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Resumen

El estrés por calor en vacas gestantes es capaz de inducir modificaciones epigenéticas
en el embrién en desarrollo, que luego se manifestaran en variaciones en el animal
adulto y en su descendencia. Existe evidencia que indica que las hormonas esteroides
de origen fetal juegan un importante rol en la regulacién de la formacion y desarrollo
de los foliculos primordiales y posterior inicio del crecimiento folicular. Considerando
gue las hormonas esteroides producen sus acciones a través de su union a los
receptores nucleares especificos y que sus acciones estan reguladas por
correguladores de la transcripcién es que nos propusimos como objetivo de esta tesis
estudiar los niveles de expresion de los receptores de hormonas esteroides vy
correguladores transcripcionales asociados, asi como probables modificaciones
epigenéticas en vacas que fueron gestadas bajo distintas situaciones ambientales.
Pudieron determinarse varias asociaciones entre las variables relacionadas con el ITH y
la expresidon de los receptores y correguladores. Del mismo modo se determinaron
asociaciones entre las variables relacionadas con el estrés por calor durante la
gestacion con modificaciones epigenéticas en los receptores de estréogenos. Se observo
una asociacién positiva entre el indice de exposicién a valores de ITH iguales o
superiores a 72 y la expresion génica del RP durante el segundo trimestre de gestacién,
no asi entre las variables referentes a estrés por calor y la expresién génica de los REa
y B. Esto permite suponer que dichas variaciones pueden deberse tanto a diferencias
en los patrones de metilacién de los sitios o “islas” CpG ubicados en la regiéon 5'UTR de
los receptores como a la relacién entre estos, el ADN vy las proteinas correguladoras.
Debemos tener en cuenta que, ademds de la metilacion del ADN, existen otras
modificaciones epigenéticas que también podrian desempefiar un papel fundamental
en la regulacién de la expresion génica. En nuestros resultados se exponen los
primeros indicios de un eventual efecto del estrés por calor en la programacién fetal
en vacas lecheras. Asi, consideramos este trabajo como un punto de inicio para
investigaciones futuras en este aspecto y lograr comprender los mecanismos

implicados en la funcionalidad ovarica y la fertilidad en vacas lecheras.
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Abstract

Heat stress in pregnant cows is capable of inducing epigenetic modifications in the
developing embryo, which will later manifest in variations in the adult animal and its
offspring. There is evidence indicating that steroid hormones of fetal origin play an
important role in regulating the formation and development of primordial follicles and
subsequent initiation of follicular growth. Considering that steroid hormones produce
their actions through their binding to specific nuclear receptors and that their actions
are related to co-regulators of transcription, the objective of this thesis was to study
the expression levels of steroid hormone receptors and associated transcriptional co-
regulators, as well as probable epigenetic modifications in cows that were gestated
under different environmental situations. Several associations could be determined
between variables related to ITH and the expression of receptors and co-regulators.
Similarly, associations were determined between variables related to heat stress
during pregnancy and epigenetic modifications in estrogen receptors. A positive
association was observed between the index of exposure to ITH values equal to or
greater than 72 and the gene expression of RP during the second trimester of
gestation, but not between the variables referring to heat stress and the gene
expression of REa and B. This allows us to suppose that these variations may be due
both to differences in the methylation patterns of the CpG sites or "islands" located in
the 5'UTR region of the receptors and to the relationship between them, the DNA and
the co-regulatory proteins. We must bear in mind that, in addition to DNA
methylation, there are other epigenetic modifications that were not studied in this
study but that could also play a fundamental role in the regulation of gene expression.
In our results, the first indications of a possible effect of heat stress on fetal
programming in dairy cows are exposed. Thus, we consider this work as a starting
point for future research in this regard and to understand the mechanisms involved in

ovarian functionality and fertility in dairy cows.
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1.1 PROGRAMACION FETAL Y EPIGENETICA

1.1.1 Programacion fetal

Durante el periodo prenatal el genoma de un individuo se programa para expresar
diferentes genes en tejidos y en momentos especificos de su vida (Probst y col., 2009).
Sin embargo, modificaciones como la nutricidn, el estrés o presencia de enfermedades
en la hembra gestante (Gabory y col., 2011; Evans y col., 2012; Mossa y col., 2013)
pueden alterar dicha expresiéon ocasionando cambios en la progenie que pueden

impactar a largo plazo en la vida adulta.

Actualmente se utilizan varios términos para referirse a este concepto, incluyendo
programacion del desarrollo, programacién fetal, y origenes en el desarrollo de la
salud y enfermedad. Los primeros indicios del fendmeno de programacion fetal surgen
de la hipdtesis planteada por David Barker, que propone que la salud en la vida adulta
es afectada por las condiciones del Utero gestante y la infancia temprana (Barker y col.,
1993; Barker, 1998; Barker, 1999). Desde ese momento, gran cantidad de evidencia
experimental y epidemioldgica en distintas especies de mamiferos han confirmado
fehacientemente la hipdtesis de que un ambiente adverso en el Utero, durante el
desarrollo temprano, es capaz de programar la fisiologia y la patofisiologia en la etapa
posnatal (Fan y col., 2013; Zhang y col., 2009; Evans y col., 2012). Se denomina
programacion fetal al conjunto de estimulos recibidos durante la vida intrauterina
capaces de interferir en el desarrollo fetal y tener consecuencias permanentes en la
vida adulta (Barker y col., 1993a; Lucas y col., 1999; Drake y Walker, 2004; Abruzzese y
col., 2018). Se ha demostrado que diversos factores pueden reprogramar el desarrollo
fetal produciendo efectos a largo plazo en la edad adulta de distintas especies. En este
sentido se pueden destacar alteraciones nutricionales (Roseboom vy col.,, 2001) y
tabaquismo en humanos (Bruin y col., 2010), hipoxia (Bae y col., 2003) y exposicidn a
toxinas en ratas (Meyer y col., 2009) o a hormonas esteroides en ovejas (Ortega y col.,
2009). El nivel nutricional de la madre es uno de los principales factores involucrados
en la programacion fetal. Tanto la subnutricién (Roseboom vy col., 2011) como la
sobrenutricion (Samuelsson y col., 2008) pueden impartir cambios en la progenie. La
restriccion nutricional en la gestacidn se define como una serie de eventos que reduce
la disponibilidad de nutrientes para el feto. Dicha restriccion puede ser resultado de

2
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alteraciones en la nutricion materna, insuficiencia placentaria, irregularidades en el
metabolismo o fisiologia, o bien por cuestiones ambientales, entre otras. Una
evidencia clara del efecto de estas restricciones se ha demostrado con la “Hambruna
del invierno holandés”, que consistidé en el bloqueo que sufrid una parte de la
poblacién holandesa durante la Segunda Guerra Mundial durante cinco meses que
impidio la llegada de alimentos a la ciudad y ocasiond que gran parte de la poblacién
muriera. Dentro de los sobrevivientes, muchas mujeres embarazadas tuvieron hijos
que, luego se determind, padecieron en mayor proporcion enfermedades

cardiovasculares, metabdlicas y neuroldgicas.

En los sistemas de producciéon animal las causas mas comunes de restriccion
nutricional incluyen el manejo incorrecto de las hembras prefiadas y las condiciones
ambientales adeversas a las que estan expuestas durante la prefiez que provocan

estrés (Stalker y col., 2006; Cline y col., 2009).

1.1.2 Epigenética

Mientras que las alteraciones genéticas son casi imposibles de revertir, las alteraciones
epigenéticas pueden responder a sefiales fisicas, bioldgicas o sociales del entorno de
manera dindmica (Bollati y Baccarelli, 2010; Davies, 2012; Costenbader, 2011). Es asi
que las condiciones fenotipicas no pueden ser explicadas Unicamente por cambios en
la secuencia de ADN, ya que la heredabilidad no se limita solamente a la transmision
de informacién genética contenida en ella. El término epigenética, del griego “epi”,
significa “por sobre la genética”, fue acuiado por primera vez por Conrad Waddington
en 1942 para describir “la rama de la biologia que estudia las interacciones causales
entre los genes y sus productos, los cuales modifican la expresién fenotipica en
diferentes organismos” (Waddington, 1942). Hoy en dia la epigenética es cominmente
definida como el estudio de los cambios heredables en la funcién génica que ocurren
sin modificacion de la secuencia de ADN (Chen y Zhang, 2011; Dupont y col., 2012;
Chavette-Palmer y col.,, 2018). Durante el desarrollo embrionario se adquieren
patrones epigenéticos que resultan en la expresion en células diploides de un grupo de

genes heredados del cromosoma materno o paterno. Esto se conoce como impronta
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gendmica o imprinting (Barlow, 2011; Christophersen y Helin, 2010). Las marcas
epigenéticas incluyen : 1) metilaciéon del ADN, que refiere a la metilacién de citosina en
dinucledtidos CpG y se la asocia generalmente con el silenciamiento de la expresién
génica; 2) modificacién de histonas, que implica modificaciones postraslacionales de
restos de aminodcidos en proteinas centrales de histonas, incluyendo acetilacion y
metilacion de lisinas; algunas de estas modificaciones (marcas permisivas de histonas)
hacen a las regiones regulatorias de genes mas accesibles a la unién de factores de
transcripcion e incrementan la expresién génica, mientras que otras, por el contrario,
disminuyen la accesibilidad e inhiben la expresion génica; y 3) ARN no codificante, que
incluye ARNs funcionales que no codifican para proteinas pero que generalmente
inhiben la expresidon de otro genes. Los ARNs no codificantes se clasifican de acuerdo a
su tamafio en: micro ARN (miARNs), los cuales se componen de 21-25 nucleétidos;
pequeiios ARN, de 100-200 nucleétidos; y ARN largos, de >200-10000 nucledtidos

(Figura 1).
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Figura 1. Esquema representativo de los diferentes mecanismos epigenéticos que regulan la
expresion génica del ADN. a) Metilacién de citosinas en dinucledtidos CpG; b) Modificaciones
de histonas presentes en los nucleosomas, que incluyen metilacion, acetilacién, fosforilacién y

ubiquitinacién, entre otras, que regulan el grado de compactacién de los mismos; c) ARN no

codificantes. Adaptado de Zaidi y col. (2010).

Los tres mecanismos mencionados cooperan entre si modificando la estructura de la
cromatina y regulando la expresion génica (Lasalle y col., 2013; Kelly y Trasler, 2004;

Pastor y col., 2013; Bannister y Kouzarides, 2011; Sabin y col., 2013; Voigt y col., 2013).
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Estas modificaciones epigenéticas (marcas) pueden determinar si partes del
cromosoma se encuentran agrupados de manera mas compacta o mas laxa, lo cual

establecera que un gen se encuentre "encendido” o “apagado”.

1.1.2.1 Metilacion del ADN

La marca epigenética mas estudiada es la metilacién de la citosina en el ADN o 5metilC.
En los mamiferos, casi todas las 5metilC se encuentran en sitios donde las citosinas
estan unidas a guaninas (dinucleétidos CpG) (lllingworth y Bird, 2009). La mayor parte
del genoma de los mamiferos presenta un nimero reducido de dinucleétidos CpG,
excepto en “islas” CpG que usualmente se colocalizan en alta cantidad en regiones de
promotores de aproximadamente la mitad de todos los genes que codifican para
proteinas (Takai y Jones, 2002; lllingworth y Bird, 2009). La metilacién de islas CpG en
regiones promotoras habitualmente se asocian a silenciamiento génico (lllingworth y
Bird, 2009; Jones, 2012; Cedar y Bergman, 2012). La hipermetilacién de pares CpG en
regiones reguladoras de los genes provoca una disminucidn en la expresion génica.
Esto puede ocurrir por mecanismos directos o indirectos. En mecanismos directos, la
metilacion de un sitio CpG presente en un sitio de reconocimiento de un factor de
transcripcion, impide el reconocimiento del sitio y por lo tanto inhibe la unién de dicho
factor de transcripcién. En mecanismos indirectos, la metilacion conlleva a la
formacién de un complejo multiproteico de represiéon que induce cambios en la
acetilacién de histonas, interfiriendo con la estructura general de la cromatina v,
consecuentemente, con la accesibilidad de los factores de transcripcion (Levine y col.,
1992; Razin, 1998; Meaney y col., 2007). Por el contrario, la hipometilacion de regiones
regulatorias de los genes usualmente se asocia con una estructura de la cromatina

transcripcionalmente activa (Weaver y col., 2004).

La metilacidn es crucial para el desarrollo en los mamiferos (Smith y Meissner, 2013).
Esta es requerida para la expresion de alelos especificos de genes establecidos, la
represion transcripcional de retrotransposones (elementos genéticos moviles que se
transponen a través de intermediarios de ARN) (Bourc’his y Bestor, 2004) en células

germinales y somaticas, inactivaciéon del cromosoma X en hembras (Deuve y Avner,
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2011) y silenciamiento permanente de algunos genes asociados a la diferenciacion de
células pluripotenciales. Los grupos metilo son incorporados al ADN por un conjunto
de proteinas denominadas DNMT (ADN metiltransferasas) (Goll y Bestor, 2005). Las
DNMT de novo (DNMT3A, DNMT3B, y sus cofactores DNMT3L) establecen los patrones
de metilacién durante el desarrollo temprano (Ooi y col., 2009). De esta manera,
dichas proteinas, aseguran que los patrones de metilacién permanezcan estables a
través de las generaciones celulares. DNMT1 preserva esos patrones a lo largo de las
divisiones celulares mediante la adicién de grupos metilo a los dinucledtidos CpG

hemimetilados (Leonhardt y col., 1992).

La distribucién de la metilacion del ADN en el genoma no es homogénea y no tiene los
mismos efectos en la transcripcidon génica independientemente de su presencia en
promotores, cebadores, cuerpos génicos, regiones ricas en CpG (Islas CpG), zonas
lindantes a islas CpG o en regiones pobres en sitios CpG (Jones, 2012). Se ha
demostrado que la metilacion no sélo ocurre a nivel gen-especifico sino también a
nivel global. Un estudio en pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 1 evidencid niveles
disminuidos de metilacidn sistémico respecto de pacientes sanos (Arroyo-Jousse y col.,

2015).

1.2 FISIOLOGIA DEL OVARIO

1.2.1 El ovario

El ovario es una glandula endocrina y exocrina, capaz de sintetizar hormonas y de
liberar en cada ciclo reproductivo una célula germinal, el ovocito (Figura 2). Estos
complejos procesos de biosintesis y desarrollo celular se llevan a cabo en un ambiente
muy complejo, donde factores endocrinos, paracrinos y autocrinos entran en relacién
para lograr la correcta regulacion de estos acontecimientos (Field y col., 2014). En el
bovino, el ovario esta constituido por una médula interna y una corteza externa,
rodeada por un epitelio cuboidal superficial (epitelio germinativo) el cual se encuentra
ubicado por encima de una capa densa de tejido conectivo, llamada tunica albuginea
(Hafez y Hafez, 2002). La médula es el drea compuesta principalmente por tejido

conectivo en la que se encuentran gran cantidad de fibras nerviosas, vasos sanguineos
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y linfaticos, asi como también los componentes de la rete ovarii. Por su parte, la
corteza contiene foliculos en distintos estadios de desarrollo, cuerpos hemorragicos,
cuerpos luteos y cuerpos albicans (cuerpos blancos) inmersos en una malla de tejido
conectivo muy celular que da sostén y es el origen de varios componentes de los
foliculos (células tecales) y posteriores cuerpos luteos (células luteinicas pequefias)
(Dellmann, 1994). En el ovario adulto, los ovocitos se encuentran rodeados por una o
mas capas de células que cumplen multiples funciones, como proteccion, nutricion y
sostén, que crecen gradualmente en numero y forman eventualmente un foliculo

esférico lleno de liquido (Geneser, 2005).

o | Foliculo primario ‘

Cuerpo liteo
en invelucidn

Foliculo
preovulatorio

Foliculo ovulande

Figura 2. Esquema representativo del ovario bovino con sus diferentes estructuras. Adaptado
de Konig y Liebich (2011).

El foliculo es el compartimiento que permite al ovario cumplir su doble funcién de
gametogénesis y esteroidogénesis. Es una unidad fisioldgica equilibrada cuyo
funcionamiento y estructura dependen de factores externos y locales, los que llevan a
una sucesion de transformaciones subcelulares y moleculares en sus diversos
componentes: el ovocito, las células de la granulosa y las células de la teca (Hafez y

Hafez, 2002).
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1.2.2 Desarrollo embrionario y reserva folicular

Uno de los periodos mas sensibles a la influencia del ambiente durante el desarrollo
embrionario en mamiferos es la diferenciacion sexual de las génadas en la linea
germinal. El establecimiento de la reserva de foliculos primordiales en mamiferos
ocurre en diferentes momentos de la vida fetal o neonatal, dependiendo de la especie.
En todos los casos, la formacidn de la reserva de células germinales comienza con la
migracion de las células germinales primordiales hacia la cresta genital. En las
hembras, las ovogonias proliferan, atravesando sucesivas divisiones mitdticas para
luego convertirse en ovocitos primarios que inician la profase de su primera divisidn
meidtica. La meiosis se detiene al final de la profase | y los ovocitos primarios son
rodeados por una capa de células somaticas (pre-granulosa) aplanadas, formandose asi
los foliculos primordiales (Fortune y col., 2013; Monniaux y col.., 2014). De esta
manera, se establece el pool de foliculos primordiales que luego podran activarse y
crecer para continuar el desarrollo folicular. En bovinos, la diferenciacién de los
foliculos primordiales comienza entre los 90 y 140 dias de gestacion (Yang y Fortune,
2008; Evans y col., 2012) (Figura 3) y cuando la ontogenia del ovario finaliza, los
foliculos quedan ubicados en la corteza periférica dentro de una matriz de fibroblastos,
coldgeno vy elastina (Aerts y Bols, 2010). Ademas, se ha establecido que, en el ovario
bovino en desarrollo, el nimero de ovogonias alcanza un maximo y desciende
rapidamente por apoptosis en el ultimo tramo de la vida fetal, hasta alcanzar un
numero de foliculos al nacimiento que es altamente variable entre individuos (Evans y

col., 2012; Cushman y Perry, 2019).

En la vaca, de un maximo de aproximadamente 2.700.000 foliculos primordiales, el
90% se perderan por degeneracién en las divisiones meidticas iniciales, quedando al
nacimiento una cantidad aproximada de 135.000 foliculos primordiales (Van Den Hurk

y Zhao, 2005).
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Figura 3. Sucecion temporal de las etapas del desarrollo reproductivo en diferentes especies
de mamiferos. Adaptado de Monniaux y col. (2014).

1.2.3 Recuento de foliculos antrales, AMH y fertilidad

El crecimiento, desarrollo y maduracién de los foliculos ovaricos es un proceso

fundamental para lograr una alta eficiencia reproductiva en los animales domésticos.

En el ganado bovino se identificé la presencia de foliculos primordiales, primarios y
secundarios en el ovario los dias 90, 140 y 210 de vida fetal, respectivamente (Yang y
Fortune, 2008; Burkhart, 2009). El pool de foliculos primordiales se denomina “Reserva
Folicular Ovdrica” (RFO) y, como mencionamos previamente, se forma durante la vida
fetal temprana (Fortune y col., 2013). Es a partir de esta reserva que tiene lugar la
formacién de foliculos antrales y presenta una estrecha relacidn con la fertilidad de las
hembras (Monniaux y col., 2014). El recuento de foliculos antrales (RFA) puede ser
determinado por dos métodos: por ultrasonografia ovdrica, la cual provee
estimaciones precisas de la cantidad de foliculos (Burns y col., 2005) y la medicién de
marcadores enddcrinos como la hormona Anti- Mulleriana (AMH), que permite una

valoracion indirecta del tamafo de la reserva (Ireland y col., 2008; Rico y col., 2009;

Lahoz, 2014; Monniaux, 2011).
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La AMH, también llamada sustancia inhibidora Miilleriana (MIS), es una glicoproteina
homodimérica con puentes disulfuros de 140 kDa en bovinos, perteneciente a la
superfamilia del TGF-B. Es secretada por las células de la granulosa de foliculos sanos
en crecimiento (La Marca y Volpe, 2006) y es conocida por ser un factor testicular
distinto a la testosterona que causa la regresion de los conductos de Miiller en el feto
macho (Jost, 1947) y que subsecuentemente se ha encontrado que es producido por

las células de Sértoli (Josso y col., 1993).

En humanos el gen que codifica para la AMH posee 275 pb y estd dividido en 5 exones.
La porcién 3° del quinto exén codifica para la parte bioactiva de esta molécula y es
extremadamente rica en guanina-citosina. Ademads, este es el Unico dominio que posee
homologia con los otros miembros de la superfamilia del TGF-B (Josso y col., 2001).
AMH al igual que otros miembros de la superfamilia TGF-B se une a receptores tipo |y
I, especificamente al receptor AMH tipo Il que tiene la capacidad de interaccionar con
dos tipos de receptores tipo |, el ALK-5 y el BMPR-IB. Luego de la unién con el receptor
BMPR-IB, éste fosforila a proteinas SMAD-1, la cual interacciona formando un
complejo con SMAD-4 que contintan la via de sefializaciéon corriente abajo (Figura 4).
La expresion de AMH puede estar regulada por la actividad concomitante de la familia
de las BMPs (Proteina Morfogénica Osea), en este sentido BMP-6 demostré aumentar
la expresion de AMH en cultivos de células de la granulosa y de la teca interna

humanas (Shiy col., 2009).

