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RESUMEN

Se conoce que entre un 25 y un 55% de los embriones mamiferos se
pierden durante la gestacién temprana, y aproximadamente dos tercios de
estas pérdidas ocurren durante el periodo de pre-implantacion. Si bien se
ha estudiado que el sitio donde se transfieren los embriones respecto al
cuerpo lateo (CL) impacta sobre el desarrollo y supervivencia embrionaria y
el establecimiento de la prefiez, hay escasa informacion respecto a la
funcionalidad del tracto reproductivo acorde a la posicion del CL. Este
estudio tiene como objetivo evaluar el efecto local del CL sobre la
funcionalidad oviductal-uterina y el desarrollo embrionario en la oveja,
mediante un modelo de transferencia embrionaria ipsi y contralateral al CL.
Fueron transferidos 499 cigotos producidos in vitro a oviductos ipsilaterales
y contralaterales al CL en 12 ovejas que se encontraban en el dia siguiente
a la ovulacioén (18-20 embriones por oviducto). El Dia O fue definido como el
dia de la fertilizacion in vitro de los embriones, y el dia de la ovulacion en
las ovejas receptoras. Al Dia 6, se recuperaron los tractos reproductivos
para el estudio de la funcionalidad y para la recuperacion de los embriones.
Se encontré una tendencia a presentar mayores tasas de recuperacion
embrionaria (P=0,09), tendencia a mayor proporcion de blastocistos
(P=0,07) y una mayor proporcién de embriones viables (P=0,002) cuando
los cigotos fueron transferidos al oviducto ipsilateral respecto al
contralateral al CL. El oviducto ipsilateral tuvo casi cinco veces mas alta la
concentracibn de progesterona (P<0,001) y presentd menores
concentraciones de estradiol (P=0,05) con respecto al oviducto
contralateral, lo que indica un mejor ambiente uterino para el desarrollo
embrionario. Asimismo, se observO una mayor concentracion de
adiponectina en los macerados de tejido uterino del lado ipsilateral respecto
al contralateral al CL. En el fluido uterino se observd una menor
concentracion de insulina en el lado ipsilateral con respecto al fluido uterino
contralateral al CL (P=0,05), lo que sugiere una mayor captacion de esta
hormona por los embriones y/o el Utero. No se encontraron diferencias en
las concentraciones de progesterona y estradiol entre los fluidos ipsi y

contralaterales, como tampoco para las hormonas medidas en utero. En el
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tejido oviductal se encontré6 una menor expresion de PR e IGFBP5 y una
mayor expresion de ADIPORL1 en el lado ipsilateral respecto al oviducto
contralateral. En utero, la expresion de ERalfa, LEPR y IGFBP3 e IGFBP5
fue mayor del lado ipsilateral. En conclusion, esta tesis muestra que hay
una tendencia a una mayor tasa de recuperacion de embriones y mayor
proporcion de embriones viables, cuando los cigotos se transfieren del lado
ipsilateral al CL, lo que estuvo asociado con mayores concentraciones de
P4, una concentracion diferencial de insulina y adiponectina, y una
expresion diferencial de PR, ERalfa, IGFBP3,5, LEPR y ADIPOR1, genes
relevantes para la adaptacién del Utero a la prefiez, entre el lado ipsi y
contralateral al CL. Los resultados nos permiten sugerir que al Dia 6
después de la ovulaciéon, el oviducto/cuerno uterino ipsilateral al CL
presentan un entorno mas adecuado para el desarrollo embrionario

temprano con respecto al lado contralateral.

SUMMARY

It is known that between 25 and 55% of mammalian embryos are lost during
early pregnancy, and approximately two thirds of these losses occur during
the pre-implantation period. Although, it has been studied that the site
where embryos are transferred with respect to the corpus luteum (CL)
impacts on embryonic development, survival and the establishment of
pregnancy, there is little information regarding the functionality of the
reproductive tract according to the position of the CL. The objective of this
study is to evaluate the local effect of CL on oviductal-uterine functionality
and embryonic development in sheep, using an embryonic transfer ipsi and
contralateral to CL model. 499 zygotes produced in vitro were transferred to
ipsilateral and contralateral oviducts to CL in 12 ewes that were on the day
after ovulation (18-20 embryos per oviduct). Day 0 was defined as the day
of in vitro fertilization of the embryos, and the day of ovulation in the
recipient ewe. On Day 6, reproductive tracts were recovered for the study of
functionality and for the recovery of embryos. We found a tendency to

present higher rates of embryonic recovery (P=0.09), a tendency of a higher
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proportion of blastocysts (P=0.07) and a higher proportion of viable
embryos (P=0.002) when the zygotes were transferred to the ipsilateral
oviduct with respect to the contralateral one of the CL. The ipsilateral
oviduct had almost five times higher progesterone concentration (P<0.001)
and had lower concentrations of estradiol (P=0.05) with respect to the
contralateral oviduct, indicating a better uterine environment for embryonic
development. Likewise, a higher concentration of adiponectin was observed
in uterine tissue macerates on the ipsilateral side with respect to the
contralateral to CL. In the uterine fluid, a lower concentration of insulin was
observed on the ipsilateral side with respect to the uterine fluid contralateral
to the CL (P=0.05), which suggests a greater uptake of this hormone by the
embryos and/or the uterus. No differences were found in the concentrations
of progesterone and estradiol between the ipsi and contralateral fluids, nor
for the hormones measured in the uterus. In the oviductal tissue there was
a lower expression of PR and IGFBP5 and a higher expression of ADIPOR1
on the ipsilateral side with respect to the contralateral oviduct. In the uterus,
the expression of ERalpha, LEPR, IGFBP3 and IGFBP5 was greater on the
ipsilateral side. In conclusion, this thesis shows that there is a trend towards
a higher embryo recovery rate and a higher proportion of viable embryos
when the zygotes are transferred from the ipsilateral side to the CL, which
was associated with higher concentrations of P4, a differential concentration
of insulin and adiponectin, and a differential expression of PR, ERalpha,
IGFBP3,5, LEPR and ADIPOR1, relevant genes for the adaptation of the
uterus to pregnancy, between the ipsi and contralateral side to CL. The
results allow us to suggest that at Day 6 after ovulation, the uterine
oviduct/horn ipsilateral to CL presents a more adequate environment for

early embryonic development with respect to the contralateral side.
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crecimiento similar a la insulina 1-6 (IGFBP1-6), receptor de
leptina (LEPR), receptor 1-2 de adiponectina (ADIPOR1-2) en
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La eficiencia reproductiva impacta de manera significativa sobre la
eficiencia productiva y econémica de los animales de produccién. Hasta un
60% de las tasas de gestacion se pierden en el periodo de peri-
implantacion, de hecho, se conoce que sélo un 40% de las ovulaciones se
corresponden con embriones viables al dia 12 de gestacion en ovinos
(Ashworth, 1995). Dentro de los posibles motivos de estas pérdidas se
incluyen las anomalias del ovocito, espermatozoide o del embridn,
insuficiencia latea y/o falla en el suministro de progesterona (P4) al
oviducto y utero (Takahashi y col., 2016). Mas alla de esto, una estricta
sincronia entre el ambiente materno y el embridén en etapas tempranas del
desarrollo, es sumamente esencial para asegurar la supervivencia del
embrion (Goff 2002; Martal y col., 1997; Rizos y col., 2016; Maillo y col.,
2016). Esta sincronia se encuentra determinada por diversos factores de
crecimiento, proteinas, citoquinas, hormonas y otras sustancias
sintetizadas tanto por el endometrio como por el embrion a la interfase

embrio-maternal (Martal y col., 1997).

El ciclo sexual en el ovino

La actividad sexual y reproductiva del ovino esta influenciada por el
fotoperiodo vinculado con la variacién de las horas de luz u oscuridad a lo
largo del afio. De esta manera, en aquellas regiones donde existe variacion
en la duracion de las horas de luz de cada dia, en las ovejas hay una
estacionalidad sexual y reproductiva. Por encima de 30° de latitud sur o
norte, la mayor actividad sexual de esta especie se encuentra al final del
verano y al comienzo del otofio, asi los partos ocurririan durante la
primavera ya que este es el mejor momento para que los corderos tengan
mejores posibilidades para sobrevivir. Dentro de esta actividad
reproductiva, la oveja presenta una continuidad de ciclos sexuales de una
duracion aproximada de 17 dias, variando entre los 16 y 19 dias. El ciclo

sexual se puede dividir en dos fases, folicular y luteal.
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Fase Folicular

Los rumiantes se caracterizan por presentar dos a cuatro ondas de
crecimiento folicular, siendo la dltima onda la que resultar4a en ovulacion
(Bartlewski y col., 1999). En cada onda de crecimiento, varios foliculos
antrales son reclutados para el desarrollo, los cuales son sometidos a un
proceso de seleccién, y en especies mono-ovulatorias un sélo foliculo
adquirira dominancia, mientras que los otros degeneraran gradualmente
(Aerts y Bols, 2010). Los foliculos méas grandes de la cohorte secretan altos
niveles de estradiol, lo que causa una disminucion de las concentraciones
de la hormona foliculo estimulante (FSH). La caida en los niveles de FSH
causa la atresia de los foliculos mas pequefios, mientras que un foliculo
dominante evita su propia regresion al cambiar su dependencia de FSH a
la hormona luteinizante (LH). En ovejas que desarrollan 3 ondas por ciclo,
la primera onda emerge alrededor del Dia 0 del ciclo, la segunda alrededor
del Dia 6 y la tercera alrededor del Dia 11 del ciclo (Abecia y Forcada,
2010; Gordon, 2003).

El momento en que la hembra acepta la monta del macho marca el
comienzo del celo, el cual dura entre 24 y 40 horas dependiendo de la raza,
la edad y la época del afio. Entre las 2 y 6 horas del comienzo del celo, se
da un pico de la LH tras la cual se daréa la ovulacion a las 24-32 horas de
inicio del mismo (Abecia y Forcada, 2010). El pico de LH, inducido por la
hipofisis a través del hipotalamo, desencadena los eventos de maduracion
del foliculo preovulatorio dominante. En las 24 horas que le siguen a este
pico, el ovocito primario experimenta la progresion de la meiosis hacia la
metafase Il, como también varios cambios a nivel citoplasmatico, como el
alineamiento de los granulos corticales (modifican la zona pellicida y evitan
la poliespermia), rearreglos de las mitocondrias y el desarrollo del
almacenamiento lipidico (como fuente de energia) (Gordon, 2003). Durante
la maduracion final del ovocito, el foliculo también sufre una serie de
cambios. Las células de la membrana granulosa dejan de sintetizar
estradiol y la pared del foliculo se luteiniza, tanto la capa de las células de
la granulosa como la de la teca antes de ocurrir la ovulacion; esta

luteinizacién, para la formacion posterior del CL, coincide con un
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incremento marcado de sintesis de progesterona (P4) y una expansion
importante de las células del camulo. Las células de la teca son aquellas
gue van a producir la P4, inmediatamente después de ocurrido el pico de
LH. Ademas, ese pico preovulatorio de LH se asocia con un incremento
importante del flujo sanguineo al ovario y al foliculo dominante aumentando
la presion folicular, como también los niveles de prostaglandinas, los cuales
son compuestos de lipidos activos que estan asociados al incremento de

las contracciones de la musculatura lisa ovarica (Abecia y Forcada, 2010).

