de la gestacion temprana y revelan como los genes
endometriales estdn regulados por los niveles circulantes de P4. La suplementacion con P4
promueve la expresion de genes uterinos, en particular aquellos asociados con fuentes de energia
(glucosa) o que estdn involucrados en la composicion bioquimica del histotrofo y pueden

contribuir al desarrollo del embridn.
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En los mamiferos, los estrégenos influencian el crecimiento, diferenciacién y funciones del
aparato reproductor femenino, a través de sus receptores ESR1 y ESR2 (Schams y Berisha, 2002).
La induccién de genes que responden a los esteroides en el ttero es regulada principalmente por
la interaccion entre los E> y la P4 con sus respectivos receptores. Estd ampliamente aceptado que
los estrogenos estimulan la expresion de su propio receptor (RE) y el RP, mientras que la P4 inhibe
la expresion de los RE y en concentraciones elevadas regula negativamente su receptor (McNeill
y col., 2006).

Los patrones de expresion del RO, ESR1 y del RP en el endometrio bovino mostraron que
la localizacién de los tres receptores estd influenciada tanto por las diferentes etapas del ciclo estral

como asi también por la prefiez (Robinson y col., 2001).

2.5.1. Receptores de estrégenos

Los estrogenos se unen a receptores asociados con la membrana plasmatica de las células
pituitarias y uterinas para promover la transduccion de sefiales moleculares y una respuesta celular
rdpida. La activacién de estas vias bioquimicas por la accién no gendmica de los estrégenos
enddgenos puede ser importante para mantener las funciones fisioldgicas esenciales para la
reproduccidn exitosa de los animales (Bishop y Stormshak, 2008).

Los receptores de estrogeno (RE) son proteinas a las que se unen los estrogenos y regulan la
expresion génica en los tejidos diana. Los RE en mamiferos son expresados como dos subtipos
estructuralmente relacionados. El receptor de estrogenos a (ESR1) y el receptor de estrogenos 3
(ESR2), los cuales estan codificados por dos genes distintos (Kuiper y col., 1996). Aunque el ESR2
comparte muchas caracteristicas funcionales con el ESRI, los mecanismos moleculares que
regulan su actividad transcripcional y su localizacion tisular son diferentes para cada subtipo
(Kuiper y col., 1997).
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El splicing alternativo es un proceso mediante el cual se generan diferentes variantes de
ARNmMm a partir de un gen y puede dar lugar a la produccién de isoformas de RE con funciones
distintas. Segtiin Martin y col. (2008) la importancia funcional de la presencia de estos dos subtipos
en el 6rgano reproductor sigue sin estar claro. La existencia de dos subtipos podria parcialmente
explicar la accién selectiva de los estrégenos en diferentes tejidos blanco y en el mismo tejido en

estados fisiolégicos distintos (Wang y col., 2000).

2.5.2. Receptor de progesterona

El RP se expresa mediante isoformas distintas a partir de un solo gen, siendo las mds
importantes RP-A y RP-B (Bramley y col., 2003) La expresion de ambos isotipos es conservada
en diferentes especies y la relacién entre ambas en los distintos tejidos del aparato reproductor de
la hembra varia como consecuencia del desarrollo y estado hormonal (Akison y Robker, 2012). El
RP tiene al menos tres isoformas (RP-A, B y C), todas originadas a partir del mismo gen (Wei y
col., 1990). Las diferencias en la actividad transcripcional y las interacciones entre RP-A y RP-B
observadas in vitro predicen que estas proteinas pueden mediar respuestas fisioldgicas diferentes
en respuesta a P4 (Conneely y col., 2002). Ademas, la capacidad selectiva de RP-A para inhibir la
respuesta transcripcional inducida por RP-B y los RE sugiere que el RP-A tiene la capacidad de
disminuir la respuesta a la P4 en ciertos tejidos, asi como contribuir a la actividad antiestrogénica
de la P4 (Akison y Robker, 2012).

La manipulacién del tiempo de proestro y los consecuentes cambios producidos en las
concentraciones séricas de las hormonas esteroides sexuales durante el mismo y en el diestro
temprano, pueden ejercer su efecto a través de blancos especificos a nivel del tejido endometrial.
En este sentido las hormonas esteroides, a través de sus receptores nucleares, regulan importantes

eventos transcripcionales asociados a la reproduccion (Beato y Klug, 2000).
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2.6. Protocolos de sincronizacién de la ovulacién

Para poder realizar la inseminacion artificial de un grupo de animales en un tiempo
determinado sin necesidad de detectar celo, es imprescindible sincronizar la funcién ovérica, es
decir, el crecimiento de los foliculos presentes en los ovarios, la regresion del CL y la ovulacién.
Los tratamientos que se utilizan cominmente para sincronizar la funcién ovérica se basan en el
uso de sales de E> o de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), en ambos casos
generalmente acompafado de un dispositivo intravaginal (DIV) de P4 (Sanz y col., 2019).

Los protocolos con sales (benzoato y/o cipionato) de E> y P4 se han utilizado ampliamente
durante los dltimos afios en los programas de sincronizacion de la ovulacién en bovinos y son el
tratamiento de eleccion para realizar programas reproductivos de IATF en ganado para carne en
América del Sur (Bo y Baruselli, 2013). Los tratamientos consisten en la insercién de un DIV y la
administracién de benzoato de estradiol el dia O para sincronizar la emergencia de 1a onda folicular,
la aplicacion de una dosis de PGF2, en el momento de la extraccion del dispositivo los dias 7, 8 o
9 para inducir la lutedlisis y la aplicacién de una dosis mds baja de E> 24 h después o GnRH / LH
48 a 54 h después para sincronizar la ovulacién (Martinez y col., 2002).

Los protocolos hormonales de IATF tienen como objetivo programar el desarrollo folicular
para permitir la ovulacién de un foliculo portador de un ovocito sano en un momento determinado
para que pueda ser fertilizado por un espermatozoide. La parte final de la mayoria de los protocolos
intentan simular una fase similar al proestro, en la que se induce la disminuciéon de las
concentraciones de P4 para permitir el crecimiento final del foliculo preovulatorio y la ovulacion.
Investigaciones recientes se han centrado en variables asociadas con el periodo de duracién del
proestro en estos protocolos anteriormente mencionados. Esto se debe a que modificaciones del
tiempo de duracién del proestro aumentan la fertilidad lograda mediante la aplicacion de estos

programas de IATF (Binelli y col., 2014).
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IIl. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Lugar de realizacién y animales empleados en los estudios

Todos los procedimientos efectuados con animales fueron realizados de acuerdo a la
normativa vigente: Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in Agricultural Research
and Teaching (2010) y fueron aprobados por el comité de Etica y Seguridad de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral bajo el nimero de protocolo 447/18.

El estudio se desarrolld6 en el establecimiento La Nueva Trinidad SA (Latitud:
32°31'00.5"S, Longitud: 59°25'40.8"W) distrito Gobernador Mansilla en el departamento de
Rosario del Tala, provincia de Entre Rios.

