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"If you can't fly, then run, if you can't run, then walk, if you can’t walk, then crawl, but
whatever you do, you have to keep moving forward"

Martin Luther King Jr.
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RESUMEN

Es frecuente que las vacas lecheras ganen excesiva condicion corporal (CC) durante el
secado, coincidiendo con el Gltimo periodo de la gestacion. En cambio, las ovejas en
condiciones extensivas, y debido al fotoperiodo, llegan al final de la gestacion en épocas de
escasa oferta forrajera. Tanto los excesos como las restricciones nutricionales en
gestaciones avanzadas llevan a hipoglucemia fetal y menores niveles del factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1). El IGF-1 es critico para el desarrollo fetal de los
organos reproductivos. Por ende, las hijas podrian presentar alteraciones ovaéricas y
uterinicas luego del nacimiento. El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto de las
variaciones nutricionales en gestaciones avanzadas de hembras rumiantes sobre los niveles
plasméticos de glucosa (GLU) e IGF1 de las crias neonatales y el grado de desarrollo
ovarico/uterino en las corderas y funcion ovarica en las terneras alrededor de la pubertad.
Para determinar el efecto de los excesos nutricionales, vacas de tambo estabuladas durante
el ultimo mes de gestacion se separaron en dos grupos en funcién a la CC,: Control (“C”;
CC >2.5 y < 3.75, n=5) y Gordas (“G”; CC >4, n=5). Para evaluar el efecto nutricional
contrario, ovejas en el Gltimo tercio de la gestacion fueron asignadas al grupo Control
(“C”, n=4) o Restringido (“R”, n=4) y alimentadas al 100% o0 50% de sus requerimientos
energéticos, respectivamente. Se evaluaron niveles de GLU, IGF-1 y estradiol (E) de las
hijas durante los primeros 30 dias de vida en terneras y dos meses de vidas en corderas. Se
determinaron niveles de hormona anti-Mdilleriana (AMH) y didmetros foliculares alrededor
del afio de vida de las terneras, mientras que las corderas fueron eutanasiadas a los 2 meses
de edad para evaluar la arquitectura histolégica de ovarios y Gtero y la expresion génica
para IGF-1 y sus receptores en dichos 6rganos. Los niveles de GLU e IGF-1 sanguinea
fueron analizados como medidas repetidas en el tiempo en un modelo mixto, mientras que
las diferencias para el resto de las determinaciones fueron analizadas por ANOVA.
Comparado con las hijas de las madres en el grupo “C”, tanto las terneras nacidas de las
vacas en el grupo “G”, como las corderas hijas de las ovejas en el grupo “R” tuvieron
menores niveles de GLU e IGF-1 en los primeros dias y semanas de vida, respectivamente,
y de E; al mes (terneras) o dos meses (corderas) de edad (p<0,05). Las terneras presentaron
una tendencia a menores valores de AMH (p=0,10), lo que indicaria menor poblacion
folicular, y tendencia a menores diametros foliculares (p=0,10) al afio de vida; mientras
que las corderas tuvieron menor expresion de IGF-1/IGF-1R a niveles ovarico y uterino
(p<0,05), menor peso del utero (p<0,05), y menor nudmero de glandulas uterinas y
diametros foliculares (p<0,05) en los cortes histologicos. En conclusion, pudimos
demostrar que tanto los excesos como las restricciones nutriciones en hembras rumiantes
durante gestaciones avanzadas tienen efectos negativos en el desarrollo de los érganos
reproductivos de las crias con posible impacto en el desempefio reproductivo futuro dentro
de los establecimientos.

Palabras claves: Programacion fetal, Nutricion, Glucosa, IGF-1, desarrollo
reproductivo
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ABSTRACT

Dairy cows frequently gain excessive body weight during the dry period. As this is
coincident with the last stage of gestation, cows could reach parturition with a high body
condition score (BCS). On the other hand, ewes in extensive conditions and due to the
photoperiod undergo the last period of gestation on late winter, when forage supply is
scarce. Maternal over and undernutrition during late gestation could lead to fetal
hipoglucemia and lower levels of circulating insulin growth factor-1 (IGF-1). IGF-1 has a
critical role in the development of fetal reproductive organs. Thus, the daughters might
present ovarian and uterine alterations after birth. The main objective of this study was to
evaluate the impact of maternal nutritional status during late gestation on blood levels of
Glucose (GLU) and IGF-1 in neonatal offspring and the ovarian/uterine development of
lambs and ovarian function of heifers near puberty. To determine the effect of
overnutrition, dairy cows in the last month of gestation were separated in two groups
according their BCS: Control (“C”; BCS >2.5 y < 3.75, n=5) and Fat (“F”’; BCS >4, n=5).
To evaluate undernutrition, pregnant ewes in the last trimester were randomly assigned to
Control (“C”, N=4) or Restricted Group (“R”, n=4) and fed a diet with the 100% or 50% of
their energetic requirements, respectively. Levels of GLU, IGF-1 and estradiol (E;) were
evaluated during the first 30 days of age in calves and 60 days of age in lambs. Blood
levels of anti-Miillerian hormone (AMH) and follicles diameter were evaluated in heifers
at 12 months of age. Lambs were euthanized at 2 months of age to evaluate the histologic
architecture of ovaries and uterus and gene expression of IGF-1 and its receptors on those
organs. Blood levels of GLU and IGF-1 were analyzed as repeated measures in a mixed
model, while the other results were analyzed through ANOVA. Compared with daughters
born from cows or ewes in the “C” group, calves born from cows in the “F” group and
lambs born from ewes in the “R” group had significantly lower levels of GLU and IGF-1
during the first days and weeks of life, respectively, and lower E; levels at one month of
age (calves) or two months of age (lambs) (p<0.05). Levels of AMH and follicles diameter
tended to be lower (p=0.10) in heifers at 12 months of age. Lambs at 2 months of age had
lower levels of IGF-1/IGF-1R expression in ovaries and uterus, lower uterine weight and
lower number of endometrial glands and smaller follicles (p<0.05) in the histological
analysis. Collectively, we concluded that maternal over or undernutrition has a negative
impact on the development of their offspring's reproductive tract and therefore could have
some long-term effects, probably impairing reproductive efficiency in adult life.

Keywords: Fetal Programming, Nutrition, Glucose, IGF-1, reproductive development
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CAPITULO 1: REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Nutricién maternay programacion fetal

En cualquier sistema productivo en el que se aspire a ser sustentable y perdurable
en el tiempo, se deben lograr ciertos objetivos productivos. Los objetivos de los sistemas
de produccién ganadera involucran pardmetros productivos, reproductivos, de manejo y
sanitarios. Entre los primeros, y siendo el mas importante y de mayor impacto, se
encuentra la nutricion. En Argentina, la producciéon bovina de leche y ovina estan
predispuestas a enfrentar situaciones nutricionales opuestas: el exceso o la falta de

alimentos.

En tambos bovinos se ha avanzado mucho en la formulacion y ajustes de dietas, ya
que actualmente los sistemas estabulados son cada vez mas frecuentes. Sin embargo, este
sistema predispone a que los animales presenten excesos nutricionales y de gordura,
principalmente en el periodo de vaca seca, que coincide con el final de la gestacion (De la
Sota, 2006; Holtenius y col., 2007).

Por otro lado, la produccion ovina se desarrolla mayormente en las zonas
patagonicas del pais. Debido a inclemencias climéaticas en el invierno sumado a las
condiciones fisiologicas del fotoperiodo negativo de los ovinos, los animales pueden
encontrarse bajo condiciones de subnutricion y/o restricciones alimenticias durante la

prefiez, especialmente al final de la misma (La Torraca, 2015).

Mientras la nutricion durante la prefiez tiene un rol esencial en el desarrollo fetal y

de la placenta, poco se sabe del impacto que tiene la nutricidn materna durante la gestacion



sobre el estado de salud y de productividad de la cria al nacimiento, pubertad y vida adulta.
Ademas de éstos, aspectos como la severidad y duracion de la adversidad materna y el
momento o tercio de gestacion en la que sucede o sucedio, deben ser considerados
(Robinson y col., 1999).

David Barker y col. (1993) fueron los primeros en definir el término de
"programacién fetal" explicando que aquellos adversidades maternas (tales como
desbalances nutricionales, consumo de sustancias nocivas, situaciones estresantes, etc)
durante momentos criticos del desarrollo fetal tendrian efectos a largo plazo en la
descendencia. Mediante estudios epidemioldgicos de cohorte (retrospectivos), en Gran
Bretafia y Europa, los autores relacionaron en humanos, las deficiencias nutricionales
durante la primera mitad de la gestacion de las madres con hijos que fueron més delgados
al nacimiento, pero que en su vida adulta tuvieron una mayor incidencia de problemas de
salud, entre ellos, obesidad, diabetes y problemas cardiovasculares (Godfrey y Barker,
2000).

Si bien esta definicion fue realizada en base a estudios observacionales sobre
humanos, su significado bioldgico es totalmente aplicable a otras especies animales. Por tal
motivo, la teoria del "Origen fetal de las enfermedades de los adultos”, como el Dr. Barker
la definiera, es, desde hace méas de dos decadas, puesta a prueba a niveles experimentales
en distintos tipos de animales. Entre ellos se pueden encontrar en la literatura trabajos

realizados en ratas, ratones, ovinos y bovinos.

Entre la especie humana y bovina hay varias similitudes en términos reproductivos:
periodos de gestacién muy similares (alrededor de 9 meses, o 280 dias), ambas especies
tienen ovulaciones simples con ciclos estrales continuos y multiples ondas de crecimiento
folicular con crecimiento y atresia de foliculos antrales en cada ciclo reproductivo, etc.
(Evans, 2003).



El motivo por el cual situaciones adversas durante la vida fetal pueden darse de
manifiesto en la vida adulta del individuo se basa en las modificaciones que pueden
producirse a nivel de la estructura del ADN y que repercuten permanentemente en la
expresion génica, lo cual se conoce como modificaciones epigenéticas. La cromatina esta
formada por una doble hélice de ADN vy por histonas. Estas Gltimas hacen las veces de
bobinas en las que la larga cadena de ADN se enrolla (dos veces en cada una de ellas),
dando la apariencia caracteristica de un collar de perlas (las perlas representan al ADN més

las histonas, unidad estructural conocida como nucleosomas).

Aqui es donde la epigenética tiene lugar ya que, para que el ADN interaccione
directamente con las enzimas que intervienen en su replicacion y regulacion debe haber
una remodelacion de la cromatina. Si por alguna razon se producen modificaciones en las
histonas como la metilacion (alteraciones epigenéticas mejores estudiadas hasta la fecha),
la region de ADN relacionada a esas histonas no puede desenrollarse para permitir la
transcripcion del ARNm, por lo que no habria una buena expresion de los genes que
forman parte de la cadena de ADN en ese segmento, haciendo que los genes se silencien o
"apaguen” (gen OFF). Las deficiencias nutricionales son un buen ejemplo de estos
cambios, ya que la produccion de donantes de grupos metilos para la metilacion del ADN
es un proceso complejo que depende de factores dietarios esenciales (Chango, 2015). Otro
cambio epigenético es el que se observa cuando se produce el fendmeno de acetilacion en
las histonas, las cuales "prenden” al gen (gen ON) promoviendo su expresion (Reik y col.,
2001).

La gestacion y organogénesis en los mamiferos son momentos muy susceptibles,
especialmente, luego de la fertilizacion en la que los genomas maternos y paternos son
demetilados extensivamente para volver a metilarse (metilacién de novo) en posteriores
etapas (Reik y col., 2001; Novakovic, 2011). En recientes investigaciones, se ha observado

que restricciones nutricionales pueden acarrear deficiencias de grupos metilos necesarios



para la metilacion de novo (Chango, 2015) Esto podria originar alteraciones en el patrén
epigenético del nuevo individuo produciendo, entre otras cosas, modificaciones

permanentes en el fenotipo (Gardner, 2009).

1.2. Nutricion materna y desarrollo fetal

El desarrollo intrauterino es esencial para el éxito de la prefiez y la sobrevivencia
de las especies, ya que interviene en el crecimiento, desarrollo y composicion corporal,
afectando las tasas posnatales de mortalidad, como asi también los parametros
relacionados con la salud y productividad de las crias durante su vida adulta (Spiegler y
col., 2014).

La placenta representa un O&rgano critico en el desarrollo fetal y en el
mantenimiento de la prefiez hasta su término. Su importancia fundamental radica en ser,
por un lado, la fuente de soporte nutricional y enddcrino para el embrion y feto, y ademas,
el medio por el cual se eliminan los desechos organicos producidos por estos mediante su
paso a la circulacion materna (Bell y col., 1999). Su crecimiento es maximo entre los dias
30 y 80 en la oveja y 60 y 120 en la vaca (Funston y col. 2010; Ehrhardt y Bell, 1995).
La placenta de los rumiantes es de tipo cotiledonaria con distintas areas de union materno-
fetal que corresponden a los placentomas (Igwebuike, 2009). Estos se encuentras formados
por cotiledones fetales (corioalantoides) y las carunculas endometriales maternas (no
glandulares); mientras que las areas intercarunculares son altamente glandulares (Gray y
col., 2001).

A pesar de las diferentes longitudes de gestacion entre ambas especies el
crecimiento maximo de la placenta ocurre entre el primer y segundo tercio de la gestacion
(Funston y col. 2010), mientras que el mayor crecimiento fetal ocurre al final de la

gestacion (Reynolds y Redmer, 1995). Cualquier evento adverso durante estos periodos



puede originar alteraciones en el desarrollo fetal. En un experimento realizado en vacas
multiparas jovenes bajo condiciones de subnutricion durante los dias 30 a 120 de
gestacion, se pudo observar una disminucion en el peso del tejido cotiledonario y en la
superficie total de placentomas, que llevo a una disminucion en el crecimiento fetal hacia
el dia 125 de gestacion (Long y col., 2009). Los autores concluyeron que a pesar del
crecimiento fetal compensatorio observado después de la “realimentacion”, que llevo a que
los pesos de las placentas y crias al nacimiento sean muy similares entre grupos, hubo
alteraciones postnatales en el metabolismo de la glucosa (GLU) y contenido graso en las
crias pertenecientes al grupo subnutrido (Long y col., 2009, 2010, 2012; Funston y col.,
2010). Similares resultados se obtuvieron en ovejas subnutridas (al 50% de los
requerimientos) desde los 110 dias de gestacion hasta el parto (Gltimo tercio de gestacion),
observandose similares pesos de las placentas y pesos vivos de las crias al nacimiento entre
grupos, sumado a una profunda alteracion en el metabolismo, con una marcada falta de
regulacién en la secrecion de insulina (INS) (Gardner y col., 2005). En humanos, una
restriccion nutricional en el Gltimo tercio de la gestacion también coincide con el periodo
de maximo crecimiento fetal y, al igual que en los trabajos anteriores realizados en
pequefios rumiantes, se observOo una alteracion en la homeostasis de la GLU e INS
(Plagemann, 2006).

Otros estudios demostraron que el nimero de placentomas puede verse limitado por
una restriccion nutricional durante el primer tercio de gestacion en ovejas (Wathes y col.,
1998). Mientras que si la restriccion se produce en el Ultimo tercio, se afecta el tamafio y la
morfologia de los placentomas en lugar de su numero (Vatnick y col., 1991; Wallace y
col., 1996), lo que de cualquier manera traeria consecuencias negativas considerando el

momento de maximo crecimiento de los fetos.