10
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Figura 4. Via de senalizacion de AMH. AMHRII es el receptor tipo Il especifico. El receptor tipo |
corresponde a ALK-5. SMAD-1 fosforilado (F) interacciona con SMAD-4 y estos con cofactores
(C) en el interior nuclear sobre genes especificos. Adaptado de Josso y col. (2013).

Diferentes trabajos han postulado a AMH como el marcador endocrino mas adecuado
para establecer la poblacidn de foliculos antrales, tanto en mujeres (La Marca y col.,
2010; Loh y col., 2011) como en rumiantes (lreland y col., 2008; Rico y col., 2009;
Lahoz, 2014; Monniaux, 2011).

Tanto la AMH como el RFA son considerados indicadores de diferentes pardmetros
relacionados a la fertilidad entre los que se encuetran, la sintesis de progesterona y
andrégenos en el ovario (Jimenez-Krassel y col., 2009; Mossa y col., 2010; Sheetz y col.,
2012), la calidad ovocitaria (lreland y col., 2009), la respuesta a protocolos de
superovulacién (Ireland y col., 2007), fertilidad (Mossa y col., 2012; Ribeiro y col.,
2014) y tiempo de vida productiva dentro del rodeo (Jimenez-Krassel y col., 2015).
Segun el numero de foliculos antrales mayores o iguales a 3 mm presentes en los
ovarios en el momento del reclutamiento de cada onda folicular, las hembras bovinas
pueden ser clasificadas como: de bajo recuento (hasta 15 foliculos), recuento
intermedio (entre 16 y 24 foliculos) y alto recuento (25 o mas foliculos). Asi, se
establece que la reserva ovarica esta positivamente asociada con la fertilidad (Ireland y
col., 2011). Por otra parte, se ha demostrado que la restriccién nutricional o presencia
de enfermedades en la hembra durante la gestacién, en el momento del desarrollo de
los ovarios en sus fetos, repercute negativamente en la proliferacion de células
germinales primordiales y, por lo tanto, en el nimero de foliculos después del

nacimiento (Evans y col., 2012). Mossa y col. han determinado que vacas sometidas a
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una restriccién nutricional durante el primer trimestre de la gestacion tienen crias con
menor RFA y menores concentraciones séricas de AMH en comparacién con animales

provenientes de madres sin restricciones nutricionales (Mossa y col., 2013).

Las vaquillonas con un bajo RFA tienen niveles menores de P4 circulares durante su
ciclo estral (Jimenez-Krassel y col., 2009). Ademas, el desempefio reproductivo es
inferior en vacas lecheras con bajos RFA (Mossa y col., 2012). Por otra parte, las bajas
concentraciones de AMH en vaquillonas estan relacionadas con una vida productiva
mas corta, bajos niveles de produccion en la primera lactancia, los mas bajos indices de
prefiez, las tasas de descarte mas altas por problemas productivos y reproductivos, en
comparacion con vaquillonas que presentaron altos niveles de AMH (Jimenez-Krassel y

col, 2015).

1.2.4. Clasificacion folicular

En orden de poder estudiar sistematicamente a los foliculos presentes en el ovario, es
importante poder realizar una correcta clasificaciéon de ellos. Braw-Tal y Yossefi, (1997)
clasificaron los foliculos presentes en los ovarios bovinos de acuerdo con sus
caracteristicas morfoldgicas. Los foliculos primordiales (tipo I) se caracterizan por un
ovocito quiescente, detenido en profase | de la meiosis que se encuentra rodeado por
un numero limitado (<10) de células de la granulosa aplanadas. Estos foliculos
primordiales constituyen las reservas ovaricas, a partir de las cuales los foliculos son
reclutados para su posterior desarrollo. En una primera fase de crecimiento, las células
de la granulosa sufren una transformacidn y pasan de ser células planas a ser células
clbicas y su numero se incrementa. Primero se forma una categoria folicular
intermedia llamada foliculo de transicién (tipo I+) en dénde se pueden observar una
mezcla de células de la granulosa planas y cubicas rodeando al ovocito. Los foliculos
primarios (tipo Il) estdn caracterizados por una capa completa o una capa y media de
células de la granulosa cubicas, rodeada por una ldmina basal. En una segunda fase de
crecimiento la capa de células de la granulosa continta creciendo. Cuando éstas llegan
a ser al menos unas 40, se evidencia el inicio del crecimiento del ovocito por un rapido

aumento de su didmetro. El crecimiento del ovocito también induce la formacion de la
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zona pellcida, siendo esta capa parcialmente formada en los foliculos preantrales
pequefios (tipo Ill), y completa en los foliculos preantrales grandes (tipo IV) (Braw-Tal y
Yossefi, 1997). Las células de la teca derivan del estroma intersticial y estan presentes
como células individuales sobre la [dmina basal de los foliculos primarios (Hirshfield,
1985). Las primeras células de la teca interna pueden ser identificadas en los foliculos
tipo lll, pero se distingue completa y claramente en los foliculos tipo IV. La formacién
del antro folicular comienza cuando el foliculo alcanza las 250 células de la granulosa.
Inicialmente aparecen como parches llenos de liquido entre las células de la granulosa,
y finalmente cuando se produce la coalescencia de estos parches en una sola cavidad,

el foliculo pasa a llamarse “antral” (tipo V) (Smitz y Cortvrindt, 2002).

1.2.5 Ciclo estral bovino y su regulaciéon enddcrina

El ciclo estral representa el patron ciclico de la actividad ovarica que lleva a las
hembras bovinas a pasar de un periodo no receptivo a uno de receptividad que
finalmente permite el apareamiento y el subsecuente establecimiento de la prefiez. El
comienzo de los ciclos estrales ocurre en vaquillonas entre los 6-12 meses de edad,
dependiendo de la raza y generalmente a un peso de 200-250 kg. La duraciéon normal
de un ciclo estral en vacas es de 18-24 dias. El ciclo consiste en dos fases: la fase lutea
(14-18 dias) y la fase folicular (4-6 dias) (Figura 5). La fase Iutea es el periodo que sigue
a la ovulacién y es donde se presenta un cuerpo Iuteo (CL) estructural vy
funcionalmente completo, mientras la fase folicular es el periodo que sigue a la lisis del

CL (lutedlisis) hasta la ovulacién.
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Figura 5. Etapas de las fases folicular y Iutea del ciclo estral bovino y las concentrciones
hormonales de 17B-estradiol (E2) y progesterona (P4) durante el mismo. La linea vertical
amarilla indica el dia de la ovulacidn. Adaptado de Peter y col. (2009).

Durante la fase folicular ocurre la maduraciéon final y la ovulacién del foliculo
preovulatorio. Estas fases con frecuencia son llamadas estro (etapa donde se produce
el comportamiento estral), metaestro (etapa donde se produce la ovulacidn), diestro
(etapa donde el CL es funcionalmente competente) y proestro (etapa donde se da el

crecimiento final del foliculo preovulatorio) (Forde y col., 2011).

El ciclo es regulado por las hormonas del hipotdlamo (hormona liberadora de
gonadotrofinas; GnRH, del inglés: gonadotropinreleasing hormone), la adenohipdfisis
(hormona foliculoestimulante; FSH, del inglés: follicle stimulating hormone y hormona
luteinizante; LH, del inglés: luteinizing hormone), los ovarios (progesterona; P4, 17f3-
estradiol; E2, e inhibina) y el Gtero (prostaglandina F2a; PGF2a) a través de
mecanismos de retroalimentacion negativa y positiva que gobiernan el control del ciclo
estral (Roche, 1996). La GnRH controla el ciclo a través de sus acciones sobre la
adenohipdfisis regulando la secrecién de las gonadotrofinas LH y FSH (Schally y col.,
1971). Durante la fase folicular, un incremento en las concentraciones de E2, debido al
rapido crecimiento y proliferacién celular que sufre el foliculo dominante (FD), sumado
a la caida concomitante de los niveles circulantes de P4 producidos debido a la
lutedlisis, inducen un pico de GnRH y permiten la aparicidon de conducta sexual y la

receptividad a la monta (Frandson y col., 2003). Este pico preovulatorio de GnRH
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induce picos coincidentes de FSH y LH (Sunderland y col., 1994). Solamente cuando la
P4 se encuentra en concentraciones séricas basales y los pulsos de LH se suceden cada
40 a 70 minutos por 2 o 3 dias, el FD puede ovular (Roche, 1996). La ovulacién se da 10
a 14 horas después de finalizado el estro y es seguida por el comienzo de la fase luteal.
Este periodo es también conocido como metaestro, tiene una duracion de 3 a 4 dias y
estd caracterizado por la formacién del CL a partir del cuerpo hemorragico (foliculo
ovulado). Luego de la ovulacién las concentraciones de P4 comienzan a incrementarse
debido a la formacién del CL, en el cual las células de la granulosa y de la teca interna
se luteinizan y producen P4 que permitird el establecimiento y mantenimiento de la
prefiez si hubo fertilizaciéon del ovocito ovulado (Niswender, 1981). Durante el diestro,
la P4 se mantiene elevada y se suceden repetidamente ondas de crecimiento folicular
estimuladas por la liberacién de FSH desde la adenohipdfisis. Sin embargo, los FDs que
crecen durante esta fase no llegan a ovular. La P4 que es dominante en esta fase,
ejerce retroalimentacion negativa y sélo permite la liberacién de pulsos de LH de gran
amplitud, pero de baja frecuencia que no desencadenan la ovulacion del FD (Rahe y
col., 1980). Finalmente, durante el proestro, la P4 cae debido al proceso de lutedlisis a

partir de la secrecidon de PGF2a desde el utero (Hansel y Convey, 1983).

1.3 INFLUENCIA DE FACTORES AMBIENTALES SOBRE LA REPRODUCCION

1.3.1 Estrés

El estrés puede ser considerado como un proceso de adaptacién del organismo en
donde éste reacciona ante estimulos internos o externos activando una serie de
mecanismos fisiolégicos y conductuales para mantener un estado de equilibrio con su
medio interno y con el ambiente externo (Charmandari y col., 2005; Mostl y Palme,
2002). Cuando estos mecanismos resultan insuficientes se pueden presentar
consecuencias negativas sobre otras funciones fisiolégicas importantes, como por
ejemplo la reproduccién (Chrousos y col., 1998; Dobson y Smith, 2000; Dobson vy col.,
2001; Charmandari y col., 2005). El ganado bovino experimenta numerosas situaciones

de estrés durante su vida productiva debido a factores ambientales o de manejo, por
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lo cual podria verse afectada su productividad en general y bienestar ante la alteracion

neuroenddcrina e inmunosupresion.

1.3.2 Estrés por calor

El estrés fisico representa aquel asociado con lesiones, temperaturas demasiado altas
o bajas, hambre y sed, fatiga y enfermedad (Grandin, 1997; Carroll y Forsberg, 2007).
Algunos factores se pueden prevenir o superar a través de practicas alternativas de
manejo y diferentes estrategias nutricionales, sin embargo, otros tales como el estrés

térmico a menudo son dificiles de evitar.

El estrés caldrico se define como la suma de fuerzas externas a un animal homeotermo
gue provoca un aumento de la temperatura corporal por sobre el estado de reposo,
generando una respuesta fisioldgica (Hansen y Aréchiga, 1999; Polsky y von

Keyserlingk, 2017).

El ganado bovino de la cuenca lechera santafesina estd expuesto a altas temperaturas
durante un numero considerable de dias en el periodo estival que comprende los
meses entre noviembre y marzo (Gallardo y Valtorta, 2011). El rango normal de
temperatura corporal de la vaca lechera oscila los 38,6 2C +/- 1,2 C. Esta condicién es
esencial para que el conjunto de condiciones fisiolégicas y reacciones metabdlicas se
realicen en déptimas condiciones (Garcia, 2010). El ambiente meteorolégico éptimo
para el ganado lechero Holando (Holstein) es caracterizado como aquel que presenta
temperaturas entre 13 y 18 °C, humedad relativa hasta 60-70 %, velocidad del viento
de 5 a 8 km/hora y radiacién no superior a 700 ly/dia (Mc Dowell, 1972). Ante un
aumento de la temperatura ambiente, la vaca trata de eliminar el exceso de calor por
vasodilatacion subcutdnea y evaporacion de agua a nivel respiratorio. Si esto no es
suficiente, la vaca continlda minimizando sus movimientos y por ultimo disminuyendo
el consumo de alimentos. A partir de cierta temperatura ambiental se considera que la
vaca no podrd manejar su homeostasia y entrara en estrés caldrico (Garcia, 2010).
Cuando la temperatura del aire supera el valor maximo de confort de un animal (272C),
comienzan a tener importancia otros elementos del clima como es el caso de la

humedad del aire. Si la temperatura del ambiente es elevada, disminuyen en forma
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rapida las pérdidas de calor que dependen fundamentalmente del gradiente de
temperatura entre el animal y el ambiente, en tanto que se elevan las perdidas
evaporativas, que se transforman en el Unico proceso importante de eliminacion de
calor. Si el aire se encuentra saturado o presenta un alto contenido de vapor de agua,
esta via de disipacion se vera frenada y el ambiente se tornara mas estresante para el

animal (Valtorta y Gallardo, 1996).

Los signos asociados al estrés caldrico se pueden presentar como un aumento de la
frecuencia cardiaca superior a 80 pulsaciones por minuto (valor normal 50 pul/min),
incremento de la temperatura corporal (mayor a 392C), jadeo, excesiva salivacion,
disminucion de la rumia, reduccion del consumo de materia seca e incremento del
consumo de agua entre otros. (Wiersma, 1990; Ghiano y col., 2014). Sobre la base de
lo expuesto, el indice de Temperatura y Humedad (ITH) permite definir, en funcién de
la combinacién de las variables temperatura y humedad, el grado de estrés calérico
que pueden estar sufriendo los animales (Fuquay, 1981; Armstrong, 1994; Kadzere y
col., 2002; Polsky y von Keyserlingk, 2017). En la bibliografia se categorizan los valores
de ITH de manera de estimar los niveles de estrés caldrico: se considera que valores de
ITH hasta 71 estan en la zona de confort o zona termoneutral; ITH entre 72 y 79
implican estrés caldrico leve; entre 80 y 90, estrés calérico moderado; y mayores a 90,
estrés calérico severo (Armstrong, 1994; Gallardo y col.,, 2005; Polsky y von
Keyserlingk, 2017). El valor considerado como limite entre situaciones de confort y
estrés varia segun los autores. Sin embargo, existe coincidencia en el valor critico de 72
determinado por Johnson y col., (1961). Por encima de este valor comenzarian a sufrir
estrés especialmente las vacas de alta produccién. Para el cdlculo del ITH se utiliza una

férmula adaptada de Thom (1959):
ITH =1,8 tm + 32 - (0,55 - 0,55 hr) (1,8 tm - 26)

Donde “tm” es la temperatura horaria, expresada en grados centigrados °C y “hr” la

humedad relativa horaria, en base decimal.

Cuando las temperaturas o indices de estrés se ubican por encima de dicho umbral
durante un periodo de 3 o mas dias consecutivos, se lo conoce como olas de calor

(Hahn y col., 2000) y se ha establecido que, cuando esto ocurre, el ganado bovino
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requiere al menos 8 horas de recuperacién con ITH por debajo del umbral de confort

(Levay col., 2008)

1.3.3 Efectos del estrés sobre la reproduccion

Ha sido ampliamente estudiado y confirmado que los factores estresantes afectan la
fertilidad del ganado lechero de manera directa por interferir con los mecanismos que
regulan el cronograma de eventos dentro del ciclo estral y especificamente en la fase
folicular. En algunas situaciones, como durante el estrés cronico debido a laminitis o
fiebre, la frecuencia pulsatil de GnRH/LH puede ser menor, de modo tal que el
desarrollo folicular comienza, pero no puede continuar a estadios avanzados donde se
necesita una alta frecuencia de liberacién. De esta manera, el animal es incapaz de
desarrollar ciclos estrales normales y se produce anestro. En otros casos, la frecuencia
del pulso de GnRH/LH puede ser suficiente para permitir el desarrollo folicular, pero
con alteraciones en la liberacion de GnRH o la sensibilidad de la hipofisis al 17p-
estradiol. De esta forma, se produce una liberaciéon inadecuada de LH, incapaz de
conducir a la ovulacién y luteinizacidn, ocasionando la persistencia folicular y el
desarrollo de quistes foliculares (Dobson y Smith, 1995; Ortega y col., 2008; Salvetti y
col., 2012; Diaz y col., 2015; Belotti y col., 2020).

1.3.4 Influencia del estrés por calor sobre la eficiencia reproductiva

El estrés caldrico es un factor altamente perjudicial en la eficiencia reproductiva del
rodeo lechero. En diferentes trabajos realizados en los meses de verano, se ha
observado una disminucién de entre un 20 y 30% de la tasa de concepcion y patrones
estacionales de deteccidon de celo (Hansen y Aréchiga, 1999; De Rensis y Scaramuzzi,
2003; Polsky y Von Keyserlingk, 2017), ya que las elevadas temperaturas ambientales
afectan de manera negativa la capacidad de las hembras de demostrar la conducta
natural de apareamiento, reduciendo tanto la duracién como la intensidad de la
expresion del estro (Orihuela, 2000). Esta reduccién en el comportamiento de celo
puede relacionarse con la disminucién en el consumo de materia seca que ocurre en
situaciones de estrés por calor (Westwood y col., 2002). Otros autores lo relacionan
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con el estado de letargo fisico que forma parte de los mecanismos adaptativos de la
vaca ante las situaciones de estrés por calor (Hansen y Aréchiga, 1999; Polsky y von

Keyserlingk, 2017).

El estrés térmico afecta al desarrollo folicular y altera la composicién del liquido
folicular desencadenando envejecimiento prematuro de los ovocitos, lo que se ha
asociado a la reduccién de fertilidad provocando grandes pérdidas econdmicas a los
productores (Vanselow y col.,2016). Por lo tanto, el estrés por calor podria afectar el
desarrollo de las génadas en la descendencia durante la gestacion y causar
alteraciones a largo plazo en la fertilidad de la progenie debido a modificaciones en los

estimulos hormonales necesarios para el desarrollo ovarico (Hansen, 2009).

Las condiciones adversas durante la vida intrauterina pueden provocar cambios
permanentes en la fisiologia y el metabolismo de la descendencia, lo que a su vez
conduce a un mayor riesgo de enfermedad en la edad adulta. Esta es una respuesta de
adaptacion del feto a los cambios en las sefiales ambientales que recibe durante la vida
temprana para asegurar su supervivencia y prepararse para la vida posnatal (Cheng y
Zhang, 2011). Se ha demostrado que vacas expuestas a estrés caldérico en etapas
tempranas del desarrollo folicular presentaron un efecto posterior en |la
esteroidogénesis en células de la granulosa y de la teca de foliculos antrales vy
preovulatorios, lo cual podria afectar la viabilidad del ovocito (Roth y col., 2001). Por
otro lado, el estrés por calor puede reducir el tamafio del foliculo dominante y alterar

los niveles hormonales del liquido folicular y la sangre (Hansen y Aréchiga 1999).

Por otro lado, se ha reportado en distintos estudios la asociacion entre la mortalidad
embrionaria temprana y el estrés por calor, dependiendo de la severidad del mismo
(Hansen y Aréchiga, 1999; De Rensis y Scaramuzzi, 2003). Esto puede asociarse a
alteraciones en la secrecion hormonal endometrial, que provocan lutedlisis prematura

y pérdida del embrién (De Rensis y Scaramuzzi, 2003).

Existen trabajos que demuestran la importancia de las practicas de manejo del rodeo y
su influencia sobre los efectos del estrés por calor. El uso de aspersores y ventiladores
o la presencia de sectores con sombra podrian atenuar los efectos del estrés térmico
sobre la produccion mejorando el confort en vacas lecheras (Valtorta y col., 1996;

Gallardo y col 2005). Sin embargo, estas practicas suelen aplicarse en los lugares de
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ordefio, donde los animales pasan sdlo una pequefia parte del dia. Ademas, los
mecanismos fisioldgicos desencadenados para hacer frente a la situacién no son
suficientes para eliminar las consecuencias a largo plazo en los animales y en su

descendencia.