Se utilizaron para el ensayo vacas de raza Aberdeen Angus (figura 4) de un rodeo comercial
(n=30), multiparas (entre 2 a 4 partos), con un periodo mayor a 6 meses al dltimo parto y sin cria
al pie. Todos los animales al inicio de la aplicacion del protocolo hormonal tenian una condicién
corporal media de 3,25, escalade 1 a 5 (Frasinelli, 2004), con una edad de 48 a 60 meses y un peso
comprendido entre un rango de 420 y 445 kg. Los animales se encontraban al momento de la
realizacion del estudio sobre una pastura consociada de base alfalfa y festuca con pastoreo rotativo
directo, y recibian una suplementacion de silaje de maiz de 2,5 kg de MS por animal/dia. Al inicio
del estudio se realizé una evaluacién ginecoldgica para corroborar la normalidad del aparato
reproductor y la etapa de su ciclo estral. Fueron seleccionados sélo aquellos animales que al inicio
de la aplicaciéon del protocolo hormonal se encontraban clinicamente sanos y que por
ultrasonografia transrectal presentaron un CL con un didmetro > a 16 mm y a la palpacion rectal

tenian un tono uterino leve.
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Figura 4. Rodeo de vacas que ingresaron al ensayo

3.2. Tratamientos hormonales de sincronizacion de la ovulacion

Se utilizaron tres grupos experimentales con diferentes tratamientos hormonales de
sincronizacién de la ovulacién y en cada uno se incluyeron 10 vacas distribuidas al azar. Cada
grupo fue denominado utilizando nimeros romanos (grupo I, I y III). Ningin animal recibié IA.

El protocolo de proestro extendido que corresponde con el grupo I se inicié 24 horas
después que los protocolos hormonales de los grupos Il y III, de manera tal de hacer coincidir los
momentos de muestreos con los tratamientos que fueron evaluados, ya que el mismo presentan un
periodo de permanencia del DIV de 5 dias en lugar de 7 dia como en el resto de los dos grupos en

estudio.

3.2.1. Grupo I: Proestro prolongado Cosynch (72 horas).

Este grupo recibi6 un protocolo Cosynch de 5 dias descripto por Bridges y col (2008). Los
animales recibieron el dia O un dispositivo intravaginal de Ps (Diprogest® 0,6 gr, Zoovet,
Argentina) y 0,02 mg de acetato de buserelina (Buserelina®, Zoovet, Argentina) via IM, el dia 5

se retird el DIV de P4y se administré 2 inyecciones via IM de 150 pg de D-cloprostenol (Prostal®,
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Over, Argentina) con un intervalo de 12 horas entre ambas. El dia 9 se les administr6 0,02 mg de

acetato de buserelina (Buserelina®, Zoovet, Argentina) via IM (figura 5 a).

3.2.2. Grupo Il: Proestro corto Ovsynch (48 horas).

Este grupo recibi6 un tratamiento Ovsynch de 7 dias (Martinez y col., 2002). Los animales
recibieron el dia 0 un DIV de P4 (Diprogest® 0,6 gr, Zoovet, Argentina) y 0,02 mg de acetato de
buserelina (Buserelina®, Zoovet, Argentina) via IM, el dia 7 se retir6 el DIV de Ps y se le
administré una inyeccién de 150 pg de D-cloprostenol (Prostal®, Over, Argentina) via IM y el dia

9 se administré 0,02 mg de acetato de buserelina (Buserelina®, Zoovet, Argentina (figura 5 b).

3.2.3. Grupo llI: Proestro corto convencional (48 horas).

Las vacas de este grupo recibieron el dia 0 0,2 mg de benzoato de estradiol (Estradiol®,
Over, Argentina) via IM y un DIV de P4 (Diprogest® 0,6 gr, Zoovet, Argentina), en el dia 7 se
retird el dispositivo y se administré 150 pg de D-cloprostenol (Prostal®, Over, Argentina) via IM
y 1 mg de cipionato de estradiol (Cipionato®, Zoovet, Argentina), (Colazo y col., 2003; Bo, y col.,

2018) (figura 5 c).
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Figura 5. Tratamientos hormonales de sincronizacién de la ovulacién. a: proestro prolongado
Cosynch. b: proestro corto Ovsynch. C: Proestro corto convencional con cipionato. GnRH: acetato
de buserelina. PGF2a: D-cloprostenol. Dispositivo: dispositivo intravaginal de P

3.3. Ultrasonografia ovdrica
Se realizaron exdmenes mediante tacto rectal y ecografica reproductiva (Sirois y Fortune,
1988) en todos los grupos experimentales para seleccionar los animales a incluir en el protocolo,
monitorear la eficacia de los tratamientos hormonales y tomar registros de los cambios morfo
fisioldgicos ocurridos a nivel ovérico durante los periodos de proestro, estro, metaestro y diestro.
Para tal fin se emple6 un equipo de ultrasonido Mindray DP10 (Mindray, China) equipado con
una sonda lineal multifrecuencia de 5 a 7,5 MHz. (SOL60EAV, Mindray).
La determinacién del didmetro del foliculo preovulatorio fue realizada mediante un estudio
ecogréfico efectuado cada 24 horas durante la fase folicular, con excepcion del dia 6 en grupo I de
proestro prolongado. Se tomé como referencia el comienzo del proestro, en coincidencia con el

momento del retiro de los DIV y la administracién parenteral del agente luteolitico PGF2a (inicio
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de la lutedlisis) hasta el Dia O del protocolo experimental. El dia O es considerado el inicio del
momento tedrico de la IA en los protocolos comerciales de IATF.

Para evaluar el crecimiento del foliculo preovulatorio se determiné el didmetro del mismo
durante el periodo de proestro, para ello se utiliz6 la herramienta de medicién del equipo de
ultrasonido.

A partir del anélisis de los datos recabados durante la etapa de dominancia folicular se pudo
determinar el crecimiento folicular diario y el didmetro folicular maximo alcanzado el dia O por
cada uno de los animales. La ovulacion se corroboré ecograficamente por la desaparicién del
foliculo preovulatoria el dia + 2 tomando como referencia el foliculo preovulatorio presente al dia
0. Ningtin animal fue inseminado.

Durante la fase ldtea se efectuaron determinaciones del didmetro del CL cada 72 horas a
través de la realizacion de ecografias ovdricas efectuadas los dias 6, 9, 12 y 15 postovulacién
(figura 8). La misma se determindé mediante la medicién ecogrifica del didmetro transversal
maximo del CL (Herzog y col., 2010). Las primeras determinaciones se lograron determinar el dia
6 postovulacién, debido a la imposibilidad ecogréfica de visualizar correctamente el CL durante

el metaestro y continuaron hasta el Dia 15 del ensayo.
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3.4. Toma y procesamiento de las muestras
3.4.1 Obtencién de muestras de sangre

Se obtuvieron muestras de sangre por puncién de la vena yugular, al inicio del proestro y
en el dia O (figura 7). Durante la fase litea las muestras fueron obtenidas los dias 9, 12 y 15
posovulacion. Las mismas fueron conservadas a temperatura ambiente (22-25 °C) por 30 min,
luego colocadas a 4-8 °C por 1 hora y finalmente centrifugadas a 1500 rpm por 20 min. El suero
fue almacenado a -20 °C hasta su posterior andlisis en el laboratorio. El suero fue utilizado para

determinacion de las hormonas esteroides: E> y P4 (Ortega y col., 2008; Rey y col., 2010)

3.4.2 Biopsias uterinas

La biopsia endometrial en los bovinos ofrece un gran potencial para lograr una mejor
compresion de los mecanismos celulares y moleculares que ocurren durante el ciclo estral y que
regulan la respuesta fisiol6gica de las células endometriales a las variaciones de las
concentraciones de las hormonas ovéricas (Chapwanya y col., 2010).