Asimismo, una intensa lipo-movilizacion materna durante el tercer tercio de la
gestacion, producto de la mayor demanda fetal mas un cuadro de subnutricion materna,
puede disminuir el desemperio reproductivo de las crias, tal como se vio en vaquillonas con

retardos en la primera ovulacion (Guedon y col., 1999).



Las concentraciones de hormonas esteroideas también puedes verse afectadas por
el nivel de ingesta materna, tal como se documenta en el estudio realizado por Mossa y col.
(2013), en donde se restringio nutricionalmente a vacas prefiadas en el primer tercio de la
gestacion, reportdndose menores niveles circulantes de estradiol y mayores niveles de
testosterona hacia el final de la gestacion, comparado con el perfil endocrinolégico de las

vacas controles.

En un estudio reciente realizados en ovejas, se encontrd que tanto la restriccion
nutricional como los excesos nutricionales durante la prefiez temprana alteraron el perfil de
produccion de esteroides hacia el final de la gestacion (Lemley y col., 2014).
Se han reportado distintos efectos de elevados niveles nutricionales durante la gestacion,
involucrando desde falta de desarrollo fetal (Wallace y col., 2000, 2001) hasta disminucién
en el namero de foliculos ovaricos (Da Silva y col., 2002), producto de retardos en el
desarrollo placentario con el consecuente aumento de las tasas de mortalidad fetal y
neonatal en ovejas (Wallace y col., 2003). Esta situacion se debe a que la mayor ingesta de
alimento estimula un mayor efecto anabdlico hacia los tejidos maternos, llevando a
desbalance metabdlico, con excesivos niveles de GLU, INS e IGF-1 maternos, pero con
una disminucion en la transferencia de nutrientes hacia el Utero gravido (Da Silva y col.,
2002). En concordancia, Wallace y col. (2000), reportaron que las concentraciones de
GLU, INS y de IGF-1 estaban significativamente disminuidas en fetos con crecimiento
restringido producto de una excesiva nutricion durante el tercer tercio de la gestacién. Por
otra parte, se pudo observar que durante la primera mitad de la gestacion los niveles
elevados de nutricion tuvieron poco impacto en el peso de las crias al nacimiento. Sin
embargo su efecto fue positivamente relacionado hacia el Gltimo tercio de la prefiez con

diferencias de peso al nacimiento entre los grupos (Gardner y col., 2007).

En un interesante estudio, Da Silva y col. (2002) concluyeron que una nutricién en

exceso en ovejas durante primer tercio de gestacion fue asociada positivamente con un



retardo el desarrollo placentario (entre 35-48% menor en el area total de placentomas
versus el grupo control) y con una posterior disminucion de tamafio en drganos fetales,
tales como higado, cerebro y ovarios, hacia el dia 131 de gestacion, cuando las prefieces
fueron interrumpidas. Todo lo anterior impactd en el peso de los fetos con claras

diferencias entre los grupos.

En conclusion, el estatus nutricional materno durante la prefiez es un importante factor
ambiental intrauterino que impacta sobre el desarrollo placentario y el crecimiento fetal. El
sistema regulador de la homeostasis energética en el feto y su relacion con la familia de los
factores de crecimiento tipo insulinicos es el principal mecanismo involucrado en dichos

SUCESOS.

1.3. Sistema regulador de la homeostasis energética fetal e IGFs

El sistema encargado de regular el balance energético (o niveles de GLU
sanguinea) se encuentra compuesto por una parte neural y otra enddcrina, las cuales
interaccionan permanentemente. La primera de ellas, la neural, se ubica en el cerebro y las
neuronas encargadas de expresar las sefiales de apetito (a través de neuropéptidos
orexigénicos) o saciedad (a través de neuropéptidos anorexigénicos) se hallan en el nicleo
arcuato (ARC) del hipotalamo, conocido como "el centro de la alimentacion” (Kalra y col.,
1999). Desde aqui se emiten las sefiales hacia el nucleo hipotaldmico paraventricular
(PVN) para realizar los ajustes necesarios sobre el balance energético (Saper y col, 2002).
Los neuropéptidos orexigénicos son el neuropéptido Y (NPY), el mas potente, y la proteina
relacionada al aguti (AGRP, por sus silabas en inglés). EI neuropéptido anorexigénico mas

importante es la pro-opiomelanocortina (POMC) (Broberger, 2005; Woods y col., 1998).

En especies precoces, como el ser humano, ovejas y bovinos, la red neuroenddcrina

del apetito se desarrolla durante la vida fetal, por lo que es totalmente competente hacia el



altimo tercio de la gestacion (Muhlhausler y col., 2006, 2004). En un estudio realizado por
Muhlhausler y col. (2005) en ovejas en el ultimo tercio de gestacion, se demostrd la
respuesta del hipotdlamo de los fetos a través de infusion de GLU intrafetal, observando

una elevacion en las concentraciones de POMC.

Las dos hormonas mas importantes involucradas en la regulacion endocrina de este
sistema son la INS y la leptina. Esta ultima es una hormona secretada por los adipocitos
blancos como una sefial de acumulacion grasa (Halaas y col, 1995), mientras que la INS es
secretada por las células beta del pancreas y tiene como funcién esencial controlar el
metabolismo de los carbohidratos y las grasas, siendo la principal hormona reguladora de
la disposiciéon de nutrientes (Schwartz y col, 1992). Ambas hormonas informan a nivel
central (hipotaldmico) sobre adecuados niveles de GLU estimulando la saciedad. Por ende,
entre sus funciones estan la de inhibir la accion del NPY y AGRP (que producen sensacion

de hambre) y estimular la expresién del POMC (Broberger, 2005).

La GLU es el principal nutriente para el feto en crecimiento (Battaglia y Meschia
1978) y sus concentraciones pueden fluctuar en funcion a la nutricion materna haciendo
variar al resto de las hormonas. Ademas, los factores de crecimiento tipo insulinicos 1
(IGF-1) y més importante, y 2 (IGF-2) dependen de las concentraciones de GLU para su
sintesis y liberacion al torrente sanguineo (Oliver y col.,1993). Estos autores observaron
que fetos hipoglucémicos también presentan niveles de INS e IGF-1 menores y que ante
una infusion intrafetal de GLU, la Glucemia se eleva rapidamente, acompafiada por un
incremento de la INS e IGF-1 (Oliver y col.,1993; Wallace y col., 2000). Las principales
funciones de los IGF son la de estimular la proliferacion y diferenciacion celular a través
de mecanismos autdcrinos y/o paracrinos en diversos 6rganos, entre los cuales estan, el
cerebro, ovarios y utero (Nayak y Giudice, 2003). Por ende, la compleja red neuro-
enddcrina no solo esta envuelta directamente en la regulacion de los niveles energéticos del
animal, sino también indirectamente en el desarrollo y funcionamiento del sistema

reproductor.



1.4. Desarrollo reproductivo en las hembras

La organogénesis en el embrién comienza en etapas muy tempranas de la
gestacion. Las células germinales que daran lugar tanto a las gonadas masculinas como
femeninas, comparten el mismo origen embriol6gico migrando desde el saco vitelino hacia
la cresta gonadal en desarrollo entre los dias 18 y 31 de vida embrionaria (Wrobel y Suss,
1998). Luego las gonadas primordiales comienzan la diferenciacion hacia ovarios o
testiculos, comandadas por distintos genes y dirigidos hacia la ovogénesis en la hembra o
espermatogénesis en el macho. En los testiculos fetales, las células germinales alcanzan un
estado mitético de quiescencia y se mantienen asi hasta la pubertad. En la hembra, en
cambio, la presencia de células germinales en divisién meiotica son el primer indicador del
comienzo de la ovogeénesis en el ovario fetal (Spiller y col. 2012).
El pool de foliculos ovaricos se completa hacia el dia 75 oveja (McNatty y col., 1995) y
entre los dias 90 y 140 de gestacion de la vaca (Erickson 1966b; Russe, 1983; Tanaka y
col., 2001; Yang y Fortune, 2008), alcanzando un nimero de 2,1millones de foliculos
primordiales (Smitz y Cortvrindt, 2002; Aerts y Bols, 2010). En ambas especies, esta cifra
va disminuyendo con el transcurso de la gestacion mediante dos sucesos: 1) la seleccion y
activacién de foliculos primordiales a primarios (alrededor del dia 90 y 140 en oveja y
vaca, respectivamente) y de éstos a secundarios y antrales pequefios (120 dias de gestacion
en la oveja y 210 dias en la vaca) (McNatty y col. 1995, 2000; Yang y Fortune, 2008) y 2)
apoptosis, que representa la muerte celular programada y cuya maxima expresion se da
hacia la mitad de la gestacion (Erickson 1966b; Aerts y Bols, 2010; McNatty y col. 1995,
2000).

Al nacimiento queda programada la poblacion total de foliculos, conocida como
reserva folicular ovarica (RFO), y que ronda en 130.000 foliculos primordiales. Esta cifra
es de muy alta variabilidad entre individuos (Erickson 1966b; Aerts y Bols, 2010). La
magnitud de la RFO determina la tasa de foliculos entrantes dentro del pool de
crecimiento, el numero de foliculos en crecimiento (poblacion folicular antral o PFA), y

ultimamente, la longevidad reproductiva y respuesta superovulatoria (Ireland y col., 2011).



Cuando esos foliculos pre-antrales se desarrollan a antrales, se llenan de liquido (rico en
hormonas y factores de crecimiento) y sus didmetros irdn aumentando hasta la ovulacién o
la atresia. Estos foliculos antrales se desarrollan en cohortes, grupos u ondas de
crecimiento (Ireland y col., 2000; Evans, 2003) y estan intimamente relacionados con el
tamafo de la RFO, es decir que mientras mayor sea la RFO, mayor sera el nimero de
foliculos que integrara cada onda de crecimiento (Evans y col. 2012). A estos foliculos en
crecimiento se los conoce como poblacién folicular antral (PFA) y pueden ser utilizadas
como un estimador de la RFO.

El desarrollo uterino de las especies domésticas y la mujer tiene lugar durante la
vida gestacional, desde etapas muy tempranas de la embriogénesis hasta el parto (Wiley y
col., 1987). Hacia el dia 90 de gestacion aparecen los primeros nddulos aglandulares a
nivel endometrial, que més tarde seran las cartunculas endometriales y que al unirse con los
cotiledones fetales formaran los placentomas. Estos son los encargados del intercambio
gaseoso 'y micronutrientes entre madre y feto (Wiley y col, 1987).
Entre ovinos y bovinos, especificamente, hay ciertas similitudes. En ambas especies, por
ejemplo, el desarrollo glandular uterino comienza el Gltimo mes de gestacién, como
invaginaciones epiteliales planas que continuaran su desarrollo y crecimiento durante su
vida postnatal. EI mayor crecimiento glandular se completaria en cercanias de la pubertad
(Wiley y col., 1987). Las corderas hacia los 56 dias de posparto tienen sus Uteros
histoldgica y estructuralmente muy similares a los de los adultos, mientras en las terneras
hay un gran crecimiento glandular entre el nacimiento y los 3 meses de vida (Wiley y col.,
1987).

1.4.1. IGFs y desarrollo reproductivo en la hembra

Los factores de crecimiento insulinicos (IGF, tipo 1 y 2) y sus receptores y
proteinas de union pueden encontrarse en una amplia variedad de tejidos corporales para el

control de procesos anabdlicos y catabolicos, en respuesta a cambios en los niveles de
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alimentacion (Mognet y Martin, 1997). Los IGF también estan presentes a nivel central,
hipdfisis, en tejido ovarico y uterino. Es por esta razon que se cree que sus mecanismos de
accion no solo son enddcrinos, sino también autdcrino y paracrino, probablemente a cada
nivel del eje hipotalamo-hipofiso-gonadal (HHG) (Nayak y Giudice, 2003; Mognet y
Martin, 1997).

Los IGF-1y 2 son proteinas sensibles a los niveles de ingesta materna y modulan el
crecimiento placentario y fetal (Baker y col., 1993; Liu y col., 1993), ya que participan en
la particion y transferencia de nutrientes entre sangre materna y fetal (Liu y col., 1993) y

regulan la captacion de nutrientes en la placenta y tejidos fetales (Igwebuike, 2010).

El IGF-1 ha sido positivamente relacionado con el numero de placentomas
(Osgerby y col., 2002), la longitud y tamafio fetal en casos de deficiencia nutricional (con
una concentracion plamatica 30% menor) o exceso nutricional (con un aumento del 22%)
materna en ovejas (Dong y col., 2008). El IGF-1 tiene gran influencia desde etapas
tempranas de la embriogénesis, mientras que el IGF-2 aumenta su concentracion hacia el
segundo tercio de la gestacion hasta el parto (Gallaher y col., 1995; Owens y col., 1994).
La placenta de los rumiantes es la fuente de IGF-2 fetal y el medio por el cual se produce
el clivaje de IGF-1 desde la circulacion fetal (Bassett y col., 1990; Holland y col., 1997).

El IGF-1 es el mas estudiado por su accién reproductiva. El IGF-1 parece tener
maultiples roles en la regulacion folicular, actuando sinérgicamente con la FSH (hormona
foliculo estimulante de liberacién hipofisiaria) como regulador autocrino de la
proliferacion de células de la granulosa y en la induccion de actividad esteroidogenica de
las células del cumulus oophorus (Mognet y Martin, 1997); y en ausencia de FSH, como
un regulador paracrino en la proliferacion de las células del cimulus en pequefios foliculos
antrales (Armstrong y col., 1996). El crecimiento folicular, en los rumiantes y humanos,
puede ser dividido en 2 etapas. La primera de ellas involucra foliculos de hasta 2mm en la

oveja y 5mm en la vaca (y en la mujer) de didmetro, y es independiente de las
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concentraciones de gonadotrofinas hipofisiarias (FSH y LH). Mas alla de estos tamafios, y
durante toda la segunda etapa, el crecimiento folicular y la ovulacion estan estrictamente
comandados por las hormonas hipotdlamo-hipofisiarias (Mognet y Martin, 1997). Es por
esto que se cree que el rol del IGF-1 durante las etapas foliculares tempranas serd de mayor
importancia, mientras que durante las fases mas tardias tendria un efecto “permisivo” a la

accion de las gonadotrofinas (Mognet y Martin, 1997; Armstrong y col., 1996).

Los IGF-1 y sus receptores cumplen importantes funciones en la foliculogénesis en
los animales recién nacidos hasta la pubertad y en sinergismo con los niveles de estradiol
1713 (E;) promueven el desarrollo uterino glandular en ovinos y bovinos hasta la pubertad
(Taylor y col., 2001). Mediante ecografias seriadas en terneras desde el postparto temprano
hasta su etapa de vaquillonas prepUberes se determiné la estrecha relacion existente entre
el desarrollo folicular ovérico y el desarrollo del utero (vagina y vulva) hasta la pubertad
(Honaramooz y col., 2004). Posiblemente se deba a que el E, producido por los foliculos
aumenta los niveles de expresion génica del receptor de IGF-1 (IGF-1R) a nivel uterino
estimulando la captacion del IGF-1 y sus funciones mitéticas y de diferenciacion celular,
como asi también, aumentar los niveles de expresion génica para receptores de E,, ESR1y
ESR2 a nivel ovarico y uterino (Carpenter y col., 2003; Taylor y col., 2001). En ratas se
comprob6 que ante la ausencia total del IGF-1R los Uteros de las crias manifiestan gran
falta de desarrollo y crecimiento (Baker y col., 1996).