Fase luteal

Previamente a que el ovocito sea liberado del foliculo en la ovulacion, las
células foliculares de la teca comienzan a transformarse en células luteales
pequefias, mientras que las de la granulosa pasan a ser células luteales
grandes para formar el CL, en donde el producto principal de secrecion
deja de ser el estradiol y pasa a ser otro esteroide, la P4, marcando el
comienzo de la fase lutea. Al liberarse el ovocito con las células del camulo
qgue lo rodean al oviducto luego de la ovulacién, el ovocito sigue en
estrecho vinculo con las células del cumulus hasta que ocurre la
fertilizacion, luego comienza el desmontaje del complejo cumulo-ovocito
dejando asi al ovocito desnudo. Se cree que esta degradacion de la matriz
posterior a la ovulacion esta promovida por las secreciones del ovocito las
cuales activan la expresion de genes en las células del camulo (Gordon,
2003).

Existen muchos reportes que indican que la competencia del desarrollo del
ovocito del rumiante se adquiere de manera gradual (Gandolfi, 1994, 1998).
Un ovocito totalmente competente es capaz de mantener el desarrollo
embrionario y llegar al término de la prefiez. El intervalo de tiempo entre la
sintesis y el uso de ARN y proteinas moleculares podria llevar varias
semanas; lo que quiere decir esto, es que el ovocito debe poseer la manera
de poder almacenar varias moléculas en el estado de quiescencia hasta
gue llegue el momento en donde estas se activan durante la maduracion o
el desarrollo embrionario temprano. Se conoce que en los rumiantes, los

factores maternos esenciales para sostener el desarrollo y estos podrian
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actuar mas alla de la etapa de transicion madre-embrién, la cual se alcanza
entre el estadio de 8 a 16 células (Gandolfi y Gandolfi, 2001).

Desarrollo embrionario temprano

La fecundacion es un proceso complejo que ocurre dentro del ambiente
controlado del oviducto, en donde una de las funciones del fluido oviductal
es la modulacion de la fisiologia espermatica (Killian, 2004). En estudios
anteriores se ha formulado la idea de que la fertilizacion ocurre en la
ampolla del oviducto, en donde existe una sincronizacién entre la ovulacion
y el movimiento espermaético, el cual tiene el efecto de atraer una porcion
baja de espermatozoides del reservorio en el istmo hacia la ampolla del
oviducto (Hunter, 1994, 1996; Nancarrow Yy Hill, 1995; Hunter y col., 1998).
Las contracciones del musculo y la accion de las cilias contribuyen al
transporte hacia arriba de los espermatozoides y hacia abajo de los
ovocitos hacia el sitio de fertilizacién. Lo que ocurre naturalmente, es que el
macho sirve a la hembra en el periodo de estro y los espermatozoides se
encontraran presentes por lo general varias horas en el tracto reproductivo
antes de que ocurra la ovulacion. El periodo de vida de los
espermatozoides en el oviducto se cree que esta en el orden de las 24-48
horas en el rumiante cuando hablamos de semen fresco, pero si este es
sometido al proceso de congelado-descongelado, el tiempo disminuiria a
12-24 horas. La fertilizacion involucra la activacion del ovocito por los
espermatozoides, sin este estimulo el ovocito no seria capaz de formar el
pronucleo y desarrollarse en un cigoto (Gordon, 2003).

Luego de la fertilizacién, el embrién sufre sus primeras divisiones celulares
en el oviducto, y en el ovino alcanza el itero como morula alrededor del dia
4 post-ovulacion (Spencer y col., 2013). Durante este periodo el embrion
sufre varios cambios morfologicos y bioquimicos, los cuales son afectados
por el entorno en el cual se encuentra. Entre estos cambios, se ha
demostrado que durante los primeros dias del desarrollo embrionario en
rumiantes se da lo que se conoce como activacion de genoma embrionario
(EGA), donde el embrién cambia la utilizacion del ARNm derivado del

genoma materno a la utilizacion de su propio ARNm (Memili y First, 2000).
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Se considera que la activacion del genoma embrionario es el momento mas
critico para la viabilidad durante el desarrollo temprano (Meirelles y col.,
2004) y se asocia con eventos tempranos de diferenciacion, el éxito en la
implantacion del embrion y el desarrollo fetal (Niemann y Wrenzycki, 2000).
Gad y col. (2012) encontraron que la modificacion de las condiciones de
cultivo in vivo a partir de in vitro, o viceversa, en el momento de EGA
influye criticamente sobre los patrones de expresion génica de los
blastocitos resultantes. Si continuamos con la linea de tiempo del desarrollo
embrionario, el blastocisto se forma hacia el Dia 6 del desarrollo por
compactacion de la moérula y formacion del blastocele, a través de la
secrecion de liquido producido por las blastémeras, formando una cavidad
rodeada por células trofoblasticas. Este, en su forma esférica, eclosiona de
la zona pelucida entre los dias 7 y 8 (Spencer y col., 2004) y hacia el Dia
11 va adoptando una forma tubular que luego se elonga convirtiéndose en
un embrion filamentoso entre los dias 12 y 16 en el rumiante
(Wintenberger-Torres y Flechon, 1974). Es entre los dias 10-12 de
gestacion, donde comienza la secrecion del interferon tau embrionario, que
provoca cambios en el tracto reproductivo determinando el destino del CL
(lutedlisis o mantenimiento del CL: reconocimiento materno de la prefez al
Dia 14, en ovinos). Es ampliamente aceptado que este reconocimiento
materno ocurre en el Gtero, sin embargo, existen estudios que indican que
incluso en el oviducto el embrion es capaz de secretar una sefal que la
madre puede reconocer y que el oviducto mismo puede responder
especificamente acorde a la presencia o no del embrién (Maillo y col.,
2016). La elongacion del blastocisto marca el comienzo de la implantacion,
aunque la adhesion firme al endometrio en ovinos no ocurre hasta el Dia 16
(Wintenberger-Torres y Flechon, 1974). Sin embargo, el destino del
embrion se decide antes de la implantacion y es alli donde hay una alta

incidencia de mortalidad embrionaria (Roche y col., 1981; Goff, 2002).

Si bien se acepta que los embriones en la etapa de pre-implantacion son
relativamente autonomos, el ambiente materno donde se desarrolla el
embrion, a través de la secrecion de diversas hormonas y factores de

crecimiento, determina la viabilidad futura del mismo (Kaye, 1997; Mann y
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Lamming, 2001). Mas aun, un ambiente perturbado puede no afectar al
embrion inmediatamente, pero si comprometer su desarrollo en etapas
posteriores (Leese, 2005). Esta puntualizacion debe ser tenida en cuenta
ya que la mortalidad embrionaria en la etapa de pre-implantacion tardia (en
Gtero) puede haberse determinado en etapas anteriores (por ejemplo en
oviducto), de hecho, existe evidencia que sugiere la influencia positiva del
oviducto en la calidad del embrion temprano. Anteriormente se han
realizado estudios en bovinos en donde embriones cultivados in vitro, en
los que se realizd un pasaje por el oviducto mostraron un mejor desarrollo y
calidad en términos morfologicos, de expresion génica, criotolerancia y
mejores tasas de prefiez luego de ser transferidos Enright y col., 2000;
Rizos y col., 2002). Por lo tanto, se conoce que el embridén en el oviducto
sufre cambios epigenéticos responsables de su desarrollo posterior, la
implantacion y el fenotipo posnatal (Wrenzycki y col., 2005). Estudios
previos han demostrado que la presencia de un unico embrién en el
oviducto no produce una respuesta detectable en términos de cambios en
el transcriptoma, sin embargo, la presencia de mdltiples embriones
creciendo en el ambiente oviductal si logra provocar cambios detectables
en el transcriptoma oviductal (Maillo y col., 2015) demostrando la
comunicaciéon desde el embrién hacia el oviducto en etapas muy

tempranas.

Requlacién endocrina v de la expresién génica sobre la funcién oviductal y

uterina

El control de la funcion del tracto reproductivo esta finamente regulado,
principalmente por las hormonas esteroideas sexuales, P4 y estradiol (E2).
El oviducto sufre alteraciones estructurales (modificaciones en la altura,
forma y secrecion de las células) que estan acorde a la funcionalidad
especifica de las diferentes partes del mismo (Murray, 1995). Cuando
ovejas ovariectomizadas son tratadas con E2, los organelos de las células
secretoras del oviducto se hipertrofian, y este evento es revertido con el
posterior tratamiento con P4 (Murray, 1992; Leese y col.,2001). El fluido
existente en la luz del tracto reproductivo es un medio complejo formado

por trasudado de la sangre y por secrecion activa de las células epiteliales
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(Walker y col.,1996). En el oviducto, el producto de secrecion mas
abundante es un grupo de glicoproteinas de alto peso molecular, especifico
del oviducto, aunque también se secretan factores de crecimiento y
citoquinas. Las glicoproteinas se unen a la zona pelicida y a las
membranas de los gametos y son esenciales para la capacitacion,
motilidad y viabilidad espermaticas y para el correcto desarrollo
embrionario temprano (Murray y col.,1995; Leese y col.,2001; Buhi, 2002).
Se ha demostrado que su secrecion esta regida por ambas hormonas
esteroideas, lo que asegura una sincronizacion con la fertilizacion y el
desarrollo temprano del embrién (Murray y col.,1995; Buhi, 2002; Killian,
2004). Ademas, se conoce que la P4 y E2 son los principales moduladores
del transporte de los embriones a través del oviducto mediante la accion de
las células ciliares y la contraccion del muasculo oviductal
(Wijayagunawardane y col., 1998).

El endometrio también sufre una serie de transformaciones ciclicas en
respuesta a la fluctuacién de los niveles sanguineos de las hormonas
ovaricas (Fawcett, 1988; Hafez, 1996). Los estrogenos promueven la
proliferacion celular en el endometrio (Murray, 1992, 1997; Comer y col.,
1998), provocan un rapido aumento en el niumero de células epiteliales
sensibles a los esteroides y preparan el epitelio uterino y el estroma para la
accion de la P4 (Niswender y Nett, 1994; Maslar, 1988). La P4 actua en el
Gtero asegurando su quiescencia, estimulando y manteniendo las funciones
secretoras endometriales esenciales para el desarrollo temprano del
embrién, implantacion, placentacion y un correcto desarrollo feto-
placentario hasta el término de la gestacion (Graham y Clarke, 1997). Una
porcion considerable de las pérdidas embrionarias son atribuidas a una
circulacion inadecuada de la concentracién de P4 o a la baja expresion
geénica de sus receptores en el endometrio (Lonergan, 2011). Mientras que
las bajas concentraciones de P4 estan implicadas en menores tasas de
preiiez (Diskin y Morris, 2008), las altas concentraciones de P4 circulante
en el periodo de post-concepcion se asocian a un desarrollo avanzado en
la elongacion del concepto (Garrett y col., 1988; Carter y col., 2008;
Satterfield y col., 2006), en un incremento de la produccion del interferén

tau (Mann y Lamming, 1999; Mann y Lamming, 2001) y en mayores tasas
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de prefiez en los ovinos (Stronge y col., 2005; Ashworth y col., 1989;
McNeill y col., 2006). Asimismo, el tejido secretor epitelial del oviducto y el
Utero se diferencian en respuesta al E2 y la P4, modificando las
concentraciones de ciertas proteinas en estos tejidos (Murray y Sower
1992; Murray 1995; Yaniz y col., 2000; Gray y col., 2001).