La realizacién de las biopsias uterinas fue efectuada segiin la técnica descripta por
Chapwanya y col. (2010). Se obtuvieron muestras de tejido uterino el dia 15 postovulacién (figura
6). Se eligi6 este dia del ciclo estral para evaluar la funcién uterina ya que este tiempo representa
las etapas iniciales del reconocimiento materno de la gestacion en el bovino (Bridges y col., 2012;
Farin y col., 2010). Para llevar a cabo la técnica de manera segura, aportar analgesia y evitar
movimientos bruscos, la obtencion de las biopsias fue realizada con la ayuda de una sedacion leve
combinada con una anestesia epidural baja. La sedacion fue realizada mediante la administracion
intravenosa de 20 mg totales de clorhidrato de xilacina (Xilacina 2%®, Over, Argentina), ademas
se efectud una anestesia epidural baja con 100 mg totales de clorhidrato de lidocaina (Lidocaina

2%®, Over) (Garnero y Perusia, 2002). Una vez alcanzada la analgesia del darea urogenital se
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introdujo la pinza para biopsias a través de la vagina y se la guio por palpacion transrectal hasta
contactar con el cérvix. Luego, mediante la técnica recto-vaginal de enhebrado cérvico-uterino se
atraveso el cérvix y se deslizé la pinza hacia uno de los cuernos del ttero donde se obtuvo la
muestra de tejido uterino. Las biopsias se obtuvieron de los cuernos ipsilaterales al foliculo
preovulatorio. Se obtuvo una muestra por animal. Las muestras fueron acondicionadas a campo e
identificadas para su posterior procesamiento (figura 6 ¢, d, e y f). Las porciones de tejido uterino
fueron fijadas en formaldehido bufferado (4%) durante no mas de 8 horas a temperatura ambiente
y se procesaron siguiendo protocolos de rutina para su inclusion en parafina. Estas muestras fueron

destinadas a la realizacion de exdmenes histol6gicos y de determinacion de las proteinas de interés.

3.4.3 Cuantificacién de hormonas esteroides

Sobre las muestras de suero se realizé la determinacién de las concentraciones de Ez y Pa.
Se obtuvieron muestras de sangre al inicio y al final del periodo de proestro y en los dias 6, 9, 12
y 15 posovulacién durante el diestro en correspondencia con los tiempos de evaluacion
ultrasonografica del ovario (figura 8 y 9). Las cuantificaciones se efectuaron en el Laboratorio de
Diagnésticos Alkemy, Santa Fe, Argentina, mediante la técnica de electroquimioluminiscencia
inmunoensayo (ECLIA) validada para su uso en bovinos (Diaz y col., 2015), utilizando kits (Roche
Diagnostics GmbH, Alemania) en un sistema COBAS e411 (Roche Diagnostics), de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

36



Figura 6. Secuencia de la obtencion y acondicionamiento de las biopsias de ttero.
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El procesado posterior se realizd en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular
Aplicada del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICiVet-Litoral), Universidad Nacional
del Litoral (UNL) / Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET),

Esperanza, Santa Fe, Argentina.

L ]
BIOPSIAS

v
DiAS

FASE LUTEAL

Figura 7. Momentos de obtencién de muestras sanguineas y obtencion de las biopsias de utero.
Dia 0 es el momento donde se realizaria la IA en los protocolos comerciales utilizados en esta tesis.

3.5. Técnica de Inmunohistoquimica (IHQ)
3.5.1. Procesamiento de las muestras para técnicas histoldgicas

Una vez fijadas las muestras fueron lavadas en buffer fosfato salino (PBS) y procesadas
siguiendo protocolos histolégicos de rutina para efectuar la inclusién en parafina (Salvetti y col.,
2010). Se realizaron cortes seriados de 4 pm de espesor con un micrétomo rotativo Mod. RM2245
(Leica, Alemania), las que se montaron en portaobjetos previamente tratados con 3-
aminopropyltriethoxysilane (Sigma, USA), que luego se secaron en estufa a 37 °C durante 24
horas.

Para realizar una caracterizacion inicial y evidenciar la morfologia general se utilizé la
coloracién de hematoxilina-eosina. Esta caracterizacion se realizo en los tres grupos en estudio y
se determiné la presencia de células epiteliales luminales y glandulares, células del estroma

endometrial y la presencia de gldndulas superficiales y profundas. Luego mediante IHQ indirecta
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se evaluaron los marcadores de interés empleando anticuerpos especificos para la deteccién de

cada uno de ellos (Diaz y col., 2016).

3.5.2. Deteccidn y expresion de receptores de hormonas esteroideas endometriales

Para la determinacién de los marcadores sobre el tejido endometrial se realiz6 la técnica de
IHQ indirecta (Ortega y col, 2008; Diaz y col., 2018). Se evaluaron células epiteliales luminales
del endometrio y células epiteliales de glandulas endometriales superficiales y profundas. Sobre
las secciones de pared uterina provenientes de los diferentes grupos se identificaron in situ la
expresion del ESR1, ESR2 y RP. Para ello se emplearon anticuerpos especificos disponibles

comercialmente detallados en la tabla 1.

Anticuerpo Proveedor Y Recuperacion
.. Clon . Dilucion oAt
primario comercial antigénica
PRa130 Policlonal LETH 1:50 Si

Monoclonal
ESR1 Dako 1:50 Si
(1D5) >
ESR2 Policlonal | BioGenex 1:100 Si

Tabla 1. Detalle de los anticuerpos primarios utilizados y las condiciones de uso en
la técnica de inmunohistoquimica. PR130: receptor de progesterona ESR1: receptor
de estrogeno a. ESR2: receptor de estrogeno f3

Las inmunodetecciones se realizaron siguiendo el protocolo descripto previamente por
Diaz y col. (2018), segun se detalla a continuacion:

I. Desparafinacion en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15 minutos cada uno.
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II. Hidratacién en una serie de alcoholes de graduacion decreciente, a partir de alcohol etilico
absoluto (dos pasajes de 3 minutos cada uno), alcohol etilico 96° (dos pasajes de 3 minutos
cada uno) y finalmente alcohol etilico 70° (un pasaje de 3 minutos).

III. Hidratacién en PBS pH 7,2 durante 5 minutos.

IV. Tratamiento de recuperacion antigénica. Se realizé en un horno de microondas de

uso doméstico (potencia maxima 800W). Como solucién de recuperacion se uso buffer citrato
0,01 M pH 6,0. Los cortes fueron colocados en vasos coplin a bafio maria, y fueron
sometidos a la siguiente secuencia de recuperacion: 3 minutos a 100% de potencia, 6
minutos al 40%, recarga del coplin con agua destilada, 6 minutos al 40 % y 20 minutos
dentro del microondas apagado. Este tratamiento se utiliz6 para todos los anticuerpos segin
se detalla en la tabla 1.

V. Bloqueo de la actividad end6gena de la enzima peroxidasa, sumergiendo las muestras
durante 10 minutos en una solucién al 3% de peréxido de hidrégeno en metanol absoluto,
agregando nuevamente el mismo volumen de peréxido de hidrégeno a los 10 minutos.

VI. Tres lavados en PBS durante 5 minutos.

VII. Incubacién con anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C (en heladera): se usaron
anticuerpos de interés en las diluciones adecuadas segin la proteina a detectar (tabla 1).
Para los controles de especificidad se sustituy6 el anticuerpo primario por PBS-BSA.

VIII. Después de la incubacion con el anticuerpo primario la cdmara se dejo a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

IX. Dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

X. Incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado universal del kit Cytoscan HRP
Detection System (Cell Marque, USA), durante 30 minutos a temperatura ambiente.

XI. Dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.
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XII. Incubaciéon con complejo streptavidina-peroxidasa (Cytoscan HRP Detection System
Cell Marque), durante 30 minutos a temperatura ambiente.

XT1II. Cinco lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

XIII. Revelado de la reaccion con diaminobencidina (DAB), utilizando la solucién comercial
(Dako, USA). Los cortes se observaron al microscopio para controlar el tiempo 6ptimo en
cada prueba y de ese modo estandarizarlo.

XIV. Lavados con agua destilada, 2 de 5 minutos cada uno. Luego se realizé la coloracion de
contraste con hematoxilina activada (Biopur, Argentina), deshidratacién y montaje con

Balsamo natural de Canadé (Canadax, Biopur) y cubreobjetos apropiados.

La inmunomarcacién fue visualizada en el nicleo para ESR1, ESR2 y PR (Ortega y col., 2008;
Salvetti y col., 2010).