Como fuera mencionado anteriormente, la stper familia de IGFs es de produccién
hepética y sus concentraciones varian en funcién a niveles de ingesta, GLU en sangre e
INS (Wallace y col. 2000; Oliver y col. 1993). Por lo que el impacto de los niveles de
ingesta materna tendran diferentes efectos en el desarrollo fetal en funcion a la severidad,

duracion y momento o periodo gestacional en el que ocurran (Robinson y col., 1999).

1.4.2. Hormona anti-Mdulleriana y fertilidad de las hembras
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La AMH se halla presente en el ovario fetal y adulto y es producida por las células
de la granulosa de foliculos pre-antrales y antrales tempranos (Ribeiro y col., 2014). En
vacas, se han realizados extensos estudios que demuestran una fuerte relacion lineal entre
la AMH y la PFA (Ireland y col., 2010). En el mismo estudio, los autores observaron que
las concentraciones de la hormona durante todo el ciclo estral fueron relativamente
estaticas, por lo que se podrian predecir la PFA y respuesta superovulatoria en cualquier

momento del ciclo con un simple andlisis de laboratorio (Ireland y col., 2010).

Recientemente se ha observado que la nutricion materna puede tener consecuencias
negativas en los niveles sanguineos de AMH, e incluso de sus crias, cuando se aplican
restricciones nutricionales (del 40% de la energia de mantenimiento) durante el primer
tercio de la gestacion (Mossa y col., 2012). Similares resultados se obtuvieron en corderas
(retraso en el desarrollo folicular) hijas de ovejas que habian sufrido restriccion nutricional
durante el primer tercio de la gestacion (Borwick y col., 1997; Rae y col., 2001; Grazul-
Bilska y col., 2009). Esta situacién puede observarse en algunos paises, como Nueva
Zelanda y Argentina, que por motivos de manejo se restringe la oferta forrajera durante la
primera mitad de la gestacion de ovejas y vacas de carne, para asegurar una buena cantidad
de pasturas en etapas mas proximas al parto (coincidentes con el mayor crecimiento fetal)
y en el postparto, para asegurar una buena produccion de leche para las crias (Kenyon,
2008).

En general, cada vez mas evidencia hasta la fecha ha demostrado que los niveles
plasméaticos de AMH tienen una elevada correlacion con la PFA, y que parece ser un
interesante marcador enddcrino para identificar y seleccionar las mejores donantes de
ovocitos en protocolos de superovulacion para la produccién de embriones in vitro,
independientemente del genotipo y edad de la hembra (Baruselli y col., 2015; Rico y col.,
2009).

1.5. Hipotesis
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Los establecimientos bovinos de produccion de leche en la Argentina se ven bajo
condiciones de manejo cada vez mas intensivas siendo cada vez mas frecuente la presencia
de animales con excesivas CC en diferentes etapas del ciclo de produccion y de la
gestacion (De la Sota, 2006). La situacion de la ganaderia ovina es diferente, donde la
region patagonica del pais concentra mas del 60% del stock nacional en condiciones total o
parcialmente extensivas (La Torraca, 2015). La condicion de fotoperiodo negativo de esta
especie predispone a que una parte importante de la gestacion se desarrolle en épocas de
escases de oferta nutricional (La Torraca, 2015).

La hipdtesis de esta tesis es que tanto los excesos como las restricciones
nutricionales en gestaciones avanzadas en vacas lecheras u ovejas, respectivamente,
alteraran los niveles de GLU e IGF-1 durante la vida fetal, afectando el desarrollo ovérico
y uterinico fetal en las hijas; lo que se pondria de manifiesto con alteraciones en estos

organos reproductivos luego del nacimiento.

1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo General

Evaluar el impacto de las variaciones nutricionales en gestaciones avanzadas de
hembras rumiantes sobre los niveles plasmaticos de GLU e IGF1 de las crias neonatales y
el grado de desarrollo ovéarico/uterino en las corderas y funcion ovarica en las terneras

alrededor de la pubertad.

1.6.2. Objetivos Especificos
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o Determinar el efecto de las variaciones nutricionales en gestaciones

avanzadas sobre los niveles de GLU, IGF1 y E2 maternos previos al parto.

o Determinar si la excesiva condicion corporal en vacas lecheras
gestantes o la restriccion nutricional al final de la gestacion en ovejas afectan los

niveles de GLU, IGF1y E2 en las crias neonatales

o Evaluar el efecto de la excesiva CC en vacas con gestaciones
avanzadas sobre la funcion ovérica y niveles de AMH en las hijas alrededor de la
pubertad.

. Evaluar el efecto de la restriccion nutricional al final de la gestacion

en ovejas sobre el desarrollo histolégico y nivel de expresion génica de IGF-1 y sus

receptores en los ovarios y utero de las corderas hijas a los 2 meses de edad
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CAPITULO 2: MODELO BOVINO

2.1. Introduccidn

El periodo de vaca seca (y de transicidn) es un tiempo critico y de gran importancia
en el ciclo de la lactancia de las vacas lecheras. Debido a la alta oferta nutricional durante
este periodo y los efectos anabdlicos de la prefiez, es frecuente la presencia de animales
con excesos de condicion corporal (CC) al parto, especialmente bajo condiciones de
confinamiento. Si bien se ha avanzado mucho en el entendimiento de las consecuencias de
este fendmeno sobre el desempefio productivo (menores producciones de leche en la
lactancia siguiente, mayores pérdidas de CC postparto y mayores tasas de rechazo (Samanc
y col., 2011)), metabdlico (mayor incidencia de higado graso, cetosis, hipocalcemia,
displasia de abomaso (LeBlanc 2015)), sanitario (menores o alteradas respuestas
inmunoldgicas y mayor incidencia de endometritis (Trevisi y col., 2012; Wittrock, 2012))
y reproductivo (retencion de placenta, endometritis, menores tasas de prefiez (LeBlanc
2015)) en las vacas durante el postparto, son pocos los estudios de investigacion que han
hecho énfasis en los efectos que se podrian originar en los fetos y repercutir en el
desempefio de la cria luego de nacida.

Los rumiantes en gestaciones avanzadas con elevada CC presentan una
gluconeogénesis hepatica incrementada pero menor sensibilidad periférica a la INS v,
similar a la Diabetes Mellitus tipo Il en humanos, se altera la homeostasis de la GLU. En
promedio, las vacas lecheras experimentan una reduccion del consumo voluntario cercano
al 30% a medida que se acercan al parto (LeBlanc, 2015). Pronto comienza una
movilizacion del tejido adiposo materno (producto del Balance energético negativo -BEN-
que se desarrolla) con liberacién de acidos grasos no esterificados (AGNE), bloqueandose
la sefializacion de la INS, contribuyendo a la resistencia a la INS. En consecuencia, se ve
agravada la lipolisis y comienzan a aumentar los niveles sanguineos de AGNEs (LeBlanc,
2015).
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Este fendmeno genera que el feto se vea expuesto a elevadas concentraciones de
GLU materna pero, debido a la resistencia a la INS, no es capaz de aprovecharla,
resultando por ende en condiciones de hipoglucemia y BEN fetal hacia el final de la
gestacion (Spiegler y col., 2014). Siendo la GLU el principal nutriente requerido por los
fetos en desarrollo (Battaglia y Meschia 1978), cualquier alteracion en el suministro de la
misma puede ocasionar trastornos profundos en el metabolismo del feto (Spiegler y col.,
2014).

Existe una compleja relacion entre el eje metabdlico y reproductivo, ya que las
concentraciones de INS/GLU regulan los niveles circulantes del factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF-1) (Oliver y col., 1993). Se ha reportado que el IGF-1 es critico para
el desarrollo reproductivo de la hembra, interviniendo a nivel ovérico en la regulacion de la
proliferacion, diferenciacién y esteroidogénesis de las células foliculares, siendo un
inductor de mitosis en las células de la granulosa, incluso en ausencia de FSH (hormona
foliculo estimulante), y aumentando la receptividad celular a la FSH, en animales
domeésticos (Toori y col., 2014; Demeestere y col., 2004). A nivel uterino, regulan la
proliferacion y desarrollo de la mucosa y capas musculares a través de sus receptores desde
etapas gestacionales tempranas hasta postnatales y se ha observado que intervienen en

muchos tejidos regulando la respuesta a las hormonas esteroideas (Taylor y col., 2001).

A partir de la problematica planteada surge la hipétesis de que la alta CC materna
al final de la gestacion llevaria a hipoglucemia fetal y menores niveles circulantes de IGF-
1, afectando por ende el desarrollo reproductivo de las terneras, manifestandose. El
objetivo es evaluar el impacto de la alta CC al final de la gestacion en vacas lecheras
estabuladas sobre la glucemia y niveles de IGF1 de las terneras hijas durante las primeras

semanas posparto, y la funcionalidad ovérica alrededor de la pubertad.

2.2. Materiales y Métodos
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2.2.1. Animales

Se utilizaron vacas Holstein (N=10) ubicadas en un establecimiento lechero de alta
produccion en la localidad de Coronel Moldes, al sur de la provincia de Coérdoba,
Argentina (GPS: Latitud: 33°34'42.15"S y Longitud: 64°37'14.56"0). El mismo cuenta con
220 - 240 vacas en ordefie y produccion diaria promedio de 26 litros por animal, con
sistema de pariciones anuales y continuas, y reposicion propia (35% anual). Los animales
se disponen en corrales recibiendo dietas totalmente mezcladas (TMR) 2 veces por dia. El
servicio se realiza por inseminacion artificial (1A) a celo detectado, utilizando pajuelas de

semen sexado.

Se seleccionaron animales entre 3 y 6 afios de edad, al inicio del secado, con 50 a
60 dias de pre-parto (prefiadas de hembras) y similares caracteristicas reproductivas y
sanitarias.
Se confeccionaron 2 grupos de estudios en funcién al sistema de clasificacion de condicion
corporal (CCC) de 5 puntos propuesta por Ferguson y col. (1996):

Grupo Control 0 "C" (n=5): animales con CCC >2.5 y<3.75

Grupo Gordas o "G" (n=5): animales con CCC > 4.

Las categorias en las hijas (h) son las siguientes:

Grupo Control 0 "Ch" (n=5): terneras hijas de madres "C"

Grupo Gordas 0 "Gh" (n=5): terneras hijas de madres "G".

2.2.2. Toma de muestras

Se obtuvieron 3 muestras de sangre de la vena coccigea de vacas durante el periodo
de secado, semanalmente hasta el parto, para la determinacién de las concentraciones
sanguineas de GLU (realizada in-situ) e IGF-1 y E; en las Gltimas muestras pre-parto. Las

muestras se colectaron en tubos de vidrio y se trasladaron en hielo hacia el laboratorio del
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Departamento de Reproduccién de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC) para
ser centrifugadas a 3000 rpm durante 20 minutos para la separacién del suero, los cuales

fueron posteriormente mantenidos a -20°C.

Para la obtencion de muestras en las terneras, durante el primer mes de vida se
obtuvieron semanalmente muestras de sangre para dosaje de GLU (in-situ) e IGF-1y E; en
la Gltima muestra. Las extracciones se realizaron de la vena yugular respetando las normas
de higiene y manipulacion del animal y con un minimo de 2 horas desde la ultima comida,

y las muestras se colectaron y procesaron de la misma manera que para las vacas.

Cuando las terneras tuvieron alrededor de los 12 meses de vida se les extrajo una
muestra de sangre por animal de la vena yugular. Se colectaron en tubos vacutainer y
fueron rapidamente trasladadas en hielo a un laboratorio privado cercano para
centrifugarlas a 3000 rpm durante 20 a 30 minutos para la separacién del suero.
Posteriormente fueron congeladas y enviadas al Laboratorio Zyvot® para la determinacion
de las concentraciones de hormona anti-Muleriana (AMH).

2.2.3. Medicion de metabolitos sanguineos

Los niveles de GLU se determinaron in-situ con el dispositivo ACCU-CHEK
Performa. La determinacion de IGF1 y E; fue realizado por radioinmuno-analisis (RIA) en
el laboratorio IBYME (CONICET). Para el IGF-1 se hizo una extraccion previa con HCI-
etanol y crioprecipitacién, mientras que el E, se extrajo con éter etilico (Lacau-Menjido y
col., 2000). Se utilizé el kit comercial para humanos AMH Gen Il ELISA (Beckman
Coulter Inc., Brea, CA) para la medicion de las concentraciones de AMH bovina,
siguiendo las instrucciones del fabricante. El rango de linealidad fue de 0,14 ng/ml a 21

ng/ml.
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2.2.4. Funcion Ovérica

Previa constatacion de la presencia de estructuras ovaricas por palpacion rectal, las
terneras de alrededor de los 12 meses de edad fueron enroladas al siguiente protocolo:
- Dia 0: inyeccion de 2ml de Benzoato de estradiol IM y aplicacion de un dispositivo
intravaginal de 0,5g de Progesterona para sincronizar la emergencia de onda folicular.
- Dia 4, emergencia de la nueva onda folicular (B6 y col., 2002): se realizaron ecografias
transrectales (ecografo WED-3100V multifrecuencia, equipado con transductor lineal a 8.5
MHz de frecuencia) de los ovarios evaluandose presencia o ausencia de foliculo/s

dominante/s y diametro del foliculos dominantes.

2.2.5. Andlisis estadistico

Los resultados de GLU materna y de las hijas, y los niveles de IGF-1 de las hijas
fue analizado como medidas repetidas en el tiempo en un modelo mixto utilizando el
procedimiento MIXED de SAS (SAS Version 9.2 for Windows, SAS Institute, Cary, NC,
USA), considerando al animal como efecto aleatorio. EI modelo incluyé el efecto de la
condicion materna y la edad y la interaccion entre ambos términos. El resto de las
mediciones fueron analizadas por ANOVA, utilizando el procedimiento GLIMMIX de
SAS, con el animal tratado como efecto aleatorio. Los datos son expresados como valor
medio + la DE para cada edad. Los resultados fueron considerados significativos cuando el
valor p fue menor a 0,05, mientras que un valor p entre 0,05 y 0,1 fue considerado una

tendencia.

2.3. Resultados
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2.3.1. Concentraciones sanguineas de GLU e IGF-1 en vacas

El efecto de la condicion materna afectd significativamente los niveles de GLU
(p=0,003). Los niveles de GLU incrementan hacia la semana preparto para cada grupo,
aunque esta variacion no fue significativa (p=0,7), y no hubo interaccién significativa entre
la condicion materna y la edad gestacional. Los niveles séricos de GLU fueron
significativamente mayores (p<0,05) en los animales del grupo "G" durante las dos Ultimas
semanas previas al parto comparado con los niveles séricos de GLU para las vacas en el

grupo "C", mientras que para la semana -3 las diferencias son claramente apreciables pero
carecen de significancia estadistica (Figura 2.1.).

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en las concentraciones

del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) entre los grupos "C" (53.57 + 4.65
ng/ml) y "G" (48.53 £ 31.2 ng/ml).
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Figura 2.1.: Niveles promedio de glucosa sanguinea en vacas Holstein durante el periodo de secado con condiciones

corporales < 4 (Grupo Control 0 "C") o0 > 4 (Grupo Gordas o "G") (*p<0,05).