1.3.5 Efectos del estrés prenatal en el feto

El estrés durante la gestacion conduce a numerosos cambios cardiovasculares y
enddcrinos en la madre, incluyendo aumento de ACTH plasmatica y en las
concentraciones de beta endorfinas, glucocorticoides y catecolaminas (Young, 2002;
Kapoor y col., 2006; Weinstock, 2007). Pueden existir efectos indirectos sobre el feto a
través de la modificacién de la funcion plancentaria, barrera estructural y bioquimica
para muchos factores maternos, principalmente al final de la gestacién cuando las
demandas del feto son mayores. Estudios previos han mostrado que el estrés térmico
durante la etapa final de la gestacion afecta la performance y desarrollo
posnatalmente (Ahmed y col., 2017). Estos estudios han reportado que el estrés por
calor disminuye el peso de la cria al afio de edad (Monteiro y col., 2016ab). Se observo
que vaquillonas nacidas de madres expuestas a estrés térmico durante el ultimo tercio
de la gestacion tenian mas posibilidades de abandonar el rodeo debido a
enfermedades, malformaciones, o retardo en el desarrollo (Monteiro y col., 2016a).
Estos estudios se realizaron en vacas bajo condiciones controladas durante el Ultimo
tercio de la gestacion, donde un grupo fue colocado en condiciones de alta
temperatura y otro fue sometido a técnicas de manejo para reducir el calor.
Akbarinejad y col. (2017) mostraron fertilidad reducida en vaquillonas lecheras hijas de
madres expuestas a condiciones de estrés por calor y detectaron como etapas criticas
el segundo y tercer tercios de la gestacién. En humanos, el aumento de cortisol en la
madre produce en la placenta una regulacion a la baja de la enzima 11B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo Il, encargada de convertir el cortisol en cortisona
inactiva. Dicha enzima previene el paso de altos niveles de cortisol hacia la circulacidn
fetal (Diaz, Barba, 2016). Los glucocorticoides son capaces de atravesar la barrera
placentaria, lo que los convierte en candidatos preferidos como “factores de

programacién” para transmitir los efectos del estrés materno hacia el feto. La
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exposicion fetal a glucocorticoides programaria un fenotipo caracterizado por la
flexibilidad y adaptabilidad ante cambios frecuentes en el ambiente (Caceres y col.,
2017). Existe evidencia en estudios en animales que demuestran asociacion entre
estrés durante la prefiez y resultados adversos luego del nacimiento en la
descendencia. En un estudio con ratas Wistar, la exposiciéon a estrés psicologico
durante la preiez, en un modelo de restriccidn fisica, se asocié con bajo peso al nacer
Yy nacimientos prematuros en comparaciéon con el grupo control (Govindaraj,

Shanmuganathan & Rajan, 2017).

1.4 HORMONAS ESTEROIDES, SUS RECEPTORES Y PARTICIPACION DE
CORREGULADORES

1.4.1 Hormonas esteroides y su mecanismo de accion

Los esteroides juegan un rol importante en el crecimiento, diferenciacién y funcién de
tejidos reproductivos femeninos, incluyendo los foliculos ovaricos (Apostolakis y col.,
2002). En este sentido, los andrégenos, estrégenos y progesterona producidos
localmente estan involucrados en la regulacion de diferentes funciones foliculares
(Rosenfeld y col., 2001, Bramley y col., 2002; Schams and Berisha, 2002; Ortega y col.,
2009, Alfaro y col., 2012).

Las hormonas esteroides, a través de sus receptores nucleares, regulan importantes

eventos transcripcionales asociados a la reproducciéon (Beato y Klug, 2000).

Los estrégenos fueron las primeras hormonas que se identificaron y se creia que sélo
tenian implicancia en procesos relacionados a la reproduccién femenina (Hamilton y
col.,, 2017). Actualmente se sabe que estan involucrados en los sistemas
neuroenddcrino, vascular, esquelético, inmune y reproductivo tanto en hembras como
en machos (Hamilton y col., 2017). Los estrogenos influyen en muchos procesos
fisiolégicos y se encuentran asociados a distintas enfermedades como la obesidad,
desordenes metabdlicos, cdncer, osteoporosis, lupus, endometriosis y fibroma uterino
(Burns y Korach, 2012; Deroo y Korach, 2006). El tipo de estréogeno presente varia
segln la especie, siendo generalmente el mas dominante el 17B-estradiol. En los

mamiferos, los estréogenos participan en el crecimiento, diferenciacion y funciones del
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aparato reproductor femenino, a través de sus receptores REa y REB, y las variables de

ambos originadas por splicing alternativo (Schams y Berisha, 2002).

Los receptores de hormonas esteroides son miembros de la superfamilia de factores
de transcripcion regulados por ligando que modulan la transcripcién génica por
diferentes mecanismos de modo que pueden activar o reprimir la expresién de un
determinado gen (Figura 6). El mecanismo cldsico o gendmico de accidn de RE incluye
la unién de los estrogenos a los receptores en el nucleo previa disociacion de las
chaperonas Hsp90 (heat shock protein), luego de lo cual los receptores dimerizan y se
unen a elementos de respuesta especificos conocidos como elementos de respuesta a
estrogenos (ERE) localizados en los promotores de los genes blanco (Nilsson y col.,

2001; Bjornstrom y Sjoberg, 2005; Tang y col., 2019).

Ambos subtipos de RE unen el 17-B-estradiol con alta afinidad y especificidad.

Citoplasma

Figura 6. Mecanismos de sefializacion gendmico en respuesta a estrégenos. Los estrogenos (E)
se unen a su receptor (REa/B), previa disociacion de las chaperonas (Hsp), tras lo cual se
dimerizan y se traslocan al nucleo induciendo cambios transcripcionales en presencia o no de
elementos de respuesta a estrogenos (ERE). Por su parte, el mecanismo no gendmico involucra
un receptor de membrana (GPER) que produce cambios citoplasmaticos tales como
produccién de segundos mensajeros o apertura de canales idénicos de membrana, luego de su
unién al ligando (E). Adaptado de Fuentes y Silveyra (2019).

22



1. Introduccion

Ademas, existe un mecanismo de accidon no gendmico, el cual involucra un receptor de
membrana denomidado GPER (G Protein-Coupled Estrogen Receptor) (Prossnitz y
Barton, 2011), mediante el cual se activan mecanismos de traduccién de sefal con la
subsecuente produccién de segundos mensajeros intracelulares, regulacion y
activacion de cascadas de sefializacion por AMPc y proteinas kinasas que culminan en

cambios indirectos de la expresion génica (Losel y Wehling, 2003).

Ademas de los mecanismos clasicos y no gendmicos, los recepores de estréogenos
también pueden ser activados por factores generales de la transcripcién o por

mecanismos indirectos generando acciones a nivel genémico (Hevenery col., 2015).

Si bien REB comparte muchas caracteristicas funcionales con REa, los mecanismos
moleculares que regulan su actividad transcripcional y la localizacién tisular son
distintos para ambos y difiere entre especies (Kuiper y col., 1996; Wang y col., 2000;
Mal y col., 2020). El REa se localiza principalmente en utero, gldndula pituitaria,
higado, hipotalamo, hueso, glandula mamaria, cérvix y vagina. Por su parte el REB se
expresa en ovario, pulmon y préstata (Couse y col., 1997; Jiay col., 2015). En el ovario,
se ha detectado expresion del REB en células de la granulosa, y REa en células de la
teca, glandulas intersticiales, células estromales y epitelio germinal en rata, bovino y
humano (Amrozi y col., 2004; Berisha y col., 2002; D’'Haeseleer y col., 2006; Rosenfeld
y col., 2001; Van Den Broeck y col., 2002). En bovinos la expresiéon de ARNm de REB en
células de la granulosa disminuye a medida que aumenta el tamano folicular, debido a
la habilidad de las gonadotrofinas de regular hacia abajo la expresidon génica de este
receptor (Kuiper y col.,, 1996; Byers y col.,, 1997). Por el contrario, la expresion de
ARNm de REa se incrementa en células de la teca interna continuamente hacia el final
del crecimiento folicular sin cambios en la proliferacién de células de la granulosa. Asi
también, existe evidencia que la expresion de REa durante el desarrollo folicular en
bovinos esta regulado por microARNs (Ozdemir y Comakli, 2018). Estudios previos en
nuestro laboratorio han evidenciado expresién génica y proteica de ambos receptores
en células de la teca como en granulosa de ovarios bovinos (Alfaro y col., 2012, Salvetti
y col., 2012). En algunas especies, el gen REa se expresa en las células de la granulosa
cuando se aplica sobre ellas un estimulo inductor de diferenciacién (Yang y col., 2002).

Si bien las células de la granulosa son sitios primarios de la expresion de REB, la
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coexpresion de este con una relativamente alta expresién de REa en las células de la
teca e intersticiales sugieren que ambos subtipos deben ser necesarios para el normal
funcionamiento ovdrico (Yang y col., 2002). El gen que codifica REP es mas sensible a
los efectos de los estrégenos ya que los efectos de la progesterona son revertidos ni
bien comienzan a aumentar los niveles de estrégenos. Si bien ambos receptores tienen
aparentemente la misma afinidad por los estrégenos, considerando los patrones de
expresion espacio-temporales diferentes de estos dos subtipos de receptores de
estrégenos en las células foliculares y no-foliculares, es probable que haya una
regulacion diferencial de los estrégenos sobre la funcién celular (Enmark y col., 1997).
Ademads, REB y REa pueden formar heterodimeros en las células blanco. La
transcripcion génica mediada por RE involucra la unién del homodimero-receptor
ligando con el ERE, sin embargo, los RE también median la transcripcién a través del
elemento mejorador de respuesta AP1 que depende de la uniédn con un ligando, asi
como también de factores de transactivacion de AP1, tales como Fos y Jun (Gaub vy
col., 1990; Hevener y col., 2015). Paech y col., (1997) han demostrado que sin bien la
unién del complejo estrégenos-REa tanto al sitio ERE como al AP1 estimula la
transcripcion, la unién del complejo estrégenos-REP al sitio ERE estimula, pero la unién
al sitio AP1 inhibe la transcripcion. Por otro lado, estudios realizados en nuestro
laboratorio en los que se ha evaluado la expresién de ambos receptores en ovarios de
diferentes especies en modelos experimentales y animales con COD (Cystic Ovarian
Disease) de presentacion espontanea han permitido corroborar esa expresién
diferencial entre tipos celulares y ademads evidenciar diferencias con la expresiéon en
animales normales (Salvetti y col., 2007, 2009, 2012; Ortega y col., 2009; Zurvarra y
col.,, 2009; Alfaro y col., 2012). Ademas, pudo determinarse en hembras ovinas
tratadas prenatalmente con testosterona un aumento en la expresién proteica de los
receptores de estrogenos a y B junto con el incremento en la expresiéon de los
receptores de andrégenos en las células de la granulosa de foliculos antrales a los de
10 y 21 meses de edad. Estos resultados proporcionan evidencia de la programacion
fetal alterada que se manifiesta de manera temprana por la alteracidn en el equilibrio

en la expresion de estos receptores (Ortega y col., 2009).
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La progesterona, mediante sus receptores, juega un rol crucial en la ovulacion,
implantacion y mantenimiento de la prefiez (Graham y Clarck, 1997; Ogle y col., 1998).
El receptor de progesterona (RP) posee tres isoformas codificadas por un mismo gen
(Bramley, 2003). Las tres isoformas (RP-A, RP-B y RP-C) fueron detectadas en tejidos
bovinos (Schams y col., 2003). Se ha sugerido que RP-A y RP-C podrian tener efectos
restrictivos sobre la actividad transcripcional de RP-B (Conneely, 2001), asi como
también la capacidad para contribuir a la actividad antiestrogénica observada para la
progesterona (Conneely y col., 2002; Bramley, 2003; Akison y Robker, 2012; Salvetti y
col., 2012). La expresidn de las distintas isoformas se solapa espacial y temporalmente
en los érganos reproductivos de las hembras (Conneely, 2001; Gava y col., 2004). La
expresion de los receptores de progesterona es inducida por los estrogenos en la
mayoria de los tejidos blanco y declinan en respuesta a la progesterona. En los
foliculos preovulatorios maduros, la LH induce la expresion de RP en las células de la
granulosa. La importancia de los RP en la fertilidad de la hembra esta subrayada por la
infertilidad en los ratones KnockOut (KO) para RP (Lydon y col., 1995). Si bien los
ratones muestran histolégicamente ovarios normales, estos fallan en ovular ain luego
de una estimulacion exdgena, como lo indica la presencia de foliculos preovulatorios
intactos en el ovario y la ausencia de ovocitos en el oviducto y cuernos uterinos (Lydon

y col., 1995; Gavay col., 2004).

Por su parte la progesterona influiria negativamente sobre los receptores de
estrogeno. El efecto inhibitorio de la progesterona sobre la expresién de RE puede
verse por los bajos niveles de ambos receptores en el momento en que la
progesterona incrementa significativamente sus niveles (Roy y Kole, 1995). A la luz de
los efectos inhibitorios de la progesterona sobre la expresion de proteinas y ARNm de
los RE, las diferencia entre la expresién de REB y REa puede explicarse por una mayor
sensibilidad del gen que codifica REa a la presencia de progesterona ya que este no se
comienza a expresar en tanto los niveles de esta hormona no bajan hasta niveles

basales (Roy y Kole, 1995).
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1.4.2 Correguladores

Los mecanismos moleculares utilizados por los receptores de hormonas esteroides han
sido asociados con moléculas que poseen funciones correguladoras (Perissi y

Rosenfeld, 2005).

Complejos coactivadores

Activacion

Histonas y
acetilacion

Complejo Mediador

Represion Histonas y

desacetilacion

'.'-‘é;'nz.a. e w
Complejos correpresores
Figura 6. Complejo de coreguladores. La regulacidon de la actividad transcripcional requiere de

la accion de multiples complejos proteicos que pueden ser reclutados de manera conjunta.
Adaptado de Glass y Rosenfeld (2000).

Los correguladores son proteinas que interactian con factores de transcripcion vy
modulan positiva o negativamente su actividad. Estas proteinas son reguladores
caracteristicos de cualquier miembro de la superfamilia de receptores nucleares,
aunque no existe informacion acerca de su interacciéon con receptores de membrana
(Lonard y O’Malley, 2012). Desde un punto de vista funcional se clasifican en dos
grupos: coactivadores, proteinas que intensifican la transcripcién de determinados
genes; y correpresores, proteinas que inhiben la transcripcién génica (Xu y col., 1999)
(Figura 7). Los coactivadores tienen una actividad intrinseca de histona acetil

transferasa que, mediante acetilacién de histonas, abre la cromatina y de esta forma
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los factores de transcripcién y la polimerasa tienen mejor acceso a una secuencia

génica determinada (Tyler y Kadonaga, 1999) (Figura 7).

Por su parte muchos de los los correpresores tienen actividad de desacetilasas de
histonas, incrementando la condensacion de la cromatina e inhibiendo la transcripcién

del gen en cuestion (Lazar, 2003) (Figura 7).

Muchas de las moléculas correguladoras han sido detectadas en el ovario normal en
relacion a la expresién de los distintos receptores esteroides (Hlaing y col., 2001;
Hussein-Fikret, 2005; Chang y col., 2005), indicando que la regulacién espacio-
temporal de la expresidon génica mediada por los distintos receptores nucleares es

critica en la fertilidad (Leonardsson y col., 2002).
Coactivadores:

Dentro de los coactivadores transcripcionales, la familia del SRCs (Coactivador de
receptores esteroides) es una de las mas estudiadas en relacion con los receptores de
estréogenos. Estas son proteinas nucleares que interactian con receptores de
esteroides que se encuentran unidos al ERE en el ADN para potenciar su eficiencia
transcricional (Apostolakis y col., 2002). Estos coactivadores estan involucrados en la
fisiologia reproductiva regulando el crecimiento uterino, implantacién embrionaria y la
fertilidad (Han y col., 2006; Mukherjee y col., 2007). Esta familia esta compuesta por
tres miembros: SRC-1 (también llamado NcorA-1), SRC-2 (también llamado GRIP o TIF2)
y SRC-3 (también llamado p/CIP, ACTR, AIB-1, or RAC-3) (McKenna y col., 1999).

Los coactivadores son reclutados por los dominios AF-1 y AF-2 de los receptores de
esteroides que han sido activados por la hormona y han formado dimeros en los
elementos de respuesta hormonal de consenso del ADN dentro de la region reguladora

de los genes diana (Apostolakis y col., 2002).

Estudios realizados en ratones con el gen para el coactivador SRC-1 bloqueado
demostraron que este corregulador estd implicado en la regulacion positiva y negativa
del gen de la hormona liberadora de corticotrofina, y es un factor importante para la
capacidad de adaptacion al estrés (Lachize y col., 2009). Ademas, la disrupcion del gen

de SRC-1 en ratones resulta en una disminucion del crecimiento y desarrollo de los
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drganos reproductivos sin modificar su viabilidad y fertilidad (Xu y col., 1998; Dasgupta

y col., 2014).
Correpresores:

Las alteraciones en la ovulacién son una de las causas mas frecuentes de infertilidad en
las hembras y varios autores han encontrado que RIP-140 (Receptor interacting
protein) es un correpresor que estd intimamente involucrado en el proceso de
ovulacion (White y col.,, 2000). Se ha demostrado que RIP-140 interactua
preferentemente con REB en comparacion con REa (Docquier y col.,, 2013) y que el
numero de sitios de unién de RIP-140 se incrementa significativamente sobre la
expresion de REB, lo que sugiere una accion preferencial de RIP-140 con REB (Madak-

Erdogany col., 2013).

El correpresor REA (Repressor of estrogen activity) se ha establecido como un
correpresor clave de RE en gldndula mamaria y tracto reproductivo femenino, asi como
también en células cancerigenas mamarias (Park y col., 2005, 2011 y 2012). Se ha
demostrado que REA se localiza en el nucleo celular y es capaz de modular la actividad
transcripcional mediante interacciéon con varios factores de transcripcion, ya sea
directamente o a través de interacciones con proteinas remodeladoras de la cromatina
(Matsuyama y col., 1997). Ademads, puede traslocarse desde el citoplasma al ntcleo o
viceversa en muchas células, incluidas las células de la granulosa de foliculos que
experimentan atresia. Por otro lado, estas proteinas son marcadamente visibles en

células de foliculos antrales pequeios y grandes (Thompson y col., 2004).

El correpresor dependiente de ligando (LCoR) representa una clase diferente
correpresor de receptores nucleares que actta atenuando la sefial mediante agonistas
unidos a receptores. Se ha determinado que se expresa extensamente en tejidos
humanos, tanto adultos como fetales, y en lineas celulares (Fernandes y col., 2003;
Gurevich y col., 2007). El LCoR se expresa en embriones de dos células, lo que sugiere
gue desempefia sus funciones ya en estadios tempranos de desarrollo embrionario. La
funciéon de LCoR como atenuante de la sefial de receptores nucleares propone que
podria ser un importante modulador de las senales de hormonas esteroides en
sincitiotrofoblastos, ya que en sus capas se expresan receptores de estrégenos,

progesterona y glucocorticoides (Fernandes y col., 2003).
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El SMRT (silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor) es un
correpresor que forma parte de un complejo proteico que contiene deacetilasas de
histonas que se une a antiestrégenos ligados a REa y cotribuye a la regulacion negativa
de la expresién génica (Peterson y col., 2007). Este interactia con REa en presencia de
moduladores selectivos de receptores de estrégenos (SERM), como por ejemplo 4HT
(4-hidroxitamoxifeno), y reprime la débil actividad agonista de este antiestrégeno
(Jackson y col., 1997; Lavinsky y col., 1998; Smith y col., 1997; Zhang y col., 1998). Es
asi que SMRT contribuye a la proliferacién de células neoplasicas positivas a REa en
carcinoma mamario (Peterson y col., 2007). La expresidon de SMRT se detectd tanto en
ovarios normales como en tumores ovaricos de diferentes clases (Hussein-Fikret y

Fuller, 2005).

Debido a que los esteroides sexuales y sus receptores (ER, PR) ejercen una profunda
influencia en el desarrollo y la reproduccién, es fundamental comprender la regulacién

molecular de los mismos mediante los complejos de correguladores en bovinos.

En ovejas, se ha establecido que la expresion de receptores de hormonas esteroides en
hembras adultas puede reprogramarse mediante la exposicion de la madre a
testosterona (Ortega y col., 2009). Los receptores de esteroides como asi también los
coactivadores y correpresores fueron detectados con su expresion alterada en
enfermedades relacioanadas con infertilidad en bovinos (Salvetti y col., 2012; Notaro y

col., 2016; Notaro y col., 2017)

Estos receptores y correguladores se ven afectados por cambios epigenéticos cuyas

consecuencias serian significativas en la programacién fetal (Gicquel y col., 2008).
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1.5 HIPOTESIS

En base a lo antes mencionado, planteamos como hipdtesis general que las
condiciones ambientales desfavorables que sufren las vacas lecheras durante la
gestacion afectan la dindmica folicular ovdrica de las hijas produciendo cambios a nivel
molecular en receptores de hormonas esteroides y correquladores de la transcripcion

que influyen en la fertilidad de las hembras.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Estudiar los niveles de expresiéon de los receptores de hormonas esteroides y
correguladores transcripcionales asociados, asi como probables modificaciones
epigenéticas en ovarios de hembras bovinas que fueron gestadas bajo distintas

situaciones ambientales de temperatura y humedad.

2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la dindmica folicular en hembras bovinas adultas provenientes de madres
que cursaron la gestacion bajo diferentes condiciones ambientales identificando
modificaciones en la cantidad de foliculos antrales = 3mm y niveles de AMH como

indicadores de la reserva folicular y de fertilidad.

2. Estudiar la expresidén de los receptores de hormonas esteroides y correguladores
transcripcionales en tejidos ovaricos de hembras bovinas cuyas madres las gestaron

bajo diferentes condiciones ambientales de temperatura y humedad.

3. Evaluar posibles mecanismos epigenéticos involucrados en la regulacion de la
expresion de los receptores de hormonas esteroides en los diferentes grupos de

animales estudiados.

4. Identificar relaciones entre las modificaciones epigenéticas y la expresion de los
receptores de hormonas esteroides en los ovarios de los animales en los grupos

estudiados.

5. Determinar posibles alteraciones en la fertilidad de las hembras con origen en la
programacion fetal alterada debido a modificaciones en el ambiente uterino de las

madres.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Aspectos éticos

Los procedimientos efectuados con los animales fueron evaluados y aprobados por el
Comité de Etica y Seguridad de la FCV-UNL bajo las resoluciones nimero 157/13 y
220/15. Tales procedimientos se realizaron de acuerdo a las normativas vigentes en el
tema (Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in Research and Teaching. 3°

ed. Federation of Animal Science Societies, 2010).