Para la evaluacion de la expresion de las proteinas de interés en los tres grupos en estudio,
se digitalizaron imagenes de las células epiteliales luminales y glandulares, células del estroma
endometrial y de glandulas superficiales y profundas. Los ESR1 y ESR2 fueron analizados en los
ndcleos del epitelio endometrial y en las células epiteliales de las gldndulas superficiales y

profundas del endometrio en todos los grupos evaluados (figuras 21).

3.5.3. Analisis digital y cuantificacion de los receptores endometriales

La evaluacién de las técnicas de IHQ se realizaron por andlisis digital de imégenes,
utilizando el sistema Image-Pro Plus 3.0.1 (Media Cybernetic, USA), siguiendo métodos ya
descritos (Diaz y col., 2016; 2018). Las imdgenes que se analizaron, fueron previamente obtenidas

usando una cdmara digital DS-Fi2 (Nikon, Japdn), acoplada a un microscopio dptico Eclipse Ni
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(Nikon) utilizando un objetivo de 40X de aumento. La resolucién de las imagenes fue establecida
en 1200 x 1600 pixeles.

El drea nuclear inmunohistoquimicamente marcada se calcul6 a través de la segmentacion
de colores seleccionando los objetos con reacciéon marrén moderado/intenso dada por la
reactividad del cromdgeno utilizado como rango positivo. Posteriormente fue aplicada una
madscara para la separacién permanente de los colores y se realiz6 un histograma para determinar
el porcentaje del drea marcada sobre el drea total evaluada, tal como fue descripto en trabajos

previos (Salvetti y col., 2009; Diaz y col., 2018).

3.7. Analisis estadistico

Los diferentes pardmetros cuantificados fueron evaluados con el programa SPSS 23 para
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Antes de iniciar el andlisis estadistico se comprobé la
normalidad de la poblacién de datos evaluados (prueba Kolmogérov-Smirnov) y homogeneidad
de la varianza (prueba de Levene). Las concentraciones séricas de Ez, P4 y los didmetros de los
foliculos dominantes y cuerpos luteos fueron analizadas mediante modelos lineales generalizados
para medidas repetidas. Se determinaron los efectos del tiempo y su interaccién. El nivel de
significancia utilizado para estas pruebas fue de p<0,05. Los resultados se expresan como la media
+ el error estandar de la media (EEM).

Para evaluar la expresion proteica mediante inmunohistoquimica, se realizé un andlisis de
la varianza de los datos (ANOVA), y como andlisis posterior se aplico el test de Duncan. Se analiz6
por separado la inmunomarcacion de los receptores obtenida en células epiteliales luminales y en
células de las glandulas superficiales y profundas entre cada grupo en estudio. Ademds, se compard

dentro de cada grupo la expresion de los receptores en las células epiteliales luminales y en células

42



de las glandulas superficiales y profundas. El nivel de significancia utilizado para ANOVA fue

p<0,05. Los resultados se expresan como la media =+ el error estdndar de la media (EEM).
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IV. RESULTADOS
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4.1. Evaluacion ultrasonografica del diametro del foliculo preovulatorio y del cuerpo liteo

4.1.1. Evolucidn del diametro del foliculo preovulatorio durante el proestro

Mediante la comparacién del didmetro de los foliculos preovulatorios entre los diferentes
grupos en estudio pudimos evidenciar un efecto del tiempo sobre el didmetro folicular, el cual
aumento en los tres grupos a medida que el tiempo de proestro avanza (p<0,001). Ademds, se
observé que los animales incluidos en los grupos I 'y IT (13,09 mm + 0,65 mm; 12,79 mm + 0,39
mm) presentaron un mayor didmetro del foliculo preovulatorio que los animales del grupo III
(10,45mm + 0,37 mm) (p < 0,001). No se observo efecto de la interaccidn entre los tratamientos y
el tiempo de proestro (p>0,05). Estos resultados se representan en la Figura 8. La tasa de
crecimiento folicular diaria mostré una tendencia (p=0.057) para el grupo I (1,26 mm + 0,68 mm)
con respecto al grupo III (0,65 mm + 0,53 mm), siendo el grupo II (0,75 mm + 0,30 mm) igual al

grupo Iy grupo IIL

Diametro del foliculo preovulatorio durante el proestro
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Figura 8. Didmetro del foliculo preovulatorio durante el proestro de los grupos: I- Proestro Extendido
(linea azul), II- Proestro Corto (linea naranja) y III- Proestro Corto Convencional CE (linea gris). Los
valores representan la media + el error estindar de la media (EEM). Un valor de p < 0,05 fue
considerado como significativo. G: efecto del tratamiento. T: efecto del tiempo. G*T: efecto del
tratamiento por el tiempo.
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4.1.2. Evolucién del diametro del cuerpo Iiteo (CL) durante la fase ldtea.

El didmetro del CL hasta el dia 15 del diestro evaluado cada 72 horas, no evidencid
diferencias entre los grupos evaluados (p>0,05). Tampoco se observé un efecto del tiempo de
tratamiento sobre el didmetro del CL (p >0.05). Sin embargo, se observé un efecto de la interaccién
del tratamiento por el tiempo, especificamente el didmetro del CL hallado en el dia 9 fue mayor

en los animales del grupo III que en el grupo I (p < 0,05). Estos resultados se representan en la

Figura 9.
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Figura 9. Diametro del CL determinado cada 72 hs hasta el dia 15 post ovulacién durante la fase liteal en
los grupos: I- Proestro Extendido (linea azul), II- Proestro Corto (linea naranja) y III- Proestro Corto
Convencional CE (linea gris). Los valores representan la media + el error estdndar de la media (EEM). Un
valor de p < 0,05 fue considerado como significativo. El efecto de la interaccién entre el tratamiento y el
tiempo se indica con * para cada dia de muestreo (las diferencias entre grupo se explican en el texto). G:
efecto del tratamiento. T: efecto del tiempo. G*T: efecto del tratamiento por el tiempo.
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4.2. Efecto de los tratamientos sobre sobre la concentracion sérica de hormonas
esteroideas.
4.2.1. Estradiol

La concentracién sérica de E> fue mayor en el grupo III con CE en relacién a la hallada en
el grupo II (p < 0,05) el dia 0. Por otro lado, las concentraciones observadas en el grupo I no
presentaron diferencias con los demas grupos (p > 0,05). Ademads, se observo un efecto del tiempo
de muestreo sobre la concentracion de E;, donde fue evidente un aumento en las concentraciones
de la hormona desde el retiro del DIV (p <0,05). Al analizar la interaccién entre tratamientos y
tiempo, pudimos observar que al inicio del proestro (dia -2) el grupo III presenté mayores
concentraciones que los grupos Iy II (p < 0,05) y el grupo I presenté mayores concentraciones que
el grupo II (p < 0,05). Durante el diestro se observé que en el dia 9 de estudio el grupo III mostré
mayores concentraciones de Ez que el grupo I y II. Finalmente, en el dia 15 el grupo I presentd
mayores concentraciones de E> que el grupo II (p < 0,05). Estos resultados se representan en la

figura 10.
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Figura 10. Concentracion de sérica de estradiol determinada durante la fase folicular y ldtea del ciclo
reproductivo hasta el dia 15 post ovulacion en los grupos: I- Proestro Extendido (Iinea azul), II- Proestro
Corto (linea naranja) y III- Proestro Corto Convencional CE (linea gris). Los valores representan la media
+ el error estandar de 1a media (EEM). Un valor de p < 0,05 fue considerado como significativo. El efecto
de la interaccién entre el tratamiento y el tiempo se indica con * para cada dia de muestreo (las diferencias
entre grupo se explican en el texto). G: efecto del tratamiento. T: efecto del tiempo. G*T: efecto del
tratamiento por el tiempo.