2.3.2. Concentraciones sanguineas de E, en vacas

Aqui se pudo observar una diferencia muy significativa entre los grupos de estudios
(p=0,004). EI grupo G presento niveles de E; muy inferiores y con minimas variaciones
entre animales; mientras que en el grupo C los niveles de E; llegaron a ser 2 o 3 veces

mayores.

En el grafico de cajas (box-plot) se puede apreciar la Mediana (ME) de
concentracion de E; sanguineo para el grupo C fue de 65 pg/ml mientras que para el grupo
G fue de 35 pg/ml (Figura 2.2.).
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Figura 2.2.: Niveles sanguineos de estradiol en vacas Holstein durante el periodo de secado con condiciones corporales <
4 (Grupo Control 0 "C") 0 > 4 (Grupo Gordas o "G") (*p=0,004).

2.3.3. Concentraciones sanguineas de GLU en terneras

El efecto de la condicion materna afecto significativamente los niveles de GLU en
las terneras durante el primer mes de vida (p=0,04). La edad de las terneras durante el
primer mes de vida también afecto significativamente los niveles de GLU para cada grupo
(p=0,01), y no hubo interaccion significativa entre la condicion materna y la edad de las
terneras (p=0,5). Los niveles de GLU sanguinea difirieron entre las terneras en las
primeros 2-4 dias de nacidas, con valores significativamente menores para el grupo "Gh"
(p<0,05). Alrededor de la ler semana de vida se mantuvieron las diferencias entre los
grupos aunque mostraron una tendencia (p=0,1). Durante la 2da semana las

concentraciones sanguineas de GLU fueron similares y se mantuvieron asi hasta el primer
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mes de vida. A lo largo de este periodo, el grupo de terneras "Ch"™ mantuvo

concentraciones de GLU estables y con minimas variaciones (Figura 2.3.).
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Figura 2.3.: Niveles promedio de glucosa sanguinea en terneras Holstein durante el primer mes de vida nacidas de madres
con condiciones corporales < 4 (Grupo Control o "Ch") o > 4 (Grupo Gordas o "Gh") durante el periodo de secado
(*p<0,05; "p=0,1).

2.3.4. Concentraciones sanguineas de IGF-1 en terneras

Similar a los niveles de GLU, el efecto de la condicion materna también afectd
significativamente los niveles de IGF-1 en las terneras durante el primer mes de vida
(p=0,0001). Sin embargo, y aunque se observan fluctuaciones, la edad de las terneras no
tuvo efecto sobre los niveles de IGF-1 para cada grupo (p=0,25), y no hubo interaccion

significativa entre la condicion materna y la edad de las terneras (p=0,18). Los niveles de
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IGF-1 a lo largo del primer mes de vida fueron siempre mayores para las terneras del
grupo "Ch", con valores que fueron significativamente superiores (p<0,05) hacia la
segunda semana de vida, comparado con los valores de IGF-1 de las terneras grupo "Gh".
Hacia los 20 dias postnacimiento se mantuvo una tendencia (p=0,06) a favor de de las
terneras del grupo "Ch", no siendo significativo a partir de la 3er semana en adelante
(Figura 2.4.).
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Figura 2.4.: Niveles promedio de IGF-1 sanguineos en terneras Holstein durante el primer mes de vida nacidas de madres
con condiciones corporales < 4 (Grupo Control o "Ch") o > 4 (Grupo Gordas o "Gh") durante el periodo de secado
(*p<0,05; "p=0,06).

2.3.5. Concentraciones sanguineas de E; en terneras

Similar al caso de las madres, las terneras del grupo "Ch" tuvieron una produccién

media de E; significativamente mayor (p=0,007) hacia el primer mes de vida postnatal. La
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Mediana de los datos pertenecientes al grupo "Gh™ es al menos 2 veces menor a la ME del

grupo "C" (Figura 2.5.).

Estradiol 17B (pg/ml)
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Figura 2.5.: Niveles sanguineos promedio de estradiol en terneras Holstein durante el primer mes de vida nacidas de
madres con condiciones corporales < 4 (Grupo Control o "Ch") o > 4 (Grupo Gordas o "Gh") durante el periodo de

secado (*p=0,007).

2.3.6. Concentraciones sanguineas de AMH en terneras Holstein de alrededor de 12

meses de edad

Las concentraciones sanguineas de AMH no difirieron en forma significativa entre
los grupos de terneras de alrededor de un afio de vida. Las Medianas mostraron una
tendencia (p=0,1) a menor valor de AMH para el grupo Gh (Figura 2.6.).

26



2.0

15

1.0

Hormona Antimulleriana (ng/ml)

0.0

Ch Gh

Figura 2.6.: Niveles sanguineos promedio de hormona anti-mulleriana (AMH) en terneras Holstein alrededor de los 12
meses de vida nacidas de madres con condiciones corporales < 4 (Grupo Control o0 "Ch") o > 4 (Grupo Gordas o "Gh")

durante el periodo de secado (*p=0,1).

2.3.7. Evaluacion folicular en terneras Holstein de alrededor de 12 meses de edad

Todas las terneras presentaron foliculos dominantes al momento de la evaluacion
ecografica. A su vez, hubo una tendencia (p=0,1) a un mayor didmetro del foliculo
dominante en las vaquillonas pertenecientes al grupo "Ch" comparado con las vaquillonas
del grupo "Gh" (Figura 2.7.).
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Figura 2.7.: Didmetros de foliculos ovaricos de terneras de alrededor de 12 meses de edad nacidas de madres con

condiciones corporales < 4 (Grupo Control 0 "Ch") 0 > 4 (Grupo Gordas o "Gh") durante el periodo de secado. (‘p=0,1).

2.4. Discusion

Si bien se ha observado que aumentos en los niveles de ingesta materna en vacas de
carne (en condiciones de cria bovina) durante el ultimo trimestre de gestacion ha tenido
efectos benéficos en la fertilidad de las crias (Cushman y col., 2014; Martin y col., 2007),
en la mayoria de los casos se ha relacionado la excesiva CC de vacas lecheras a
enfermedades del periparto con grandes impactos econémicos/productivos. Por otra parte,
se ha demostrado en ovejas que la obesidad materna podria llevar a retardos en el
desarrollo placentario y restricciones de crecimiento en los fetos, incrementando las tasas

de mortalidades postnatales (Wallace y col., 2003), alterando la funcion metabdlica de
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organos, como el higado y musculo esquelético (Brameld y col., 2000) y afectando el

desarrollo ovérico (Da Silva y col., 2003).

En este estudio hemos observado que las terneras nacidas de vacas que llegaron al
momento del parto con una excesiva CC podrian tener afectado el desarrollo folicular

durante la vida reproductiva.

Esta premisa es de suma importancia en las producciones animales, considerando

que la descendencia representa el futuro econémico y productivo de las mismas.

2.4.1. Niveles de GLU, IGF-1y E, Maternos

Las vacas lecheras desarrollan cierta resistencia periférica a la INS a medida que se
acercan al final de la gestacion, por lo que se necesitarian mayores concentraciones de INS
sanguinea para controlar los niveles metabolicos de GLU (Holtenius y Holtenius, 2007).
En nuestro experimento pueden observarse indicios sobre ello, donde las vacas del grupo
"C" presentaron un aumento gradual no significativo de las concentraciones de GLU a
medida que se acercaron al parto. Para el caso del grupo "G", los niveles de GLU
sanguineos fueron significativamente mas elevados comparado con el grupo “C” (Figura
2.1). Basado en un importante nimero de trabajos de investigacion en donde se relacionan
elevados consumos de energia al final de la lactacién o vacas no lactantes, con elevadas
CC y niveles de GLU sanguineas (Baruselli y col., 2016; Spiegler y col., 2014; Leiva y
col., 2015; Adamiak y col., 2005; Hostenius y col., 2003), se podria inferir que la
resistencia a la INS en el grupo de vacas "G" se origina debido a una serie de eventos
(resistencia a la INS fisioldgica previo al parto, disminucién de consumo, BEN,
gluconeogénesis aumentada, lipdlisis con elevada produccion de AGNEs, exacerbando la
resistencia a la INS (LeBlanc, 2015)) que sumados a un periodo de nula produccién

lechera serian altamente predispuestas a este sindrome de hiperglucemia/hiperinsulinemia
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durante el pre-parto. La ausencia de interaccion entre la CC materna y el tiempo
gestacional es indicador de que el efecto de la primera sobre los niveles de GLU es
constante y que no es dependiente de la segunda (por lo menos para las 3 semanas previas
al parto).

Debido a la intima relacion que existe entre los niveles de GLU e INS con los de
IGF-1, hubiese sido factible de observar diferencias de valores de este ultimo entre grupos.

Sin embargo, los niveles de IGF-1 maternos no mostraron diferencias.

Los niveles de E; sanguineos en las madres fueron significativamente inferiores en
el grupo "G" en comparacion con el grupo "C" (Figura 2.2). Distintos trabajos han
informado que vacas lecheras con excesiva CC u obesas presentan mayor flujo sanguineo
hepatico y elevado metabolismo de hormonas esteroideas (cleareance) justificando las
menores concentraciones de E; sérico (Sangsritavong y col., 2002). Esta es la razon por la
que vacas obesas presentan foliculos ovulatorios mas grandes (y menor expresion de celo)
para alcanzar el pico de E; necesario para estimular a nivel central la liberacién del pico
preovulatorio de LH (Sartori y col., 2013). Lemley y col. (2014) también observaron este
fendmeno en ovejas sobrealimentadas durante el 3/3 de gestacién y que presentaron
menores niveles de E, sanguineo. Los autores atribuyeron esta condicién a mayor
metabolismo hepatico, menor produccion placentaria (especialmente importante en la
Gltima etapa de la gestacion de algunas especies como los ovinos, y humanos, y producido
por los placentomas, los cuales representan las zonas de union materno-fetales y que serian
en el vaca una fuente accesoria 0 secundaria de E;) o una combinacion de ambas. En
concordancia con el trabajo anterior y sin importar el origen del E, sanguineo, un aspecto
muy importante a considerar es que las hormonas esteroidales y especialmente el E,
interviene en la regulacion primaria de la angiogénesis (desarrollo de vasos sanguineos) de
la placenta (Wallace y col., 2008). Varios trabajos de investigacion que estudiaron ovejas
prefiadas con excesiva CC hacia el segundo y tercer tercio reportaron que los animales
presentaron bajas concentraciones de E; y una menor e insuficiente perfusion placentaria

(30% menor) para cubrir las demandas nutricionales y metabolicas del feto en fase de
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crecimiento exponencial, resultando en fetos ~30% mas pequefios que el grupo control
(Wallace y col., 2008, 2003, 2001, 2000). A su vez, se cree que elevados niveles de INS e
IGF-1 (en nuestro trabajo, no se observaron diferencias entre los grupos de estudio)
durante la gestacion, produciria un estimulo anabdlico hacia los tejidos maternos (mayor
deposicion de grasa), mientras por otro lado la secrecion hormonal y desarrollo placentario

se verian comprometidos (Wallace y col., 2008).

Una dltima razon que justifique las menores concentraciones de E; sérico radicaria
en una disfuncién ovarica y folicular producto de la alteracion hormonal que involucra este
sindrome de hiperglucemia/hiperinsulinemia, disminuyendo la calidad de los ovocitos
(Adamiak y col., 2005) y alterando la foliculogénesis (Baruselli y col., 2016) y con esto la

produccion de hormonas esteroideas.

2.4.2. Niveles de GLU e IFG-1 en las crias

Los niveles de GLU sanguineos en los mamiferos se regulan a través de las
secreciones pancreaticas de glucagon e INS y la sensibilidad de los tejidos periféricos a
estas hormonas (Spiegler y col., 2014). Por otra parte, existen en el feto distintos
mecanismos de adaptacion que preservan funciones metabdlicas esenciales a expensas por
ejemplo, de su propio crecimiento. Esta condicidn es exacerbada en cercanias al parto,
cuando se daria el maximo crecimiento fetal sumado a un pobre suministro de nutrientes

por parte de la placenta materna (Wallace y col., 2007).

En nuestro estudio, los niveles de GLU sanguineas fueron diferentes entre los
grupos para las crias postnatales, especialmente la primer semana, en donde se observan
valores de GLU significativamente menores en el grupo "Gh" en comparacion con el grupo
"Ch" (Figura 2.3). A su vez, se encontro una ausencia de interaccion entre CC materna y

la edad de las crias indicando que el efecto de la condicion materna sobre los niveles de
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GLU es constante e independiente de la edad de la ternera (por lo menos para el primer
mes de vida). En relacion al cuadro de resistencia a la INS y menor consumo que
experimentan las madres en el periodo preparto, es posible especular que el grupo de
terneras "Gh" haya presentado un fenémeno de "arrastre” del BEN vivido durante su vida
fetal y el cual se refleja durante la primera semana posterior al parto. Posterior a ello,

pareciera haber cierto ajuste reflejado en la ausencia de diferencias entre grupos.

Los IGF-1 juegan un rol muy importante en el destino de los nutrientes corporales,
estimulando proliferacion, diferenciacion y metabolismo celular. Actdan sinérgicamente
con la INS y son reguladas por los niveles de GLU séricos (Mognet y Martin, 1997). A
nivel ovérico intervienen en maltiples procesos, aumentando el nimero de las células de la
granulosa (mitosis celular), favoreciendo la esteroidogénesis (aumentando la produccion
de E;) y foliculogénesis (aumentando los receptores de FSH en las células de la granulosa),
siendo muy importantes también en la fertilizacion, implantacion y desarrollo embrionario
(Toori y col., 2014; Rivas Lopez y col., 2011). A su vez, se ha comprobado en ovejas, la
presencia de receptores para IGF-1 en las capas mucosas y muscular de la placenta y en los
oviductos, y la produccion local de IGF-1 a nivel uterino y placentario, sugiriendo el
importante rol que éstos tienen en el desarrollo y crecimiento del tracto reproductor de la

hembra (Igwebuike y col., 2010).

En el presente trabajo puede observarse que hubo una diferencia significativa en los
niveles de IGF-1 entre los grupos hacia la 2da semana de vida (p<0,05), con
concentraciones sanguineas 2 veces mayores para el grupo "Ch". Hacia la tercera semana
se mantuvo la tendencia (p=0,06), perdiendo significancia estadistica hacia el mes de vida
(Figura 2.4). Mognet y Martin (1997) plantean que los niveles de IGF-1 son relativamente
estables durante el dia y que después de un periodo de restriccion nutricional aguda o
cronica se alteran. Es importante resaltar que las terneras del grupo "Gh™ se encontrarian
en BEN desde algun tiempo antes del parto (basado en el trabajo de Wallace y col., 2008),
lo cual se ajustaria al cuadro crénico planteado por los investigadores anteriores. Esto se
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veria reflejado en la gran similitud que existe entre las curvas de GLU e IGF-1 de las

terneras "Gh", lo que respaldaria al menos en parte nuestra especulacion anterior.

Uno de los modelos animales més utilizado para evaluar el efecto materno sobre la
fisilogia de la cria es la oveja. Wallace y col. (2008) reportaron que una de las causas del
BEN fetal en gestaciones avanzadas de animales con excesiva CC es el menor desarrollo
placentario, producto de un desbalance hormonal (E;) y con falla en la perfusion
sanguinea. Los fetos en ese trabajo, a menos de 2 semanas de nacer, presentaron menores

concentraciones de GLU, INS e IGF-1 comparadas con el grupo control.