3.2 Animales

Se trabajo con siete establecimientos lecheros de la zona de influencia de la Facultad
de Ciencias Veterinarias (Universidad Nacional del Litoral), ubicados en la zona centro-
norte de las provincias de Santa Fe y Cérdoba. Los productores y médicos veterinarios
de los establecimientos lecheros permitieron la incorporacion de animales al
experimento. En todos los casos se contaba con registros completos de los animales
para evaluar la fecha de nacimiento, asi como otros pardmetros reproductivos vy
productivos. Se trabajé con vacas adultas (promedio de edad=5 afios; rango de edad=
3 a 11 afios) multiparas, raza Holando argentino, en lactancia o con indicacién de
rechazo por causas no reproductivas. En todos los casos se realizé una anamnesis de
los animales y el rodeo y la correspondiente evaluacién clinica para corroborar la
ausencia de alteraciones tanto reproductivas como sistémicas. La alimentacion estuvo
basada en pastura de alfalfa, silaje de maiz, alimento balanceado comercial, heno de

alfalfa y agua ad libitum.

3.3 Criterios de seleccién y grupos

Se seleccionaron aquellos animales que contaban con registro de su fecha real de
nacimiento a partir de la cual se estimé la fecha de servicio efectivo de la madre,
considerando una gestacion de 282 dias. Para determinar las condiciones ambientales

durante la gestacion se considerd el indice de Temperatura y Humedad (Thom, 1959)
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de manera de establecer la exposicién de las madres gestantes a condiciones de ITH

elevados durante las diferentes etapas de gestacién.

Teniendo en cuenta el momento en el cual se establece la reserva folicular ovarica en
bovinos se dividié la gestacidn en dos periodos: periodo 1 (P1, 0-150 dias) y periodo 2
(P2, 151 dias-nacimiento). Ademas, se realizaron analisis considerando tres trimestres:
trimestre 1 (T1, 0-90 dias), trimestre 2 (T2, 91-180 dias) y trimestre 3 (T3, 181-
nacimiento). Los registros de promedio de ITH diarios fueron facilitados por INTA,
Estacion Experimental Agropecuaria de la ciudad de Rafaela. Para cada animal se
calcularon los promedios de ITH y el porcentaje de dias con ITH>72 durante toda la
gestacion, en cada periodo y en cada trimestre. Se establecié como limite el valor de
ITH=72, ya que es a partir del cual los mecanismos fisioldgicos para disipar calor se
vuelven insuficientes en el ganado bovino (Gallardo y Valtorta, 2011). Ademas, se
calculé para cada caso un “indice de exposicion”, con el fin de discriminar la exposicidon
continua de la exposicion a intervalos cortos de ITH elevados. En este punto es
importante resaltar que en la cuenca lechera santafesina, sobre todo durante los
meses de verano, es frecuente la ocurrencia de olas de calor, definidas como al menos
3 dias consecutivos con temperaturas por fuera de los niveles de confort (Hahn y col.,
2000). Para el célculo de este indice se consideraron sélo los dias con ITH>72 que se
presentaron en ciclos de tres o mas dias consecutivos y se los relacioné al nimero de
ciclos. Asi, un mayor indice de exposicion denota que hubo mayor cantidad de dias con
ITH>72 o que éstos se presentaron en un menor nimero de ciclos. Es decir, que los

ciclos u olas de calor fueron mas largos.

3.4 PROCEDIMIENTOS CON ANIMALES

3.4.1 Sincronizacion del ciclo estral

Para garantizar que antes de la toma de muestras ovaricas los animales se encontraran
en proestro se procedid a la sincronizacion de celos. Para ello se aplicé el protocolo
adaptado G6G seguido por Ovsynch (Bello y col., 2006; Diaz y col., 2016) (Figura 8). Se
determind como dia 0 del protocolo el dia de inicio de la sincronizacion. Al comenzar

se aplicaron dos dosis de PGF2a (150 pg D + cloprostenol; Enzaprost DC, Biogénesis-
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Bagd, Garin, Buenos Aires, Argentina) separadas por 12 horas para inducir la lutedlisis
(Hatler y col., 2008), seguido de una dosis de GnRH (20 pg acetato de buserelina;
Gonaxal, Biogénesis-Bago, Argentina) dos dias después para estimular la ovulacion de
los foliculos dominantes presentes (dia 2). Seis dias posteriores a la primera dosis de
GnRH, las vacas recibieron una segunda dosis de GnRH (dia 8). Siete dias mas tarde,
recibieron las dos Ultimas dosis de PGF2a, separadas por 12 horas, para inducir la
lutedlisis (dia 15). El dia 18 del protocolo, dia previo al esperado de ovulacién, se

realizé la ovariectomia o aspiracion del liquido folicular, segun correspondiera.

Ovariectomia/
aspiracion folicular

2 dosis de 2 dosis de
pGF2a  ONRH GnRH PGF2al
[ | | | |
| | | | |
Dias 0 2 8 15 18

Figura 8. Protocolo de sincronizaciéon de celos utilizado, adaptado del protocolo G6G seguido
de Ovsynch (Bello y col., 2006; Diaz y col., 2015).

3.4.2 Seguimiento de los animales y recuento de foliculos antrales

Durante todo el protocolo, el aparato reproductivo de las hembras fue controlado por
palpacidn rectal y por ultrasonografia, de tal forma de evidenciar algin cambio que
ocurriese durante el ciclo. Para dicha evaluacién se utilizé un ecégrafo Mindray Z6 Vet

con un transductor transrectal lineal.

Ademas, se llevd a cabo la evaluacion de la dindmica folicular contabilizando por
ecografia transrectal la cantidad de foliculos antrales iguales o mayores a tres
milimetros de didametro (n=80) (RFA, recuento de foliculos antrales). Dicho pardmetro
es utilizado como indicador de fertilidad (Ireland y col., 2011) (Figura 9) y se llevé a
cabo 48 hs luego de la aplicacién de la primera dosis de GnRH, en coincidencia con el
reclutamiento folicular y el pico de cantidad de foliculos en ambos ovarios (Burns y

col., 2005). El mismo método se implementé en hembras cuyo destino fue la obtencién
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de ovarios por ovariectomia bilateral o la aspiracién de liquido folicular. En todos los

casos se tomaron muestras de sangre.

Los parametros considerados normales para proestro fueron: un didmetro medio de
los foliculos preovulatorios de 15-18 mm, presencia de cuerpo luteo en regresion,
presencia de tono uterino, presentacion de comportamiento de celo el dia 18-20 del

ciclo estral.

Figura 9. Imagenes representativas de ovarios bovinos (A y B) durante la evaluacién por
ultrasonografia donde se observa la presencia de foliculos antrales (flecha blanca).

3.5 Obtencion de muestras

Una vez realizada la sincronizacion de celos en las vacas, el dia previo al esperado de
ovulacidn se obtuvieron diferentes muestras: 1) Sangre; 2) ovarios completos (26 vacas
con indicacidn de rechazo por motivos no reproductivos) y 3) liquido folicular (41 vacas
sin indicacién de rechazo). Los ovarios completos fueron obtenidos mediante
ovariectomia bilateral por flanco izquierdo, mientras que la extracciéon de liquido
folicular se realizé6 mediante aspiracién folicular guiada por ecografia como se detalla
mas adelante. Por otro lado, se recabd informacidn acerca de la alimentacidn, niveles
de produccidon, manejo e indices reproductivos, para un posterior analisis en trabajos

paralelos dentro de nuestro grupo de investigacion.
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3.5.1 Muestras de sangre

Para todos los casos se obtuvieron muestras de sangre con y sin anticoagulante al
momento de la ovariectomia, de la aspiracion folicular o el recuento de foliculos
antrales. Para ello se utilizaron agujas 25/12 (25 mm largo x 1,2 mm didmetro)
acopladas a jeringas plasticas de 20 ml. La técnica de extraccion utilizada fue la de
puncién a través de vasos coccigeos en la zona ventral de las primeras vértebras

coccigeas (Figura 10).

Figura 10. Técnica de extraccidn sanguinea a través de la puncién de los
vasos coccigeos.

3.5.2 Muestras de aspirado folicular

Para la aspiracion del liquido folicular del foliculo preovulatorio dominante se adapté
la técnica de Seneda y col. (2003) que ha sido ampliamente utilizada en la obtencion
de muestras para estudios moleculares. Para ello se utiliz6 un equipo de
ultrasonografia Chison 8300Vet con un transductor microconvexo de 5,0 MHz
montado en una sonda transvaginal para aspiracion folicular (Watanabe Tecnologia
Aplicada Ltda., Brasil). La misma posee una guia metalica la cual le brinda rigidez a un
conducto de tefldn, la cual lleva colocada una aguja de 20 G en un extremo y en el otro

descarga el contenido en un tubo cénico de 50 ml. A su vez, al mismo tubo cdnico, se
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encuentra conectada una tubuladura de goma que se une a una bomba de vacio
(Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Brasil) la cual facilita el aspirado del liquido
folicular. La presién de aspiracion utilizada fue de 500 mmHg. Para este procedimiento
se realizé, en primer lugar, la sujecién del animal. Luego se le practicé una anestesia
epidural baja mediante la aplicacién de 5 ml de clorhidrato de lidocaina (Lidocaina 2%,
Over®) en el espacio sacrococcigeo. A continuacién, la sonda se introdujo por via
vaginal hasta contactar con el fondo de vagina. Al mismo tiempo a través del recto se
localizé el ovario de interés y se lo acercé proximo al transductor microconvexo
acoplado a la sonda. Seguidamente se introdujo la aguja a través de la pared vaginal y
posteriormente a través de la pared folicular para proceder a la aspiracion del liquido
folicular. Inmediatamente de recolectada la muestra, se conservd a una temperatura

de entre 4 y 6°Cy se traslado al laboratorio para su procesamiento (Figura 11).

Figura 11. Técnica de aspiracion folicular guiada por ultrasonografia utilizando una sonda
transvaginal. A) Técnica de aspiracion folicular mediante una guia acomplada a una
bomba de vacio. B) Imagen ultrasonografica del foliculo preovulatorio previo a su
aspiracion. C) Tuvo conico con la muestra de liquido folicular obtenido por aspiracion.

3.5.3 Muestras de ovarios completos

Los ovarios completos se obtuvieron mediante ovariectomia bilateral por flanco
izquierdo con el animal en pie. Inmediatamente después de la sujecidon del animal se le
aplicé una dosis intramuscular de 6-8 mg de clorhidrato de xilazina (xilazina 2 %
Over®). A continuacién, se llevé a cabo la tricotomia de la zona a intervenir para
posteriormente realizar una anestesia local infiltrativa por medio de la técnica Magda
modificada, “L” invertida o infiltrativa del flanco y epidural baja en el espacio

sacrococcigeo (Garnero y Perusia, 2002) utilizando 160 ml, 40-100 ml y 1 ml/100 kg de
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peso vivo respectivamente de clorhidrato de lidocaina (Lidocaina 2 %, Over®). Luego
de la antisepsia de la zona se procedid con una incisién desde caudo-dorsal hacia
craneo-ventral de la piel en un primer paso y luego de los planos musculares de la
pared abdominal izquierda, de una longitud suficiente para facilitar al cirujano el
acceso a la cavidad abdominal. Se localizé el ovario derecho y se colocd una pinza
hemostatica Kocher modificada ad hoc (sin diente) y se realizé la ligadura del pediculo
ovarico por transfixion con hilo de lino no absorbible simple. Luego, se seccioné con
tijera y se extrajo el ovario (de la misma forma se procedid con el ovario izquierdo).
Para finalizar se suturaron los planos musculares y la piel y se trataron los animales con
antibidticos sistémicos, coagulantes, antiinfalmatorios y antiparasitarios externos

durante 3 dias (Figura 12).

Figura 7. Técnica de ovariectomia bilateral por flanco izquierdo. A) Ultrasonografia
transrectal para confirmar la presencia del foliculo preovulatorio. B) Imagen
ultrasonografica del foliculo preovulatorio. C) Instrumental utilizado para la cirugia. D)
Ligadura de los vasos adyacentes a los ovarios. E) Ovario sujetado por la pinza hemostatica
previo a ser retirado. F) Sutura de las capas musculares de la pared abdominal y la piel.

3.6 PROCESAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular

Aplicada (LBCMA) del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICiVet-Litoral),
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Universidad Nacional del Litoral — Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y

Tecnoldgicas (CONICET).
e Muestras de sangre

Las muestras de sangre sin anticoagulante se mantuvieron a 37 °C durante 30 minutos,
se llevaron a 4 °C por 1 hora y finalmente se centrifugaron a 2000 G por 10 minutos
para extraer el suero. Las muestras de sangre con anticoagulante se mantuvieron
refrigeradas a una temperatura de entre 2 y 6 °C por al menos 30 minutos y luego se
centrifugaron a 2000 G por 10 minutos para la extraccion del plasma. Las muestras de

suero y plasma fueron almacenadas a -80°C hasta su posterior utilizacion.

Por su parte, una alicuota de sangre entera anticoagulada se separd y se congeld
inmediatamente en nitrégeno liquido y posteriormente se almacend a -80 °C hasta su

posterior utilizacién.
e Muestras de ovarios completos

Se realizd la evaluacién macroscopica del par ovdrico para identificar el foliculo
preovulatorio, teniendo en cuenta la informacién obtenida por ultrasonografia. Se
aspiré el liquido folicular del foliculo preovulatorio con jeringa de 1 ml y aguja 25 G,
lentamente con la precaucion de no separar las células de la granulosa. Luego se tomd
una porcién de pared del mismo foliculo. Ambas muestras se almacenaron a -80 °C
hasta su utilizacion. Posteriormente los ovarios fueron fijados en formol bufferado 10%
por un tiempo de entre 8 y 12 horas a temperatura ambiente y se procesaron

siguiendo protocolos de rutina hasta su inclusién en parafina (Figura 13).
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Figura 8. Procesamiento de ovarios. A) Material para procesamiento utilizado a
campo. B) Par ovarico obtenido listo para su procesamiento. C) Ovarios en
formol bufferado para su fijacion y utilizacidn en técnicas histoldgicas, previa
obtencién de liquido y una porcién de pared folicular del foliculo preovulatorio
para técnicas moleculares.

e Muestras del aspirado folicular

El liquido folicular y células de la granulosa obtenidos por aspiracién folicular guiada
por ecografia fueron separados mediante centrifugacién a 2000 G durante 10 minutos
a 4 °C (Centrifuga Sorvall ST16R, Thermo Scientific, USA). Como resultado se obtuvo un
precipitado de células de la granulosa y un sobrenadante de liquido folicular. Ambas

muestras se almacenaron por separado a -80 °C hasta su utilizacion.

3.6.1 Destino de cada muestra

Tanto el liquido folicular como el plasma se utilizaron para la medicién de diferentes
hormonas, mientras que la sangre completa fue empleada para la evaluacién de
modificaciones epigenéticas globales. Por su parte la pared folicular se procesd para
para evaluar la expresion génica mediante PCR en tiempo real, y para la posterior
evaluacion de modificaciones epigenéticas especificas. En el caso de los ovarios
completos, se los destind para la determinacién de la expresiéon proteica de los
receptores de hormonas esteroideas y correguladores mediante la técnica de

inmunohistoquimica indirecta.
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3.6.2 Procesamiento de muestras para PCR en tiempo real

3.6.2.1. Extraccion de ARN total

Se realizd a partir de las muestras de pared folicular en un procedimiento de doble

extraccidén, de la siguiente manera:

Se tomd una porcidn de tejido de aproximadamente 50 mg, se colocé en un tubo con
750 ul del reactivo TRIzol® LS Reagent (Invitrogen) y luego se procedié a la
homogeneizacién del tejido con un homogeneizador manual (Ultra Turrax® IKA T10
Basic) hasta lograr la dispersion total del mismo. La suspensién celular obtenida fue
incubada durante 5 min a temperatura ambiente y luego se agregaron 150 ul de
cloroformo, agitando vigorosamente en vortex (ZX Classic, VELP Cientifica®) para
favorecer el contacto entre las fases. Se dejo reposar la mezcla por 5 min a
temperatura ambiente y luego se centrifugd a 14000 g durante 15 min a 4 °C
(centrifuga Sorvall Legend Micro 21R, Thermo Scientific, USA), permitiendo la
separacion de fases. De la fase acuosa (superior) se tomd un volumen no superior al 70
% y se transfirid a otro tubo con 750 ul de TRIzol LS para realizar una segunda
extraccion. Se homogeneizé con vértex, se dejé reposar por 5 min a temperatura
ambiente y se centrifugd nuevamente a 14000 g durante 15 min a 4 °C. Se tomé
aproximadamente el 70 % de la fase acuosa y se trasvasd a un tubo estéril. Se
adicionaron 500 pl de isopropanol y 2 ul de un coprecipitante (GlycoBlue, Invitrogen),
se homogeneizé suavemente por inversiéon y se incubd toda la noche a -20 °C para
favorecer la precipitacion del ARN. Posteriormente, se centrifugd a 14000 g durante 45
min 4 °C. El precipitado de ARN total fue lavado dos veces con etanol 75 % y, una vez
evaporado el resto de alcohol, fue resuspendido en agua tratada con DEPC (dietil
pirocarbonato, inactivador de ARNasas), precalentada a 60 °C. La concentracién vy
calidad del ARN se determind espectrofotométricamente (Clario Star, BMG LABTECH),

y luego se almacend a -80 °C hasta su utilizacion.
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3.6.2.2. Transcripcidn reversa

Inicialmente se trataron las muestras de ARN con ADNasa (DNase | RNase-Free, PB-L)
siguiendo las instrucciones del fabricante, de manera de eliminar las posibles
contaminaciones de ADN gendmico presentes. Para la sintesis del ADN copia (ADNc) se
utilizé una cantidad constante de ARN (1 pg) en una mezcla de reaccion conteniendo:
retrotranscriptasa MMLV (del inglés: Moloney Murine Leukemia Virus, Invitrogen),
buffer 5X (Invitrogen), dithiothreitol (DTT, Invitrogen), inhibidor de ribonucleasas
(RNaseOUT, Invitrogen), desoxiribonucleotidos trifosfato (dNTP) y cebadores con
secuencia al azar. Las condiciones para la transcripcidn reversa fueron: 10 min a 25 °C
para el anillado; 50 min a 37 °C para la sintesis del ADNc; 15 min a 70 °C para la
inactivacion de la enzima. Todas las reacciones se llevaron a cabo para un volumen
final de 20 pl utilizando un termociclador estandar (TC-3000G, Techne Inc., NJ, USA). La
concentracién y calidad del ADNc se determiné espectrofotométricamente (Clario Star,

BMG LABTECH), y luego fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

3.6.3 Procesamiento de muestra para evaluacion de modificaciones epigenéticas

Se obtuvo el ADN gendmico (ADNg) a partir de las muestras de pared folicular y de
sangre completa, utilizando un kit comercial basado en columnas de microcentrifuga
(PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se prepararon los lisados segin la muestra de partida,

utilizando los reactivos provistos por el kit:

a) Para muestras de pared folicular, se colocé una porcién de tejido de
aproximadamente 15-20 mg en un tubo estéril y se le agregaron 180 ul del buffer
de digestiéon y 20 ul de proteinasa K. Se incubé a 55 °C por 3 hs hasta digestion
completa del tejido. Se centrifugd 3 min a madaxima velocidad (centrifuga
MiniSpin®, Eppendorf) y se transfirid el sobrenadante a otro tubo estéril. Se
agregaron 20 ul de ARNasa A, 200 pl de buffer de lisis y unién, y 200 ul de etanol

absoluto, y se homogeneizd con vértex, obteniendo de esta manera el lisado.

b) Para muestras de sangre completa con anticoagulante, se colocaron 200 pl de

muestra en un tubo estéril y se le agregaron 20 pl de proteinasa K, 20 ul de
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ARNasa A y 200 pl de buffer de lisis y unién. Se incubé a 55 °C por 10 min para
promover la digestién proteica. Se agregaron 200 ul de etanol absoluto y se

homogeneizd con vértex, obteniendo el lisado.

Se colocé el lisado correspondiente en una columna de microcetrifuga provista por el
fabricante, se centrifugd durante 1 min a 10000 g y se lavd dos veces con buffers de
lavado provistos por el kit, centrifugando cada vez a maxima velocidad por 3 min.

Finalmente, se eluyé el ADNg con 30 pl de buffer de elucidn provisto en el kit.

La concentracion y calidad del ADNg fueron determinadas espectrofotométricamente
(Clario Star, BMG LABTECH), y luego el ADN fue almacenado a -20 °C hasta su

utilizacion.

3.6.4 Procesamiento histoldgico para la técnica de inmunohistoquimica

Los ovarios completos fueron procesados mediante técnicas histologicas de rutina.
Luego de la fijacion con formol bufferado 10% por 8-12h, las muestras fueron lavadas
en buffer fosfato salino (PBS), reducidas en su tamafio y procesadas siguiendo el
protocolo descripto por Salvetti y col. (2010) para finalmente ser incluidas en parafina.
Para esto las muestras fueron deshidratadas en sucesivas concentraciones crecientes
de etanol, aclaradas en xileno y posteriormente incluidas en parafina. Se realizaron
secciones de 4 um de espesor con un micrétomo rotativo (Leica RM2245), los cuales
fueron montados en portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropil-
triethoxisilane (Sigma, USA) y luego se secaron a 37 °C durante 24 horas. Como etapa
inicial, se utilizé6 una coloracion de hematoxilina-eosina de manera de evidenciar las

diferentes estructuras que componen el ovario.