4.2.2. Progesterona

Las concentraciones de P4 se comportaron segun lo esperado para las fases foliculares y
liteales del ciclo estral bovino. Sin embargo, se observaron diferencias entre los grupos estudiados.
Los grupos I y III presentaron mayores concentraciones que el grupo II durante la fase litea (p <
0,05). Ademads, se observé un efecto del tiempo de tratamiento donde en el dia 0 se observé en los
tres grupos una caida de la P4 a niveles basales, seguido de un aumento progresivo hasta el dia 15;
este comportamiento de la hormona estuvo en correspondencia con lo esperado para las etapas del
ciclo estral evaluadas. Al analizar la interaccion entre tratamientos y tiempo, pudimos observar
que el grupo I mostré una mayor concentracion de P4 en todos los tiempos evaluados en relacion
al Grupo II (p < 0,05). Ademas, el grupo I presenté mayores concentraciones al final del periodo

de estudio (dia 15) que la hallada en los grupos II y III (p < 0,05). Por otro lado, el grupo III
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presentd mayores concentraciones de progesterona que el grupo Il en los dias 0 y 15 de estudio (p

<0,05).

Concentracion sérica de Progesterona
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Figura 11. Concentracién de sérica de progesterona determinada durante la fase folicular y Iutea del
ciclo reproductivo hasta el dia 15 post ovulacién en los grupos: I- Proestro Extendido (linea azul),
II- Proestro Corto (linea naranja) y III- Proestro Corto Convencional CE (linea gris). Los valores
representan la media + el error estindar de la media (EEM). Un valor de p < 0,05 fue considerado
como significativo. El efecto de la interaccion entre el tratamiento y el tiempo se indica con * para
cada dia de muestreo (las diferencias entre grupo se explican en el texto). G: efecto del tratamiento.
T: efecto del tiempo. G*T: efecto del tratamiento por el tiempo.

4.3. Analisis de la expresion proteica de receptores endometriales de hormonas
esteroideas mediante inmunohistoquimica.

La deteccion inmunohistoquimica de los diferentes receptores de hormonas esteroides
(ESR1, ESR2 y RP) fue llevada a cabo en forma conjunta con controles positivos y negativos sobre
los preparados de tejidos uterinos provenientes de las muestras obtenidas a campo (figura 19).
Mediante estos ensayos se evalud la expresion de dichas proteinas a nivel endometrial el dia 15
posovulacion. Para cada receptor se determind el porcentaje del drea inmunomarcada en las células
epiteliales luminales del endometrio y en las células epiteliales de las gldndulas endometriales

superficiales y profundas.
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4.3.1. Inmunomarcacion del receptor de estrégenos alfa en los Grupos I, 11 y Ill.

Si bien se observo una expresion nuclear de ESR1 similar entre los grupos y tipos celulares
evaluados, no se hallaron diferencias significativas (p > 0,05) al comparar la expresion nuclear del
receptor en epitelio endometrial (figura 12), epitelio de glandulas superficiales (figura 13) y

epitelio de glandulas profundas (figura 14) entre los tres grupos en estudio.
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Figura 12. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de
ESRI en el epitelio endometrial el dia 15 post ovulacidn para los grupos: I- Proestro Extendido
(azul), II- Proestro Corto (naranja) y III- Proestro Corto Convencional CE (gris). Los valores
representan la media + el error estindar de la media (EEM). Un valor de p < 0,05 fue
considerado como significativo. No se hallaron diferencias significativas entre los grupos
estudiados.
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Expresion del ESR1 - Glandulas Superficiales
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Figura 13. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de
ESR1 en las glandulas superficiales el dia 15 post ovulacién para los grupos: I- Proestro
Extendido (azul), II- Proestro Corto (naranja) y III- Proestro Corto Convencional CE (gris). Los
valores representan la media + el error estdndar de la media (EEM). Un valor de p < 0,05 fue
considerado como significativo. No se hallaron diferencias significativas entre los grupos
estudiados.
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Figura 14. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de ESR1 en
las glandulas profundas el dia 15 post ovulacién para los grupos: I- Proestro Extendido (azul), II-
Proestro Corto (naranja) y III- Proestro Corto Convencional CE (gris). Los valores representan la media
+ el error estdndar de la media (EEM). Un valor de p < 0,05 fue considerado como significativo. No se
hallaron diferencias significativas entre los grupos estudiados.
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4.3.2. Inmunomarcacién del receptor estrégenos beta en los grupos I, 11 y Ill.

ESR?2 fue localizado en los nicleos del epitelio endometrial y en las células epiteliales de
las glandulas superficiales y profundas del endometrio en todos los grupos evaluados (figuras 19).

Al igual que para el ESRI, la expresion nuclear del ESR2 fue similar en todos los grupos
y tipos celulares evaluados.

No se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) al comparar la expresion nuclear
del receptor en el epitelio endometrial (figura 15), en el epitelio de glandulas superficiales (figura

16) y en el epitelio de glandulas profundas (figura 17) entre los tres grupos estudiados.
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Figura 15. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de ESR2
en el epitelio endometrial el dia 15 post ovulacidn para los grupos: I- Proestro Extendido (azul), II-
Proestro Corto (naranja) y III- Proestro Corto Convencional CE (gris). Los valores representan la
media + el error estindar de la media (EEM). Un valor de p < 0,05 fue considerado como
significativo. No se hallaron diferencias significativas entre los grupos estudiados.
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Expresion del ESR2 - Glandulas Superficiales
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Figura 16. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de
ESR2 en las glandulas superficiales el dia 15 post ovulacién para los grupos: I- Proestro
Extendido (azul), II- Proestro Corto (naranja) y III- Proestro Corto Convencional CE (gris).
Los valores representan la media + el error estandar de la media (EEM). Un valor de p < 0,05
fue considerado como significativo. No se hallaron diferencias significativas entre los grupos
estudiados.
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Figura 17. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de
ESR2 en las gldndulas profundas el dia 15 post ovulacion para los grupos: I- Proestro Extendido
(azul), II- Proestro Corto (naranja) y III- Proestro Corto Convencional CE (gris). Los valores
representan la media + el error estdndar de la media (EEM). Un valor de p < 0,05 fue considerado
como significativo. No se hallaron diferencias significativas entre los grupos estudiados.
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4.3.3. Expresion de ESR1y ESR2 en células del epitelio endometrial y glandular dentro de cada

grupo.
Tanto el ESRI como el ESR2 presentaron expresion proteica nuclear en todas las

poblaciones celulares dentro de cada grupo evaluado (Figura 18 y 19).

Proestro Extendido - ESR1 Proestro Extendido - ESR2
80 - 75 ~
1] (1]
- - -]
S 60 S 70 T ]
£ £
o 40 A o 65 4
c c
g g
= 20 1 £ 60 -
© o
g 0 T g 55 !
< ESR1 Endometrio ESR1 Glandulas ESR1 Glandulas < ESR2 Endometrio ESR2 Glandulas ESR2 Glandulas
o o
Superficiales Profundas Superficiales Profundas
Proestro Corto - ESR1 Proestro Corto - ESR2
% 80 - g 85 -
S S
5 75 - & 301 [
70
£ g 70 -
c c
w % = 65 -
e g
‘i 60 : s : 60 ;
° ESR1 Endometrio ESR1 Glandulas ESR1 Glandulas ° ESR2 Endometrio ESR2 Glandulas ESR2 Glandulas
Superficiales Profundas Superficiales Profundas
Protocolo Convencional - ESR1 Protocolo Convencional - ESR2
a
g 80 - g 100 -
8 b b ' S g0 -
T 60 - T !
40 -+
g g 40 -
C C
@ 20 1 @ 20 A
g e
< 0 - . < 90 . .
X ESR1 Endometrio ESR1 Glandulas ESR1 Glandulas R ESR2 Endometrio ESR2 Glandulas ESR2 Glandulas
Superficiales Profundas Superficiales Profundas

Figura 18. Porcentaje de inmunomarcacién de las diferentes isoformas del RE (o y pB) en células del
epitelio endometrial (negro), gldndulas superficiales (gris oscuro) y profundas (gris claro) para todos
los grupos en estudio. Los valores representan la media + el error estdndar de la media (EEM). Las
barras con diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0,05).
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Tal como se observa en las figuras 18 los exdmenes realizados en los grupos [y II, no
revelaron diferencias estadisticas en relacién al porcentaje de drea inmunomarcada para la
expresion proteica de los receptores nucleares ESR1 y ESR2 entre los diferentes tipos celulares
estudiados (p > 0,05).