En los bovinos el desarrollo de las glandulas uterinas comienza durante el Gltimo
mes de gestacion, continla entre el nacimiento y los 3 meses de vida con un extenso
desarrollo glandular, aumentando gradualmente de tamafio hasta la pubertad con las
caracteristicas histologicas propias de un Utero adulto (Wiley y col., 1987). En base a todo
lo anteriormente mencionado es posible especular que las menores concentraciones de
IGF-1 fetales y posterior al parto podrian repercutir en el desarrollo de los ovarios y Utero,
ya que como fuera anteriormente mencionado, los IGF-1 intervienen en el desarrollo
reproductivo de la hembra desde etapas muy tempranas de la gestacién y durante el

postparto, en sinergismo con los niveles de E; ovérico (Taylor y col., 2001).

2.4.3. Niveles sanguineos de E, en las crias

La produccion ovérica de E, comienza en la vida intrauterina y hacia el dltimo
tercio de gestacion el eje hipotalamo-hipoéfisis-ovarico se considera completamente
funcional (Da Silva y col., 2002). Asimismo se ha informado que la presencia de IGF-1
durante la fase de crecimiento folicular aumenta la produccion de E; (Demeestere y col.,
2004).
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Existe cierto sinergismo entre los IGF-1 y E; a nivel uterino en animales neonatales, en
donde los primeros son estimulados por los niveles de E;, sérico y mediante su receptor
uterino, ESR-1, aumenta la expresion génica para el receptor de IGF-1, comandando entre
otras cosas, el crecimiento y desarrollo de ovarios y Uteros desde los primeros dias de vida
hasta la pubertad en ovejas, cerdas y ratas (Taylor y col., 2001). Basado en el patron de
crecimiento postnatal descripto por Honaramooz y col., (2004) y Wiley y col., (1987), este

seria el mecanismo en terneras también.

En el presente estudio, los niveles posnatales de E, en las terneras difirieron en
forma muy significativa entre los grupos de estudio, reflejando fuerte merma en el grupo
"Gh", dando un clara sefial de disfuncion enddcrina a nivel ovérico (Figura 2.5). Con
menores diametros foliculares (Figura 2.7) seria esperable obtener menores niveles séricos

de E, al afo de vida.

Honaramooz y col. (2004) realizaron ecografias desde la 2da semana de vida en
vaquillonas Holstein. Alli observaron un patrén de crecimiento bifasico en los ovarios y
aparato tubular (Utero, cérvix y vagina) consistente en una fase de crecimiento rapida entre
las 2 y 14 semanas (ovarios) y 10 semanas (Utero), un periodo de estancamiento o
"plateau” y una segunda fase de crecimiento desde la semana 32 hasta la primera ovulacién
que tuvo lugar alrededor de las 60 semanas de vida. Una importante relacion se observo
entre el desarrollo del aparato tubular en funcién al grado de desarrollo ovérico; aquellos
foliculos mas grandes serian mas estrogénicos y cumplirian un rol importante en el
desarrollo uterino pre-puberal. Otros investigadores han encontrado resultados similares en
roedores (Baker y col., 1996) y ovejas (Taylor y col., 2000, 2001) informando los
importantes efectos del E; a nivel uterino, favoreciendo el crecimiento de todas sus capas

en las crias con poco tiempo de vida.
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Sin embargo, para otros investigadores (Carpenter y col., 2003), el crecimiento
uterino y glandular es un proceso independiente de las concentraciones de estrogeno

circulante en corderas (ratas y cerdas) desde el nacimiento hasta los 56 dias de vida.

Los resultados en nuestro estudio, muestran que existe relacion entre los niveles de
IGF-1 y E,, y que ambas concentraciones séricas son bajas en las terneras "Gh"
comparadas con los niveles en las terneras “Ch” y que a su vez, existiria relacion con los
niveles séricos de GLU neonatales. (Figura 2.3, 2.4 y 2.5). En base a las evidencias
cientificas anteriormente nombradas, es factible esperar diferencias en el desarrollo de los
ovarios y Uteros de las terneras entre los grupos. También seria esperable que estas
diferencias se manifiesten durante la vida reproductiva adulta del animal con fuerte

impacto en las tasas de prefiez.

2.4.4. Niveles sanguineos de AMH y diametro folicular en las crias

Los foliculos ovéricos de la mayoria de las especies domésticas se forman durante
la vida intrauterina, y en el bovino el nimero ronda entre los 2,1 millones de foliculos
primordiales hacia el segundo tercio de gestacion y disminuye hasta unos 130.000 al
nacimiento, con muy alta variabilidad entre individuos (Evans y col., 2012). Este nimero
es llamado reserva folicular ovarica (RFO) y se ha relacionado con la fertilidad del animal
debido, entre otras cosas, a que determina el nimero de foliculos entrantes en cada onda
folicular (poblacion folicular antral, PFA, caracteristica de alta repetibilidad en cada
individuo), respuesta superovulatoria y longevidad reproductiva (Ireland y col., 2011). La
hormona AMH es una glicoproteina producida por foliculos preantrales y antrales
pequefios (Ribeiro y col., 2014), que ha mostrado una fuerte relacion con la PFA y RFO
(Jimenez-Krassel y col., 2015; Martinez y col., 2015; Ribeiro y col., 2014; Mossa y col.
2012), con concentraciones relativamente estables en todo el ciclo estral del animal que
ademas de otorgarle gran practicidad a su diagnoéstico, la postula como un marcador

enddcrino para la identificacion de aquellas hembras con mayor RFO y PFA para
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tratamientos de superovulacion y transferencia de embriones (Baruselli y col., 2015; Rico
y col., 2009). En nuestro experimento, hubo una tendencia (p=0,1) a menor valor
sanguineo de AMH para el grupo de terneras "Gh" (Figura 6). Esto podria indicar una
menor poblacion de foliculos presentes en cada onda folicular, como fue demostrado por
distintos investigadores (Martinez y col., 2015; Ribeiro y col., 2014; Batista y col., 2014;
Baldrighi y col., 2013; Mossa y col. 2012). Animales con diferentes PFA podrian presentar
diferencias en una serie de caracteristicas inherentes a la fertilidad, entre ellas, niveles
sanguineos de hormonas (Mossa Yy col., 2010), grosor uterino (endometrio) y funcionalidad
del cuerpo luteo (CL), (Martinez y col., 2015; Jimenez-Krassel y col., 2009; Rico y col.,
2009). Por ejemplo, animales con menores PFA tuvieron menores concentraciones de P4 y
endometrios méas delgados en distintos momentos del ciclo estral comparados con el grupo
de mayor PFA (Jimenez-Krassel y col., 2009). Asimismo, vaquillonas con bajas
concentraciones de AMH tuvieron tasas de supervivencias postparto mas bajas que sus
comparfieras durante su vida adulta (Jimenez-Krassel y col., 2015). La PFA tiene una
heredabilidad moderada (0,31) y parece haber una correlacion entre madre e hijas, lo que
permitiria la seleccion de animales con mayor nimero de foliculos (Weller y col., 2016;
Walsh y col., 2014). Modificaciones epigenéticas inducidas por factores como el BEN
materno durante la gestacion (Mossa y col., 2012), edad materna y estado y/o nimero de
lactancia (Walsh y col., 2014) pueden influir sobre la PFA de las hijas. Estos factores
explicarian casos de baja o nula relacién entre las concentraciones de AMH materna y el
de sus hijas, sobre todo en el ganado lechero. En nuestro trabajo, las madres seleccionadas
eran muy similares en términos productivos/reproductivos, y el exceso de CC pudo haber
actuado como un factor epigenético que haya alterado el funcionamiento ovérico de las
crias, considerando que al mes de vida presentaron diferencias significativas entre los
niveles de E, (Figura 2.5) y la tendencia a menor valor de AMH para el grupo Gh (p=0,1)
alrededor de los 12 meses de vida (Figura 2.6). En relacion a lo anterior, todas las
vaquillonas presentaron estructuras ovaricas a la palpacion rectal, a 4 dias del inicio de la
onda folicular (Bé y col., 2002), pero el grupo "Gh" mostr6 una tendencia (p=0,1) a menor

diametro folicular comparado con el grupo "Ch" (Figura 2.7).
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Alteraciones en el ADN de las crias durante la ultima etapa de gestacion podrian
explicar estos sucesos. Las células que rodean al ovocito (de la granulosa) y este ultimo
estan en intimo contacto y las comunicaciones bidireccionales entre ellos resultan criticas
para el desarrollo y crecimiento de las células (Bettegowda y col., 2008). Se ha visto en
ratas y vacas, que los ovocitos secretan distintas sustancias que promueven el crecimiento
celular de las células que lo rodean, su funcion esteroidogénica, su vitalidad y la muerte
celular (Bettegowda y col., 2008). Dado este intimo contacto entre el ovocito y las células
de la granulosa, es posible especular que modificaciones a nivel gendmico de las crias,
inducidos por factores maternos, afecten permanentemente la estructura celular y/o la
expresion para ciertos genes involucrados en el desarrollo folicular ovéarico y su capacidad

esteroidogenica (IGF-1, E;, por ejemplo).

Trabajos en ovejas y ratas gestantes reportaron que la excesiva nutricibn materna
tiene efectos negativos a nivel ovarico fetal, con fuerte disminucién en el nidmero de
foliculos primordiales, primarios, antrales y pre-ovulatorios hacia finales de la gestacion,
producto de fallas placentarias y niveles de GLU/INS/IGF-1 fetales menores (Cheong y
col.,, 2014; Da Silva y col., 2002). Mediante histopatologia, se confirmaron mayores
expresiones de genes relacionados a la apoptosis celular (FoXO3a) y desarrollo y
crecimiento folicular (GDF9 o factor-9 de diferenciacion del crecimiento) a nivel ovéarico
(Cheong y col., 2014). El FoXO3a es un importante regulador del desarrollo de foliculos
tempranos (primordiales y primarios) y de la apoptosis de ovocitos, sugiriendo que una
menor expresion de este gen es un pre-requisito para el desarrollo folicular (Cheong y col.,
2014). EI gen GDF9 se relaciona con el crecimiento y desarrollo folicular en todas las
etapas de la foliculogénesis, siendo importante mediador para la transicion de foliculos
primordiales a primarios (Vitt y col., 2000). Elevados niveles de este gen inducen
crecimiento folicular que llevaria a una reduccién de la reserva folicular ovéarica durante la
vida fetal (Cheong y col., 2014). Més recientemente, y con resultados muy similares a los
presentados por el grupo anterior, Weller y col. (2016) observaron elevados niveles de
expresion para distintos genes en los ovarios fetales bovinos, entre ellos el GDF9, CASP3
(caspasas) y BAX previo al parto, como consecuencia de excesos nutricionales maternos
durante gestaciones avanzadas en vacas multiparas no lactantes. Los genes CASP3 y BAX
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son mediadores en la pro-apoptosis celular a nivel ovarico en especies domésticas. En ese
estudio se observd una fuerte disminucion de foliculos primordiales y RFO, pero mayor
namero de primarios, pre-antrales y antrales en los fetos de las madres que recibieron
nutricién en exceso. Una explicacion a ello fue un desbalance entre genes que regulan y/o
estimulan la apoptosis celular con niveles de CASP3, BCL2 y BAX elevados hacia el
inicio del tercer tercio de gestacion (Weller y col., 2016; Santos y col., 2013; Erickson,
1996). Otro particular hallazgo del mismo estudio es que no hubo cambios en la expresion
para receptores de E, en ovarios (ESR1) pero si hubo una expresién méas elevada para los
genes StAR y P450arom, enzimas intervinientes en la esteroidogénesis ovarica. Esta Gltima
es una enzima presente en las células de la granulosa de foliculos primarios, pre-antrales y
antrales que cataliza la conversion de andrégenos a estrogenos (Meinhardt y Mullis, 2002).
La estimulacién excesiva de StAR y P450arom aumentd el pasaje de foliculos en estadios
tempranos (primordiales y primarios) a secundarios y pre-antrales con diferencias muy
importantes en las poblaciones foliculares de los ovarios fetales. Esta condicion pudo verse
potenciada por los efectos del aumento en la expresion del factor GDF9 (Weller y col.,
2016), similar a lo reportado por Cheong y col. (2014). En humanos y vacas también se
observo que elevados niveles de catepsinas (enzimas proteoliticas, cercanas a las caspasas)
se relacionaron con menores tasas de produccion de blastocistos y actividades pro-
apoptdticas en las células de la granulosa (Balboula y col., 2013; Bettegowda y col.,
2008). En vaquillonas y vacas se relacionaron menores PFA con mayor expresion de genes

para catepsinas en las células cumulares (Ireland y col., 2009).

El desarrollo folicular depende de sefiales autocrinas y paracrinas e involucran un
importante nimero de factores producidos por las células de la granulosa, tecales,
intersticiales y ovocitos, muchos de los cuales ya fueron nombrados anteriormente; y
mientras se ha descripto el desarrollo ovarico y crecimiento folicular durante la vida fetal,
todavia resta mucho para lograr un mayor entendimiento sobre la incidencia de la
apoptosis celular en el ovario bovino durante este periodo y las causas que podrian
exacerbarla (Santos y col., 2013). Por ejemplo, se ha visto en bovinos que existe cierto
grado de fragmentacion de ADN y apoptosis de células del cimulus durante maduracion
in-vitro, incluso, entre ovocitos de alta calidad (Bettegowda y col., 2008). Similar a lo que
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sucede en el sindrome de "vacas repetidoras”, hay aumentos en la expresion de genes pro-
apoptoticos, como BAX y ITM2B, durante épocas de verano relacionadas al estrés térmico
(Ferreira y col., 2016), Es posible que otros factores maternos que induzcan
modificaciones epigenéticas, como los excesos nutricionales, influyan en la programacion
de mecanismos intervinientes en la apoptosis celular entre las que podrian estar
involucradas las células que rodean los ovocitos, con consecuencias sobre la

foliculogénesis, capacidad esteroidogénica ovarica y poblacion folicular.

2.5. Conclusion

La CC excesiva de vacas Holstein en gestaciones avanzadas alteran los niveles
sanguineos de GLU y de E,, llevando a hiperglucemia y menores niveles circulantes de E,

lo cual puede influir sobre el desarrollo y crecimiento fetal.

Los niveles séricos de GLU e IGF-1 en las crias se vieron afectados como
consecuencia de los excesos de CC maternos, con diferencias significativas durante los
primeros dias (GLU) y primeras semanas (IGF-1) postparto. Esto afectaria el desarrollo de
gonadas sexuales femeninas (ovarios) y la foliculogénesis durante su vida postnatal
temprana, con menores producciones de E, al mes de vida, menores niveles sanguineos de

hormona AMH y menor diametro del foliculo dominante.