3.7 CUANTIFICACION HORMONAL

3.7.1 Determinacidon de 17 estradiol, progesterona, testosterona

Los niveles de 17B-estradiol, progesterona y testosterona, a nivel sistémico e

intrafolicular (n=67), se midieron en un laboratorio privado externo. Las
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determinaciones se realizaron mediante kits de inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA, del inglés: electrochemiluminescence
immunoassay) (Roche Diagnostics GmbH, Alemania) en un sistema COBAS e411 (Roche
Diagnostics), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, que se validaron
previamente en bovinos (Diaz y col., 2015). La sensibilidad del ensayo fue de 5,00
pg/ml para el 17B-estradiol, 0,05 ng/ml para la progesterona y 0,025 ng/ml para la

testosterona.

3.7.2 Determinacion de AMH (hormona anti-miilleriana)

Se determind la concentracion de AMH en liquido folicular (n=48) utilizando un kit
comercial de ELISA (Beckman Coulter, Inc., USA, referencia A73818). Se siguieron las
instrucciones del fabricante, realizando una curva estandar de 7 puntos, para lo cual se
utilizaron los calibradores correspondientes (Beckman Coulter, Inc., USA, referencia
A73819). Se determind la absorbancia (OD) de cada calibrador y de las muestras en un
lector de microplacas (Clario Star, BMG LABTECH), a una longitud de onda de 450 nm
con correccién a 600 nm. La concentracion de cada muestra luego se calculdé por

extrapolacion de la curva estandar.

3.8 ANALISIS DE RECEPTORES DE ESTROGENOS Y PROGESTERONA

3.8.1 Evaluacién de la expresion génica de los receptores de estrégenos a, B y de

progesterona

La evaluacion de la expresidn génica relativa se realizd mediante PCR en tiempo real
sobre el ADNc obtenido a partir de la pared de foliculos preovulatorios. Se evalué la
expresion de B-actina y B2-microglobulina (B2M) como genes constitutivos de
referencia con el objetivo de seleccionar el mds representativo. Dicha seleccién se
basé en la variacion Ct (referida a la desviacion standard) entre grupos escogiendo

B2M como gen de referencia para el analisis (Baddela y col., 2014).

46



3. Materiales y Métodos

3.8.1.1 Diseiio de cebadores especificos

Los cebadores para REa, REB y RP fueron obtenidos de trabajos previos en nuestro
laboratorio (Alfaro y col 2012). A partir de las secuencias de ARNm correspondientes a
B-actina y B2M, obtenidas de la base de datos GenBank

(https://www.ncbhi.nlm.nih.gov/nuccore/), se disefiaron los cebadores especificos para

su amplificacion. Para el diseno se utilizé la herramienta PrimerQuest Tool de la

plataforma www.idtdna.com. Para la verificacion de la especificidad de todos los

cebadores se utilizd la herramienta Olygo Analyzer Tool de la misma plataforma vy la
aplicacion del programa Primer Select LASERGENE (DNAStar, WI, USA). Los
oligonucleétidos utilizados fueron provistos por Invitrogen.A su vez, se verificd su
especificidad mediante la comparacidon directa de la secuencia con el genoma de Bos

taurus usando el programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3.8.1.2 Amplificacién por PCR en tiempo real

Para el analisis de la expression de ARNm de REa, REB y RP total en pared follicular por
PCR en tiempo real se utilizd el equipo StepOne Real-time PCR System (Applied
Biosystems, Life Technology, Carlsbad, CA, USA) y SYBR Green | (Invitrogen). Se aplicé
un protocolo optimizado: desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 minutos, 38 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos, anillado a 64°C (REa), 60°C (B-actina), 57°C
(B2M) por 20 segundos, 54, 1°C (REB) y 51, 2°C (RP total) durante 25 segundos, lectura
de extensién y fluorescencia a 72°C por 25 segundos (Tabla 1). Las mediciones para
cada muestra se realizaron por duplicado y la variacién entre pruebas (CV) se calculé
como lo describié Bustin y col. (2009). La eficiencia de las reacciones de PCR y las
cantidades relativas fueron determinadas por una curva standard y la eficiencia de PCR
se calculé mediante el software StepOne v2.3. Los niveles de expresion de ARNm se
registraron segun los valores de su Ct (ciclo umbral, del inglés cycle threshold),
correspondiente al numero de ciclos en los que la sefial de fluorescencia podria
detectarse por encima de un valor umbral. Aquellas reacciones con un coeficiente de
determinacion (R?) mayores a 0,98 y una eficiencia entre 95 y 105% fueron

consideradas éptimas. Se incluyeron controles negativos en todos los ensayos los que
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no produjeron amplificacion consistente. La pureza del producto se confirmé mediante
curvas de disociacidon. Todos los productos de PCR se procesaron en geles de agarosa
para verificar los tamafios de dichos productos. La especificidad de los productos de
PCR se comprobd mediante secuenciacidn para verificar la amplificacién de las
secuencias correctas, utilizando el Servicio de secuenciacion de Macrogen (Macrogen,

Corea).

Tabla 1. Pares de cebadores utilizados en PCR en tiempo real. N2 de acceso correspondiente a
cada gen, secuencias sentido y antisentido (5’ 3’) de los oligonucledtidos, tamafio de los
fragmentos amplificados y temperaturas de anillado.

Tamano | Temperatura de
Nombre Secuencia (5'3') N2 de acceso del anillado
fragmento (°C)

Sentido: AGGGAAGCTCCTATTTGCTCC
REa Antisentido: CGGTGGATGTGGTCCTTCTCT AYB62875 234 pb 64

Sentido: CTTCGTGGAGCTCAGCCTGT

REB Antisentido:GAGATATTCTTTGTGTTGGAGTTT

NM_174051 241 pb 54.1

RPtotal Sentido: GAGATCTTATAAGCATGTCAGTGG XM 583951 360 pb 51.2
Antisentido: TCATGCAAGTTATCAAGAAGTTTT -

. sentido: ACCCACACTGTGCCCATCTA
B-actina Antisentido: CGGAACCGCTCATTGCC BT030480.1 250 pb 60

Sentido: GCGTCCTCCAAAGATTCAAG
BZM Antisentido: GGTCTGACTGCTCCGATTTA NM_173893.3 152 pb 57

3.8.1.3 Cdlculo de la expresidn génica relativa

-AACt

Los niveles relativos de ARNm se cuantificaron mediante el método de 2 (Livak y
Schmittgen, 2001). Como gen constitutivo de referencia se seleccioné B2M debido a

gue se observd que el mismo presenta valores de Ct similares entre las diferentes
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muestras, ademas de tener niveles de expresion semejantes a los del gen de interés, lo
cual no ocurrié con la expresién de B-actina. Los niveles relativos de transcripto de
cada muestra se expresaron en relacién con la expresién en las muestras de aquellos
animales con baja exposicion a estrés térmico durante toda la vida intrauterina (<20 %
dias con ITH>72). Tal como fue detallado previamente, en nuestra zona geografica
ocurren largas temporadas con ITH elevados, por lo que no disponemos de muestras
obtenidas de animales que no hayan cursado ningun periodo de estrés por calor

durante su vida intrauterina.

3.8.2 Evaluacion de modificaciones epigenéticas

3.8.2.1 Analisis del estado de metilacién global del ADNg

Se determind el estado de metilacion global (Arroyo-Jousse y col., 2015) de los
animales en muestras de ADNg extraidas de sangre completa como pardmetro de sus
niveles transcripcionales generales. Para esta prueba se utilizé un kit comercial
(Abcam®, Methylated DNA Quantification Kit — Colorimetric; referencia ab117128) en
el cual el ADN se une a pocillos especificamente tratados para tener alta afinidad hacia
el mismo. La fraccion de ADN metilado fue detectada utilizando anticuerpos de
captura y de deteccidn provistos por el fabricante, y luego cuantificada
colorimetricamente a través de la lectura de absorbancia en un espectrofotémetro
para microplacas (Clario Star, BMG LABTECH). La cantidad absoluta de ADN metilado
fue proporcional a la densidad dptica medida, y se determind realizando una curva

standard de 5 puntos con los reactivos provistos por el kit.

3.8.2.2 Evaluacidn del grado de metilacion de la region promotora para los genes de

los receptores de estrégenos ay 3

Dentro de las posibles modificaciones epigenéticas involucradas especificamente en la
regulacién de la expresion de los REa y B, se llevd a cabo la evaluacién del estado de
metilacion de la regidon 5'UTR de los respectivos receptores, donde se hallan los

promotores encargados de la regulacion de la transcripcion.
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3.8.2.2.1 Analisis del grado de metilacion de CpG: EpiTYPER

La técnica EpiTYPER (Agena Biosciences, USA) fue realizada por el servicio externo del
Laboratorio de Epigenética y Cromatina (INCLIVA), en la Universidad de Valencia,
Espana. La misma se llevd a cabo sobre el ADNg aislado de la pared de foliculos
preovulatorios. Su método se fundamenta en detectar cuantitativamente la metilacién
del ADN a través del clivaje sitio-especifico de ADNg tratado con bisulfito de sodio y su
posterior analisis mediante espectrometria de masas con un detector MALDI-TOF (del
inglés: matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight) (Ehrich y col., 2005;

Kunze, 2018).

En esta técnica el ADNg fue tratado con bisulfito de sodio utilizando un kit comercial
(EZ-96 DNA Methylation Kit, Zymo Research). En este paso, las citosinas (C) no
metiladas fueron convertidas a uracilos (U) mientras que las C metiladas
permanecieron sin alteraciones, protegidas por el grupo metilo. Cada muestra de
ADNg se analizd por triplicado en placas multipocillos. Luego el ADNg tratado con
bisulfito fue amplificado por PCR, utilizando cebadores especificamente disefiados, de
manera que los U sean reemplazados por timinas (T). Asi, dependiendo de la presencia

o no del grupo metilo en cada sitio CpG, se produjeron cambios CxT en la secuencia.

A continuacién, se realizd una transcripcidon in vitro sobre la cadena reversa del
producto de PCR, seguida del clivaje sitio-especifico en cada U de la molécula de ARN
resultante, utilizando ARNasa A. De esta manera, se generaron fragmentos de
diferentes tamafios y masas, que fueron analizados por MS-MALDI-TOF. La abundancia
de cada fragmento (nivel de sefial en el espectro) es indicativo de la cantidad de ADN
metilado en la secuencia analizada. En este procedimiento, los fragmentos resultantes
de cada sitio CpG, provenientes de moléculas de ADNg metilado o no metilado, tienen
el mismo tamafio, pero diferente composicién de nucleétidos. Es decir, a partir de un
sitio metilado, que conserva su C, se obtiene una molécula de ARN con una guanina (G)
en ese sitio. A partir de un sitio no metilado, en el que la C se convirtié en U, se genera

una molécula de ARN con una adenosina (A) en dicha posicién. Este cambio GxA se
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observa en los graficos generados por MS-MALDI-TOF, como picos con diferencia de

masa de 16 Da (Figura 14).

— CG———CGCG cG G ce— o ik
— GC——GCGC GC GC Gc—
ADN no metilado ADN metilado

Tratamiento con bisulfito

— UGUG— UG— UG— s p—CG—CG—
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Figura 9. Grafico de la técnica EpiTYPER. EIl ADNg es ampificado por PCR utilizando cebadores
especificos a través de un promotor T7 luego de ser tratado con bisulfito. El producto de PCR
es transcripto in vitro y el ARN resultante es segmentado (clivaje) en cada U de manera sitio-
especifico. Los fragmentos obtenidos presentan diferentes tamafios y son analizados por MS-
MALDI-TOF, obteniendo asi un patrén de sefial especifico para cada masa. La seial roja
corresponde al ADNg no metilado y la sefial amarilla al ADNg metilado. El fragmento #1
presenta dos sitios CG contiguos, de manera tal que al encontrarse ambos metilados o no, los
fragmentos obtenidos mostraran una diferencia en la sefial de masa de 32 Da. Mientras que
para los fragmentos #2 y #3 la diferencia de masas es de 16 Da ya que ambos tienen sdlo un
sitio de metilacién. Adaptado de Ehrich y col. (2005).

3.8.2.2.2. Cebadores utilizados

Tal como se describié previamente, para la amplificacién por PCR, se disefian
cebadores especificos para la regidon de interés dentro de la secuencia a evaluar, y que
contienen una secuencia para un promotor T7. Esto permite la posterior transcripciéon
in vitro del producto de PCR. Para este trabajo de tesis, a partir de la secuencia 5’-UTR

del gen del REa y B, en la Universidad de Valencia, se disefiaron y propusieron una
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serie de cebadores especificos a través de la plataforma Epidesigner

(http://www.epidesigner.com/, Agena  Biosciences, USA). Los amplicones

correspondientes, que abarcan distintas secciones de la regién de interés, se

representan en las Figuras 15y 16.

Como se observa en la figura 15, algunas CpG estan muy cercanas una a la otra
(regiones en rojo), de manera que no pueden ser discriminadas para evaluarse
mediante esta técnica. Teniendo en cuenta la ubicacién de los promotores se
seleccionaron para ser evaluados los amplicones correspondientes que permiten

abarcar la mayor cantidad de sitios de metilaciéon (CpG).

100 | @  Cubiertss
8 No cubiertas

—=  Amplicones propuestos
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Pares de bases en la secuencia de entrada

Figura 10. Esquema representativo de amplicones disefiados para evaluar el estado de
metilacion de la regién 5’-UTR del gen del ERalfa. La linea horizontal representa la secuencia
nucleotidica de la region a evaluar. Las lineas verticales azules representan CpGs que se
pueden evaluar, y las lineas verticales rojas representan CpGs que no se pueden evaluar
debido a la proximidad entre ellas. Las lineas horizontales numeradas del 1 al 22 representan
los amplicones disefiados por la Universidad de Valencia, abarcando distintas secciones de la
region de interés. Esquema provisto por el Laboratorio de Epigenética y Cromatina (INCLIVA,
en la Universidad de Valencia, Espafia), obtenido del sitio http://www.epidesigner.com/
(Agena Biosciences, USA). Los cebadores elegidos para el analisis fueron el 1, 14 y 21.
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Figura 11. Esquema representativo de amplicones disefiados para evaluar el estado de
metilacion de la regidn 5’-UTR del gen del ERbeta. La linea horizontal representa la secuencia
nucleotidica de la region a evaluar. Las lineas verticales azules representan CpGs que se
pueden evaluar, y las lineas verticales rojas representan CpGs que no se pueden evaluar
debido a la proximidad entre ellas. Las lineas horizontales numeradas del 1 al 18 representan
los amplicones disefados por la Universidad de Valencia, abarcando distintas secciones de la
region de interés. Esquema provisto por el Laboratorio de Epigenética y Cromatina (INCLIVA,
en la Universidad de Valencia, Espafia), obtenido del sitio http://www.epidesigner.com/
(Agena Biosciences, USA). Los cebadores elegidos para el analisis fueron el 11,16y 18.

3.10 EVALUACION DE LA EXPRESION PROTEICA DEL REA, REB Y RP Y LOS
CORREGULADORES SRC-1, LCOR, RIP-140, REA-330 Y SMRT
3.10.1 Evaluacién de la especificidad de los anticuerpos primarios

La especificidad de los anticuerpos utilizados para la deteccidn y cuantificacién de la
expresion proteica fue determinada por la técnica de Western Blot (WB). La

especificidad de algunos de los anticuerpos utilizados en esta tesis fue demostrada en
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trabajos previos en nuestro grupo (Tabla 2). La especificidad de los correguladores

LCor y SRC-1 fue determinada mediante western blot.

3.10.1.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las proteinas fueron separadas en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) con un tamafio
de poro correspondiente a la concentracién de 10% de acrilamida y luego transferidas
a una membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL Nitrocellulose Membrane, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK). Las muestras fueron obtenidas a partir de la pared
folicular, homogeneizadas con buffer de lisis de radioinmunoprecipitacion (RIPA)
conteniendo un 10% de inhibidor de proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail Tables, Roche, Mannheim, Germany). Se diluyeron en buffer de muestra y se
incubaron en bafio termostatico en ebullicidn durante cinco minutos. Se sembraron 40
pg de proteinas por calle, considerando la concentracién del homogeneizado,
determinada previamente por el método Lowry utilizando para las lecturas y calculo de
concentraciones el espectrofotémetro y el software provisto por el mismo (Clario Star,
BMG LABTECH). La electroforesis se realizd en una cuba vertical (Mini-PROTEAN, Bio-
Rad) utilizando un buffer de corrida Tris-Glicina con 0,1% de SDS a un pH 8,3. Luego, la
transferencia a la membrana de nitrocelulosa se re realizé a 100 V, en frio, durante
1:30 hs, utilizando un buffer de transferencia Twin modificado (Tris-Glicina y 20% de
metanol). Las membranas resultantes se colorearon con Rojo Ponceau para comprobar
la efectividad de la transferencia, luego se lavaron con agua destilada para retirar el
sobrante de colorante y se almacenaron a 4°C hasta el momento de Ila

inmunodeteccion.

3.10.1.2. Western Blot

Para la inmunodeteccién de las proteinas en la membrana de nitrocelulosa se empled

el siguiente procedimiento:

1) Hidratacién de la membrana con Tris buffer salino conteniendo 0,05% de Tween 20
(TBS-T), 15 min a temperatura ambiente.
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2) Bloqueo los sitios de unidn inespecificos con leche al 5% diluida en TBS-T, 1 h a
temperatura ambiente y en agitacion.

3) Lavado a temperatura ambiente en agitacion (agitador orbital BOECO 0S-10,
Alemania) con TBS-T: 2 lavados rapidos y 5 lavados de 5 min.

4) Incubacién con el anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a 4
°C. Para la dilucion del anticuerpo primario se utilizé TBS-T leche 0,5% (SRC-1: 1:100;
LCor: 1:100; RIP-140: 1:100).

5) Lavado a temperatura ambiente en agitacion con TBS-T: 2 lavados rdpidos y 5
lavados de 5 min.

6) Incubacion con el anticuerpo secundario segun cada caso, durante una 1:30 h a
temperatura ambiente en agitacidn. Para la dilucidn se utilizé TBS-T leche 0,5%.

7) Lavado a temperatura ambiente en agitacion con TBS-T: 2 lavados rdpidos y 5
lavados de 5 min.

8) Incubacion con reactivo quimioluminiscente (ECL Plus, GE Healthcare).

9) Exposicion de la membrana en placas radiograficas (GE Helthcare) en cuarto oscuro,
y revelado de la misma con los reactivos de revelado vy fijado (Kodak).

Se detectaron las bandas especificas en la zona de 160 kDa para SRC-1, 140 kDa para
RIP-140 y 50 kDa para LCor ademas de algunas bandas no especificas con menor

intensidad.

Tabla 2. Especificidad de los anticuerpos primarios utilizados en IHQ.

Anticuerpo primario Referencia
REa Monoclonal (Clon 1D5. Cat N2 M7047, Dako, CA, USA) Salvettiy col., 2012
REP Policlonal (Cat. N2 PU385-UP, BioGenex, CA, USA) Salvettiy col., 2012
RP Monoclonal (Clon PR88. Cat. N2 MU328-UC, BioGenex, CA, USA) Salvettiy col., 2012

SRC1 Policlonal (Cat. N2 sc-8995 M-341, Santa Cruz Biotechnology,

Esta tesis
Inc., CA, USA)

REA Policlonal (Cat. N2 LETH-REA330, Facultad de Bioquimica vy

L S . Salvettiy col., 2012
Ciencias Bioldgicas, Santa Fe, Argentina)

SMRT-180 Policlonal (Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, )
. Salvettiy col., 2012
Santa Fe, Argentina)

LCoR Policlonal (Cat. N2 sc-134674 H-195, Santa Cruz Biotechnology, Esta tesis
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Inc., CA, USA)

RIP140 Policlonal (Cat. N2 sc-8897 H-300, Santa Cruz Biotechnology,

Esta tesis
Inc., CA, USA)

3.10.2. Técnica de inmunohistoquimica indirecta para la deteccion y cuantificacion

de la expresion proteica

Se utilizaron cortes histolégicos de ovario bovino, como fuera mencionado
anteriormente, para localizar y cuantificar la expresién proteica de REa, REB, RP y los
correguladores SRC-1, LCor, RIP-140, REA y SMRT por inmunohistoquimica indirecta

con los anticuerpos especificos comerciales.

Se empleé el siguiente protocolo (Salvettiy col., 2012):
1) Acondicionamiento de los cortes durante 10 minutos en estufa a 60 °C.

2) Desparafinaciéon en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15 y 10 minutos,
respectivamente.

3) Hidratacion seriada en alcoholes de graduacién decreciente: etanol absoluto (dos
pasajes de 2 minutos), etanol 96° (un pasaje de 2 minutos) y finalmente etanol 70° (un
pasaje de 2 minutos).

4) Lavado en PBS pH 7,2 durante 5 minutos.