En el grupo III, existieron diferencias significativas con respecto a la expresion nuclear del
ESR1. Hemos podido observar que éste receptor presentd una expresion mayor en las glandulas
profundas que la observada en el epitelio endometrial y en las glandulas superficiales (p < 0,05).
Por su parte, la expresion nuclear del ESR2 no evidenci6 diferencias entre epitelio endometrial y

glandulas superficiales y profundas (p < 0,05).

4.3.4. Inmunomarcacion del receptor de progesterona en los Grupos |, 11 y IlI.

En todos los cortes analizados no se observd expresion de receptores de P4 en las células
endometriales epiteliales y células de las glandulas superficiales y profundas del endometrio al dia

15 posovulacién (figura 19).
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Figura 19. Imdgenes histoldgicas representativas de estructuras endometriales inmunomarcadas para los
RE-0, RE-B y RP en el dia 15 posovulacién. Ep: epitelio endometrial luminal. Gs: glandulas superficiales.
Gp: Gléandulas profundas. Barras = 20 um. El drea inmunohistoquimicamente marcada se observa con
reaccion marréon moderado/intenso (dada por la reactividad del cromdégeno DAB utilizado como rango
positivo).
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Figura 20. Imdgenes histoldgicas representativas del epitelio luminal inmunomarcada para los
ESR1 y ESR2 en los tres grupos en estudios en el dia 15 posovulacion. Ep: epitelio endometrial
luminal. Barras = 20 um
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Figura 21. Imégenes histoldgicas representativas de las glandulas superficiales del estroma
endometrial inmunomarcadas para los ESR1 y ESR2 en los tres grupos en estudio en el dia 15
posovulacion. Gs: glandulas superficiales. Barras = 20 um.
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Figura 22. Imégenes histologicas representativas de las glandulas profundas del estroma
endometrial inmunomarcadas para los ESR1 y ESR2 en los tres grupos en estudio en el dia 15
posovulacion. Gp: Glandulas profundas. Barras =20 um.,
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V. DISCUSION
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Los protocolos de IATF que presentan periodos prolongados de proestro han tenido un
gran impacto en la dltima década a partir de los trabajos iniciales presentados por Day y col.
(2008). Muchas investigaciones han sido publicadas sobre la importancia fisiol6gica que presenta
el proestro en la fertilidad de la hembra bovina, logrando una mejora en la tasa de concepcion a la
IA cuando extendemos su duracién de 48 a 72 horas (Filho y col., 2011; Bridges y col., 2012;
Colazo y col., 2014; Wiltbank y Pursley, 2014; Bo y col., 2018; Perry y col., 2020). Sin embargo,
son pocos los ensayos que han evaluado posibles diferencias en los perfiles endocrinos generados
anivel ovarico por distintos tratamientos farmacolégicos disponibles comercialmente, al igual que
las respuestas del ttero en la expresion de receptores que modifiquen la receptividad endometrial
generando un ambiente uterino mas favorable para el embrién en las etapas iniciales de su
desarrollo.

El presente trabajo fue llevado a cabo para estudiar el efecto entre el tiempo de proestro,
las concentraciones séricas de las hormonas ovdricas, E> y P4 y la regulacion de la expresion de
sus receptores (RP, ESR1 y ESR2) a nivel endometrial en el periodo preimplantacional (dia +15,

ovulacién= dia 0).

5.1. Efecto del tiempo de proestro sobre la dindmica folicular, litea y concentraciones séricas
de hormonas esteroideas.

Los cambios morfométricos que ocurrieron en el FD durante el periodo de proestro y estro
fueron determinados en los tres grupos a través de estudios ecograficos realizados en forma diaria
desde el inicio del proestro hasta el dia 0. En coincidencia con trabajos previamente publicados
donde el tamaiio del FD se correlaciona en forma positiva con la duracién del proestro (Bridges y
col., 2012; De La Mata y Bo, 2018) nosotros también encontramos diferencias en la evolucién del
tamafio del FD durante el proestro. Observamos respuestas diferenciales en el didmetro del foliculo
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preovulatorio, el cual aument6 en los tres grupos a medida que avanzé el tiempo de proestro.
Ademads, los animales del grupo I y II, cuyos protocolos incluyen la administracién de una dosis
de GnRH al momento de la insercién del DIV presentaron mayores didmetros de FD al momento
de la ovulacién con respecto al grupo III de proestro corto que emplea benzoato de estradiol. Esta
diferencia en el didametro del FD tanto al comienzo del proestro como al momento de la IA puede
ser atribuida a que los agonistas sintéticos de la GnRH (acetato de buserelina) inyectados al inicio
del protocolo inducen la ovulacién y generan una nueva onda de crecimiento folicular dentro de
las 48 horas de su administracién (Day y col., 2015), en comparacién cuando se utiliza benzoato
de estradiol mas P4 los cuales producen la regresion folicular y generacion de una nueva onda de
crecimiento a las 96 horas (Bo, y col., 2018). Estudios publicados por el grupo de investigacién de
Bridge y col. (2008; 2010 y 2012) demostraron que el didmetro y la edad del foliculo ovulatorio
no parecen ser predictores precisos de la fertilidad, pero si encontraron una relacion positiva directa
con el tiempo de proestro y la tasa de prefiez, enfatizando que la duracién del proestro influye mas
en la fertilidad que en el tamaifio del foliculo o en la edad del mismo. Por lo tanto, es mds importante
la madurez del FD en términos de tiempo que el tamaifo del FD para el establecimiento y
mantenimiento de la prefiez; tal como lo demuestra un trabajo reciente de Ciernia y col. (2021).
Los trabajos publicados sobre dindmica ovérica mediante la evaluacion con ultrasonografia
Doppler indican que tanto el tamafo del FD como su flujo sanguineo se incrementan a medida que
se extiende la duracion de la fase de dominancia folicular. La vascularizacion del FD aumenta en
paralelo con el aumento de las concentraciones de Ez y permanece alta hasta el momento de la
ovulacion, lo que sugiere que la angiogénesis juega un papel importante en la maduracion folicular
(Bollwein y col., 2010). Estos datos refuerzan nuestra hipétesis inicial donde no sélo las

concentraciones séricas de Ez logradas a través de los diferentes protocolos comerciales que
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prolongan el tiempo de proestro son importantes, sino también que el tiempo adicional de duracién
del proestro permite un mayor desarrollo del FD (Bollwein y col., 2010).