La P4 y E2 ejercen sus efectos a través de dos grandes mecanismos de
accion. El mecanismo gendémico -el clasico- que involucra la unién de la
hormona a su receptor intracelular, que luego se dimeriza y se une como
un factor de transcripcion a los elementos sensibles a P4 o E2 en el
promotor de los genes diana (Binelli y col., 2018). EI mecanismo no
gendmico o no clasico, sin embargo, tiene lugar de manera rapida, en unos
minutos inicia la activacién de canales ionicos, segundos mensajeros y
quinasas, antes de cualquier efecto genémico. Este mecanismo no clasico
se ha asociado con interacciones de hormonas esteroideas con moléculas
unidas a la membrana, mostrando la respuesta inducida por la hormona
esteroide ovarica por parte de las células que carecen de expresion de los

receptores intracelulares clasicos (Binelli y col., 2018).

Por otro lado, factores embriotréficos y mitogénicos, como los factores de
crecimiento también estan presentes en el fluido del oviducto y del Gtero en
cantidades variables (Gandolfi y col.,1989). Potencialmente, estos factores
actian de manera autocrina o0 paracrina para regular la funcion del
oviducto, utero y/o el desarrollo embrionario (Buhi y col.,1997). Stevenson y
Wathes (1996) demostraron que el oviducto ovino sintetiza el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF1) y que éste aumenta en el
periodo peri-ovulatorio. La existencia de estos receptores y las proteinas
relacionadas con la insulina se pueden tomar como posibles mediadores de
la accion del oviducto en el desarrollo embrionario. También es interesante
observar que las proteinas secretadas por el oviducto ovino y bovino
presentan una fuerte sinergia con la insulina para estimular la mitosis de los
fibroblastos embrionarios (Gandolfi, 1992). Esto podria representar el
enlace funcional entre las moléculas especificas del oviducto que se unen
estrechamente al embrion y a los diversos factores de crecimiento

presentes en el fluido oviductal (Gandolfi, 1995). En un estudio de Schmidt
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y col. (1994), encontraron un aumento significativo de los niveles de ARNm
de IGF1 en el oviducto bovino después de la ovulacion, como también
detectaron mayores concentraciones de IGF1 en el momento en que el
ovulo fertilizado pasa a través del oviducto. Este grupo de estudio sugiere
que IGF1 podria modular el clivaje y la diferenciacion de las células
oviductales durante la ovulacion, lo que influye en la fertilizacion y el
desarrollo embrionario temprano.

Se han descrito numerosos factores que el endometrio secreta a su luz que
son muy importantes para el correcto desarrollo del embrion. El IGF1,
secretado en forma enddcrina por el higado pero también parécrina por el
Utero, es uno de los principales factores que incrementan el desarrollo
embrionario (Wathes y col.,1998; Watson y col.,1999). Estos factores de
crecimiento podrian estimular el desarrollo embrionario directamente, o
indirectamente, estimulando la secrecion endometrial. En el endometrio
ovino, se ha demostrado la expresion del ARNm de IGF1, IGF2 y sus
receptores (Stevenson y col.,, 1994; Thissen y col.,, 1994; Stevenson y
Wathes, 1996; Reynolds y col., 1997, de Brun y col., 2013).

La actividad de los IGFs y sus concentraciones estan moduladas por al
menos seis proteinas de unién a IGF (IGFBPs) y por enzimas proteoliticas
(BP-Pr). Estas proteinas de union a IGF tienen varias funciones, las cuales
incluyen el transporte de IGF en la circulacion, la localizacion de las IGF a
tipos celulares especificos y la modulacién de la unién de IGF a los
receptores, asi como también, acciones independientes a IGF (Clemmons,
1993). La proteina de union IGFBP3 es el principal transportador de IGF1 e
IGF2 en suero formando un complejo ternario con una subunidad acido
labil, se cree que el 95% de la concentracién total de ambos IGF se
encuentra unido a ella. El resto esta vinculado a IGFBP1-2 y 4, en donde
menos del 1% del total permanece libre en condiciones fisiolégicamente
normales (Baxter y col., 1989).

La insulina también presenta un rol importante en la regulacion del
crecimiento embrionario durante la preimplantacion, promoviendo la
proliferacion celular y la diferenciacion morfolégica de embriones, ya que se
ha descrito la presencia de receptores de insulina tanto en el endometrio

como en el embrion (Harvey y Kaye, 1990, Gardner y Kaye, 1991). De
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hecho, Heyner y col. (1989) reportaron que la insulina puede ser
internalizada por los embriones en etapa previa a la implantacién, mediante
endocitosis mediada por el receptor, los cuales se conoce que se expresan
en los embriones tempranos. La insulina estimula la sintesis de proteinas
en embriones compactados de 8 células, blastocistos y blastocistos
expandidos (Harvey y Kaye, 1988; Wales y col., 1985). Esta instancia se
corresponde con el aumento de la capacidad de los embriones para
metabolizar la glucosa y a la aparicidon de receptores de insulina en la

membrana vitelina (Harvey y Kaye, 1991; Mattson y col., 1988).

Por otro lado, también existe evidencia de un rol directo de las hormonas
metabdlicas, como la leptina y adiponectina en el eje reproductivo
(Downing y col., 1995; Keller y col., 1998; Wathes y col., 1998; Kawamura y
col., 2002; Moschos y col.,, 2002). La leptina, un péptido sintetizado
principalmente por el tejido adiposo, aunque también se expresa en otros
tejidos como el higado, pancreas y tracto reproductivo (Gonzalez y col.,
2000; Chilliard y col., 2005). De hecho, la sintesis de leptina y de su
receptor ha sido demostrada en el endometrio de mujeres (Gonzalez y col.,
2000), roedores (Kawamura y col., 2002) y ovejas (Sosa y col., 2010). Se
han identificado receptores de leptina en embriones (Kawamura y col.,
2003) y se ha registrado la expresion génica de la misma en embriones
previos a la implantacion, asociando la presencia de esta hormona con el
crecimiento del embrion (Antczak y Van Blerkom, 1997; Gonzalez y col.,
2000; Kawamura y col., 2002). Aunque el significado fisiolégico de esta
hormona aun no se ha aclarado del todo, parece plausible que esta pueda
tener funciones locales importantes en el tracto reproductivo, desde el
transporte y la maduracion de los ovocitos y espermatozoides, hasta la
fertilizacion y el desarrollo de los embriones (Archanco y col., 2007).

Existe escasa informacion respecto a la adiponectina y su rol en ovinos, sin
embargo, esta ha sido vinculada con la reproduccion (Scherer y col., 1995;
Kasimanickam y Kasimanickam, 2011). Se han identificado dos tipos de
receptores de adiponectina ADIPOR1 y ADIPOR2, cada uno con funciones
diferentes (Hug y col., 2004; Yamauchi y col., 2007). La identificacion de los

receptores de adiponectina, asi como su amplia distribucion en tejidos y
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organos periféricos sugiere que esta hormona ejerce efectos pleiotrépicos
en el metabolismo de todo el organismo (Nishida y col., 2007; Hug y col.,
2004). Estos receptores se han reportado en diversos tejidos periféricos
como placenta (Caminos y col., 2005), ovario (Michalakis y Segars, 2010),
y recientemente se ha demostrado la presencia de estos receptores en el
Gtero ovino durante la prefiez temprana (Sequeira y col., 2016). En ratones
se observo la existencia de adiponectina en los granulos secretores de las
células epiteliales oviductales, lo que indica que esta podria tener un papel
clave durante las primeras etapas del desarrollo embrionario (Archanco y
col., 2007). En el bovino, la expresion proteica de ADIPOR1 y ADIPOR2 en
blastocistos apoya la idea de una accion directa de la adiponectina sobre
las células embrionarias y un papel potencial de esta adipoquina en el

desarrollo del embrion (Maillard y col., 2010).

Importancia de la localizacién del CL sobre el tracto reproductivo ipsilateral

La vena oviductal adyacente al CL es una posible via para la
administracion local de progesterona u otros productos ovaricos hacia la
primera rama de sangre venosa, que drena a la porcion craneal del cuerno
uterino. Las concentraciones de progesterona son mayores en la rama de
la vena uterina que drena la parte craneal que en la rama que drena la
porcién caudal del cuerno uterino al Dia 4 luego de la ovulacion (Weems y
col, 1989). La vena oviductal se origina alrededor del ovario y generalmente
continia como la primera rama venosa, drenando el oviducto y la porcién
craneal del cuerno uterino (Del Campo y Ginther, 1973). También se ha
demostrado que la concentracién de progesterona es mayor en la linfa
uterina adyacente al CL que en la sangre periférica de las ovejas (Staples y
col.,1982). Por lo tanto, las diferencias regionales en los niveles de
progesterona en el tejido uterino en los rumiantes podrian deberse a
contribuciones de la linfa ovarica o de la vena oviductal adyacente.

Por lo tanto, gracias a estos reportes podemos comprender de que la
region mas cercana al CL presenta una concentracion mayor de P4 y esto
resulta en un gradiente de P4 a lo largo del tracto reproductivo pudiendo
influenciar el desarrollo embrionario temprano de forma diferencial acorde a

la localizacién del embrion en el tracto reproductivo (ipsi o contralateral al
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CL). En la década de 1970, Del Campo y col. (1977) realizaron un estudio
en bovinos donde transfirieron embriones a los cuernos uterinos ipsi y
contralaterales al CL y demostraron que el lugar donde se transfieren los
embriones respecto al CL de hecho impacta en el mantenimiento del CL y
el establecimiento de la gestacion. Sin embargo, a partir de estos trabajos
pioneros que dieron lugar al conocimiento actual sobre la relacion entre el
embrion y el CL ipsilateral, nunca se ha propuesto un mecanismo inverso y
previo a este, es decir que surja desde el CL hacia el embrién en la etapa

mas temprana del desarrollo.

Se ha reportado en ovinos que a los 5 dias luego del estro o prefiez, la
expresion oviductal de PR, ERalfa e IGF2 es menor en el lado ipsilateral en
relacion al contralateral al CL (Sosa y col., 2006; de Brun y col., 2013,
respectivamente), lo que refiere probablemente a un ambiente hormonal
diferente, establecido por la distribucion local de productos ovaricos al
tracto reproductivo (Einer-Jensen y McCracken, 1981; Weems y col., 1989;
Wijayagunawardane y col., 1998). Estos cambios en expresion génica
pueden ser importantes para la modulacion de la secrecion uterina,
actuando directamente o interaccionando con otros genes expresados de
manera diferente en los cuernos uterinos ipsilateral y contralateral al CL

(Bauersachs y col., 2003).

En esta propuesta se estudiaran los mecanismos de sefializacion entre la
madre y los embriones, desde el CL al oviducto y cuerno uterino ipsilateral,
y qué sefales son las que se encuentran vinculadas a las pérdidas
embrionarias en ovinos. Es importante destacar que no se encuentran
estudios de este porte, ya que no es posible hacerlo en condiciones in vivo.
Para esto aplicamos un modelo experimental en el que se realiza la
transferencia de embriones producidos in vitro a oviductos ipsi y
contralaterales al CL, evaluando ademas la accion de hormonas vinculadas
a la prefiez, asi como también el estudio de la expresion génica en el tracto

reproductivo durante la prefiez temprana en el ovino.
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2. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

El desarrollo embrionario temprano es probablemente el periodo mas
critico en el desarrollo de los mamiferos, en donde ocurren importantes
cambios morfologicos y bioquimicos (Maillo y col., 2015). En rumiantes
existe una comunicacién de sefiales desde el embrion a la madre mediante
un mecanismo bastante particular propio de estas especies, dado que
existe un sistema de contracorriente sanguinea a través de un paquete
vascular arteriovenoso uterino y ovarico. Si bien se ha estudiado
previamente que el lugar donde se transfieren los embriones respecto al CL
impacta sobre el mantenimiento del CL, hay escasa informacién respecto a
algun vinculo mas temprano que pueda ejercerse desde el CL hacia el
embrion.