5) Tratamiento de recuperacién antigénica en horno de microondas de uso doméstico
(potencia maxima 800 W). Como solucién de recuperacion se usoé buffer citrato 0,01 M
pH 6,0. Los cortes fueron colocados en un recipiente couplin sumergido parcialmente
en un bafio con agua destilada, y fueron sometidos a la siguiente secuencia de
recuperacién convencional: 3 minutos al 100% de potencia, 6 minutos al 40% de
potencia, 6 minutos al 40% y 20 minutos dentro del microondas apagado. Entre los
diferentes pasos se recargo el recipiente couplin con agua destilada en ebullicién.

6) Lavado en PBS durante 5 minutos.

7) Inactivacién de la peroxidasa enddgena: se incubaron los cortes durante 10 minutos
en una solucion al 3 % de perdxido de hidrégeno en metanol absoluto, agregando
nuevamente el mismo volumen de perdéxido de hidrégeno por 10 minutos mas.

8) Tres lavados de 5 minutos en PBS.

9) Incubacién en camara humeda con anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C
en las diluciones adecuadas para las proteinas a detectar (Tabla 3). Para los controles
de especificidad (controles negativos) se sustituyd el anticuerpo primario por PBS-BSA.

10) Dos lavados durante 5 minutos en PBS.
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11) Incubacidon en cdmara humeda con anticuerpo secundario universal (Cytoscan HRP
Detection System Cell Marque), durante 30 minutos a temperatura ambiente.

12) Dos lavados durante 5 minutos en PBS.

13) Incubacién con complejo streptavidina-peroxidasa (Cytoscan HRP Detection
System Cell Marque) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

14) Cinco lavados durante 5 minutos en PBS.

15) Revelado de la reaccion con 3-3’-diaminobencidina (DAB Substrate Kit, Cell
Marque, referencia 957D-20). Los cortes se observaron al microscopio para controlar
el tiempo 6ptimo en cada prueba y estandarizarlo.

16) Dos lavados de 5 minutos en agua destilada.

17) Coloracién de contraste con hematoxilina activada (Biopur®), deshidratacion vy
montaje con balsamo natural de Canadéa (Canadax, Biopur®) y cubreobjetos acorde al
tamafio de la muestra.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados, dilucidn y tipo de recuperacion antigénica utilizada en cada
caso para la técnica de inmunohistoquimica indirecta.

Anticuerpo primario Dilucién

REa Monoclonal

(Clon 1D5. Cat N2 M7047, Dako, CA, USA) 1/50

REP Policlonal

1/1

(Cat. N2 PU385-UP, BioGenex, CA, USA) /100
RP Monoclonal

. 1/200
(Clon PR88. Cat. N2 MU328-UC, BioGenex, CA, USA)
SRC1 Policlonal

. 1/200

(Cat. N2 sc-8995 M-341, Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA)
RIP140 Policlonal 1/300

(Cat. N2 sc-8897 H-300, Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA)

REA Policlonal
(Cat. N2 LETH-REA330, Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Santa Fe, 1/150
Argentina)

SMRT-180 Policlonal

. .. . . s . 1/25
(Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Santa Fe, Argentina) /

LCoR Policlonal

1
(Cat. N2 sc-134674 H-195, Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA) /50
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3.10.3. Anadlisis digital de imagenes

Se digitalizaron imagenes del foliculo preovulatorio utilizando una camara digital
(Nikon DS-Fi2 Tokyo, Japan), acoplada a un microscopio 6ptico (Nikon Eclipse Ni),
empleando un objetivo de 40X de aumento. La resolucién de las imagenes fue
establecida en 1200 x 1600 pixeles. Las imdagenes fueron analizadas usando el
analizador digital de imagenes Image Pro-Plus 3.0 (Media Cybernetics, Silver Spring,
MA, USA) segun estudios realizados previamente (Ortega y col., 2010). El porcentaje
de area inmunopositiva para cada anticuerpo se calculé como el porcentaje del area
total evaluada, a través de un andlisis de segmentacién de colores, el cual extrae
objetos mediante la localizacién de todos los objetos de un color especifico (en este
caso, tincion marrén correspondiente al precipitado de DAB). Estos valores se
verificaron y normalizaron con controles evaluados en varios ensayos, usando la
misma regién (verificada por comparacion de imagenes) para la calibracidn. Para todos
los anticuerpos, se evalud solamente la inmunomarcacién nuclear. El porcentaje de
area inmunopositiva o area inmunomarcada, se calculé separadamente para cada
compartimiento (granulosa y teca interna), evaluando al menos 10 secciones

representativas de cada foliculo.

3.11 ANALISIS ESTADISTICO

Se evalué el efecto de la exposicion a estrés calérico en distintas etapas del desarrollo
fetal, sobre las diferentes variables de respuesta, con el programa SPSS 25.0 para
Windows. Se utilizaron modelos lineales generalizados mixtos (MLGM), escogiendo la
funcién de enlace correspondiente segun la distribucidn de probabilidad de la variable
de respuesta (Normal, Gamma, Poisson). Se enfrentaron las variables independientes
(variables de entrada) con las variables de respuesta (variables de salida) en analisis
univariados. Se considerd que existe una asociacion estadisticamente significativa en
los casos en que dicha asociacion (p) fue menor o igual a 0,05, y una tendencia si
p<0,10. En todos los casos se incorpord la variable “Tambo” como factor aleatorio del
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modelo, correspondiente a la procedencia de cada animal. Ademads, se afadid la

variable “Edad” (al momento del muestreo) como factor fijo, de manera de corregir la

influencia que puede tener la misma sobre las variables de respuesta

3.11.1 Variables independientes analizadas

Tabla 4. Variables independientes relativas al estrés por calor y calculo de las mismas. Ciclos: 3
0 mas dias consecutivos con ITH>72.

Variable independiente

Calculo de variable

Promedio de ITH durante
la gestacion

Suma de valores de ITH

282 dias

Promedio de ITH en
P1,P2,T1, T2y T3

Suma de valores de ITH de un periodo o trimestre

Total de dias de ese periodo o trimestre

Porcentaje de dias con ITH>72
durante la gestacion

Suma de dias con ITH>72

X 100 %
282 dias

Porcentaje de dias con ITH>72
enPl1,P2,T1,7T2,T3

Suma de dias con ITH>72 de un periodo o trimestre

- - - X 100 %
Total de dias de ese periodo o trimestre

indice de exposicion en
P1, P2,T1, T2y T3

Suma de dias con ITH>72 dentro de los ciclos de un periodo o trimestre

Total de ciclos de ese periodo o trimestre

3.11.2 Variables de respuesta analizadas

e Concentraciones hormonales sistémicas e intrafoliculares (E2, P4, AMH)

e RFA (recuento de foliculos antrales)

e Niveles relativos de ARNm del REa, REB, RP

e Estado de metilacién global del genoma

e Nivel de metilacion de distintos sitios CpG dentro de la region 5’UTR de los

receptores de estrégenos a y B
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e Expresién proteica del REa, REB, RP, SRC-1, RIP-140, LCoR, SMRT y REA
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4. Resultados

4.1 VALORES HORMONALES SISTEMICOS Y RECUENTO DE FOLICULOS ANTRALES

La tabla 5 muestra la asociacion entre el estrés por calor durante la gestacién vy las
concentraciones hormonales en plasma y con el recuento de foliculos antrales de Ila

progenie en su vida adulta.

Segun las distribuciones de frecuencia, para P4 se utilizé una funcién de enlace

Gamma, para RFA la funcién Poisson y para E2 se utilizd la funcién Normal.

Tabla 5. Asociacién entre la exposicién a estrés por calor en las diferentes etapas de la
gestacion y las concentraciones hormonales sistémicas y RFA en las hijas durante la vida
adulta. Se detalla la significancia (p) y coeficiente de asociacién (B, en rojo cuando es negativa).
Para asociaciones significativas (p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10; celda
amarilla).

Variable de salida 17 B-estradiol Progesterona RFA
Variable de entrada p B p p B
Promedio ITH Gestacion 0,44 0,683 0,122
% Dias ITH Alto Gestacion 0,765 0,91 0,149
Promedio ITH P1 0,264 0,782 0,323
% Dias Totales ITH Alto P1 0,177 0,926 0,616
indice exposicién P1 0,392 0,62 0,1 -0,303
Promedio ITH P2 0,084 -0,215 0,977 0,951
% Dias Totales ITH Alto P2 0,121 0,979 0,611
indice exposicion P2 0,291 0,475 0,283
Promedio ITH T1 0,116 0,853 0,345
% Dias Totales ITH Alto T1 0,052 0,05 0,844 0,37
indice exposicién T1 0,116 0,892 0,214
Promedio ITH T2 0,474 0,753 0,605
% Dias Totales ITH Alto T2 0,298 0,509 0,892
indice exposicion T2 0,567 0,89 0,896
Promedio ITH T3 0,138 0,94 0,99
% Dias Totales ITH Alto T3 0,275 0,812 0,777
indice exposiciéon T3 0,405 0,828 0,991

Se puede observar que, a nivel sistémico, existe una asociaciéon estadisticamente
significativa positiva entre el porcentaje de dias con ITH superior a 72 en el primer

trimestre de la gestacién y la concentracion de E2 en las hijas (p<0,05; B>0). Esto
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indicaria que aquellas hembras que estuvieron expuestas a un mayor porcentaje de
dias con ITH superiores a 72 durante el primer trimestre de gestacidon presentaron,
cuando adultas, un aumento plasmatico de la concentracion de E2. Asi también se
observéd una tendencia de asociacidn negativa con en el promedio de ITH en el
segundo periodo de gestacion (151 dias hasta el nacimiento) (p=0,08; B<0). Esto
indicaria que aquellas vacas que sufrieron exposicion a altos valores de ITH durante el
segundo periodo de gestacion, tuvieron hijas con una menor concentracién de E2 en

su vida adulta.

En lo que refiere a P4, no se registraron asociaciones significativas con las variables de

estrés caldrico analizadas.

Por su parte, la medicién de la concentracién de testosterona plasmadtica estuvo por
debajo de la sensibilidad de la técnica (<0,025 ng/ml), de manera que esta variable no

pudo ser analizada estadisticamente.

El recuento de foliculos antrales iguales o mayores a 3 mm se realizo a las 48 hs de la
aplicacion de GnRH, en el momento del reclutamiento folicular (n=80). El numero
maximo fue de 25 y el minimo de 2 foliculos por onda. Se evidencié una tendencia de
asociacion estadisticamente negativa (p=0,1; B<0) frente al indice de exposicién a
estrés calérico durante el primer periodo de gestacién. Esto se traduce en que las hijas
de las vacas expuestas a estrés por calor en estos primeros 150 dias de gestacion

tuvieron una tendencia a un menor RFA en su adultez.

4.2 CONCENTRACIONES DE HORMONAS INTRAFOLICULARES

En la tabla 6 se observa la asociacién entre las variables de estrés por calor durante la
gestacion y las concentraciones hormonales en el foliculo preovulatorio de las hijas en
su vida adulta. De acuerdo a la distribucién de frecuencias, para E2 se utilizd una

funcién de enlace Normal, mientras que para el resto se utilizé la funcién Gamma.

Se puede observar una asociacién estadisticamente significativa negativa entre el
porcentaje de dias con ITH>72 en toda la gestacion y la concentracion de E2 en LF del
foliculo preovulatorio (p<0,05; B<0). También se detectd una tendencia de asociacién
negativa de esta variable con el promedio de valores de ITH durante la gestacidn
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completa (p=0,06; B<0). A partir de esto, podemos interpretar que las hijas de las vacas
expuestas a mayor porcentaje de dias con ITH>72 y/o a mayor promedio de ITH a lo
largo de toda la gestacidén, presentaron menores niveles de E2 intrafolicular en su

etapa de vida adulta.

Tabla 6. Asociacién entre la exposicion a estrés por calor en las diferentes etapas de la vida
intrauterina y las concentraciones hormonales y AMH en liquido folicular (LF). Se detalla la
significancia (p) y coeficiente de asociacidn (B, en rojo cuando es negativa). Para asociaciones
significativas (p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10; celda amarilla).

Variable de salida 17 B-estradiol Progesterona Testosterona AMH
Variable de entrada p B p B p B p
Promedio ITH Gestacidn 0,06 | -10037 | 0,229 0,818 0,472
% Dias ITH Alto Gestaciéon | 0,051 | -27471 | 0,223 0,762 0,541

Promedio ITH P1 0,937 0,464 0,258 0,88

% Dias Totales ITH Alto P1| 0,944 0,347 0,367 0,656

indice exposicién P1 0,839 0,389 0,534 0,582

Promedio ITH P2 0,242 0,856 0,19 0,498

% Dias Totales ITH Alto P2 | 0,239 0,697 0,289 0,397

indice exposicion P2 0,627 0,811 0,05 -0,056 0,499

Promedio ITH T1 0,549 0,798 0,18 0,683

% Dias Totales ITH Alto T1| 0,58 0,684 0,147 0,745

indice exposicién T1 0,793 0,627 0,951 0,699
Promedio ITH T2 0,126 0,202 0,816 0,7

% Dias Totales ITH Alto T2 | 0,221 0,206 0,416 0,994

indice exposicién T2 0,528 0,025 0,097 0,46 0,801

Promedio ITH T3 0,392 0,706 0,219 0,496

% Dias Totales ITH Alto T3 | 0,364 0,557 0,381 0,428

indice exposicion T3 0,19 0,94 0,041 | -0,048 | 0,753

Para el caso de la P4, se evidencid una asociacién estadisticamente significativa
positiva entre la concentracidon de dicha hormona y el indice de exposicién a estrés
calérico en el segundo trimestre de gestacion (p<0,05; B>0). Considerando estos
resultados, podemos interpretar que las hijas de las vacas sometidas a un mayor indice
de exposicidn a estrés térmico en el segundo trimestre de la gestacion, presentaron

una mayor concentracién de P4 intrafolicular en la edad adulta.

En relaciéon con la testosterona, se observd una asociacion estadisticamente
significativa negativa entre los niveles intrafoliculares de esta hormona en la vida
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adulta y el indice de exposicién a altos valores de ITH de las madres en el segundo
periodo (151 dias hasta el parto) asi como en el tercer trimestre de gestacién (p<0,05;
B<0). Esto indicaria que, si el indice de exposicién de las madres a estrés por calor en
este Ultimo periodo de la gestacion fue mayor, la concentracidn de testosterona

intrafolicular en las hijas adultas resulté menor.

No se detactaron asociaciones entre la concentracién de AMH vy las variables

relacionadas al estrés por calor durante la gestacion de las madres.

4.3 EXPRESION DE REa, REB Y RP

4.3.1 Expresion génica del REa, REB y RP y estado de metilacion global del ADN

En la tabla 7 se muestra la asociacion entre las variables de ITH durante la gestacion y
la expresion génica de REa, REB y el RP en los foliculos preovulatorios de las hijas en la
etapa adulta, expresada como niveles relativos de ARNm. Ademas, se detalla la
asociacion entre las variables relativas al ITH elevado con el estado de metilacidon
global, expresado como porcentaje de ADN metilado. Segun las distribuciones de
frecuencia, tanto para los niveles de ARNm de los receptores de hormonas esteroides

como para el porcentaje de metilacién global, se utilizé una funcién de enlace Gamma.

Se pudo observar una asociacion positiva entre la expresion génica del RP en el foliculo
preovulatorio y el indice de exposicién ITH elevado en el segundo trimestre de
gestacion (p<0,05; B>0). Por el contrario, no se identificaron asociaciones entre las
variables de exposiciéon elevados ITH y la expresion génica de los receptores de

estrégenos a y B para las diferentes variables analizadas.

Con respecto al estado de metilacién global, se observé una tendencia de asociacién
positiva con el promedio de valores de ITH en el segundo trimestre de gestacion
(p=0,08; B>0), lo que indicaria que, una mayor exposicion a elevados valores de ITH en

el segundo trimestre, implicaria un mayor estado de metilacién global del ADN.
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Tabla 7. Asociacion entre la exposicidon a estrés por calor en las diferentes etapas de vida fetal
y la expresién génica del REa, REB, RP y el estado de metilacidn global del ADN. Se detalla la
significancia (p) y coeficiente de asociacién (B, en rojo cuando es negativa). Para asociaciones
significativas (p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10; celda amarilla).

Niveles Niveles . . Estado de
Variable de salida relativos de relativos de NW‘:;;:'ZE‘?; CL metilacion global
ARNm de REa | ARNm de REf del ADN
Variable de entrada p p p B p B
Promedio ITH Gestacién 0,964 0,326 0,388 0,32
% Dias ITH Alto Gestacién 0,747 0,51 0,549 0,71
Promedio ITH P1 0,776 0,817 0,629 0,395
% Dias Totales ITH Alto P1 0,538 0,868 0,753 0,278
indice exposicién P1 0,545 0,983 0,655 0,509
Promedio ITH P2 0,761 0,52 0,886 0,859
% Dias Totales ITH Alto P2 0,719 0,577 0,807 0,534
indice exposicién P2 0,48 0,144 0,154 0,427
Promedio ITH T1 0,902 0,909 0,874 0,897
% Dias Totales ITH Alto T1 0,525 0,566 0,831 0,761
indice exposicion T1 0,963 0,754 0,756 0,645
Promedio ITH T2 0,8 0,432 0,504 0,08 0,036
% Dias Totales ITH Alto T2 0,95 0,249 0,412 0,226
indice exposicion T2 0,338 0,117 0,032 0,188 0,802
Promedio ITH T3 0,705 0,745 0,939 0,58
% Dias Totales ITH Alto T3 0,811 0,944 0,89 0,211
indice exposicién T3 0,393 0,17 0,685 0,172

4.3.2. Estado de metilacion de la region promotora de los REa y RE
Se evalud el estado de metilacion en la zona 5’UTR para REa y REP.

Se analizaron los distintos sitios CpG ubicados a -3500 pb del sitio de inicio de la
transcripcion del REa, donde sélo 17 de estos sitios pudieron ser evaluados (Figura 17).
Segun las distribuciones de frecuencias, para las CpG 4, 11 y 14 se utilizé una funcién
de enlace Gamma, mientras que para las restantes se utilizé la funcién de enlace
Normal. Las asociaciones entre las variables de estrés por calor durante gestacion y el
estado de metilacién de los distintos sitios CpG para el REa en los foliculos

preovulatorios de las hijas se muestran en las tablas 8 y 9.

En cuanto al REP, se analizaron sitios CpG que se encuentran agrupados a
aproximadamente 4000pb hacia arriba del sitio de inicio de la transcripcién, donde
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s6lo 13 de estos sitios pudieron ser evaluados para cuantificar su estado de metilacién

(Figura 17). Las asociaciones entre las variables de ITH durante la gestacién y el grado

de metilacién de los distintos sitios CpG para el REB en los foliculos preovulatorios de

las hijas durante la vida adulta se detallan en las tablas 10 y 11.

Tabla 8. Asociacién entre la exposicidn a ITH elevado en las distintas etapas de gestacién y el
estado de metilacién de distintas posiciones CpG (CpG1 a CpG7) dentro de la regidon promotora
del REa. Se detalla la significancia (p) y coeficiente de asociacion (B, en rojo cuando es
negativa). Para asociaciones significativas (p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10;

celda amarilla).

Met Met Met Met Met Met
Variable de salida Met CpG1
P CpG2 CpG3 CpG4 CpG5 CpG6 CpG7
Variable de entrada p p B p B p B p B p B p B
Promedio ITH
Gestacion 0,503 0,342 0,873 0,461 0,964 0,525 0,386
% Dias ITH Alto
Gestacion 0,943 0,954 0,209 0,661 0,617 0,492 0,556
Promedio ITH P1 0,996 0,039 0,566 | 0,166 009 0028 | 0,105 009 0376 | 0,107
% Dias Totales ITH
Alto P1 0,857 0,08 0,126 | 0,298 009 0007 | 017 0053 0112 | 0,09 0,081
Indice exposicion P1 | 505 009 0,919 | 0,502 0,123 0,331 0,244 0,178
Promedio ITH P2 0,689 0,19 0,147 0,259 0,18 0,252 0,321
% Dias Totales ITH
Alto P2 0,901 0,103 0,06 -007 | 0194 01 0,227 0,258
Indice exposicion P2 0,546 0,325 0,212 0,451 0,389 0,519 0,485
Promedio ITH T1 0,751 0,118 0,106 0,192 0,119 0,241 0,283
% Dias Totales ITH
Alto T1 0,476 0,35 0,433 0,303 0,255 0,18 0,335
Indice exposicion T1 05 0,46 0,506 0,256 0,256 0,102 0,255
Promedio ITH T2 0,401 0,229 0,998 0,287 0,726 0,252 0,182
% Dias Totales ITH
Alto T2 0,274 0,228 0,701 0,231 0,62 0,275 0,163
Indice exposicion T2 0,703 0,176 0,906 0,16 0,187 0,218 0,148
Promedio ITHT3 0,925 008 0385 | 0,12 0,135 0,07 0267 | 0,118 0,16
% Dias Totales ITH
Alto T3 0,63 0033 011 | 0051 -007| 008 -0005 | 006 -0067| 01 007 | 01 -0059
Indice exposicion T3 | ¢ 006 0782|0049 -058| 01 -0042 |0031 059 | 01 059 | 008 0,506
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Figura 12. Imagen representativa de la posicién de los sitios CpG (representados por las barras
blancas) cuyo nivel de metilacién fue analizado, en las regiones promotoras del REa (A) y REB

(B), respectivamente. En color rojo los amplicones utilizados para evaluar el grado de

metilacion de las CpG.