Un dato de relevancia es que no encontramos diferencias significativas en relacién al
didmetro de los CL entre los diferentes grupos en estudio durante los primeros 15 dias de diestro.
Este resultado tiene una gran importancia y coincide con un estudio recientemente publicado por
Mc Lean y Perry (2022) donde no encontraron asociacion entre las concentraciones preovulatorias
de E» y la funcion ldtea en vacas para carne. Los autores demostraron que altas concentraciones de
E> antes de la ovulacién no eran requisito necesario para preparar las células de la granulosa para
su luteinizacién y/o su posterior sintesis litea de P4, pero hallaron una tendencia a afectar
negativamente la vida util del CL. Estos resultados estdn de acuerdo con los trabajos originales de
Bridges y col. (2008) que demostraron que la manipulacién del tiempo de duracion del proestro
tuvo un efecto mucho mas marcado sobre la tasa de concepcion que las concentraciones séricas de
E; alcanzadas al momento de la IATF. Un trabajo similar publicado por McNeill y col. (2006)
indica que la extensién del tiempo de proestro da lugar a la formaciéon de un CL con mayor
capacidad de sintesis endocrina. Estos datos son reforzados por la fuerte asociacién entre la
concentracion de P4 sistémica durante la fase litea temprana y la tasa de supervivencia del embrién
en las vacas de este estudio. También encontramos que la capacidad endocrina de las células
ldteales no se asocid con un mayor didmetro del CL, reforzando el concepto de la importancia del
tiempo de proestro mas que de las concentraciones séricas de E2 preovulatorias a las que son
expuestas las células del FD para lograr una mayor capacidad de esteroidogénica del CL durante
el diestro subsiguiente (Binelli y col., 2009; Cooke y col., 2019). Dadas las multiples funciones de
los esteroides ovéricos en los procesos bioldgicos que conducen a la gestacion, es posible que estos
cambios endocrinos contribuyan a la mayor fertilidad alcanzada mediante el uso de los protocolos

de proestro prolongados (Bridges y col., 2010).
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Un hallazgo importante de este trabajo de tesis fue la respuesta endocrina diferencial de los
CL en los grupos de vacas que fueron incluidas a periodos de proestro de mayor duracién (72 h)
con respecto al grupo de vacas con periodos cortos (48 h), resultando en mayores concentraciones
circulantes de P4 durante la fase litea en el grupo I de proestro extendido.

Los mecanismos celulares y moleculares mediante los cuales las modificaciones del
tiempo de proestro afectan la fertilidad son pocos comprendidos atin (Pohler y col. 2012). Larimore
y col. (2015) expresan que los estrogenos no solo regulan la ovulacién, sino que desempefian un
papel central en la reproduccion, participando en procesos tales como: la maduracién final de los
ovocitos, el transporte de gametas, regulacion del pH uterino, producciéon de histotrofo, la
expresion de los receptores endometriales de P4 y preparan a las células foliculares para su
posterior luteinizacion y sintesis de P4 (Ciernia y col, 2021; Perry y col., 2008).

Los cambios durante el proestro podrian inducir modificaciones en procesos bioldgicos
vitales modulando la funcién uterina y cualquier cambio en las concentraciones séricas del E»
puede alterar la calidad del embridn durante sus criticos primeros 15 dias de desarrollo (Bridge y
col., 2013). Estos resultados coinciden con nuestros hallazgos de una funcién endocrina diferencial
del CL en aquellas vacas que fueron incluidas en un protocolo con tiempo de proestro de 72 horas.
Por lo tanto, un ambiente endometrial mds favorable para el desarrollo del embrién podria ser el
resultado de la mayor tasa de prefiez reportada en estos animales tal como lo menciona Binelli y
col. (2012).

Con respecto a la evaluacion en las concentraciones séricas de E> se observo un efecto del
tiempo sobre la concentracion de E», donde fue evidente un aumento en las concentraciones de la
hormona al dia 0 del protocolo en coincidencia con el estro de los animales. El grupo III cuyo
tratamiento farmacoldgico incluy6 la administracion de una sal exégena de Ez (1 mg de CPE) al

momento del retiro del DIV, present6 las concentraciones de E> mas elevados al momento de la
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IA. Ademas, resulta relevante que ambos tienen un tratamiento farmacolégico similar con la
diferencia del tiempo extendido de proestro en el grupo I (72 horas) versus el grupo II (48 horas),
sin embargo, ambos grupos no presentaron diferencias en las concentraciones de Ex.

Nuestros datos coinciden con los publicados previamente por Larimore y col. (2015) donde
en vacas para carne la extension del tiempo de proestro da como resultado un periodo mas
prolongado de crecimiento del FD, pero a diferencia de este autor nosotros no encontramos
diferencias en la actividad esteroidogénica del FD y en las concentraciones séricas de Ea
alcanzadas entre ambos protocolos con igual manejo hormonal pero diferentes tiempos de proestro.
Estos datos contrastan parte de nuestra hipétesis de que la extension del proestro da como resultado
un periodo mds prolongado de crecimiento del foliculo preovulatorio que mejora la actividad
esteroidogénica del foliculo y las concentraciones séricas de E> pero reafirman nuestra idea inicial
de que favorecen la sintesis de P4 por parte de las células liteales. Oosthuizen y Lamb (2020)
publican un estudio reciente que coincide con nuestros hallazgos en donde los investigadores
demostraron que vacas que tuvieron mayor didmetro del FD al momento de la IA, presentaron
ademds un mayor volumen del CL, una mayor concentracion plasmatica de P4 7 dias post IATF y
un mayor porcentaje de prefiez con respecto a las que tenian menor tamafio de FD al momento de
la TA.

De acuerdo al trabajo de Farin y col. (1986) las células de la capa granulosa del FD se
diferencian en las células liteas grandes, las cuales son encargadas de sintetizar aproximadamente
el 80% de la P4 producida por el CL en la oveja. Ademas, el numero de células luteas grandes no
se modifica durante la fase lutea y es proporcional a la densidad celular de la estructura precedente
que le da origen. En consecuencia, la menor concentracion sérica de P4 después de la ovulacion
no se deberia en un principio al resultado de provenir de un FD de menor didmetro que presenta

menor numero de células de la granulosa antes de la ovulacion que resulta en menos células luteas
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grandes en el CL tal como menciona Perry y col. (2005); podria ser en cambio una consecuencia
de una capacidad endocrina diferencial por parte de estas células liteales.

Han sido postuladas posibles rutas bioquimicas para intentar explicar la mayor
concentracion sérica de Psencontrada en el grupo de animales con periodo prolongado de proestro.
La via esteroidogénica para la produccion de E; ha sido bien definida en la especie bovina
(Larimore, y col., 2016). Este dltimo autor encontré cambios en la funcién ovérica asociados con
concentraciones circulantes de E> al momento de la IA. Las enzimas involucradas en las vias
esteroidogénicas del foliculo y la expresion de receptores de gonadotrofinas necesarias para la
produccién de E> estaban regulados positivamente dentro de todos los foliculos antrales en las
vacas con alta concentracién de E> en comparacién con las vacas con baja concentracion de Eo.

En este trabajo no encontramos diferencias en la morfometria Iitea de los diferentes grupos
en estudio. Por el contrario, si hemos hallado concentraciones de P4 mayores en las vacas con
tiempos prolongados de proestro. Este hallazgo podria ser explicado a partir de una mayor tasa
esteroidogénica en las células liteales previamente expuestas a niveles circulantes de E> por un
periodo mayor de tiempo. Sin embargo, nuestros datos no coinciden con el trabajo de Pugliesi y
col. (2014) que sugiere que el aumento de la secrecion de P4 por parte del ovario de las vacas que
ovulan foliculos mds grandes probablemente se deba al aumento del tamafio del CL mds que al
aumento de la expresion litea de genes involucrados en la esteroidogénesis.

En sintonia con lo expuesto, los trabajos de Bollwein (2010) evaluaron los efectos de la
duracion de la fase preovulatoria sobre el flujo sanguineo genital determinado por ecografia
Doppler antes y después de la ovulacion en vacas con diferentes tiempos de proestro; encontrando
un efecto marcado sobre el flujo sanguineo del CL; ya que las vacas que tuvieron un periodo de
proestro corto presentaron una disminucion de la perfusion lutea durante el diestro siguiente. Esto

sugiere que diferencias encontradas cuando se comparan protocolos de IATF similares, pero con
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diferentes tiempos de proestro podrian estar relacionadas con una irrigacion y angiogénesis litea
menor en aquellos CL que derivan de FD con periodos cortos de proestro, sumado al hecho de
lutedlisis prematuras mencionado en parrafos anteriores de tesis.