Mas aun, si bien existe abundante informacion acerca de la expresion
génica uterina en rumiantes y su regulacion, la informacién sobre la
importancia del efecto local del CL sobre la regulacion de la expresién
génica en el tracto reproductivo es escasa (de Brun y col., 2013). En este
sentido, un hallazgo interesante de nuestro grupo de investigacion (de Brun
y col., 2013) indic6 que la expresion génica oviductal se encuentra afectada
acorde a la localizacién del oviducto respecto al CL (ipsi vs contralateral).
Esto es consistente con trabajos anteriores, en los cuales han demostrado
qgue de hecho existe un gradiente de esteroides a lo largo del tracto
reproductivo, siendo mayor del lado ovulatorio y en las regiones mas
cercanas a éste (Weems y col.,, 1989). En efecto, un estudio de
Bauersachs y col. (2003) describié una expresion diferencial de 35 genes al
comparar los oviductos ipsilaterales con los contralaterales al CL en el

bovino.

Para estudiar estos mecanismos descritos, hemos planteado un modelo
experimental en ovinos en el que se transfieren cigotos recién fecundados
al oviducto ipsi y contralateral al CL en el primer dia luego de la ovulacién,
con el fin de evaluar el efecto del CL a nivel local sobre el desarrollo

embrionario temprano y la funcionalidad del tracto reproductivo.
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3. HIPOTESIS

El ambiente materno dentro de los 6 dias posteriores a la ovulacion se ve
afectado por el CL, el cual influye en el desarrollo de embriones producidos
in vitro mediante un efecto local ipsilateral al ovario en el que se encuentra
dicho CL.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la localizacién del CL (ipsi vs. contralateral) sobre el
ambiente oviductal y uterino a través de expresién génica vy
concentraciones hormonales, y el subsiguiente desarrollo in vivo de

embriones tempranos producidos in vitro.

4.2 Objetivos especificos

Determinar:

1. La viabilidad, desarrollo y recuperacion de embriones de Dia 6,
transferidos al Dia 1 de desarrollo al oviducto ipsi y contralateral al

cuerpo lateo.

2. Las concentraciones hormonales al Dia 6 y los efectos del CL sobre
P4, E2, IGF1, insulina, leptina y adiponectina en plasma, fluido

uterino, tejido oviductal y uterino del lado ipsi y contralateral.

3. El efecto del CL sobre la expresion génica, en macerados de tejido
uterino y oviductal ipsi y contralaterales al Dia 6 luego de la

ovulacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Manejo animal y toma de muestras

Este experimento se llevd a cabo con ovejas ciclicas durante la temporada
reproductiva (Abril-Mayo 33° S, Uruguay) en la Fundacién IRAUy (Instituto
de Reproduccion Animal Uruguay), el Instituto Pasteur de Montevideo y el
Campo Experimental No. 1 de la Facultad de Veterinaria, Universidad de la
Republica (Ruta 108, Km 11.91, Migues, Canelones, Uruguay). El
experimento fue aprobado por la Comision de Etica en el Uso de Animales
(CEUA) de la Facultad de Veterinaria (Exp-111130-001236 / 14).

La estrategia para este estudio incluyo la produccién de embriones in vitro
para ser transferidos a hembras receptoras al Dia 1 del desarrollo
embrionario/ovulacién en cantidades iguales a los oviductos ipsi Yy
contralaterales con respecto al CL (el Dia 0 fue definido como el dia de la
fertilizacion in vitro para los embriones, y el dia de la ovulacion en las
receptoras) (Figura 1). Los embriones fueron recuperados al Dia 6 para
evaluar su estado de desarrollo y su viabilidad. La funcionalidad del tracto
reproductivo se evalué el Dia 6 en términos de concentraciones
hormonales y expresion génica en los oviductos y cuernos uterinos ipsi y
contralaterales al CL. Adicionalmente, se determinaron las concentraciones

hormonales en plasma y fluido uterino.
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Figura 1. Representacion esquematica del disefio experimental para estudiar el
efecto local del cuerpo Iuteo (CL) en el oviducto ipsilateral y contralateral/cuerno
uterino en ovejas. El Dia 0 se definié como el dia de la fertilizacion in vitro para los
embriones (panel A) y como el dia de la ovulacion para las ovejas receptoras
(panel B). En el Dia 1 (panel C), se transfirieron 18-20 embriones al oviducto ipsi y
contralateral al CL (36-40 embriones por oveja). Las hembras fueron sacrificadas
en el Dia 6 para la recuperacion de los embriones del cuerno uterino y para el

analisis de oviducto/ttero (hormonas y expresion génica).

Se seleccionaron 50 ovejas multiparas de la raza Corriedale, con un peso
corporal medio (+x SEM) de 57,7 £ 4,4 kg y una condicién corporal de 3,3 £
0,4 en una escala de 0 a 5 (Russel, 1969), lo deseable para un adecuado
funcionamiento reproductivo a largo plazo. Para sincronizar el estro, se
utilizé un tratamiento de 7 dias con esponjas intravaginales impregnadas
en medroxiprogesterona (Progespon, Syntex SA, Bs As, Argentina), segln
Menchaca y Rubianes (2004). Inmediatamente después de la remocién de
la esponja, se administré por via intramuscular 200 Ul de gonadotropina
coriénica equina (eCG, Novormon 5000, Syntex SA) y una dosis luteolitica
de PGF2alfa (Cloprostenol sodico 125 ug, Cyclase DL, Syntex SA). El estro
se detecto dos veces diarias durante 48 horas luego de la remocion de las
esponjas, mediante el uso de machos vasectomizados. Se seleccionaron
Unicamente aquellas ovejas que tuvieron el inicio del estro dentro de un
rango de 12 h (es decir, de 24 a 36 h después de la extraccion de la
esponja) asumiendo que alcanzaron la ovulacion sincronizada 36 h mas

tarde (es decir, de 60 a 72 h desde la extracciéon de la esponja, Dia 0 del
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ciclo ovulatorio). La ovulacion fue confirmada por laparoscopia al Dia 1y
solo se utilizaron aquellas hembras que tenian un solo cuerpo hemorragico
(n=12). EI Dia 0 del experimento se definio como el dia de la fertilizacion in
vitro para los embriones, coincidiendo con el dia de la ovulacién en las
ovejas receptoras.

Los embriones producidos luego de la fertilizacion in vitro se transfirieron
en el Dia 1 al oviducto ipsi y contralateral al CL, ingresando suavemente a
través del infundibulo 3 a 4 cm para depositarlos préximo al ampula (18 a
20 embriones por oviducto). La transferencia embrionaria se realizd
mediante un procedimiento quirdrgico, en donde el acceso al alimento y

agua se restringié durante 24 h previas a la misma.

En el Dia 6 del desarrollo embrionario, antes de la recuperacién de los
embriones, se tomaron muestras de sangre de la vena yugular en tubos de
heparina y se centrifugaron durante 15 minutos a 3000 g, el plasma
obtenido se almacené a -20°C hasta su procesamiento. En ese mismo dia,
los animales fueron sedados mediante anestesia general inducida por
tiopental sodico (Tiobarbital, Braun Medical) y se eutanasiaron (T-61®,
Intervet, Salamanca, Espafia). Inmediatamente se obtuvo el tracto
reproductivo y se realiz6 un lavado de los cuernos uterinos en forma
retrograda, es decir, desde la porcién craneal a la caudal, para recuperar
los embriones. Primero, el cuerno uterino ipsilateral se lavé con 2 mL de
una solucién salina para recuperar el fluido uterino. En estos 2 mL se
recupero el mayor nimero de embriones, los cuales fueron seleccionados y
recuperados. Posteriormente, se realizé un lavado con 20 mL adicionales
para recoger el resto de los embriones que hayan quedado en el cuerno
uterino. Se aplic6 el mismo procedimiento para el cuerno uterino ipsi y
contralateral a CL. Los embriones recuperados fueron evaluados y
clasificados morfologicamente de acuerdo con los estandares de la IETS
(2010), basado en las calidades | (85% del espacio dentro de la zona
pellcida, ocupado por el macizo celular) y Il (50% del espacio ocupado por
el macizo celular) para blastocistos y calidad | (blastomeros de igual
tamano, sin fragmentacion citoplasmatica) y calidad Il (blastomeros de igual

tamafo, con leve fragmentacion citoplasmatica) para moérulas. Entre los
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parametros evaluados se tomaron en cuenta la tasa de recuperacion, tasa

de desarrollo embrionario y la proporcion de embriones viables.

Una vez que se colectaron los embriones, también se colectaron los
oviductos y una porcion del tercio superior de los cuernos uterinos ipsi y
contralateral al CL. Parte de estos tejidos fueron utlizados para la
determinacion hormonal, y otra parte de los cuernos uterinos y oviductos se
congelaron en N, liquido y se almacenaron a -80°C hasta su

procesamiento para expresion génica.

Produccién de embriones in vitro

Todos los procedimientos de laboratorio correspondientes a la produccion
de embriones se llevaron a cabo en la Fundacion IRAUy (Instituto de
Reproduccion Animal Uruguay), como también en el Instituto Pasteur de
Montevideo. Los embriones fueron producidos de acuerdo a la técnica
descrita por Menchaca y col. (2016). Se colectaron ovarios de ovejas de
matadero y se transportaron al laboratorio en una solucién salina con 50
Ul/mL de penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina a 35-37°C. Los
complejos cumulo-ovocitos (COCs) fueron aspirados de los foliculos
antrales (2 a 6 mm) utilizando una aguja y una jeringa de 5 mL que
contenia 0,5 mL de medio de recoleccion con HEPES, medio de cultivo
tisular 199 (TCM 199), suplementado con 5 Ul/mL de heparina, 50 Ul/mL
de penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina. Solo los COCs rodeados con
tres o0 mas capas de células de la granulosa y con citoplasma homogéneo
se seleccionaron para la maduracion. Los COCs seleccionados se
colocaron en gotas de 100 puL de medio de maduracién bajo aceite mineral
durante 22 a 24 h, en donde luego se procedié a la realizacion de la
fertilizacion in vitro, con medio SOF (liquido oviductal sintético), utilizando
semen congelado de un solo carnero. Al dia siguiente luego de la
fertilizacion (Dia 1), los embriones se acondicionaron en pajuelas de 0,25
mL con medio SOF con HEPES para luego transportarse al campo

experimental para ser transferidos dentro de las 4 horas siguientes.
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Determinaciones en plasma, fluido uterino y tejido reproductivo
Las determinaciones hormonales y de expresidon génica se llevaron a cabo
en el Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo Animal, Facultad de

Veterinaria, Universidad de la Republica, Uruguay.

Ensayos hormonales

Las concentraciones de P4, IGF1, insulina, leptina y adiponectina fueron
determinadas en macerados de tejido oviductal y uterino, como también en
fluido uterino. La concentracién de estradiol se determiné en macerados de
oviducto. En plasma, se determinaron las concentraciones de P4, estradiol,
insulina e IGF1. Estas hormonas se analizaron con ensayos que utilizan

anticuerpos radiomarcados, segun Rodnight y col. (1988).