Tabla 9. Asociacion entre la exposicion a estrés por calor en las distintas etapas de vida fetal y
el estado de metilacion de distintas posiciones CpG (CpG8-CpG17) dentro de la regidn
promotora del REa. Se detalla la significancia (p) y coeficiente de asociacion (B, en rojo cuando
es negativa). Para asociaciones significativas (p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10;

celda amarilla).

Variable de salida Met Met Met Met Met Met Met Met Met Met
cpc8| cpGo | cpGio|cpGii|cpgi2| cpc13 | cpGia| cpGis | cpGis | cpGi7

Variable de entrada p p B p p p p B p p B p p
Promedio ITH Gestacion | ¢ 573 | 454 0,295 | 0,493 | 0,466 0,477 0,552 | 0,23 0,777 | 0,466
% Dias ITH Alto Gestacion | ; 504 | 496 045 | 095 | 047 | o007 -0071| 028 |o0391 0119 | 047
Promedio ITH P1 0,117 | 0,055 0452 | 0,539 | 0,666 | 0,463 | 0,765 087 |o0119 0,475 | 0,463
% Dias Totales ITHAItO P1 [ 156 | 9042 0,125 | 05508 | 0,799 | 0,357 | 0451 0,302 | 0,132 0,918 | 0,357
indice exposicién P1 0,179 | 0,157 0,686 | 0,889 | 0549 |0,201 0,823 | 0,036 -0451| 0,514 | 0,549
Promedio ITH P2 0,437 | 0,23 0985 | 0991 | 0,791 | 0,93 0,902 | 0,363 0395 | 0,791
% Dias Totales ITHAlto P2 | 565 | 555 0918 | 0,785 | 0,716 | 0,743 0,887 | 0,385 0,375 | 0,716
indice exposicién P2 0,668 | 0,586 0,777 | 0,758 | 0,915 0,767 0,73 | 0,448 0,719 | 0,915
Promedio ITH T1 034 | 0,205 0999 | 0998 | 0,657 0,928 0,79 |0,202 0317 | 0,657
% Dias Totales ITHAIO T1 | 47 | o145 0,964 | 0,891 | 0,625 | 0,605 0,551 | 0,349 0,885 | 0,625
indice exposicién T1 0,457 | 0,141 0,846 | 0,793 | 0,381 | 0,974 0392 | 0,127 0,908 | 0,381
Promedio ITH T2 0,181 | 0,215 0139 | o028 | 0445 |0417 0,361 | 0,304 0,659 | 0,445
% Dias Totales ITHAIto T2 | 151 | 9256 0151 | 0,243 | 033 |o0,728 0,722 | 0,226 0875 | 033
indice exposicién T2 0,193 | 0,148 0,178 | 0,155 | 0,825 |o0573 0,794 | 0,262 0,583 | 0825
Promedio ITH T3 0,248 | 0,09 0316| 0,692 | 0714 | 0,617 | 0,954 0,863 | 0,244 0452 | 0617
% Dias Totales ITHAIO T3 | 166 | 007 0,081 0433 | 0,316 | 0421 | 0682 0,973 | 0,241 0,282 | 0421
indice exposicién T3 0,169 | 0,07 -0647| 0511 | 0447 | 0,858 | 0,927 0667 | 03 0353 | 0858
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Se puede observar una asociacion positiva entre el promedio de valores de ITH y el
grado de metilacion de la CpG 2 durante el primer periodo de gestacion (0-150 dias)
(p< 0,05; B>0), asi como una tendencia de asociacidon con el resto de las variables de
entrada correspondientes al mismo periodo (tabla 8). Esto significa que a medida que
la exposicién a ITH elevado en este periodo fue mayor, también los fue el grado de
metilacion de este sitio. Lo opuesto ocurre durante el tercer trimestre de gestacidn
donde la asociacidén es negativa (p< 0,05; B<0) en relacién al porcentaje de dias con
ITH>72, registrandose una tendencia de asociacion en el resto de las variables de esta
misma etapa, lo que indica que la relacion entre las variables en este momento fue
inversa. En referencia a la CpG 3 sucede algo similar, donde se determind una
asociacién negativa entre el patrén de metilacidn de este sitio y el porcentaje de dias e
indice de exposicidn a ITH<72 en el tercer trimestre de gestacion de la madre (p<0,05;
B<0), interpretandose que el grado de metilacién fue menor cuanto mayor es la
exposicion a ITH altos durante este trimestre (tabla 8). Ocurrié algo similar en relacion
con las CpG 4, CpG 5, CpG 6, CpG 7 y CpG 9, donde se evidenciaron asociaciones y
tendencias con una relacién inversa (B<0) entre las variables de ITH durante el tercer
trimestre de gestacion y el grado de metilacion de estos sitios. Por otra parte, la
metilacion de algunas CpGs (CpG 4, CpG 6 y CpG 9) muestra una relacion directa (f>0)
con las variables referentes a ITH durante el primer periodo gestacional (tabla 8 y 9).
Por el contrario, se observd una asociacién negativa (p<0,05; B<0) entre el nivel de
metilacion de la CpG 15 y el indice de exposiciéon a ITH elevado durante la primera
etapa de la gestacion (0-150 dias), indicando una disminucidon en el grado de
metilacion de este sitio en relacién a la exposicién a elevados valores de ITH durante

esta fase (tabla 9).

Los patrones de metilacién observados en la regién promotora del gen del REB fueron
muy variables, destacandose una asociacion negativa entre el nivel de metilacién de la
CpG 5 y el promedio de valores de ITH y el porcentaje de dias de ITH>72 durante el
segundo trimestre de gestacién (p<0,05; B<0) (tabla 10). Asimismo, el grado de
metilacion de la CpG 10 presenté una asociacion negativa respecto al indice de
exposicién a ITH elevado durante P2 (p<0,05; B<0). Para ambos sitios corresponde la

misma interpretacion, destacandose que el grado de metilacion disminuye en la
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medida en que la exposicidn a ITH alto aumenta en los respectivos periodos (tabla 11).
Por el contrario, la metilacidon de la CpG 11 exhibe una asociacidén positiva en relacidn
al indice de exposicion a ITH alto en el segundo trimestre de gestaciéon (p<0,05; >0),
evidenciando un aumento en el nivel de metilacién de este sitio cuando aumenta la
exposicién a indices de temperatura y humedad elevados. Asi también se pueden
observar algunas tendencias entre el grado de metilacion de la CpG 6 y variables
relativas al estrés por calor, tanto durante el P1 como en el segundo trimestre de

gestacion (tabla 10).

Tabla 10. Asociacion entre la exposicidn a ITH elevado en las distintas etapas de la gestacidn y
el estado de metilacién de distintas posiciones CpG (CpGl a CpG7) dentro de la region
promotora del REB. Se detalla la significancia (p) y coeficiente de asociacion (B, en rojo cuando
es negativa). Para asociaciones significativas (p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10;
celda amarilla).

Variable de salida Met Met Met Met Met Met Met
CpG1 CpG2 CpG3 CpG4 CpG5 CpG6 CpG7

Variable de entrada p p p p P B p B p
Promedio ITH Gestacion 0,619 0,142 0,293 0,628 0,06 -2 0,613 0,448
% Dias ITH Alto Gestacién | 0,733 0,157 0,255 0,788 0,266 0,413 0,791
Promedio ITH P1 0,985 0,841 0,924 0,75 0,436 0,159 0,206
% Dias Totales ITH Alto P1 | 0,846 0,857 0,799 0,923 0,466 0,09 0,05 0,223
indice exposicién P1 0,794 0,408 0,53 0,553 0,605 0,285 0,464
Promedio ITH P2 0,775 0,289 0,638 0,993 0,776 0,298 0,462
% Dias Totales ITH Alto P2 | 0,691 0,239 0,656 0,762 0,944 0,314 0,337
indice exposicién P2 0,725 0,147 0,245 0,47 0,309 0,805 0,736
Promedio ITH T1 0,907 0,411 0,593 0,817 0,949 0,328 0,462
% Dias Totales ITH Alto T1 | 0,657 0,24 0,726 0,748 0,589 0,236 0,648
indice exposicién T1 0,361 0,307 0,849 0,861 0,996 0,139 0,433
Promedio ITH T2 0,812 0,258 0,175 0,749 0,048 -0,59 0,272 0,268
% Dias Totales ITH Alto T2 | 0,698 0,188 0,172 0,451 0,023 -0,132 0,313 0,239
indice exposicion T2 0,998 0,147 0,345 0,964 0,125 0,08 0,356 0,145
Promedio ITH T3 0,807 0,384 0,854 0,905 0,867 0,159 0,312
% Dias Totales ITH Alto T3 | 0,776 0,429 0,953 0,468 0,534 0,185 0,189
indice exposicién T3 0,99 0,314 0,495 0,945 0,856 0,469 0,876

70




4. Resultados

Tabla 11. Asociacion entre la exposicidén a ITH elevado en las distintas etapas de la gestacidn y
el estado de metilacion de distintas posiciones CpG (CpG8 a CpG13) dentro de la region
promotora del REB. Se detalla la significancia (p) y coeficiente de asociacién (B, en rojo cuando
es negativa). Para asociaciones significativas (p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10;

celda amarilla).

Variable de salida Met Met Met Met Met Met
CpG8 CpG9 CpG10 CpG11 CpG12 | CpG13

Variable de entrada p p p B p B p p
Promedio ITH Gestacion 0,454 0,406 0,268 0,197 0,859 0,716
% Dias ITH Alto Gestacién 0,341 0,811 0,206 0,395 0,888 0,799
Promedio ITH P1 0,898 0,668 0,559 0,702 0,291 0,657
% Dias Totales ITH Alto P1 0,55 0,468 0,791 0,757 0,364 0,666
indice exposiciéon P1 0,344 0,939 0,527 0,396 0,575 0,842
Promedio ITH P2 0,657 0,371 0,212 0,704 0,351 0,524
% Dias Totales ITH Alto P2 0,735 0,384 0,233 0,755 0,334 0,564
indice exposicién P2 0,444 0,833 0,031 -1,1 0,331 0,635 0,855
Promedio ITH T1 0,84 0,518 0,282 0,762 0,258 0,444
% Dias Totales ITH Alto T1 0,667 0,319 0,332 0,532 0,38 0,632
indice exposicion T1 0,531 0,355 0,62 0,615 0,798 0,845
Promedio ITH T2 0,633 0,775 0,355 0,133 0,927 0,634
% Dias Totales ITH Alto T2 0,421 0,745 0,28 0,143 0,853 0,885
fndice exposicion T2 0,437 0,602 0,705 0,016 0,799 0,399 0,461
Promedio ITH T3 0,669 0,337 0,31 0,997 0,335 0,567
% Dias Totales ITH Alto T3 0,736 0,452 0,448 0,866 0,306 0,639
fndice exposicion T3 0,173 0,5 0,254 0,869 0,195 0,568

4.3.3. Expresion proteica del receptor de estrogenos (a y B) y progesterona

Se detectd la presencia de ambos subtipos del receptor de estrégenos y el recepor de

progesterona en el nucleo y citoplasma de las células de la granulosa y de la teca

interna del foliculo preovulatorio.
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Figura 13. Imagenes representativas de inmunomarcacién en foliculos preovulatorios. A) REa
(Receptor de Estrégenos alfa); B) REB (Receptor de Estrogenos beta); C) RP (Receptor de
progesterona); D) Control negativo. G (granulosa), T (teca). Barra = 25um.

En la tabla 12 se muestra la asociacidon entre variables de exposicién a ITH elevado
(variables de entrada) y la expresidn proteica de los REa, REB y el RP en el nucleo de
las células de la granulosa y la teca (variables de salida). Segun la distribucidon de
frecuencias, para ambas isoformas del receptor de estrégenos y el receptor de
progesterona en células de la teca se ultilizé una funcion de enlace Gamma y para la
expresion del receptor de progesterona en células de la granulosa su utilizé la funciéon

de enlace Normal.

Se observé una tendencia de asociacidén positiva entre la expresion del REa en células
de la granulosa y el indice de exposicidn a estrés por calor durante P1 (p=0,07; >0). En
las células de la teca se pudo evidenciar una asociacién positiva entre la expresién del
REa y el porcentaje de dias con valores de ITH elevados durante la totalidad de la
gestacion (p<0,05; B>0). Se observd lo mismo entre el indice de exposicién a estrés

calérico durante P1. Esto podria indicar que a medida que aumentd el porcentaje de
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dias con valores de ITH elevados durante toda la gestacion, la expresion de REa en
células de la teca se incrementd. La misma interpretacién corresponde para la
asociacién existente con el indice de exposicion a estrés por calor en el primer periodo

de gestacion.

En cuanto al REPB, se pudo determinar una asociacion negativa entre la expresién del
receptor en ambos tipos celulares y las variables de ITH correspondientes a P1 y al
primer trimestre de gestacion (p<0,05; B<0). Estos datos indicarian que, a una mayor
exposicién a ITH elevado durante la gestacion, la expresion de REB en ambos tipos
celulares disminuye en la edad adulta. También se evidencidé una asociacidn positiva
entre la expresidon de REB vy las variables de entrada pertenecientes a P2 y al tercer
trimestre de gestacion (p<0,05; B>0), lo que indicaria que conforme la exposicién
aumenté durante las fases mencionadas, la expresion proteica de REB aumenté en la

vida adulta (Tabla 12).
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Tabla 12. Asociacién entre la exposicidn a estrés por calor en distintas etapas de la gestacién y
la expresion proteica de REa, REB y RP en células de la granulosa (G) y de la teca interna (TI).
Se detalla la significancia (p) y coeficiente de asociacion (B, en rojo cuando es negativa). Para
asociaciones significativas (p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10; celda amarilla).

Variable de
. REa-G REa-TI REB-G REB-TI RP -G RP-TI
salida
Variable de
B
I p B p B p p B p p B
Promedio ITH
., 0,535 0,156 0,305 0,377 396 0,437
Gestacion
% Dias ITH Alto
° ., 0,429 0,036 0,047 | 0,397 0,852 0,637 0,335
Gestacion
Promedio ITH
By 0,271 0,296 0,001 -0,099 |[<0,001 -0,224| 0,778 | 0,711
% Dias Totales
° 0,28 0,266 0,001 -0,025 |<0,001 -0,056| 0,801 0,998
ITH Alto P1
indice
0,071 0,093 | 0,003 0,268 | 0,002 -0,195 |<0,001 -0,409 | 0,959 0,525
exposicion P1
Promedio ITH
P2 0,508 0,807 0,017 0,065 |<0,001 0,16 0,793 0,198
% Dias Totales
° 0,605 0,917 0,018 0,017 |<0,001 0,044 0,933 0,194
ITH Alto P2
indice
0,346 0,956 0,049 0,109 | 0,001 0,295 | 0,767 | 0,023 0,17
exposicion P2
Promedio ITH
1 0,323 0,589 0,003 -0,069 |<0,001 -0,163 | 0,934 | 0,227
% Dias Totales
° 0,391 0,712 0,011 -0,015 |<0,001 -0,037 | 0,996 0,175
ITH Alto T1
indice
0,773 0,847 0,014 -0,1251| 0,006 -0,27 0,952 0,935
exposicion T1
Promedio ITH
T 0,587 0,142 0,235 0,256 0,289 0,399
% Dias Totales
° 0,871 0,206 0,137 0,134 0,388 0,136
ITH Alto T2
indice
., 0,819 0,175 0,348 0,163 0,571 0,255
exposicion T2
Promedio ITH
13 0,489 0,733 0,009 0,064 |<0,001 0,154 0,998 0,35
% Dias Totales
° 0,706 0,898 0,006 0,017 |[<0,001 0,041 | 0,774 | 0,62
ITH Alto T3
indice
0,524 0,766 0,009 0,125 [<0,001 0,308 | 0,914 | 0,271
exposicion T3

Con respecto al RP, no se observaron asociaciones significativas entre su expresién en

células de la granulosa y las variables de entrada relacionadas al estrés caldrico. La

expresion proteica en células de la teca evidencid una asociacion positiva con el indice

de exposicidn a estrés por calor durante P2 (p<0,05; B>0). Dicho resultado refiere que,
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a mayor indice de exposicidon a valores de ITH elevados durante el segundo periodo
gestacional, corresponde un aumento en la expresion proteica de RP en células de la

teca del foliculo preovulatorio en la etapa de adultez.

4.4 EXPRESION PROTEICA DE LAS PROTEINAS CORREGULADORAS

4.4.1 Coactivadores

Se detectd la presencia de SRC-1 en células de la granulosa y de la teca interna en los
foliculos preovulatorios analizados (Figura 19).
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Figura 19. Imagen representativa de inmunomarcacion en foliculo preovulatorio para SRC-1

(A). (Steroid receptor coactivtor; coactivador). Control Negativo (B) G (granulosa), T (teca).
Barra=25um.

En la tabla 13 se muestra la asociacidn entre las variables relativas al estrés por calor
con la expresion de SRC-1. Segun la distribucion de frecuencias, para la expresién del
mismo en células de la granulosa se utilizé una funcién de enlace Normal, mientras

gue para su expresion en células de la teca se utilizé la funcion Gamma.
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Tabla 13. Asociacidn entre la exposicion a ITH elevado en distintas etapas de la gestacion y la
expresion proteica de SRC-1 en células de la granulosa y de la teca. Se detalla la significancia
(p) y coeficiente de asociacion (B, en rojo cuando es negativa). Para asociaciones significativas
(p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10; celda amarilla).

Variable de salida SRC-1 granulosa SRC-1 teca
Variable de entrada P p B
Promedio ITH Gestacion 0,964 0,913
% Dias ITH Alto Gestacion 0,578 0,826
Promedio ITH P1 0,836 0,104 -0,049
% Dias Totales ITH Alto P1 0,714 0,123
indice exposicién P1 0,574 0,54
Promedio ITH P2 0,867 0,115
% Dias Totales ITH Alto P2 0,971 0,084 0,01
indice exposicion P2 0,514 0,084 0,08
Promedio ITH T1 0,837 0,069 -0,041
% Dias Totales ITH Alto T1 0,543 0,089 -0,009
indice exposicién T1 0,402 0,179
Promedio ITH T2 0,926 0,983
% Dias Totales ITH Alto T2 0,909 0,952
indice exposicién T2 0,624 0,438
Promedio ITH T3 0,836 0,104 0,036
% Dias Totales ITH Alto T3 0,987 0,088 0,01
indice exposicién T3 0,681 0,202

Para SRC-1 no se identificaron asociaciones significativas entre su expresion en células
de la granulosa de foliculos preovulatorios en la edad adulta y las variables de entrada

relativas al estrés térmico.

En células de la teca se determiné una tendencia de asociacién negativa entre la
expresion de SRC-1 y el promedio de valores de ITH durante P1 (p=0,1; B<0). Asi
también, se identificd una tendencia de asociacidon negativa entre la expresion proteica
de este coactivador y el promedio de valores de ITH, asi como con el porcentaje de
dias con valores de ITH elevados en el primer trimestre de gestacion (0,05<p<0,1; B<0).
Esto podria indicar que, una mayor cantidad de dias expuestos a ITH elevados, tanto
en el primer periodo como en el primer trimestre de gestacion, se reflejaria en una
disminucion en la expresién de este corregulador en las hijas durante la vida adulta.
Por otro lado, se evidencié una tendencia de asociacién positiva entre la expresién

proteica de SRC-1 vy las variables relativas al ITH elevado tanto en el P2 como en tercer
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trimestre de gestacion (0,05<p<0,1; B>0). Contrariamente, esto podria sefialar que a
mayor exposicién a valores de ITH elevados durante la gestacion, la expresidn proteica

de SRC-1 podria ser mayor en la adultez.

4.4.2 Correpresores

Los correpresores RIP-140, LCoR, REA y SMRT, fueron detectados en las células de la
granulosa y de la teca interna de los foliculos preovulatorios (Figura 20). Segun la
distribucién de frecuencias, para la expresion de RIP-140 y REA en células de la
granulosa se utilizd una funcién de enlace Normal, mientras que para la expresion de
RIP-140 (teca), REA (teca), LCoR y SMRT (granulosa y teca) se utilizé una funcién de

enlace Gamma.

Figura 14. Imagenes representativas de inmunomarcacion en foliculos preovulatorios. A) RIP-
140 (Receptor interacting protein 140; correpresor); B) LCoR (Ligand dependent corepressor;
correpresor); C) REA (Repressor of estrogen receptor activity, correpresor); D) SMRT (Silencing
mediator of retinoid and thyroid hormone receptor; correpresor); G (granulosa), T (teca).
Barra=25um.
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En las tablas 14 y 15 se muestra la asociacion entre las variables de estrés calérico y la
expresion de los diferentes correpresores, en distintos momentos de la vida

intrauterina.

Tabla 14. Asociacién entre la exposicidn a estrés por calor en distintas etapas de la gestacién y
la expresidn proteica de RIP-140 y LCoR en células de la granulosa (G) y de la teca interna (TI).
Se detalla la significancia (p) y coeficiente de asociacién (3, en rojo cuando es negativa). Para
asociaciones significativas (p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10; celda amarilla).