Perry y col. (2005) encontré que vacas para carne que ovularon de foliculos < 13,2 mm
presentaron concentraciones menores de P4 y un aumento mas lento en la curva sérica de P4 en
comparacion con las vacas que ovularon foliculos mas grandes. Este dato fue también relevante
en nuestro trabajo ya que los grupos de vacas con tiempo de proestro extendido que presentaron
FD mayores al momento de la IA tuvieron una curva de ascenso mayor en las concentraciones
séricas de P4 lo cual también podria explicar las diferencias reportadas en la tasa de gestacion
obtenidas por IATF cuando se emplean protocolos de sincronizacién de la ovulacién que
prolongan el periodo de proestro. Ramos y Binelli (2015) observaron condiciones bioquimicas
diferenciales en el medio uterino en vacas que ovularon a partir de foliculos mas pequefios. Los
autores concluyeron que las vacas que ovularon un foliculo mds pequeifio tenian capacidad redox
disminuida y consecuentemente aumentaron la peroxidacion lipidica en el endometrio generando

un ambiente menos favorable para el crecimiento del embridn.

5.2. Efecto del tiempo de proestro sobre el ambiente endometrial

Durante el ciclo estral, el endometrio experimenta cambios en la composicion y el estado
de diferenciacion celular. Estos cambios estdn regulados principalmente por el Ez, la P4 la
oxitocina, y la expresion de los receptores de esteroides. Por lo tanto, el entorno uterino cambia
dindmicamente durante el ciclo estral, jugando un papel vital en el reconocimiento materno de la
gestacion, la elongacion y la implantacion del embridn, a través de la secrecion de nutrientes,
factores de crecimiento, agentes inmunosupresores, enzimas € iones que son necesarios para el

correcto crecimiento y desarrollo embrionario (Perry y col., 2020).
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El presente estudio no encontrd diferencias de los tratamientos de IATF en cuanto a la
expresion proteica de los receptores de las hormonas esteroideas a nivel uterino en el periodo
preimplantacional (dia 15). Tampoco se hallaron respuestas diferenciales entre tratamientos en la
inmunotincion para los receptores ESR1 y ESR2 a nivel luminal como asi tampoco a nivel de las
glandulas superficiales y profundas del estroma endometrial.

Nuestros hallazgos coinciden con el trabajo publicado por Perry y col. (2020) en donde las
concentraciones de estradiol en el dia O no influyeron en la expresion génica de los RP, ESRI,
ESR2 en el dia 16 posovulacién. Ademads, estos autores sugieren que hay muy poca evidencia para
indicar que los cambios en la transcripcién de los ESR1 o ESR2 podrian ser responsables de la
mayor tasa de fertilidad encontrada en aquellos vientres que manifiestan celo versus los que no lo
manifiestan al momento de IA.

Martin y col. (2008) realizaron un estudio sobre la deteccién inmunohistoquimica de RE y
RP en gldndulas endometriales y estromales durante el ciclo estral en vacas Nelore. Estos autores
encontraron que la intensidad de inmunotincidn para estos receptores en el epitelio glandular tuvo
una variacién temporal a lo largo del ciclo estral, siendo su intensidad maxima al momento del
estro y durante la fase ldtea inicial, siendo minima la expresion en el dia 19 del ciclo estral. Estos
datos son similares a los encontrados en nuestros estudios en vacas Bos taurus y con los patrones
de expresidén proteica por inmunotincién reportados por Kimmins y col. (2001) en donde
demuestran que la expresion proteica de ER y PR es mads alta en el estro y mds baja durante la fase
lutea final que se corresponde con el periodo de preimplantacion. Esto coincide con un trabajo mas
reciente publicado de Rodriguez y col. (2018) que fue realizado en ganado Bos indicus, donde
demuestran que la expresion endometrial de RP a nivel endometrial es minima al final del diestro.

Estos datos refuerzan los publicados previamente por Meikle y col. (2001) cuyos resultados

mostraron los efectos positivos de los estrogenos estimulando la expresion endometrial de los
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receptores de esteroides ovdricos, asi como también la accién inhibitoria de las concentracion
plasmaéticas de P4 sobre la expresion de los RP que coinciden con nuestros hallazgos en los cuales
no observamos expresion de los receptores de P4en las células endometriales epiteliales y células
de las glandulas superficiales y profundas del endometrio al dia 15 posovulacién.

El trabajo de Robinson y col. (2001) aporta informacién acerca de la regulacién de la
expresion del ESR1 y del receptor de oxitocina (RO) al comienzo de la prefiez en la vaca. Nuestro
estudio relacioné el tiempo de proestro sobre la expresion proteica a nivel endometrial de los
receptores esteroides sexuales al dia 15, pero tal como lo demuestran estos investigadores, la
presencia de un embrién no tuvo ningtn efecto sobre la expresién del ESR1 en los dias 12-14 a
nivel del epitelio luminal, glandulas superficiales o el estroma subepitelial, lo cual coincide con el
tiempo que realizamos las muestras por biopsias endometriales. Sin embargo, los dias 16-18, la
expresion e inmunomarcaciéon de los ESR1 aumentaron en el epitelio luminal de las vacas no
gestantes, mientras que disminuyeron durante este periodo en las vacas gestantes, volviéndose
indetectables el dia 18 ya que el IFN-t suprime la expresién tanto del RO como del ESR1.

Bridges y col. (2012) realizaron un estudio para determinar el efecto de las concentraciones
preovulatorias de E» sobre las concentraciones de P4, el desarrollo embrionario, la sintesis de IFN-
t y la expresion génica de receptores de hormonas sexuales durante diferentes momentos del
diestro a nivel uterino. Estos autores observaron que la expresion del ARNm del ESR1 en el
endometrio uterino fue mayor al dia 15 posovulacién en aquellas vaquillonas que habian
presentado concentraciones mayores de E; al momento del estro, estos hallazgos indican que los
niveles de E> preovulatorio puede tener efectos prolongados sobre la expresion de los RE, que se
ha demostrado que regulan la funcidn uterina durante el periodo de pre implantacion del embrion.
Estos trabajos podrian explicar las diferencias encontradas por nosotros con el porcentaje de

inmunomarcacion de las diferentes isoformas del RE (a y B) en células del epitelio endometrial,
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glandulas superficiales y profundas para el grupo III, que incluyo la administracién exégena de
sales de estradiol, protocolo convencional. En cambio, en los grupos 1 y II que presentaron
concentraciones de E; menores al momento de la ovulacidn, no se observaron diferencias en la

expresion de los ESR1 y ESR2 entre las glandulas y epitelio endometrial.
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VI. CONCLUSION
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Esta tesis aporta datos comparativos de importancia acerca del efecto del tiempo de
proestro sobre la funcionalidad endocrina del ovario y la receptividad uterina durante el periodo
preimplantacional en el ganado para carne. Esta informacién nos permite tener una mejor
compresion de los mecanismos fisioldgicos que intervienen en sincronizacioén de la ovulacién por
parte de los tres protocolos comerciales mas empleados en el mundo para inseminar vacas.

Nuestros resultados mds relevantes estdn asociados con las diferencias encontradas con
respecto a las concentraciones circulantes de la hormona Ps. Esta implicancia biolégica podria
explicar las mayores tasas de prefiez reportada en trabajos previos que comparan diferentes
protocolos de IATF en bovinos para carne.

La informacién presentada refuerza el concepto preexistente de que los cambios mas
relevantes que determinan una mayor fertilidad en los tratamientos hormonales de sincronizacién

de la ovulacién con tiempos de proestro extendido ocurren a nivel ovdrico.
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