Para el andlisis hormonal en el tejido uterino, se cortaron aproximadamente
500 mg de la porcion craneal de los cuernos uterinos ipsi y contralateral al
CL y se homogeneizaron con un buffer isotonico, utilizando un
homogeneizador de tejidos (PRO200) a 9500-13500 rpm durante 45
segundos (Sosa y col., 2009). Para el andlisis del tejido oviductal, todo el
tejido se macerd para homogeneizar la muestra y luego se seleccionaron
entre 300 y 500 mg de tejido para el andlisis hormonal. Una vez macerado
el tejido oviductal y uterino, se centrifugd a 12.000 g durante 15 minutos
para obtener el sobrenadante. Para hormonas peptidicas tales como IGF1,
insulina, leptina y adiponectina, el sobrenadante se utilizé para realizar un
radioinmunoensayo (RIA). Sin embargo, para las hormonas esteroides,
como P4 y estradiol, se realizaron cuatro extracciones sucesivas con éter y
luego se resuspendieron en 300 uL de buffer para el analisis por RIA. La
concentracion de P4, estradiol, IGF1, insulina, leptina y adiponectina
medida en el Gtero y oviducto se expresaron en relacion con los gramos de

tejido utilizados en la maceracion.

Las concentraciones de P4 se determinaron mediante RIA en fase sélida
utilizando un kit comercial (MP Biomedicals, Diagnostics, Santa Ana, CA,

EE. UU.), seglin Sosa y col. (2006). La sensibilidad del ensayo para P4 en
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plasma, tejido uterino y oviductal fue de 0,3 ng/mL, 0,09 ng/mL y 0,04
ng/mL, respectivamente. Los coeficientes de variacion (CV) intraensayo
para plasma (0,5 ng/mL), tejido uterino (3,6 ng/mL) y tejido oviductal (5,0
ng/mL) fueron 28,3%, 15,1% y 2,3%, respectivamente. La concentracion de

P4 no fue detectada en el fluido uterino por RIA.

Las concentraciones de estradiol se determinaron mediante un
radioinmunoensayo en fase liquida utilizando kits de MP (MP Biomedicals,
EE. UU.). La sensibilidad del ensayo para el tejido oviductal fue de 3,0
ng/mL y para plasma de 0,3 ng/mL. El CV intraensayo para el tejido
oviductal (16,5 ng/mL) y plasma (7,2 ng/mL) fue de 4,1% y 13,4%,
respectivamente. El volumen de la muestra obtenida no fue suficiente para

la determinacion de estradiol en el fluido uterino.

La concentracion de IGF1 e insulina se determind mediante un ensayo
inmunorradiométrico (IRMA) en fase sdlida, utilizando un kit comercial
(Diagnostic Product Co., Los Angeles, CA, EE. UU.) segln Sosa y col.
(2009) y Fernandez-Foren y col. (2011). Para IGF1, la sensibilidad del
ensayo en plasma, tejido oviductal, uterino y fluido uterino fue de 1,2
ng/mL, 0,4 ng/mL, 0,5 ng/mL y 0,4 ng/mL, respectivamente. EI CV
intraensayo para plasma (637,5 ng/mL), tejido oviductal (40,0 ng/mL), tejido
uterino (417,4 ng/mL) y fluido uterino (47,6 ng/mL) fue de 0,03%, 0,3%,
4,2% y 11,6% respectivamente. Para la insulina, la sensibilidad del ensayo
en plasma y fluido uterino fue de 1,3 pUl/mL, en tejido oviductal fue de 3,1
MUI/mL y en tejido uterino fue de 4,3 pUl/mL, el CV intraensayo para
plasma (18,7 pUl/mL), tejido oviductal (13,1 yUl/mL), tejido uterino (62,8
MUI/mL) y fluido uterino (18,7 pUI/mL) fue de 6%, 1,3%, 0,2% y 6%,

respectivamente.

La leptina y la adiponectina fueron determinadas por RIA de acuerdo a
Raddatz y col. (2008) como lo describe Fernandez-Foren y col., (2011).
Para la leptina, la sensibilidad del ensayo en el tejido oviductal fue de 5,2
ng/mL y en tejido uterino de 2,9 ng/mL. El CV intraensayo para el tejido
oviductal (76,4 ng/mL) y tejido uterino (14,2 ng/mL) fue de 7,2% y 15,5%,
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respectivamente. La concentracion de leptina no se detectdé en el fluido
uterino por RIA. Ademas, la concentracion de esta hormona en plasma no
se pudo determinar debido a que el volumen de la muestra restante no fue
suficiente para el analisis. Para adiponectina, la sensibilidad del ensayo en
tejido oviductal y fluido uterino fue de 2,4 ng/mL y en el tejido uterino de 2,5
ng/mL. El CV intraensayo para el tejido oviductal y fluido uterino (100,0
ng/mL) y para el tejido uterino (12,1 ng/mL) fue de 1% y 13,7%,
respectivamente. Al igual que la leptina, el volumen de la muestra obtenida

no fue suficiente para la determinacién de adiponectina en plasma.

Aislamiento de ARN y transcripcion reversa

Para la extraccion de ARN del tejido oviductal y uterino, se utilizé TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), seguido de una precipitaciébn con
cloruro de litio y tratamiento con DNAsa utilizando un kit DNA-freeTM
(Invitrogen). La concentracion de ARN se determin6 al medir la
absorbancia a 260 nm y su pureza se evalué en un radio de absorcion de
260 a 280 nm. Para cada muestra, se sintetiz6 ADNc por transcripcion
reversa utilizando una transcriptasa SuperScript Il (Invitrogen) con primers

oligo-dT y 1 pg de ARN total como molde.

Cuantificacién de ADNc por PCR en Tiempo Real

La expresion génica se cuantificé en el tejido uterino y oviductal ipsi y
contralateral a la ovulaciéon mediante PCR en Tiempo Real (QPCR) de los
siguientes genes de interés: PR, ERalfa, IGF-1, IGF-1R, IGFBP1-6, INSR,
LEPR y receptor de adiponectina 1y 2 (ADIPOR1 y ADIPOR2), con HPRT
(Carriquiry y col., 2009) y RPL19 (Chen y col., 2006) como controles
enddgenos (housekeeping) (Tabla 1). La expresion de IGBP1 no se logro

determinar en Utero debido a falta de muestras.

Las reacciones a ser utilizadas para el PCR en Tiempo Real se prepararon
utilizando una mezcla de 7,5 yL de SYBR®Green master-mix (kit Quantimix
EASY SYG, Biotools B & M Labs, Madrid, Espafia), cantidades equimolares

de los primer forward y reverse (10 uM, Biotecnologias Operon GmbH,
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Cologne, Alemania), 2 yL de la muestra de ADNc y 4,5 pL de agua libre de
ARNasa/ADNasa en un volumen final de 15 L.

Las muestras se analizaron por duplicado en un rotor de 72 pocillos Rotor-
Gene™ 6000 (Corbett Life Sciences, Sydney, Australia). Las condiciones
de amplificacion estandar fueron de: 5 min a 95°C y 40 ciclos de 15s a
95°C, 45s a 60°C y 20s a 72°C. Al final de cada corrida, se analizaron las
curvas de disociacion para asegurar de que el amplicén deseado estuviera
siendo detectado y para descartar dimeros de primer contaminantes,
también se utilizé un control sin molde, control negativo NTC, (No Template
Control) para corroborar la ausencia de ADN contaminante.

Un total de 13 muestras de ADNc se agruparon para proporcionar un
control exdégeno, ademas se utilizaron cinco diluciones (100, 50, 25, 12,5y
6,25 ng/tubo) de este pool para realizar una regresion lineal para cada gen.
La eficiencia (E) de las pruebas se calcul6 de acuerdo a la férmula E= 10
Upendiente) 1 de acuerdo a Rutledge y Cote (2003).
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Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados (F: forward, R: reverse) para la

cuantificacion relativa de ARNm de los genes de interés y enddgenos para ovinos.

Largo del _.. . . - .

Gen Numero de acceso Secuencia del primer amplicén Ef|(_:|en<:|a Ef|(,:|enc|a Fuente
(db) oviducto utero

HPRT XM_590802 ; Eig':gigg%z%;g:;:gfggATG 105 1,15 1,08 (Carriquiry y coll., 2009)
RPL19 NM_001040516.1 ; gﬁggﬁg&%ﬁ%ﬁiﬁéﬁggmc 119 1,05 1,05 (Chen'y col., 2006)
PR 766555 ; ?g%‘é%g;g%&%%iﬁ?gg 79 115 121 (Sosay col., 2009)
ERalfa AYO33393 ; ﬁ%‘éﬁéﬁiﬁgg&?ﬁ?&i 234 1,42 1,10 (Sosay col., 2009)
IGF1 NM_001009774.3 ;;L?’ggiTGTAC(?(?:ﬁceccAACAJEAGC 209 0,78 0,87 (de Bruny col., 2015)
IGF1R NM_001244612.1 ; ??ngggg@é?gﬁggT%Aﬁ;? 116 1,04 0,87 (de Brun ycol., 2015)
IGFBP1 NM_174554.3 ;;i?égﬁ?_?g_?féﬁT%%i%(}égT 127 0,43 - (Fenwick y col., 2008)
IGFBP2 NM_174555.1 ;gz'?'(é?gg;—;g%%i?;g?TGTCA 74 1,05 1,07 (Astessiano y col., 2012)
IGFBP3 AF305199.1 ;??g:gég?g?g—?géiﬁﬁr%TJCT 86 1,15 1,12 (Pinotti y Rosi., 2006)
IGFBP4 S77394.1 ;':;GG;GCi\%lGGAggAGCi%i%ASGGT 98 1,42 0,82 (de Bruny col., 2015)
IGFBP5 NM_001129733.1 ;g?;ggi%ig%ﬁﬁ%???éﬁgé 193 1,05 0,81 (de Bruny col., 2015)
IGFBP6 AY197339 ; giéﬁégﬁﬁgig%ﬁ%%%é%ig;AA 100 1,01 1,20 (Fenwick y col., 2008)
INSR XM:004008038.1 ;1‘;‘;2522@3@%&1‘:&%¢?GT 86 1,01 077 (de Brun y col.., 2015)
LEPR NM_001009763.1 ;gﬁigéié;igfg_?gggﬁé&? 215 1,15 1,04 (de Bruny col., 2015)
ADIPOR1 NM_001034055.1 ;igigggé?éﬁigﬁ?gg%ﬁ%c 154 1,15 0,65 (de Bruny col., 2015)
ADIPOR2 NM_001040499.2 F GGCAACATCTGGACACATC 203 1,05 1,12 (de Bruny col., 2015)

R CTGGAGACCCCTTCTGAG

HPRT = Hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa, RPL19 = Proteina ribosomal L19, PR = Receptor de

progesterona, ERalfa = Receptor de estrégenos alfa, IGF1 = Factor de crecimiento similar a la insulna 1, IGF1R =

Receptor de IGF tipo 1, IGFBP1-6 = Proteinas de unién al factor similar a la insulina, INSR = Receptor de

insulina, LEPR = Receptor de leptina, ADIPOR1 = Receptor de adiponectina 1, ADIPOR2 = Receptor de

adiponectina 2.