Futuras investigaciones podrian ayudar a dilucidar el efecto de la alta CC materna
en gestaciones avanzadas sobre la PFO al afio de vida, haciendo hincapié en los niveles de
expresion para genes intervinientes en la apoptosis celular, al igual que el posible impacto

sobre el desarrollo uterino de la descendencia y fertilidad durante su vida adulta.
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CAPITULO 3: MODELO OVINO

3.1. Introduccidn

Las caracteristicas biol6gicas y reproductivas de las ovejas y los sistemas de
produccion muy extensivos de la Argentina predisponen a que el ultimo tercio de la
gestacion tenga lugar a fines del invierno, cuando hay escasa disponibilidad forrajera.
Durante este periodo gestacional hay una gran demanda de nutrientes, producto del
crecimiento exponencial de lo/s feto/s, por lo que es muy comuln que las ovejas se
encuentren bajo condiciones de deficiencias nutricionales (balance energético negativo o
BEN) y deban hacer uso de sus reservas corporales. El estatus de nutricion materna es uno
de los factores extrinsecos mas importantes en la regulacion del crecimiento, desarrollo y
funcion de los sistemas de 6rganos fetales (Funston y col., 2010). Por ello, el concepto de
"programacién fetal" hace referencia a etapas gestacionales en los que el desarrollo fetal
puede verse comprometido o alterado, resultando en modificaciones epigenéticas a nivel
gendémico y consecuentemente en cambios fisiologicos en el feto que se ponen de

manifiesto cuando el animal es adulto (de Boo y Harding, 2006).

La restriccion materna durante el Gltimo tercio de la gestacion conduce a un BEN
incluyendo, hipoglucemia e hipoinsulinemia. Como la funcién de la placenta ante estas
condiciones se ve alterada, se origina un BEN en el feto con menores concentraciones de
GLU y consecuentemente, disminuciones en los niveles de IGF-I fetales (Edwards y
McMillen, 2001; Yueny col., 2002 ; Oliver y col., 1993).

La superfamilia de los IGFs son proteinas cuyas concentraciones estan en intima
relacion con las concentraciones de nutrientes. La distribucion de sus receptores y

proteinas de union es muy amplia, hallandose a nivel cerebral, ovarico (células de la
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granulosa y tecales), uterino, placentario, entre otros, interviniendo en procesos anabélicos
y cataliticos, a través de mecanismos endocrinos, autdcrinos y paracrinos desde etapas tan
tempranas como la embriogénesis hasta la vida adulta, con gran influencia en la vida y
performance reproductiva a nivel gonadal y enddcrino (Nayak y Giudice, 2003; Mognet y
Martin, 1997). Durante la vida intrauterina el IGF-1 regula el crecimiento y desarrollo fetal
en forma directa, mientras que durante la vida postnatal la hormona de crecimiento (GH)
regula la accion de los IGF-1 a traves de la produccion sistémica o local de IGF-1
(Randhawa y col., 2005).

El sistema IGF incluye tres ligandos: la INS, el factor IGF-1 y el factor IGF-2, los
cuales se encuentran regulados principalmente por los niveles de INS (y ésta a su vez por
los de GLU), y su accidn es ejercida mediante la interaccion con cuatro tipos diferentes de
receptores: el receptor para la INS, el receptor para el factor IGF-1 (IGF-1R), el receptor
para el factor IGF-2 (IGF-2R) o manosa-6-fosfato y un receptor hibrido para INS/IGF-
1(Igwebuike, 2010; Randhawa Yy col., 2005; Dupont y col., 2014). La accién de IGF-1
sobre el desarrollo de los 6rganos reproductivos se logra a través de la activacion tanto de
IGF-1R como del receptor de Estradiol tipo 1 0 ESR1 (Taylor y col., 2001).

Varios estudios han demostrado el efecto detrimental de la desnutricion materna
sobre el desarrollo ovarico de las crias (Ying y col., 2013; Hernandez-Medrano y col.,
2012; Lea y col., 2006; Rae y col., 2002c, 2001). Sin embargo, todavia no esta del todo
esclarecido como afecta la restriccion materna al desarrollo uterino de la descendencia. En
los rumiantes, si bien la mayor parte del desarrollo y crecimiento uterino tiene lugar
durante la gestacion tardia y después del nacimiento, en el endometrio fetal se expresan
receptores para los factores de crecimiento tipo insulinicos 1y 2 (IGF-1 e IGF-2) y el
receptor de estrogeno alfa (ESR1) a partir del dia 60 de gestacion, y se conservan hasta el
posparto para estimular el desarrollo del mismo (Taylor y col., 2001). Estos factores estan
involucrados en la proliferacion, diferenciacion y funcion celular mediante mecanismos de
accion parécrinos y/o autocrinos en diversos organos, incluidos ovarios y utero (Nayak y

Giudice, 2003). En corderas, el desarrollo glandular uterino comienza entre los 135 y 150
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dias de gestacion (Wiley y col., 1987) y alrededor de los 52-56 dias posparto el Gtero es

histologica y estructuralmente similar al del adulto (Taylor y col., 2000).

En la Gltima década se ha visto que los IGF-1 cumplen un papel fundamental en el
desarrollo fetal y postnatal de los 6rganos reproductivos (Nayak y Giudice, 2003). Por ello
se hipotetiza que la subnutricion materna durante el tercer tercio de gestacion llevara a
menores niveles circulantes de GLU y en consecuencia de IGF-1 y esto repercutird con un
retardo en el desarrollo de 6rganos reproductores en las crias hembras, en particular, del
utero. El objetivo de este trabajo es relacionar la restriccion alimentaria durante el final de
la gestacion con la futura performance reproductiva de las crias; evaluando las
concentraciones séricas de GLU e IGF-1 desde el nacimiento, determinando la arquitectura
histoldgica del Gtero y ovarios, y midiendo la expresion génica de IGF1 y sus receptores en

los érganos reproductivos.

3.2. Materiales y Metodos

3.2.1. Animales

Se utilizaron ovejas (N=8) Hampshire Down prefiadas de hembras (confirmadas
por ecografia con transductor sectorial de 5 MHz) para este experimento; las mismas se
encontraban en condiciones de pastoreo presentando similares estados de CC.
Alrededor de los dias 90 - 100 de gestacion las ovejas se reubicaron en corrales
individuales y contiguos en galpones de la Catedra de Nutricion Animal de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (UNRC). Luego de un periodo de acostumbramiento, los animales
fueron designados aleatoriamente al grupo control o "C" (n=4); alimentadas diariamente
con una dieta en base a heno de alfalfa y maiz al 100% de sus requerimientos de EM segun

el NRC (1985) o al grupo restringido o "R" (n=4) nutricionalmente; alimentadas al 50% de
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los requerimientos de EM segun el NRC hasta la finalizacién de la gestacion (144-148
dias).

Los animales estaban alojados de tal manera que podian observarse entre ellos,
eliminando cualquier estrés causado por aislamiento. En ambos grupos el suministro de

agua fue ad libitum durante todo el experimento.

Luego del parto, los corderos se identificaron apropiadamente y se pesaron y junto
con las ovejas de ambos grupos se alimentaron con dieta de lactancia, siendo el cambio

hacia ésta gradual para no afectar el ambiente ruminal.

3.2.2. Toma de muestras

Para la toma de muestras de sangre, se colectaron muestras de la vena yugular de
las ovejas desde el dia 0 (confeccion de grupos C y R) en ambos grupos, y una vez por
semana hasta el parto, cuando se tomaron las ultimas muestras de sangre de las ovejas.
Para las corderas se tomo la primera muestra el dia de nacido y luego una vez por semana
hasta la eutanasia a los 60 dias, donde el desarrollo histologico y estructural de las capas

uterinas se ha completado (Carpenter y col., 2003; Wiley y col., 1987).

La sangre se colectd en tubos de vidrio y fueron llevadas inmediatamente al
laboratorio para centrifugarlas a 3000 rpm por 15 minutos para la separacion del suero, los

cuales se congelaron a -20°C hasta su analisis.
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Para la toma de muestras de tejidos las corderas se eutanasiaron alrededor de los 60
dias de edad. Los uteros de cada cordera se disecaron separandolo del ligamento ancho,
oviducto y cérvix. Luego fueron pesados. Los ovarios también se disecaron y pesaron. Uno
de los ovarios y una seccion de 1 cm? de la porcion media de cada cuerno se colocaron en
formalina al 4% a temperatura ambiente para histologia. El otro ovario y otra seccion del
cuerno uterino se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y luego fueron

conservados a -80°C hasta que fueron procesados para la extraccién de ARN.

3.2.3. Medicion de metabolitos sanguineos

Los niveles de GLU se determinaron in-situ con el dispositivo ACCU-CHEK

Performa.

La determinacion de IGF1 y E;, fue realizado por radioinmuno-anélisis (RIA) en el
laboratorio IBYME (CONICET) a partir de la Gltima muestra sanguinea colectada la

semana previa al parto (semana -1) en las madres.

En cuanto a las crias, las mediciones de IGF-1 se hicieron a lo largo de los 50 dias
de muestreo sanguineo, y a partir de la ultima muestra colectada previo al sacrificio se hizo

el analisis para E.

Para el IGF-1 se hizo una extraccion previa con HCl-etanol y crioprecipitacion,

mientras que el E; se extrajo con éter etilico (Lacau-Menjido y col., 2000).

3.2.4. Histologia
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Se realizaron cortes de los tejidos ovaricos y uterino que estaban en parafina y se
tifieron con hematoxilina y eosina siguiendo una metodologia estandar. La observacion
microscopica se realizé con un microscopio de luz convencional con cdmara fotografica

acoplada.

Para los preparados de ovario, la determinacion del diametro folicular se realizo a
través del software Fiji (Schindelin y col., 2012), realizando la medicion en todos los
foliculos que se podian observar enteros en la foto a 4X. Por cada animal, se determind el
diametro folicular en al menos 4 cortes histologicos. Para los preparados de Utero, se
realizo el contaje de glandulas endometriales y células glandulares en fotos a 40X con el
software Photoimpact. Las glandulas que se contaron eran las que se encontraban en la
zona ventral del cuerno uterino, y se consideraban si estaba al menos la mitad de la
glandula. EIl contaje de las células glandulares se realiz6 tomando 10 glandulas al azar (no

se contaron células superpuestas, ni en mitosis).

3.2.5. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR)

El ARN mensajero (ARNmM) se extrajo de los tejidos uterinos y ovaricos usando el
reactivo Trizol (Thermo Scientific) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Las
concentraciones del ARN aislado se determinaron con Nanodrop y posteriormente se
llevaron a -80°C hasta su conversion a ADNc. Posterior a su descongelacion, se extrajo una
alicuota del ARN aislado y se convirti6 en ADNc usando la Transcriptasa Reversa M-
MLV (Promega) siguiendo la metodologia sugerida por el fabricante. EI ADNCc sintetizado
fue luego llevado a freezer (-20°C) hasta el momento de realizacion de gRT-PCR. Los
genes elegidos para las mediciones de ARNm fueron: IGF1, IFG-1R, ESR1, ESR2 y
ACTB (B-actina) como control endogeno. Mediante el uso de cebadores o primers

(Invitrogen) y SYBR Green PCR Master MIX (Applied Biosystems) se determind la
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expresion relativa de estos genes. Los cebadores fueron disefiados por el software Primer
Express de Applied Biosystems, correspondiente al ARNm de Ovis aries. EI nimero de

acceso y secuencia de los cebadores estan reportados en la Tabla 3.1.

Todos los pares de cebadores tuvieron una eficiencia superior al 95%. Todas las
muestras fueron procesadas (o corridas) por triplicado para cada gen y B-actina. No hubo

diferencias en la expresion de B-actina entre los grupos.

La expresion relativa de ARNm para cada gen fue calculada mediante el cambio de
los umbrales en cada ciclo (ACt) entre la media Ct para cada gen y la media Ct para el

ARNm de B-actina de la misma muestra.

Tabla 3.1.: Nimero de acceso y secuencias de los cebadores utilizados para qRT-PCR

Gen Cebador directo Cebador Reverso NUm. de acceso

IGF1 ACATCCTCCTCGCATCTCTTCT | CGTGGCAGAGCTGCTGAA NM_001009774

IGF-1R | CGCATGTGCTGGCAGTACA CCTTGACGCTGCTGATGGT AF025303

ESR1 CCCGGAAGACGTGAATCAGA | GTTTGCAAGGAATGCGATGA XM_012137956

ESR2 GCTCTGGTCTGGGTGATTGC TTAGCCAGGCGCATGGA NM_001009737

ACTB TCACGGAGCGTGGCTACAG CCTTGATGTCACGGACGATTT | NM_001009784

3.2.6. Andlisis Estadistico

Los resultados de GLU materna y de las hijas, y los niveles de IGF-1 de las hijas
fue analizado como medidas repetidas en el tiempo en un modelo mixto utilizando el
procedimiento MIXED de SAS (SAS Version 9.2 for Windows, SAS Institute, Cary, NC,

USA), considerando al animal como efecto aleatorio. EI modelo incluyo el efecto del
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grupo materno y la edad y la interaccion entre ambos términos. El resto de los resultados
fueron analizados por ANOVA, utilizando el procedimiento GLIMMIX de SAS (SAS
Version 9.2 for Windows, SAS Institute, Cary, NC, USA) con la oveja tratada como efecto
aleatorio. Los datos son expresados como valor medio + la DE para cada edad. Los
resultados fueron considerados significativos cuando el valor p fue menor a 0.05, mientras

que un valor p entre 0,05 y 0,1 fue considerado una tendencia.

3.3. Resultados

3.3.1. Concentraciones sanguineas de GLU en ovejas

Hubo a una tendencia a menores niveles de GLU en las ovejas del grupo R
comparado con las ovejas del grupo C (p=0,06). Los niveles de GLU no variaron
significativamente con la edad gestacional (p=0,14), y no hubo interaccion significativa
entre el grupo materno y la edad gestacional (p=0,36). Para cada edad gestacional, hacia la
semana -2 las diferencias entre las concentraciones de GLU sanguinea fueron significativas
(p=0,01) entre los grupos, mientras que hubo una tendencia a menores valores de GLU en
el grupo R en la muestra postparto (p=0,09). En el gréfico se aprecia que la curva de GLU
para el grupo "Control" fue mas estable en el tiempo en comparacién con el grupo

"Restringido” en el que la curva muestra variaciones mas pronunciadas.
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Figura 3.1.: Niveles promedio de glucosa sanguinea en ovejas prefiadas alimentadas al 100% (Controles o “C”) o al 50%
(Restringidas o “R”) de los requerimientos durante el Ultimo mes de gestacion (*p=0,01; +p=0,09).

3.3.2. Concentraciones sanguineas de IGF-1 en ovejas

A partir de una Unica muestra obtenida la semana previa al parto (semana -1) se
realiz6 la medicion sérica de IGF-1 en las madres, arrojando valores para el grupo de
ovejas Controles de 153,22 + 56,37 y en Restringidas de 93,06 + 18,98 ng/ml. No hubo

diferencias significativas entre los grupos, pero si una tendencia a menor valor para este
altimo grupo (p=0,08).

3.3.3. Concentraciones sanguineas de E; en ovejas

A partir de una unica muestra obtenida la semana previa al parto (semana -1) se realizé la
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medicion sérica de E, en las madres. A pesar de la aparente diferencia expuesta en el
grafico no hubo diferencias significativas entre los grupos. La mediana (ME) entre ambos

grupos no difieren (Figura 3.2.).

12

Estradiol 17B (pg/ml)

Figura 3.2.: concentraciones sanguineas de estradiol durante la semana previa al parto de ovejas alimentadas al 100%
(Controles 0 "C") 0 al 50% (Restringidas o0 "R") de los requerimientos durante el Gltimo tercio de la gestacion. No hubo

diferencias significativas entre los grupos.