“Secuencias ovinas de GeneBank
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Anadlisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., Cary, NC, EE. UU.), con el
procedimiento PROC MIXED para las variables hormonales, transcriptos y
embriones. La normalidad de los datos fue chequeada para todos los
analisis. En el caso que los datos no cumplieron con el criterio de
normalidad, se realiz6 el logaritmo para proceder al andlisis estadistico.
Para determinar la recuperacion, el desarrollo y la viabilidad embrionaria, el
lado (ipsi vs. contralateral) se consider6 como factor fijo, utilizando el
nimero de embriones transferidos como covariable, y el animal como
efecto aleatorio. Para el andlisis de la concentracion hormonal en el fluido
uterino, el tejido uterino y oviductal, se incluyé en el modelo estadistico la
lateralidad (ipsi o contralateral) al CL. Todos los transcriptos determinados
por PCR en tiempo real se analizaron mediante el método 2-AACt, lo que
implica la normalizacion a la media geométrica de los genes, tomando en
consideracion las eficiencias de amplificacién respectivas. (ACt = Ct gen
diana — Ct housekeeping) (Livak y Schimittgen, 2001). Para el analisis de la
expresion génica, el modelo incluy6 el lado ipsi o contralateral al CL, como
también se utilizé la concentracion de P4 en plasma como covariable. El
nivel de probabilidad de significancia estadistica se fijo en P<0,05, y P<0,1

para tendencia.
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6. RESULTADOS

Recuperacioén y calidad embrionaria

Al Dia 6, de los 18-20 embriones transferidos por oviducto, se tendio a
recuperar una mayor proporcion estructuras del cuerno uterino ipsilateral
respecto al contralateral al CL (Tabla 2). De estos embriones recuperados,
el cuerno uterino ipsilateral presentdé una mayor proporciéon de embriones
viables respecto al cuerno contralateral al CL (Tabla 2). Asimismo, se
tendid a encontrar una mayor proporcion de blastocistos respecto a los
embriones recuperados, del cuerno ipsilateral en comparacién con

embriones transferidos al lado contralateral al CL (Tabla 2).

Tabla 2. Desarrollo y viabilidad embrionaria de embriones producidos in vitro y
transferidos al oviducto ipsilateral y contralateral al cuerpo liteo. Los embriones se

transfirieron el Dia 1 luego de la fertilizacion in vitro y fueron recuperados el Dia 6.

Ipsilateral Contralateral P

N° embriones recuperados
(estructuras recuperadas/embriones 8,8+1,2 6,3+1,2 0,09
transferidos)

Desarro_llo embrion_ario 21+04 09+04 0.07
(blastocistos /embriones recuperados)

Embriones viables (viables/embriones

6,8+0,9 3,6+£0,9 0,002
recuperados)

Concentraciones hormonales

Concentraciones plasmaticas

La concentracion plasmatica de P4, estradiol, IGF1 e insulina en el
momento de la recuperacion de embriones (Dia 6) fue de 0,8 £ 0,4 ng/mL,
6,2+ 1,7 pg/mL, 274,5 £ 62,5 ng/mL y 20,7 £ 6,6 pUI/mL, respectivamente.
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En macerados de tejido oviductal

Las concentraciones de progesterona fueron casi 5 veces mas altas en los
macerados del oviducto ipsilateral que en el oviducto contralateral (Tabla
3). Las concentraciones de estradiol fueron mas altas en el lado
contralateral que en el oviducto ipsilateral (Tabla 3). Consistentemente, la
relacion progesterona:estradiol fue 3.5 veces mayor en el oviducto
ipsilateral respecto al oviducto contralateral (Tabla 3). Por otro lado, la
ubicacion del oviducto de acuerdo con el CL no afecto la concentracion de

IGF1, insulina, leptina o adiponectina (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la lateralidad del cuerpo liteo sobre las concentraciones
(media + SEM) de progesterona (ng/g), estradiol (pg/g), relacién
progesterona:estradiol, insulina (nUI/g), IGF1 (ng/g), leptina (ng/g) y adiponectina

(ng/g) en el tejido oviductal, en el Dia 6 luego de la ovulacién en ovejas.

Ipsilalteral Contralateral P
Progesterona (ng/g) 57,3+15,1 11,6 £4,8 <0,001
Estradiol (pg/g) 99,1 +10,4 122,7 +10,1 0,05
Progesterona:Estradiol 499 + 61 144 +55 0,002
Insulina (pUI/g) 14,3 +1,8 14,8 +1,8 NS
IGF1 (ng/g) 6,0+0,3 59+0,2 NS
Leptina (ng/q) 40,7 £5,1 419+5,1 NS
Adiponectina (ng/g) 1425+ 17,3 160,3 £ 16,6 NS

En macerados de tejido uterino

La ubicacion del tracto reproductivo de acuerdo al CL afectd s6lamente las
concentraciones de adiponectina entre los cuernos uterinos ipsi Yy
contralaterales al CL, observandose una mayor concentracion de la misma
del lado ipsilateral al CL (Tabla 4). No se afectaron las concentraciones del
resto de las hormonas medidas en Gtero, entre los cuernos uterinos ipsi y

contralaterales al CL (Tabla 4).
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Tabla 4. Efecto de la lateralidad del cuerpo luteo sobre las concentraciones
(media £ SEM) de progesterona (ng/g), insulina (uUI/g), IGF1 (ng/g), leptina (ng/g)

y adiponectina (ng/g) en el tejido uterino, en el Dia 6 luego de la ovulacién en

ovejas.

Ipsilalteral Contralateral P
Progesterona (ng/g) 82+1,7 6,4+1,6 NS
Insulina (uUI/g) 351+3,0 29,6 3,0 NS
IGF1 (ng/g) 157,7 £ 12,7 130,9 +13,3 NS
Leptina (ng/q) 66,8 +9,7 74,7 £10,9 NS
Adiponectina (ng/g) 153,3+9,5 124,3+£9,5 0,04

En fluido uterino

Las concentraciones de insulina fueron menores en el fluido uterino
ipsilateral con respecto al contralateral (3,9 + 0,3 vs. 4,6 £ 0,2 pUIl/mL;
P=0,05). Sin embargo, la ubicacién de los cuernos uterinos con respecto al
CL no afect6 las concentraciones de IGF1 (1,6 £ 0,3 vs. 1,7 £ 0,3 ng/ml) o
adiponectina (6,3 £ 0,5 vs. 6,9 = 0,4 ng/ml) entre los fluidos uterinos ipsi o

contralaterales al CL.

Efecto _del CL sobre la expresion génica del tejido oviductal ipsi vy

contralateral

El tejido oviductal ipsilateral present6 una menor expresiéon de PR e
IGFBP5 y una mayor expresion de ADIPOR1 con respecto al tejido
oviductal contralateral al CL (Tabla 5). No se encontraron diferencias para
ninguno de los otros genes medidos en oviducto (ERalfa, IGF-1, IGF-1R,
INSR, IGFBP1-4, 6, LEPR y ADIPOR2).
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Tabla 5. Efecto local del cuerpo luteo sobre la expresion génica diferencial, ipsi y
contralateral, (media + SEM) oviductal del receptor de progesterona (PR), el
receptor de estrogeno alfa (ERalfa), el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF1),
el receptor del factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF1R), receptor de insulina
(INSR), proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina 1-6
(IGFBP1-6), receptor de leptina (LEPR), receptor 1-2 de adiponectina (ADIPOR1-
2) en el Dia 6 de prefiez en ovejas.

Gen Ipsilalteral Contralateral P
PR 1,1+£0,1 1,3+0,1 0,05
ERalfa 1,2+0,1 1,2+0,1 NS
IGF1 0,9+0,1 0,8+0,1 NS
IGF1R 0,9+0,1 1,0+£0,1 NS
INSR 0,8+ 0,04 0,8+ 0,04 NS
IGFBP1 1,0+0,1 09+0,1 NS
IGFBP2 0,9+0,1 1,0£0,1 NS
IGFBP3 1,1+0,1 1,0+£0,1 NS
IGFBP4 0,6+0,1 0,6+0,1 NS
IGFBP5 0,9+0,1 1,2+0,1 0,03
IGFBP6 1,0+0,1 1,0£0,1 NS
LEPR 1,0+0,2 1,2+0,2 NS
ADIPOR1 0,9+0,03 0,8+0,03 0,05
ADIPOR2 1,1+ 0,04 1,1+0,04 NS

Efecto del CL sobre la expresion génica del tejido uterino ipsi y contralateral

El tejido uterino ipsilateral al CL presenté una mayor expresion de ARNm
de ERalfa, LEPR e IGFBP3 y una tendencia a una mayor expresion de
IGFBP5, en relacion al tejido uterino contralateral (Tabla 6). No se
encontraron diferencias para ninguno de los otros genes analizados en
atero (PR, IGF-1, IGF-1R, INSR, IGFBP2,4y 6,y ADIPOR1-2).
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Tabla 6. Efecto local del cuerpo luteo sobre la expresion génica diferencial, ipsi y
contralateral, (media + SEM) uterina del receptor de progesterona (PR), el
receptor de estrogeno alfa (ERalfa), el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF1),
el receptor del factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF1R), receptor de insulina
(INSR), proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina 1-6
(IGFBP1-6), receptor de leptina (LEPR), receptor 1-2 de adiponectina (ADIPOR1-
2) en el Dia 6 de prefiez en ovejas.

Gen Ipsilalteral Contralateral P
PR 0,7+0,1 0,7+0,1 NS
ERalfa 1,8+0,2 1,0+0,3 0,006
IGF1 0,9+0,1 0,8+0,1 NS
IGF1R 28+04 25+04 NS
INSR 1,8+0,3 22+0,3 NS
IGFBP1 - - -
IGFBP2 0,6+0,1 0,7+0,1 NS
IGFBP3 1,1+0,1 0,7+0,1 0,03
IGFBP4 65+1,1 6,9+11 NS
IGFBP5 0,09 + 0,007 0,06 + 0,009 0,06
IGFBP6 2,7+0,6 3,8+0,7 NS
LEPR 1,3+0,2 0,7+0,2 0,03
ADIPOR1 1,3+0,1 1,0£0,1 NS
ADIPOR2 0,8+0,1 0,6+0,1 NS

44



7. DISCUSION

Segun nuestro conocimiento, este es el primer reporte que demuestra la
relevancia de la localizacion del tracto reproductivo (oviducto/Utero)
respecto del ovario donde ocurrié la ovulacion y/o presenta el CL asociando
el desarrollo embrionario con la funcionalidad del tracto reproductivo. Es
importante destacar que este experimento se realizé durante los primeros
dias del desarrollo embrionario, antes del Dia 6, siendo este un
experimento innovador al recaudar informacion del desarrollo en un periodo
tan temprano. Dentro de los resultados obtenidos, el hallazgo mas
interesante fue que la accion local del CL y/o del foliculo pre-ovulatorio
afecta el desarrollo embrionario temprano. Este efecto del CL, en el
contexto en el que se realizé este trabajo, estuvo asociado con la presencia
de mayores concentraciones de progesterona en el oviducto del lado
ipsilateral al CL, mayor concentracion de adiponectina en macerados de
tejido uterino del lado ipsilateral, menor concentracién de insulina en el
fluido uterino ipsilateral y la expresion diferencial de PR, ERalfa, IGFBP3,
IGFBP5, LEPR y ADIPOR1 en el tracto reproductivo ipsilateral respecto al

contralateral al CL.

Este trabajo también innova en el modelo experimental para poder estudiar
el efecto local del CL sobre el desarrollo embrionario ipsilateral. Para esto
se produjeron embriones in vitro y se transfirieron simultdneamente a los
oviductos ipsi y contralaterales al CL, con el fin de evaluar el efecto local
del mismo en el desarrollo embrionario y la funcionalidad del tracto

reproductivo.

En este trabajo, fueron transferidos entre 18 y 20 embriones de Dia 1 por
oviducto, para evaluar la calidad embrionaria acorde a la localizacion del
oviducto/utero, como también la funcionalidad del tracto reproductivo en la
prefiez temprana. Experimentos anteriores han observado que la presencia
de un unico embrién de 8 células en el istmo del oviducto ipsilateral al CL

no produce una respuesta detectable en términos de un cambio en el
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transcriptoma oviductal, sin embargo, la presencia de mdultiples embriones
en el oviducto resulté en una expresion diferencial de cientos de genes en
el epitelio oviductal (Maillo y col., 2015). Por lo tanto, para poder detectar
cambios a nivel funcional del tracto reproductivo durante la prefiez, en
algunos estudios en vacas se han transferido, por ejemplo, hasta cincuenta
embriones por hembra (Tesfaye y col., 2007; Gad y col., 2012; Carter y
col., 2010). Todos estos trabajos se han focalizado en el estudio del efecto
del embrion sobre la madre (oviducto y Gtero), pero no del efecto local del
CL sobre los embriones como lo hemos abordado en este experimento que
lo hace novedoso. Si bien la presencia de 36-40 embriones por animal
claramente no es lo que normalmente ocurre en la oveja, no hay evidencia
de que el desarrollo de multiples embriones durante este corto tiempo
afecte a los mismos o al tracto reproductivo de tal manera que invalide el
disefio experimental. Lejos de esto, el cultivo in vivo en oviducto de ovejas
fue una opcion utilizada en varias especies hace una par de décadas antes
que el cultivo in vitro de embriones tuviera el desarrollo y el éxito que tiene
actualmente (Lonergan, 2007; Paramio e Izquierdo, 2016). En ese
entonces, el desarrollo de embriones en el oviducto generaba resultados de
desarrollo embrionario y tasas de prefiez similares a los obtenidos con
embriones producidos in vivo (Galli y col., 2001), mostrando que no se
generan problemas evidentes sobre los embriones. Mas aln, en la
produccion de embriones in vivo es frecuente que una hembra que ha sido
manejada con tratamientos de superovulacion tenga esa cantidad de
embriones en el Utero hasta su colecta, que normalmente se realiza al Dia
6 0 7, sin ningun efecto sobre la sobrevivencia de los embriones y su tasa
de gestacidén posterior (Carney y Foote, 1990; Kanitz y col.,, 2002). El
modelo experimental utilizado tiene la fortaleza de disminuir la variabilidad
individual, ya que la misma cantidad de embriones se transfieren al
oviducto ipsi y contralateral de la misma hembra. Ademas, debe
considerarse que para realizar la transferencia y recuperacion de 500
embriones en forma individual (es decir, un unico embrion producido in vitro
y transferido a una sola oveja receptora), es obviamente poco practico y

técnicamente no es factible. Por lo tanto, este estudio muestra un modelo
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experimental interesante para evaluar el efecto local del CL en el desarrollo

temprano de los embriones.

El desarrollo embrionario temprano es probablemente el periodo mas
critico del desarrollo en los mamiferos (Maillo y col., 2015). En un corto
periodo de tiempo, ocurren una serie de cambios morfolégicos y
biogquimicos sobre el embrion, los cuales consecuentemente tienen un
impacto sobre su desarrollo. Como mencionamos previamente, luego de la
ovulacion, el ovocito es fertilizado en el dmpula oviductal formando el
cigoto, el embrion resultante pasa los primeros 4 dias de vida en el
oviducto mientras comienza a experimentar las primeras divisiones
celulares y es transportado a través del istmo oviductal hasta el Utero,
donde ingresa aproximadamente en el Dia 4 (Li y Winuthayanon, 2017).
Teniendo en cuenta que en este estudio los cigotos fueron colocados en el
ampula oviductal al Dia 1 del desarrollo y fueron recuperados al Dia 6 de
los cuernos uterinos, podemos considerar que la mayor parte del tiempo
estuvieron en el oviducto, o que para alcanzar este estadio de moérula o
blastocisto debieron desarrollarse de manera correcta previamente en el
oviducto. Esto nos permite sugerir que en este experimento, el desarrollo
en el oviducto podria ser el principal responsable de las diferencias
encontradas entre los embriones colectados en los cuernos uterinos ipsi y
contralateral al CL. Bajo condiciones fisiolégicas normales, el desarrollo y
transporte simultdneos del embrion a través del oviducto son mecanismos
inseparables. Existen tres grandes elementos en la regulacién del
transporte de los embriones hacia el uUtero, la contraccion del musculo
oviductal; el flujo generado por el fluido oviductal, y el movimiento del
epitelio ciliar del istmo (el cual genera el movimiento del fluido en el
oviducto favoreciendo el movimiento del embrion) (Li y Winuthayanon,
2017). En este sentido, el istmo, contiene un gran numero de células
epiteliales secretoras, las cuales sufren cambios morfolégicos para nutrir y
dar soporte al embrién en su desarrollo a través del oviducto, a medida que
el embrion se desarrolla desde que es un cigoto de 1 célula y se transforma
en un blastocisto multicelular (Hugentobler y col., 2007; 2008). De hecho,

en estudios anteriores se observaron efectos beneficiosos del oviducto en
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el posterior desarrollo embrionario, los cuales comienzan a suceder antes
de la fertilizacion (Boatman y col., 1994). No obstante, no existian estudios
previos que mostraran la importancia del CL sobre el desarrollo

embrionario y su asociacion con el ambiente oviductal ipsilateral.

Respecto a la recuperacion de embriones, al Dia 6 se tendié a obtener una
mayor proporcion de embriones del cuerno ipsilateral respecto al
contralateral. Si bien no se han reportado estudios con un disefio
metodolégico similar de manera de poder comparar las tasas de
recuperacion en los cuernos uterinos ipsi y contralaterales, en un trabajo
realizado por Maillo y col. (2015), encuentran un 40,2% de embriones
recuperados al Dia 3 en el oviducto ipsilateral, luego de haber transferido
50 embriones al Dia 1,5, porcentaje similar a lo encontrado en este trabajo,
para el Dia 6 (8,8 embriones recuperados de 18-20 embriones transferidos
al lado ipsilateral, equivalen a un 44,4%). Este porcentaje también es el
esperable comparado con la tasa de desarrollo en embriones cultivados in
vitro que es cercana al 30-40% (blastocistos), incluso utilizando las mismas
condiciones de produccion, maduracion y fertilizacion que en este estudio
(Menchaca y col., 2016). Cuando evaluamos en este estudio la proporcion
de blastocistos en el total de estructuras recuperadas, encontramos 2,3
veces mas blastocistos en el cuerno ipsilateral respecto al contralateral al
CL. Considerando que al Dia 6 esperamos encontrar una gran proporcion
de embriones en estadio de blastocistos, estos resultados indicarian un
mejor desarrollo embrionario en el cuerno ipsilateral. En el mismo sentido,
encontramos una gran diferencia significativa a la hora de analizar los
embriones viables, es decir de calidad | y Il, en donde encontramos casi el
doble de embriones de esta categoria en el lado de la ovulacion,
comparados con aquellos recuperados del lado contralateral al CL,
marcando este hito como uno de los hallazgos més relevantes de este
experimento. Por lo tanto, queda clara la diferencia que reciben en
beneficio de su desarrollo aquellos embriones transferidos del lado
ipsilateral al CL, en donde se encontré una mayor proporcion de embriones
viables y una tendencia a recuperar un numero mayor de embriones de

mejor desarrollo.
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Se conoce que la concentracion de esteroides sexuales a los cuales se
exponen las células del oviducto, varian acorde a la relacion espacial con el
ovario que tiene el CL (ipsilateral vs. contralateral). En este sentido, existe
solida evidencia sobre la regulacion de las mencionadas funciones
oviductales por los esteroides ovaricos, P4 y E2, en el transporte de los
gametos y el embrién, al influir en el movimiento ciliar, la contracciéon del
musculo liso y la actividad secretora (Mahmood y col., 1998; Croxatto,
2002; Bylander y col., 2010; Binelli y col., 2018). Encontramos casi 5 veces
mayores concentraciones de P4 en el oviducto ipsilateral respecto al
oviducto contralateral al CL, un valor bastante notorio. Debido a que se
conoce que la P4 disminuye la velocidad de transporte de embriones, lo
que permite la exposicion del embrion a las secreciones ampulares que
pueden incidir positivamente en su desarrollo (Aguilar y Reyley, 2005;
Leese y col., 2001; Binelli y col., 2018), podemos sugerir que la tendencia a
la mayor recuperacion de embriones y al mejor desarrollo embrionario
obtenido del cuerno ipsilateral al CL puede deberse a las altas
concentraciones de P4 en el oviducto ipsilateral. En el mismo sentido, la
relacion Progesterona:Estradiol fue 3,5 veces mayor en el oviducto
ipsilateral respecto al oviducto contralateral, indicando un alto predominio
de P4 en el lado de la ovulacion.

De estos resultados podemos sugerir que el ambiente oviductal ipsilateral
es mas beneficioso para el desarrollo del embrion respecto al contralateral,
y que existe un desfasaje en los tiempos de maduracién entre los
oviductos, siendo el lado contralateral méas retrasado en desarrollo. Esto
perjudicaria la sincronia entre el desarrollo del embrién y el ambiente
materno, lo cual es consistente con la menor proporcion de embriones
recuperados y la menor proporcién de embriones viables encontrados del

lado contralateral respecto al ipsilateral.

Si bien en el oviducto encontramos mayores concentraciones de P4 y
menores concentraciones de E2 en el lado ipsi respecto al contralateral al
CL, no observamos diferencias en la concentracién de progesterona entre

los cuernos uterinos. Weems y col. (1989), previamente han reportado
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diferencias en las concentraciones de P4 en las distintas porciones del
cuerno uterino acorde a la localizacion del CL, sin embargo, estas
diferencias de concentracion de P4 a lo largo del Utero se van haciendo
mas marcadas acorde avanzan los dias. Por ejemplo, Weems y col., (1989)
al Dia 4 soOlo encuentran diferencias en las concentraciones de P4 en la
parte craneal del cuerno ipsi respecto al contralateral al CL, y hacia el Dia 9
comienzan a aparecer diferencias de P4 en las porciones media y baja de
los cuernos uterinos. Esto se debe a que, como se explicé anteriormente,
existe un gradiente de concentracion de P4 a lo largo del tracto
reproductivo. Podemos sugerir, que la falta de resultados significativos en
la concentracion de esta hormona entre los cuernos uterinos ipsi y
contralaterales al CL al Dia 6, podria ser debido un desfasaje en los
tiempos fisiol6gicos del tracto reproductivo (no solo del lado contralateral), y
gue el gradiente de concentracion de P4 en los oviductos, alin no haya
alcanzado el utero. Estos niveles uterinos de progesterona por debajo de lo
reportado para Dia 6 (Takahashi y col., 2016), probablemente sean reflejo
de las bajas concentraciones plasmaticas de P4 encontradas en nuestros
animales respecto de numerosos reportes (Smith y col., 1975; Vifioles y
col., 2003; Crowe y Mullen, 2013). No encontramos una explicacion obvia
para estos niveles subluteales de P4 en plasma el dia 6 del ciclo estral,
pero podrian ser consecuencia de una respuesta inflamatoria aguda
desencadenada a partir la manipulacion durante la transferencia
embrionaria, provocando efectos en el CL y afectando asi la produccion y
niveles de progesterona circulante. De hecho, se ha observado que una
respuesta inflamatoria aguda debido a un dafio local puede tardar hasta 5
dias en resolverse (Kohl y Deutschman, 2006). Tampoco deberian
descartarse otros factores vinculados a la dificultad de la propia técnica al
colocar los embriones en la profundidad del oviducto, o la cantidad de
embriones colocados por oviducto (20 aproximadamente). Por otro lado, las
concentraciones de P4 oviductales confirman la existencia de tejido luteal
activo en todos los animales.