3.3.4. Concentraciones sanguineas de GLU en corderas

No hubo diferencias significativas en los niveles de GLU entre las corderas nacidas
del grupo “C” o “R” durante los primeros 2 meses de vida (p=0,12). Sin embargo, el efecto
de la edad fue significativo (p<0,0001), y la interaccion entre ambos términos también

(p=0,04), por lo que el efecto del grupo materno sobre los niveles de GLU en las corderas
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dependio de la edad. Las corderas nacidas de las ovejas en el grupo "R" presentaron
niveles significativamente menores de GLU las primeras 24 - 48 hrs posparto en relacion a
los niveles en corderas nacidas de ovejas en el grupo "C" (p=0,0002) (Figura 3.3.). A partir
de la primera semana de vida los valores fueron similares entre los grupos, con mayores
valores numeéricos de glucemia a favor de las corderas nacidas del grupo "C". A partir del
mes de vida y hasta la finalizacion del estudio, las concentraciones de GLU sanguinea

fueron similares entre las corderas nacidas de las ovejas en ambos grupos de estudio.

140
130
120
110

104}
==Hijas de "R"

00 =0~ Hijas de "C"

Glucosa plasméitica (mg/dl)

80

70

60
la2 Tal2 13alsg 2

a2f 27a32 34a39 4lade 48a53 S5a06l
Dias de vida

Figura 3.3.: Niveles promedio de glucosa sanguinea en corderas nacidas de madres alimentadas al 50% de energia

metabolica durante el 3/3 de gestacion (Restringidas o "R") o alimentadas al 100% (Controles o "C") (*p<0,05).

3.3.5. Concentraciones sanguineas de IGF-1 en corderas
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El efecto del nivel nutricional materno tendio a afectar los niveles de IGF-1 en las
corderas durante los primeros 40 dias de vida (p=0,058). Los niveles de IGF-1 variaron
significativamente debido a la edad (p=0,0016) y la interaccién entre edad y grupo materno
fue significativo (p=0,005). Como puede observarse en la figura 3.4., las medias de las
concentraciones plasmaticas de IGF-1 en las corderas nacidas de las madres en ambos
grupos difirieron significativamente a edades determinadas. Durante las primeras 48 horas,
los valores de IGF-1 para las corderas nacidas de las madres en el grupo “R” fueron
significativemente muy inferiores (menores al doble) comparado con las corderas nacidas
de las madres en el grupo “C” (p=0,0003). La diferencia también fue significativa entre la
primera y segunda semana de vida (p=0,04), Alrededor del dia 25 posparto los valores no

mostraron diferencias entre las corderas nacidas de las ovejas en ambos grupos.
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Figura 3.4.: Niveles promedio de IGF-1 sanguineos en corderas nacidas de madres alimentadas al 50% de energia

metabolica durante el 3/3 de gestacion (Restringidas o "R") o alimentadas al 100% (Controles o "C") (*p<0,05).
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3.3.6. Concentraciones sanguineas de E; en corderas

A partir de una unica muestra colectada a los 50 dias de vida (alrededor de una
semana previo al sacrificio) se realizé la medicion de E, sanguineo en las corderas. En el
siguiente grafico de cajas (box-plot) puede apreciarse una clara diferencia entre los grupos,
estando fuertemente disminuida la produccion de E; en el grupo de corderas nacidas de las
ovejas en el grupo "R™ con diferencias significativas (p=0,04). Las ME entre los grupos
difieren significativamente, con valores menores al doble para las corderas hijas de las
ovejas en el grupo “R” comparado con las hijas de las ovejas en el grupo "C" (Figura 3.5.).
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Figura 3.5.: Concentraciones sanguineas de estradiol obtenidas a los 50 dias de vida de corderas nacidas de madres

alimentadas al 100% (Controles 0 "C") o al 50% (Restringidas o0 "R") durante el dltimo tercio de gestacién. (*p=0,04).
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3.3.7. Expresion de ARNm para IGF-1y su receptor (IGF-1R) a los 60 dias de vida

A nivel uterino, el Gnico gen significativamente inhibido por la restriccion
alimenticia materna durante el tercer tercio de la gestacion es el IGF-1R (p<0,05), mientras
que hubo una tendencia a una menor expresion de IGF-1 (p=0,1). Para el caso del gen para
ESR1 la gran variabilidad de las muestras hizo que la diferencia observada en la figura no

sea significativa. La expresion para ESR2 no mostrd relacion con los niveles de
alimentacion materna (Figura 3.6.).

A nivel ovérico hubo una diferencia significativa en la expresion génica de IGF-1
entre las corderas nacidas de ambos grupos (p<0,05) y una tendencia a menor expresion
del gen para IGF-1R (p=0,08). Para el caso de los genes de estradiol, la expresion de ESR1
y ESR2 no presentaron diferencias entre los grupos en este estudio (Figura 3.7.).
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Figura 3.6.: Expresién génica en el Gtero para el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), receptor uterino del
factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1R), receptor uterino para Estradiol 1 (ESR1) y 2 (ESR2) en corderas
sacrificadas alrededor de los 60 dias de vida nacidas de madres alimentadas al 50% de energia metabdlica durante el 3/3
de gestacion (Restringidas o “R”) o alimentadas al 100% (Controles o “C”) (*p<0,05; +p<0,1).
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Figura 3.7.: Expresion génica en el ovario para el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), receptor ovérico del
factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1R), receptor ovarico para Estradiol 1 (ESR1) y 2 (ESR2) en corderas
sacrificadas alrededor de los 60 dias de vida nacidas de madres alimentadas al 50% de energia metabdlica durante el 3/3
de gestacion (Restringidas o "R") o alimentadas al 100% (Controles o "C") (*p<0,05; +p<0,1).

3.3.8. Peso de los 6rganos reproductivos a los 60 dias de vida
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No hubo diferencias en el peso de los ovarios entre las corderas nacidas de las
ovejas en ambos grupos, posiblemente debido al hecho de que el desarrollo de las génadas
se da en la gestacion temprana, estando fuera del periodo de tiempo de restriccion
nutricional de este estudio.

En cuanto al Gtero, hubo una severa disminucion del peso del 6rgano de las
corderas nacidas de las ovejas en grupo "R", comparado con el peso de los Uteros de las
corderas nacidas de las ovejas en el grupo "C" (p<0,05) (Tabla 3.2.).

Tabla 3.2. Peso promedio (gramos) de los drganos reproductivos en corderas nacidas de madres restringidas
nutricionalmente al final de la gestacion o controles. Letras diferentes indican diferencia significativa para cada 6rgano
(p<0.05).

Ovarios Utero
Condicién Peso promedio  Desviacion Peso promedio Desviacion
materna estandar estandar
Controles 0,53 0,25 4,86" 1,52
Restringidas 0,60 0,36 2,83° 1,61

3.3.9. Histologia ovarica

El diametro de los foliculos secundarios y terciarios que se encontraron en los
cortes histologicos de ovarios fue significativamente menor para las corderas nacidas de
las madres en el grupo R (Figura 3.8.A, p=0,006) hacia los 60 dias de vida, como puede

observarse en las fotos de los cortes histologicos (Figura 3.8.B.).
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Figura 3.8.A.: Diametros promedios de foliculos (secundarios y terciarios) ovaricos en corderas sacrificadas alrededor de
los 60 dias de vida nacidas de madres alimentadas al 50% de energia metaboélica durante el 3/3 de gestacion (Restringidas

0 "R") o alimentadas al 100% (Controles 0 "C") (* p=0,006).
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Figura 3.8.B.: Imagenes de cortes histolégicos de ovario captadas por el Software Fiji a un aumento de 4X de corderas
sacrificadas alrededor de los 60 dias de vida nacidas de madres alimentadas al 50% de energia metabdlica durante el 3/3
de gestacién (Restringidas) o alimentadas al 100% (Controles).

3.3.10. Histologia uterina

El nimero de glandulas endometriales en los cortes histoldgicos de Gtero también
fue significativamente menor para las corderas nacidas de las madres en el grupo “R”
comparado con las corderas nacidas de las madres en el grupo “C” (p=0,02; Figura 3.9.A.-
B.). No hubo diferencias en el nimero de células por glandula endometrial (22.3 y 26
células para las corderas nacidas de las ovejas en los grupos "C" y "R", respectivamente).
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57



Figura 3.9.A.: Ndmero promedio de glandulas endometriales en corderas sacrificadas alrededor de los 60 dias de vida
nacidas de madres alimentadas al 50% de energia metabdlica durante el 3/3 de gestacion (Restringidas o "R") o
alimentadas al 100% (Controles o "C") (*p=0,02).

Restringida

Figura 3.9.B.: Imagenes de cortes histoldgicos de Uteros captadas por el Software Photolmpact a un aumento de 40X de
corderas sacrificadas alrededor de los 60 dias de vida nacidas de madres alimentadas al 50% de energia metabdlica
durante el 3/3 de gestacién (Restringidas) o alimentadas al 100% (Controles).

3.4. Discusion

Las restricciones nutricionales en ovejas gestantes pueden tener muchos y diversos
impactos tanto en etapas previas a la concepcion como en etapas embrioldgicas y fetales.
En gestaciones avanzadas, los efectos de la desnutricion se ven exacerbados debido al
crecimiento del 75% de masa fetal y la gran demanda de nutrientes durante el ultimo tercio
de la prefiez, ocasionando no solo perturbaciones en el desarrollo fetal sino también un
importante ndmero de enfermedades que se manifestaran en la vida adulta, como la

resistencia a la INS y sindrome metabdlico (Gao y col., 2015).
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3.4.1. Glucosa

Las concentraciones plasmaticas de GLU reflejan los niveles de absorcion,

homeostasis metabdlica y niveles de energia corporal (Su 'y col., 2013).

Los resultados reportados por Gao y col. (2015) y Lekatz y col. (2011) sefialan que
las concentraciones de GLU sanguinea se ven afectadas en ovejas con gestaciones
avanzadas al igual que sus crias al nacimiento. En nuestro estudio, las madres mostraron
diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos hacia la segunda semana pre parto y
una tendencia a menores valores en las ovejas en grupo “R” (Figura 3.1). Para el caso de
las crias, los menores niveles de GLU (p<0,05) en el grupo de corderas "Restringidas" se
manifestaron Unicamente los primeros dias posparto (Figura 3.3). Esto sugeriria por un
lado, que el BEN de las madres del grupo "R" pudo ser mas profundo y/o prolongado de lo
reportado, debido a que en rumiantes puede ser mas complicado observar grandes
diferencias en las concentraciones de GLU sanguinea, las cuales tienden a ser muy estables
en condiciones normales, y por otro lado, que el BEN materno repercutio en los niveles de
GLU disponibles ocasionando un BEN fetal durante el ultimo tercio de gestacion o en
algin momento de ella, con posible impacto en el desarrollo y crecimiento de dérganos
reproductivos fetales.

En relacion a lo anteriormente mencionado, Oliver y col. (1993) reportaron,
mediante cateterizacion de fetos, una caida de los niveles de GLU e INS fetales y
maternos, después de 48 hrs de restriccion total de alimento en ovejas con prefieces
avanzadas. Para periodos de desnutricion mas amplios (2/3 y 3/3) se mantuvo el patron de
caida en forma paralela de la GLU e INS en madres y fetos hacia las Gltimas semanas de
gestacion (Quigley y col., 2008; Osgerby y col., 2002). Ademas, se ha observado que la
desnutricion de ovejas durante gestaciones avanzadas tiene un fuerte impacto en la
homeostasis de la GLU en las crias postnacimiento con resistencia a la INS en tejidos que

se desarrollan durante este periodo de tiempo intrauterino, como el caso de los musculos
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esqueléticos y tejido adiposo (Gardner y col., 2005). Pareceria que en nuestro experimento
y una vez superado los primeros dias de vida, los niveles de GLU en las crias (de ambos
grupos) no estan alterados y en cuanto las corderas desarrollan sus habitos alimenticios, las
curvas de GLU se comportan de igual forma, al menos durante los 60 dias posparto (Figura
3.3).

Si bien el mecanismo por el cual la restriccion nutricional afecta el desarrollo fetal
no es del todo conocido (Gao y col., 2015), el més aceptado es el siguiente: las ovejas en
periodo gestacional y bajo condiciones de restricciones nutricionales entran en un periodo
de BEN y producto de las menores concentraciones sanguineas de GLU materna, el feto
también desarrolla BEN. A modo de minimizar sus efectos, se desencadenan en la madre
una serie de mecanismos adaptativos, comandados por el sistema enddcrino, que modifican
el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos (Gao y col., 2015). Se exacerba la
gluconeogénesis en el higado (fuentes alternas para la obtencién del GLU y cuyo sustrato
energético es la GLU) y rapidamente se incrementa la lipolisis apareciendo en circulacién
concentraciones cada vez mayores de &cidos grasos no esterificados (AGNEs) y R-
hidroxibutirato (BHB), los cuales son indicadores de movilizacion lipidica (con pérdida de
peso corporal), mayor BEN, cetosis e higado graso (Zhang y Tan, 2007). A medida que la
restriccion nutricional progresa, podrian desencadenarse fallas en el metabolismo hepatico
que pondrian en riesgo incluso hasta la vida del animal. El feto durante los Ultimos 2 meses
de gestacion alcanza entre el 80-85% de su peso final (Robinson y col., 1999; Symonds y
col., 2001), por lo que podrian desencadenarse alteraciones permanentes en Organos o
sistemas de dérganos que alteren su metabolismo postnacimiento y que puedan expresarse
durante la vida adulta del individuo (Gao y col., 2015; Micke y col., 2010; Osgerby vy col.,
2002; Symonds y col., 2001).

3.4.2. IFG-1e IGF-1R
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Estas proteinas son altamente dependiente de las concentraciones de nutrientes, en
especial de GLU y forman parte del eje de crecimiento, junto con la hormona de
crecimiento (GH) (Hoffman y col., 2014) cumpliendo funciones muy importantes en el
crecimiento y desarrollo embrionario, fetal y postnatal (Igwebuike, 2010). Los IGFs y sus
receptores intervienen en la regulacion del desarrollo, diferenciacion y funcién
endometrial, lo cual resulta fundamental en los ovinos ya que hasta el dia 56 posparto hay

un importante desarrollo del Utero en las crias (Carpenter y col., 2003).

Las ovejas prefiadas bajo balance energético negativo (BEN) han sido relacionadas
con cuadros de hipoglucemia y hipoinsulinemia y consecuentemente menores niveles
sanguineos de IGF-1 (Scaramuzzi y col., 2006; Oliver y col., 1993). En nuestro estudio los
niveles maternos de IGF-1 mostraron una tendencia a menor valor (p=0,08) para el grupo
de ovejas "R™ a partir de la muestra previa al parto. Distinto fue el caso para sus hijas,
cuyos niveles estuvieron muy deprimidos las primeras 2 semanas de vida (Figura 3.4.), con
diferencias significativas (p<0,05) respecto del grupo control. Osgerby (y col., 2002) y
Oliver (y col., 1993) restringieron ovejas con gestaciones avanzadas y mediante
cateterizacion de los fetos relacionaron el BEN inducido en las madres con el consecuente
BEN, hipoglucemia y menores niveles de IGF1 fetales (Scaramuzzi y col., 2006). En base
a los experimentos citados anteriormente y a nuestros resultados, es posible especular que
a partir del BEN materno y niveles alterados de IGF-1 en el grupo "R", se desarrolle un
BEN fetal que deprima los niveles de IGF-1 durante la vida intrauterina, justificando al
posparto los muy bajos valores sanguineos de GLU e IGF-1 entre los dias 1 y 2 de

nacimiento (Figura 3.3.) y las primeras semanas (Figura 3.4.), respectivamente.

Similar a nuestros resultados, se ha observado que corderos nacidos de madres bajo
subnutricién desde el dia 116 al parto, presentaron niveles circulantes significativamente
menores de IGF-1 pero sin diferencias significativas entre las concentraciones de GLU
(Hoffman y col., 2014).
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Ademas de la menor produccion de IGF-1, la expresion génica de IGF-1 y su
receptor tendieron o estuvieron significativamente disminuidas a nivel ovarico (Figura
3.7.) y uterino (Figura 3.6.), respectivamente, en las crias nacidas de las ovejas del grupo
"R" hacia los 60 dias de vida. Debido a la gran importancia que el IGF-1 tiene sobre el
desarrollo uterino durante la gestacion tardia y posparto temprano, puede observarse en
Tabla 2 las diferencias significativas de peso (p<0,05) de los uteros de las corderas al
sacrificio entre ambos grupos, similar a lo reportado por Taylor y col. (2001), en donde
manifiestan que el IGF-1R es la via por medio del cual los niveles de IGF-1 promueven el
desarrollo uterino posnacimiento en ovinos. Es de suma importancia recordar que las crias
nacen con Uteros inmaduros y que el principal desarrollo histologico de los mismos tiene
lugar desde la primer semana de vida, con la formacién de las glandulas uterinas, hasta los
56 dias posparto donde se completaria la morfogénesis uterina, con claras separaciones
entre las zonas intercarunculares o glandulares y las zonas carunculares o aglandulares,

caracteristicos en los uteros adultos (Carpenter y col., 2003; Wiley y col., 1987).

A nivel ovérico, se ha reportado en ovejas y otros rumiantes, la expresion de
ARNmM para el receptor IGF-1R tanto en las células de la granulosa como en las células
tecales de foliculos antrales (Dupont y col., 2014); los cuales se vieron afectados ante
diferentes tratamientos nutricionales, sugiriendo que la nutricion de la hembra podria
afectar las acciones del sistema IGF sobre la foliculogénesis (Mufioz-Gutiérrez y col.,
2004). En nuestro estudio, las expresiones génicas ovaricas para IGF1 e IGF-1R estuvieron
significativamente disminuidas para el primero, con una tendencia a menor valor para su
receptor (Figura 3.7.). Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre el peso de los
ovarios entre los grupos de estudio (Tabla 3.2.) debido, en principio, a que el desarrollo
ovarico en pequefios rumiantes tiene lugar entre los 55-60 dias de gestacion (Eckery y col.,
1996). A pesar de esta premisa, hay evidencia superpuesta en la que se ha reportado
disminucion de masa total ovarica en hijas de ovejas subnutridas en algin momento de la
primera mitad de la gestacion (Rae y col., 2001, 2002c; Osgerby y col., 2002) y en la que
no se ha visto efecto alguno sobre las mismas (Kotsampasi, 2009). Sin embargo, si
coincidieron en que el patron de crecimiento folicular fue alterado por el régimen

alimenticio comparado con el grupo de referencia.
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3.4.3. E; y sus receptores (ESR1y ESR2)

La produccién de E, comienza durante la vida intrauterina y hacia el tercer tercio de
gestacion juegan un rol importante en la comunicacion enddcrina con el eje hipotalamo-
hipdfisis, completamente desarrollado y funcional (Da Silva y col., 2002). Son los
foliculos ovaricos los encargados de la sintesis de E, que parecen jugar un rol importante
mediando las acciones de IGF-1 sobre sus 6rganos blanco, entre ellos Utero y ovarios
(Taylor y col., 2001).

Para el caso de las madres, en nuestro estudio no se encontraron diferencias
significativas entre los niveles de E, sanguineos entre los grupos de estudio que fueran
atribuibles a la restriccion alimenticia impuesta el ultimo tercio de la gestacion (Figura
3.2).

Taylor y col. (2000, 2001) reportaron elevados niveles de ESR1 en distintas capas
de tejido uterino ovino en animales con pocos dias de vida. Alli observaron que las
concentraciones de E; aumentan entre el primer y los 28 dias de vida neonatal y a través
del ESR1 se incrementa la produccion de IGF-1. Esto es apreciable en las crias nacidas de
las ovejas del grupo "C" de nuestros resultados, con niveles de IGF-1 elevados hasta
mediados de la cuarta semana (Figura 3.4.) en concordancia con mayores niveles de
expresion genica de IGF-1R y ESR1 a nivel uterino (Figura 3.6.) y, en consecuencia,
mayor desarrollo y peso del érgano hacia los 60 dias (Tabla 3.2.). En cuanto a las corderas
nacidas de las madres del grupo "R", los menores niveles sanguineos de E, (Figura 3.5.) e
IGF-1 y menores expresiones génicas para su receptor y el de ESR1 uterinos (Figura 3.6.)
explicarian Gteros con falta de desarrollo y un 30-40% menores y mas livianos respecto a
las nacidas del grupo "C" (Tabla 3.2.). Estos resultados son similares a los de Baker y col.
(1996), donde reportaron uteros 25-30% menores del tamafio normal en ratas de 3-4 meses

de edad con ablacién de ESR uterino.
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A pesar de las ventajas reportadas del ESR1 sobre el crecimiento glandular
endometrial (Taylor y col., 2000), para Carpenter y col. (2003), el desarrollo glandular
uterino es un proceso independiente de las concentraciones de estrogeno circulante en

corderas (ratas y cerdas) desde el nacimiento hasta los 56 dias de vida.

Las acciones del ESR1son mas conocidas que las de ESR2, las cuales todavia son
bastante elusivas y controversiales entre investigadores. En ratones se ha reportado por un
lado que el ESR2 podria tener una funcion bioldgica diferente al ESR1 in vivo e in vitro
(Mueller y col., 2004) y por otro lado, que sus ubicaciones tisulares no son idénticas a las
del ESR1 (Krege y col., 1998). Evidencias mas actuales sugieren que a nivel central el
ESR2 seria importante revirtiendo posibles efectos deletéreos ante la ausencia del ESR1
(gen ESR1 KO a nivel hipofisiario) en ratones gestantes (Sanches-Criado y col., 2012).
Durante la vida intrauterina, en foliculos pequefios y recientemente formados hay un
predominio de ESR2 mientras que la expresién para el ESR1 no fue observada (Juenguel y
col., 2006). Mientras que varios investigadores han coincidido en el que la expresion
génica para ESR2 se encuentra presente desde estadios foliculares tempranos (Juengel y
col., 2006) hasta antrales (Cardenas y col., 2001; Jansen y col., 2001), la presencia del
ESR1 sufre una estimulacion desde estadios pre-antrales tardios a antrales durante las
ondas foliculares en el ovino (Tomanek y col., 1997; Juengel y col., 2006), bovino (Alfaro

y col., 2011) y roedores (Dupont y col., 2000).

Sin embargo, la importancia biologica del aumento de la isoforma 2 del ESR es
desconocida, como también lo son sus funciones en el tracto reproductor de la hembra (Al
Naib y col., 2016).

Algunos reportes indican que la influencia del E; sobre los dérganos blanco es
modulada por las concentraciones de hormonas tisulares y por la ubicacion de sus

receptores ESR1 y ESR2. Asimismo, aseguran que habria distintos roles para ambos
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receptores; el ESR1 estimulado en primera instancia por los niveles de Progesterona (P4)
mientras el ESR2 se veria enriquecido solo por las concentraciones de Estrogeno (Shimizu
y col., 2010). En ovejas prefiadas los niveles de P4 estimularian expresiones génicas para
ESR1 a nivel de cérvix uterino y las concentraciones de E; solo harian lo mismo posterior
a la sensibilizacion o priming de P4. También se han reportado similares observaciones en
ateros bovinos. De cualquier manera, la interaccion P4/E, en el endometrio parece ser

especifica para el ESR1 (Shimizu y col., 2010).

En el ovino, las hormonas esteroideas tienen el potencial de regular varios aspectos
de la funcion ovarica desde su desarrollo prenatal, siendo determinantes en la formacion de
foliculos ovaricos hasta el reclutamiento y crecimiento temprano de los mismos en cada
onda folicular (Juengel y col., 2006). En el presente trabajo, la funcion enddcrina de los
ovarios se vio afectada en las crias, considerando que los niveles de E, sanguineos en las
corderas nacidas de las ovejas del grupo "R™ estuvieron fuertemente deprimidos (Figura
3.5).

En cuanto a la expresion génica de receptores para E; en los ovarios, como puede
observarse (Figura 3.7.), no hubo diferencia entre los grupos estudiados que pueda
atribuirse a la restriccion alimenticia implementada en sus madres. Si bien el maximo
desarrollo de los ovarios tiene lugar hacia los 55-60 dias de vida intrauterina, durante los
primeros dos meses de vida hay crecimiento continuo de foliculos que lleva a incrementos
de la masa ovarica en las corderas recién nacidas (Carpenter y col., 2003). Esto podria
sustentar nuestra hipdtesis de disfuncion ovarica en las corderas nacidas de ovejas en el

grupo "R".

3.4.4. Histologias ovaricas y uterinas
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Algunos de los primeros reportes sobre la importancia de IGF-1 en los 6rganos
reproductivos se dieron en ratas, donde observaron que la ablacion total (mediante
mutacion) del gen IGF-1 producia descendencia con falta de crecimiento e infértiles,
producto de un aparato reproductor subdesarrollado tanto en machos como en hembras.
Alli observaron que los ovarios del grupo mutante presentaron ovarios mas pequefios con
alteracion en la esteroidogénesis y niveles de E, muy deprimidos, Gteros flacidos y con
falta de desarrollo (Baker y col., 1996).

A nivel ovérico, en nuestro experimento observamos que los diametros foliculares
de las corderas nacidas de ovejas en el grupo "R" fueron significativamente menores
(p=0,006) respecto a las nacidas del grupo "C" (Figura 3.9.). En ratas se observé que ante
la ausencia total de IGF-1 los foliculos rara vez superaban los estadios primarios y
secundarios (Baker y col., 1996). Los menores niveles sanguineos de IGF-1 reportados en
las corderas hijas de ovejas en el grupo "R" (Figura 3.4.) y la tendencia a menor valor para
su receptor a nivel ovarico (Figura 3.7.) explicarian lo visto en la histopatologia: debido a
que el IGF-1 es un fuerte precursor de la mitosis en las células de la granulosa,
aumentando el nimero de receptores para hormonas gonadotréficas, en especial FSH
(hormona foliculo estimulante) y en consecuencia, regulando el crecimiento folicular y la
produccién de hormonas esteroideas (Toori y col., 2014; Rivas Lopez y col., 2011). Las
menores concentraciones sanguineas de E, observadas previo al sacrificio serian un claro

indicio de disfuncién ovéarica y menores diametros foliculares (Figura 3.5.).

En intima relacion con los resultados anteriores, observamos diferencias
significativas (p=0,02) entre los grupos respecto al nimero de glandulas endometriales
(Figura 3.10.). Los menores niveles de IGF-1 e IGF-1R (Figura 3.6.), la disfuncién ovarica
y menores concentraciones sericas de E, (Figura 3.5.) explicarian el menor desarrollo
glandular uterino y respaldarian los menores pesos registrados para los Gteros en las
corderas nacidas de ovejas en el grupo "R" (Tabla 3.2.). Con similares resultados, Baker y
col. (1996) reportaron que los Uteros de ratas no superaban el 15% del tamafio adulto y el

componente glandular estuvo fuertemente afectado ante la ausencia total de IGF-1.
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Los IGF-1, ademas de sus propiedades mitéticas y anabdlicas, cumplen funciones
muy importantes regulando la respuesta a hormonas esteroideas a niveles tisulares en un
sinnimero de tejidos (Igwebuike, 2010; Taylor y col., 2001), es por ello que a pesar de no
encontrar diferencias en la expresion génica para ESR1 y ESR2 en ovarios ni Uteros entre
los grupos, si se afectaron los niveles sanguineos de IGF-1, asi como los niveles de
expresion génica para IGF-1R a nivel ovérico y uterino. ElI menor desarrollo folicular
afectaria el desarrollo uterino postparto, debido entre otras cosas, a menores niveles séricos
de IGF-1y E;, los cuales resultan claves durante los primeros 2 meses de vida (Carpenter y
col., 2003; Taylor y col., 2001; Baker y col., 1996).

3.5. Conclusion

Las restricciones nutricionales en el ultimo tercio de gestacion producen
alteraciones en los niveles sanguineos de GLU y de IGF-1 en ovejas que pueden afectar el

desarrollo de 6rganos reproductivos de sus crias.

Los niveles de GLU e IGF-1 en las corderas se vieron fuertemente afectados
durante los primeros dias (GLU) y primeras semanas (IGF-1) posteriores al parto, lo que
alteraria la foliculogénesis ovarica y el desarrollo de las glandulas uterinas durante los
primeros 2 meses de vida. En consecuencia, las corderas nacidas de las ovejas en el grupo
“R” muestran un utero mas inmaduro que las corderas nacidas de las ovejas en el grupo

“C”, auna edad en el que el ttero ya tiene que estar histologicamente desarrollado.

Esto haria de suponer que la fertilidad de las crias durante la vida adulta estaria

comprometida, con menores tasas de prefiez y aumento en los porcentajes de pérdidas
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embrionarias/fetales, aunque se aconsejan mayores experiencias con evaluaciones mas

prolongadas en el tiempo de los grupos de estudio para realizar conclusiones definitivas.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES GENERALES

En ambos modelos animales se pudo comprobar que tanto los excesos como las
restricciones nutricionales durante gestaciones avanzadas en rumiantes afectarian el
metabolismo materno y consecuentemente, el de su cria. Esto tendra un efecto importante
sobre el desarrollo del aparato reproductor de la hembra los primeros meses de vida, tanto
a niveles ovéricos (observado en vaquillonas y corderas) como uterinos (observado en
corderas), haciendo suponer que la fertilidad futura de la descendencia podria verse

comprometida durante la vida adulta.

Los resultados presentados sobre excesos y restricciones nutricionales podrian ser
extrapolables a distintas explotaciones de produccién, como por ejemplo, distintas cabafas
bovinas y ovinas para el primer caso, mientras que sistemas de cria bovina se ajustarian al

segundo, sobre todo en zonas semi-aridas del pais.

Aunque todavia restan trabajos de investigacion para dilucidar los efectos de la
nutricion en hembras gestantes de distintas especies sobre la fertilidad en la vida adulta de
las crias hembras, los resultados aqui presentados son de gran importancia para
veterinarios, ingenieros agronomos, zootecnistas y técnicos afines. Ellos pueden ser un
aporte mas para concientizar a los productores argentinos sobre la importancia de una
nutricion balanceada de hembras prefiadas, mejorando la planificacién de la oferta
nutricional durante el afio y evitando carencias o0 excesos cuali-cuantitativos de alimentos,
ya que ayudaran a expresar el maximo potencial reproductivo de sus crias que se reflejara

en mejores indices de rentabilidad financiera de los establecimientos.
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