Por otro lado, la adiponectina presentd una concentracion diferencial entre
los cuernos uterinos ipsi y contralaterales al CL. Si bien la informacion

acerca de adiponectina y su rol en ovinos es escasa, se conoce que el
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sistema de adiponectina influencia la funcién reproductiva no solo a nivel
central a través del eje hipdfisis-hipotdlamo-gonadal, sino también
localmente a través de acciones hormonales en el tracto reproductivo
(Dobrzyn y col., 2017). De hecho, se ha observado que esta adipoquina
contribuye a la decidualizacién del endometrio durante la prefiez, y que su
ausencia resulta en una menor adaptacion del Utero para mantener la
prefiez (Kim y col., 2010). Por lo tanto, podemos sugerir, que la mayor
proporcion de embriones viables y tendencia a recuperar mas embriones
del cuerno uterino ipsilateral se debe en parte, a las acciones de la
adiponectina, la cual estaria preparando el endometrio ipsilateral para

favorecer el desarrollo de los embriones.

Como mencionamos, la P4 estimula las secreciones de nutrientes hacia la
luz oviductal y uterina (Ashworth, 1995), como proteinas, vitaminas y
minerales, y es probable que dichas proteinas sean responsables de la
transferencia de los nutrientes maternos necesarios para el desarrollo del
embrion (Buhi, 2002; Mufioz y col., 2011). En este sentido, en el presente
estudio encontramos una menor concentracion de insulina en el fluido
uterino en el lado ipsilateral en comparacién con el contralateral. Se sabe
gue la insulina desempefia un papel importante en la proliferacion y
diferenciacion celular durante las etapas primarias del desarrollo de los
embriones en mamiferos (Harvey y Kaye 1990; Gardner y Kaye 1991).
Teniendo en cuenta que el embrién puede internalizar la insulina materna a
través de la endocitosis del receptor (Fleming y Pickering, 1985; Harvey y
Kaye, 1990), es posible que las concentraciones mas bajas de insulina en
el fluido uterino ipsilateral reflejen la mayor captacion de esta hormona por
parte de los embriones, coherente con la mayor proporcion de embriones
viables y la tendencia a una mayor proporcion de blastocistos recuperados

del cuerno ipsilateral.

La sensibilidad de un tejido a las hormonas depende del niumero y de la
afinidad de los receptores de las hormonas correspondientes presentes en

el mismo (Katznellbogen, 1980). Por lo tanto, los factores que afecten la

51



expresion o la funcidon de los receptores pueden afectar la funcion del
tejido. En este estudio, encontramos una menor expresion de PR en el
oviducto ipsilateral, lo que es consistente con la mayor concentracion de
progesterona encontrada en este tejido. Como la P4 modula su propia
accion mediante una rapida reduccién de las concentraciones de PR
(Evans, y col., 1980), los bajos niveles del ARNm de PR encontrados en el
oviducto ipsilateral, podrian deberse a la alta concentracion local de P4,
como ha sido previamente reportado (de Brun y col., 2013).

El oviducto ipsilateral presenté una menor expresion de IGFBP5 en
comparacion con el lado contrario. Como se mencioné previamente, el
sistema IGF es un complejo sistema biolégico que se compone de
hormonas peptidicas como IGF1, IGF2 e insulina, sus receptores de
membrana y las proteinas de union a IGF (IGFBP), las cuales ademas de
controlar la biodisponibilidad de los IGFs, regulan numerosos procesos
biolégicos como la diferenciacion celular y proliferacion, procesos
relevantes para la adaptacién del tracto reproductivo a la prefez, y el
crecimiento embrionario (Rechler, 1993; Clemmons, 1998; Wathes y col.,
1998; Denley y col., 2005; Satterfield y col., 2008; Velazquez y col., 2009).
Se ha reportado que IGFBP5 es una de las proteinas de unién mas
conservadas, sin embargo, la informacion acerca de su rol es muchas
veces contradictoria. Por un lado, se ha postulado que esta proteina de
union puede contribuir a potenciar las acciones de IGF (Bach, 2018), y en
otros trabajos se ha demostrado que IGFBP5 se une a IGFs con gran
afinidad e inhibe la actividad de IGF impidiendo la interaccion con su
receptor (Miese-Looy y col., 2012; Tripathi y col., 2009). Asimismo, se ha
reportado que IGFBP5 disminuye la expresion de VEGF (factor de
crecimiento vascular endotelial), involucrado en la irrigacién sanguinea, el
cual es importante para aumentar el flujo de nutrientes hacia el tracto
reproductivo durante la prefiez temprana (Wang y col.,, 2016),
comprometiendo asi la supervivencia y el crecimiento de los embriones.
Por lo tanto, podemos sugerir que la menor expresion de IGFBP5 en el
oviducto ipsilateral, seria beneficioso para el desarrollo embrionario y la

remodelacion uterina, lo cual es consistente con las mayores proporciones

52



de embriones viables y de mejor desarrollo encontrados en el cuerno
uterino ipsilateral al CL.

Por otro lado, encontramos una mayor expresion de ADIPOR1 en el
oviducto ipsilateral con respecto al contralateral al CL. En coherencia con
nuestros resultados, la expresion de adiponectina ha sido reportada
previamente en el oviducto de rumiantes (Sequeira y col.,, 2016), como
también en roedores (Archanco y col., 2007), sugiriendo que esta juega un
papel importante durante la prefiez temprana. Ademas, se ha demostrado
la presencia de receptores de adiponectina en embriones y por lo tanto se
ha sugerido que el sistema de adiponectina se encuentra implicado en la
comunicacién entre el embrion y la madre durante el periodo de pre y peri-

implatacion (Schmidt y col., 2008; Gamundi-Segura y col., 2015).

Al analizar los transcriptos en macerados de tejido uterino encontramos
una alta expresion de ERalfa en el cuerno uterino ipsilateral, este resultado
asociado con la falta de diferencias en las concentraciones de P4 en el
Gtero, puede indicar que el Gtero aln se encuentra bajo un predominio
estrogénico. Ademas, se ha demostrado que el receptor epitelial de E2 es
requerido para modular el sistema inmune innato modificando la expresion
de genes relacionados con la respuesta inflamatoria durante la prefez
temprana (Li y Winuthayanon, 2017), pudiendo relacionar la mayor
expresion de este gen el cuerno ipsilateral, con la modulacion del ambiente
uterino para mantener la prefez.

El cuerno uterino ipsilateral presentdé una mayor expresion de IGFBP3 y
una tendencia a una mayor expresion de IGFBP5 al compararlo con el lado
contralateral al CL. Se conoce que IGBP3 es la principal proteina de unién
a IGF, modulando su biodisponibilidad. Asimismo, tanto IGFBP3 como
otras proteinas de unidn presentan acciones independientes de IGF y se ha
observado que la misma induce apoptosis, proceso requerido para la
remodelacion del endometrio durante la prefiez (Joswig y col., 2003), en
varios tipos celulares de manera independiente de IGF (Gill y col., 1997).
Por lo tanto, es posible que la mayor expresion de este transcripto en el
Gtero ipsilateral se encuentre asociado a la mejor performance embrionaria

encontrada en los embriones recuperados de este cuerno. Por otra parte, la
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mayor expresion de IGFBP5 en el cuerno uterino ipsilateral, a simple vista
parece contradictorio con la menor expresion de este transcripto en el
oviducto ipsilateral. Sin embargo, se conoce que existe una asociaciéon
entre esta proteina de unién y la funcionalidad de ER, en donde las células
que presentan mayor proporcion de estos receptores, aumentan la
expresion del IGFBP5 (Figueroa y col., 1993). De hecho, se ha reportado
que el E2 estimula la expresion de IFGBP5 en el Gtero de roedores, por lo
gue la mayor expresion de IGFBP5 en el utero seria consistente con el

predominio estrogénico propuesto para este tejido.

El ARNm de LEPR se vio incrementado en el lado ipsilateral frente al
contralateral en macerados de tejido uterino. Ademas de su conocido rol en
la regulacion del apetito (Chilliard y col., 2005), la presencia de leptina 'y de
su receptor en tejidos reproductivos han vinculado la accion de esta
hormona en la reproduccion y se ha llegado a postular que puede esta
funcionar como mediador entre el estado metabdlico y la funcion
reproductiva (Clarke y Henry, 1999). Se ha reportado una alta sensibilidad
a la leptina en el Utero durante la fase luteal temprana, lo que sugiere que
esta hormona presenta un rol importante en la preparacion del endometrio
para una posible prefiez. De hecho, en roedores, se ha demostrado que
LEPR se expresa principalmente en los sitios de implantacion (Gonzalez y
col., 2000; Yoon y col., 2005). Por consiguiente, las acciones de la leptina
en Utero sobre el metabolismo y/o sobre la fisiologia reproductiva puede
contribuir al éxito de la prefiez y la mayor expresion de este transcripto en
el atero ipsilateral corresponde con las mejores perfomances de los

embriones recuperados en este cuerno.
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8. CONCLUSIONES

En conclusion, el ambiente materno dentro de los 6 dias posteriores a la
ovulacion se ve afectado por el CL, el cual influye en el desarrollo del
embrion mediante un efecto local ipsilateral al ovario en el que se
encuentra dicho CL. Este mecanismo se vio asociado a la presencia
diferencial de P4, E2, insulina y adiponectina sobre el tracto reproductivo
ipsilateral vs. contralateral, como también por la expresion diferencial de
PR, ERalfa, IGFBP3,5 LEPR y ADIPOR1 los cuales podrian influir
positivamente en el Utero para la adaptacion a la prefiez y potenciar el

desarrollo embrionario temprano.

9. CONSIDERACIONES FINALES

En nuestra opinidn, este experimento tiene la fortaleza de englobar una
gran variedad de técnicas y metodologias que nos permiten entender a
mayor escala la comunicacion embrio-maternal y como se ve afectada la
funcionalidad del tracto reproductivo en este momento del desarrollo.
Desde la Optica cientifica, los resultados adquiridos a través de este estudio
esperan aportar una vision novedosa acerca de la regulacion génica y
hormonal de los diferentes mecanismos que determinan la viabilidad
embrionaria, en etapas iniciales de la gestacion, las cuales marcan un
momento critico en el que actuan los factores que pueden comprometer el

desarrollo embrionario.

El estudio sobre las dinamicas de desarrollo de los embriones es de gran
importancia para lograr una mejora en la eficiencia reproductiva,
preservacion de las especies animales de interés y en riesgo de extincion,
entre otras. La produccion de embriones in vitro tiene un papel fundamental
en la investigacion cientifica para el estudio de la reproduccion en

rumiantes, y es un modelo de gran alcance para el estudio de la fertilidad y
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desarrollo en humanos (Chohan y Hunter, 2004; Hasler, 2003, 2006). Si
bien el desarrollo de la técnica de transferencia de embriones, ha adquirido
mucho peso en los Ultimos tiempos, alin quedan muchos aspectos a
mejorar, ya que por ejemplo en la produccion de embriones in vitro no
mucho mas del 30% llegan a estadio de blastocisto, en la produccion de
embriones convencional este valor no es superior al 50-60%
aproximadamente. Por lo tanto, con este trabajo se espera contribuir en la
tematica vinculada a la sobrevivencia y mortalidad embrionaria en
rumiantes. Ademas, el modelo experimental utilizado es novedoso y puede

contribuir a incrementar el conocimiento actual.

Como nota final, queda enmarcado en este proyecto para estudios futuros
la evaluacion de los cambios que ocurren a nivel del embrion como una
unidad en si misma. Poder llevar a cabo un analisis de la regulacion
hormonal y de expresion génica con el estudio de sus receptores en el
embrion, seria de suma importancia para poder determinar de manera

holistica los procesos que dan lugar a la comunicacion embrion-madre.
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