Variable de salida RIP-140 - G RIP-140 - Tl LCoR -G LCoR - TI
Variable de entrada p B p B p p B
Promedio ITH Gestacion 0,642 0,781 0,813 0,346
% Dias ITH Alto Gestacion | 0,272 0,563 0,703 0,1 0,058
Promedio ITH P1 0,046 -0,433 0,001 -0,039 0,493 0,08 -0,088
% Dias Totales ITH Alto P1 | 0,012 -0,136 0,001 -0,034 0,784 0,148
indice exposicién P1 0,07 -0,906 0,003 -0,255 0,712 0,776
Promedio ITH P2 0,274 <0,001 0,137 0,694 0,026 0,087
% Dias Totales ITH Alto P2 | 0,414 0,003 0,028 0,666 0,019 0,023
indice exposicién P2 0,09 0,539 <0,001 0,335 0,375 0,005 0,203
Promedio ITH T1 0,138 <0,001 -0,13 0,526 0,022 -0,086
% Dias Totales ITH Alto T1 [ 0,013 -0,096 <0,001 -0,037 0,825 0,034 -0,019
indice exposicién T1 0,004 -0,904 <0,001 -0,234 0,343 0,008 -0,178
Promedio ITH T2 0,49 0,588 0,943 0,453
% Dias Totales ITH Alto T2 | 0,946 0,86 0,933 0,407
indice exposicion T2 0,637 0,604 0,624 0,535
Promedio ITH T3 0,186 <0,001 0,132 0,754 0,048 0,073
% Dias Totales ITH Alto T3 [ 0,446 0,004 0,023 0,586 0,041 0,018
indice exposicién T3 0,37 0,001 0,021 0,77 0,131

En lo referente a RIP140, se observé una asociacién negativa entre su expresién en
células de la granulosa y el promedio de valores de ITH como también con el
porcentaje de dias con ITH elevado durante el P1 de vida fetal (p<0,05; B<0). Ademas,
se observd una tendencia de asociaciéon negativa con el indice de exposicidn a estrés
térmico en la misma etapa (p=0,07). Esto indicaria que una mayor exposicién a altos
ITH en el primer periodo gestacion afectaria de manera negativa la expresidén de este
correpresor en las células de la granulosa en la vida adulta. También se determiné una
tendencia de asociacién positiva respecto al indice de exposicion a valores elevados de
ITH en P2 (p=0,09; 3>0).
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Al analizar por trimestres, pudimos observar una asociacién negativa entre la
expresion de RIP140 y el porcentaje de dias con ITH elevado y también con el indice de
exposicidén a estrés por calor durante el primer trimestre de gestacién (p<0,05; f<0).
Con respecto a lo que sucede en células de la teca, los resultados indicaron que existe
una asociacion negativa tanto entre la expresion de RIP140 y las variables de entrada
correspondientes al primer periodo (0-150 dias) como con las variables relativas al
primer trimestre de gestacion (p<0,05; B<0). De manera similar, se determind una
asociacién positiva (p<0,05; B>0) entre la expresidon del corregulador y todas las
variables pertenecientes tanto al segundo periodo (151 dias-nacimiento). De lo
anteriormente expuesto podemos decir que en la medida en que las madres
estuvieron expuestas a estrés por calor durante la gestacidon en el transcurso del
primer periodo (0-150 dias) y, particularmente en el primer trimestre, sus hijas
presentaron una menor expresion proteica de RIP140 en el foliculo preovulatorio en su
vida adulta, tanto en células de la granulosa como de la teca. Sin embargo, si la
exposicién fue durante el segundo periodo de la gestacidon y particularmente en en
tercer trimestre la asociacion fue positiva, es decir que el corregulador aumentd la

expresion en las hijas en la etapa adulta (tabla 14).

En relacién con LCoR, no se observaron asociaciones significativas entre su expresion
en células de la granulosa y las variables referentes a estrés caldrico durante la
gestacion de las madres. En células de la teca se pudo detectar una tendencia de
asociacion positiva entre la expresion proteica de LCoR en la vida adulta y el
porcentaje de dias con valores de ITH elevados durante toda la gestacion (p=0,1; $>0).
Se observo una tendencia de asociacidén negativa entre la expresion del corregulador y
el promedio de valores de ITH durante el primer periodo de gestacion (0-150 dias)
(p=0,08; B<0). Se detecté ademds una asociacidén negativa entre la expresion de LCoR y
todas las variables relativas al estrés pertenecientes al primer trimestre de gestacién
(p<0,05; B<0). Esto indicaria que una mayor exposicidon a estrés por calor en el primer
trimestre de gestacion, podria disminuir la expresién proteica de LCoR en células de a
teca del foliculo preovulatorio en la edad adulta del individuo. Se determind una
asociacion positiva entre la expresién proteica de este corregulador en la vida adulta,

con todas las variables relativas al estrés por calor correspondientes al segundo
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periodo de gestacién (p<0,05; B>0). Esto indicaria que la mayor exposicién a estrés
calérico durante el segundo periodo gestacional, resultaria en un aumento en la
expresion de LCoR en las células de la teca de los foliculos preovulatorios de las hijas
en la adultez. Asimismo, observamos una asociacién positiva entre la expresion
proteica de este corregulador en células de la teca del foliculo preovulatorio en la vida
adulta y el promedio de valores de ITH en el tercer trimestre de gestacién (p<0,05;
B>0). De la misma forma ocurre con el porcentaje de dias con ITH elevado, en la misma
fase. Por lo que podemos inferir que aquellas hijas de vacas que durante el tercer
trimestre de gestacion sufrieron mayor exposicion a estrés por calor, presentaron un
aumento en la expresion proteica de LCoR en células de la teca del foliculo

preovulatorio en su adultez (tabla 14).

El andlisis de REA en células de la granulosa pudo evidenciar solo una tendencia de
asociacién positiva entre su expresion proteica y el porcentaje de dias con elevados
valores de ITH en el tercer trimestre de gestacion (p=0,06; B>0). En cambio, en células
de la teca, se determind una asociacidén positiva entre la expresion de REA y las
variables referentes a estrés por calor correspondientes tanto al segundo periodo (151
dias-nacimiento) como al tercer trimestre gestacional (p<0,05; B>0). Esto podria
indicar que aquellas hembras cuyas madres sufrieron mayor exposicion a estrés
térmico en estas etapas, al llegar a la vida adulta presentaron una mayor expresion
proteica de REA en células de la teca del foliculo preovulatorio. Por otra parte, también
se observd una tendencia de asociacidon negativa (B<0) entre la expresién de la
proteina correguladora y el promedio de valores de ITH (p=0,07) y con el porcentaje de

dias con ITH elevado (p=0,08) durante el primer trimestre de gestacién (tabla 15).
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Tabla 15. Asociaciéon entre la exposiciéon a estrés por calor en distintas etapas de vida
intrauterina y la expresidn proteica de REA y SMRT en células de la granulosa (G) y de la teca
interna (TI). Se detalla la significancia (p) y coeficiente de asociacién (B, en rojo cuando es
negativa). Para asociaciones significativas (p<0,05; celda verde) y tendencias (0,05<p<0,10;
celda amarilla).

Variable de salida REA - G REA - TI SMRT - G SMRT - TI
Variable de entrada p B p B p B p B
Promedio ITH Gestacién 0,826 0,421 0,324 0,494
% Dias ITH Alto Gestacién | 0,453 0,295 0,41 0,685
Promedio ITH P1 0,152 0,16 0,648 0,505
% Dias Totales ITH Alto P1 | 0,231 0,23 0,816 0,457
indice exposicién P1 0,855 0,259 0,07 0,169 0,042 0,173
Promedio ITH P2 0,178 0,027 0,052 | 0,285 0,394
% Dias Totales ITH Alto P2 | 0,13 0,038 0,013 0,362 0,567
indice exposicién P2 0,453 0,054 0,098 0,436 0,364
Promedio ITH T1 0,209 0,07 -0,041 | 0,359 0,498
% Dias Totales ITH Alto T1 | 0,387 0,08 -0,01 0,705 0,436
indice exposicion T1 0,277 0,276 0,664 0,946
Promedio ITH T2 0,77 0,707 0,511 0,865
% Dias Totales ITH Alto T2 [ 0,652 0,595 0,47 0,62
indice exposicién T2 0,988 0,839 0,029 0,166 | 0,037 0,159
Promedio ITH T3 0,138 0,03 0,046 | 0,351 0,411
% Dias Totales ITH Alto T3 | 0,06 0,012 | 0,051 0,011 | 0,592 0,869
indice exposicién T3 0,122 0,014 0,102 0,029 -0,153 0,100 -0,108

En relaciéon a SMRT se observd una tendencia de asociacion positiva entre la expresion
de este corregulador en células de la granulosa y el indice de exposicién a estrés por
calor durante el P1 de gestacién (p=0,07; B>0). De manera similar se observd una
asociacion positiva en las células de la teca (p<0,05). Esto significa que cuando el indice
de exposicion a estrés por calor en el primer periodo de la gestacion fue mayor, la
expresion de SMRT en células de la teca en los foliculos preovulatorios en la hija fue
mayor. También se detectd una asociacidn positiva entre la expresion de SMRT y el
indice de exposicidn a estrés calérico durante el segundo trimestre de gestacién, en
ambas poblaciones celulares (granulosa y teca) (p<0,05; B>0). Esto podria indicar que a
mayor indice de exposicién a elevados valores de ITH durante esta etapa, la expresion
proteica del corregulador en el foliculo preovulatorio en la adultez se veria

incrementado. Ademds, se pudo determinar una asociacion positiva entre la expresién
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de SMRT en células de la granulosa y el indice de exposicion a estrés por calor durante
el tercer trimestre gestacional (p<0,05; B>0). Esto significaria que en la medida que la
exposicidon a elevados ITH en dicha fase fue mayor la expresidén proteica de SMRT en la
vida adulta se vio incrementada. En células de la teca en cambio solo se observd una

tendencia de asociacion (p=0,1).
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5. Discusion

El estrés por calor es una condicion que afecta al ganado bovino produciendo un
impacto negativo en la productividad y reproduccién, lo que se traduce directamente
en pérdidas econdmicas (St-Pierre y col., 2003; Ferreira y col., 2016; Tao y col., 2019).
En lo referente a la produccidn, en vacas lecheras, el estrés calérico genera una
disminucion en la ingestion de materia seca por parte del animal que causa una
reduccion de la disponibilidad de nutrientes necesarios para la sintesis lactea y la
gestacion (West, 2003; Rhoads y col., 2009). En cuanto a la reproduccién, se sabe que
el estrés térmico reduce tanto la duracién como la manifestacion del estro (Orihuela,
2000), disminuye las tasas de concepcion (De Rensis y Scaramuzzi, 2003), la calidad del
ovocito (Roth y col., 2001) y aumenta las pérdidas embrionarias (Silanikove, 2000). En
esta tesis, evaluamos si el estrés caldrico durante la prefiez podria afectar parametros
reproductivos tales como el RFA y niveles hormonales, asi como la expresion y

regulacion de receptores de hormonas esteroides en la vida adulta de la progenie.

El ganado bovino de la cuenca lechera santafesina se encuentra expuesto a altas
temperaturas combinadas con elevada humedad no solo en los meses estivales, sino a
fines de primavera y principios de otofio. Es asi que cuando se evalud la exposicion a
elevados ITH durante la gestacidon en este trabajo, se pudo observar que todas las
madres estuvieron expuestas en algln periodo de la gestacién a valores elevados de

ITH.

Existen estudios en humanos y en otras especies que indican que el estrés prenatal
puede tener un impacto en la salud durante la vida adulta (Bruin y col., 2010; Evans y
col., 2012; Mossa y col., 2013; Govindaraj y col., 2017). Ademas, ha sido previamente
analizada la repercusién negativa del estrés caldrico sobre la reproduccién en bovinos
(Akbarinejad y col., 2017; Tao y col., 2019). Los resultados obtenidos en este trabajo de
tesis buscan contribuir al conocimiento de la influencia del estrés por calor durante el

desarrollo de bovinos en los pardmetros reproductivos.
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5.1 INFLUENCIA DEL ESTRES CALORICO SOBRE LA PROGRAMACION FETAL DE
PARAMETROS DE FERTILIDAD

Durante el periodo prenatal, el genoma de un individuo se programa para expresar un
conjunto apropiado de genes en tejidos particulares en momentos especificos de su
vida. Sin embargo, en respuesta a estimulos o sefiales del ambiente, dicha expresiéon
puede verse alterada ocasionando cambios que pueden generar un impacto a largo
plazo en la adultez. Como se ha mencionado, el estrés por calor es uno de los factores
gue podria inducir la programacién fetal debido a la exposicion a elevadas
temperaturas que sufren las vacas lecheras durante la prefiez (Hansen 2009;
Wolfenson vy col., 2000; Dahl y col., 2019; Huber y col., 2020; Ouellet y col., 2020;
Sammad y col., 2020; Liu y col., 2020).

Los resultados de esta tesis mostraron una tendencia de asociacidon negativa entre las
variables relativas al estrés por calor y el RFA de las hijas durante los primeros 150 dias
de gestacion de las madres. Esto indicaria que existe una tendencia a tener un menor
recuento de foliculos antrales en aquellos animales con una mayor exposicién en los
primeros 150 dias de gestacion. En rumiantes, asi como en humanos y otros
mamiferos, la reserva folicular ovarica se establece durante la vida fetal y determina la
cantidad de foliculos antrales presentes en el ovario (Fortune y col., 2013; Monniaux y
col., 2014). La exposicion de una hembra gestante a condiciones adversas como el
estrés por calor, podria tener un impacto a nivel del desarrollo ovarico fetal durante la
proliferaciéon de ovogonias y consecuentemente sobre la reserva folicular en el animal
adulto. En un trabajo realizado de manera paralela a esta tesis por nuestro grupo de
trabajo, se analizé una base de datos con alrededor de 11000 vacas, de 43 tambos de
la zona, y se pudo observar que el estrés caldérico durante los primeros meses de
gestacion de las madres estd asociado negativamente a pardmetros reproductivos
como intervalo parto-concepcién e intervalo parto-primer servicio en las hijas (Recce y

col., enviado a evaluacion).

Se ha postulado que el RFA es un buen indicador de fertilidad en vacas lecheras en
relacién con distintos parametros relativos a la funcionalidad ovdarica y la eficiencia
reproductiva (Mossa y col., 2012; Ribeiro y col., 2014; Ireland y col., 2011), siendo

utilizado para clasificar a las hembras bovinas segin la cantidad de foliculos antrales
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iguales o mayores a 3 mm de didmetro presentes en los ovarios durante la etapa de
reclutamiento folicular, existiendo una asociacién positiva entre el nimero de foliculos
y diferentes parametros reproductivos (Ireland y col., 2011). Sin embargo, trabajos
realizados posteriormente determinaron que vacas con recuentos moderados-altos de
foliculos antrales presentaron una fertilidad subdptima y menor tiempo de vida
productiva dentro del rodeo en comparacién con hembras que tenian menor recuento
(Jimenez-Krassel y col., 2017). Estas discrepancias podrian deberse a diferencias en la
metodologia del recuento, ya que Jimenez-Krassel y col., (2017) usaron un método
diferente, similar al usado en el presente trabajo. Considerando el periodo donde se
establece la reserva folicular en bovinos, la exposicion a niveles elevados de ITH
durante el desarrollo temprano de las hembras podria repercutir negativamente sobre

el RFA y por ende en la fertilidad.

Por su parte, la AMH ha sido eficaz como herramienta para determinar de manera
indirecta la reserva folicular en bovinos (Ireland y col., 2008; Rico y col., 2009; Lahoz,
2014; Monniaux, 2011). Algunos trabajos han demostrado que existe una asociacién
positiva entre el RFA y la concentracion plasmatica de AMH en bovinos y otras especies
(Ireland y col., 2011; Evans y col., 2012). Ambos pardametros (concentracion de AMH y
RFA) son constantes y altamente repetibles dentro de un mismo individuo y muy
variable entre individuos (Ireland y col., 2008; Rico y col., 2009, 2011). En la presente
tesis no encontramos asociaciones entre la concentracion de AMH en liquido folicular
de foliculos preovulatorios con los indicadores de estrés caldrico durante el desarrollo
fetal. Con respecto a la determinacion de AMH en plasma no fue posible su andlisis
debido a que las concentraciones presentes fueron menores al limite de deteccidn de

la técnica utilizada.

El crecimiento, desarrollo y maduracién de los foliculos ovaricos es un proceso
fundamental para lograr una alta eficiencia reproductiva en bovinos. Para ello, es
esencial la formacién de un foliculo preovulatorio en la etapa de proestro con
capacidad para ovular y posteriormente desarrollar un cuerpo liteo, proceso que

dependerd de un equilibrado ambiente hormonal (Wiltbank y col., 2011)

Zachos y col. (2002) han demostrado que la reduccion de los niveles de estradiol sérico

materno y fetal en babuinos por un inhibidor de la aromatasa reduce
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significativamente el nimero de foliculos primordiales y primarios en los ovarios
fetales, aunque la pérdida se puede revertir, proporcionando la evidencia para la
hipdtesis de que la RE juega un papel importante durante la foliculogénesis temprana.
Britt y col. (2004) han informado hallazgos similares en ratones con la excepcién de
gue el tratamiento con estradiol no puede restaurar la foliculogénesis temprana (Yang

y col. 2004).

En la presente tesis encontramos asociaciones entre la concentracion plasmatica e
intrafolicular de las hormonas esteroideas, E2 y P4, en las hijas y los indicadores de
estrés caldrico en las madres. En relacidn con la concentracién plasmatica de P4 no se
encontrd asociacion con la exposicion a ITH elevado durante la gestacién. Sin embargo,
aquellos animales que tuvieron un indice de exposicién a valores elevados de ITH
durante el segundo trimestre de gestacién, presentaron una mayor concentracién
intrafolicular de progesterona en la etapa de proestro. En cuanto a los niveles de E2,
encontramos asociaciones entre el estrés caldrico durante la gestacion y los niveles
sistémicos e intraovdricos en la hija durante la adultez. A nivel sistémico pudo
determinarse que una mayor cantidad de dias de exposicion a ITH>72 durante el
primer trimestre de gestacion se asociaron con mayores niveles de E2 en el proestro.
Por otra parte, se determind una tendencia a la disminucion en las concentraciones
circulantes conforme aumenta el promedio de exposicidon a elevados ITH durante el
ultimo periodo gestacional (151 dias al nacimiento). En relacién a la concentracidn en
LF de foliculos preovulatorios, los niveles de E2 fueron menores en aquellas hijas de
hembras que sufrieron exposicion a un alto porcentaje de dias de estrés por calor
durante la gestacidon, sumado a que mayores valores de ITH en el mismo periodo
tuvieron una tendencia a causar el mismo cambio. En relacidén a la concentracién de
testosterona folicular, encontramos que el estrés calérico tuvo un efecto negativo

durante las ultimas etapas de la gestacidon sobre los niveles de dicha hormona.

Ha sido estudiado que el estrés por calor ocasiona celos silentes y alteraciones en la
secrecién hormonal en vacas (De Rensis y col., 2003; Collier y col., 2017; Tao y col.,
2019). Ademas, tiene efectos directos sobre la secrecion de gonadotrofinas que influye
en la sintesis hormonal en el foliculo (De Rensis y col., 2003). Ha sido propuesto que el

estrés por calor reduce la capacidad esteroidogénica de las células de la teca y la
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granulosa, lo que conduce a una disminucion de las concentraciones de estradiol en

sangre (De Rensis y col., 2015).

Bajo condiciones de estrés caldrico, los foliculos presentan una capacidad
esteroidogénica reducida caracterizada por una disminucion en la actividad aromatasa
por parte de las células de la granulosa y una disminucién en la concentracién de
estradiol en el foliculo dominante (Wolfenson y col., 1997; Bridges y col., 2005). Roth y
colaboradores (2001) reportaron un efecto retardado del estrés por calor sobre la
produccién de esteroides en foliculos preovulatorios bovinos una vez que el efecto
estresante habia cesado. Los efectos potencialmente adversos de la disminucién en la
produccién de E2 implican un impacto en la duracion e intensidad del estro, asi como
la supresion de la secrecién de LH, lo que sucesivamente puede alterar los eventos
involucrados en el proceso de ovulacién afectando la fertilidad (Wolfenson y col.,
2000; Roth y col., 2001; Roth y Wolfenson, 2016). Cerca del momento en que ocurre la
ovulacion el pico de LH induce un cambio de predominio de E2 a P4 en el LF de
foliculos preovulatorios (Dielman y col.,, 1983). Asimismo, podrian producirse
alteraciones en la retroalimentacion negativa en el eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario
traduciéndose en un impacto sobre la capacidad ovulatoria del foliculo preovulatorio,
al igual que sobre el pool de foliculos antrales del cual aquellos que llegan a estadios
ovulatorios son seleccionados (Hunter y col., 2004). En este sentido varios autores
reportaron que vacas con mastitis (Lavon y col., 2010, 2011) o con restriccidén
nutricional (Bossis y col., 1999, 2000; Mackey y col., 2000; Wolfenson y col., 2004;
Walsh y col., 2012) presentan una disminucion tanto en el pico preovulatorio de LH

como en la capacidad esteroidogénica folicular.

A estos efectos directos que ocurren en las hembras expuestas a un estresor, debemos
sumar los efectos indirectos sobre las crias, cuando las madres estuvieron expuestas a
esos estresores durante la gestacion. En este sentido, muchos estudios han reportado
efectos de la subnutricién o sobrenutricidon de las madres sobre la fertilidad de las hijas
(Evans y col., 2012; Mossa y col., 2013). Se han observado cambios en el desarrollo
gonadal y la expresién génica pituitario-gonadal en fetos bovinos de madres que
fueron restringidas nutricionalmente a en el segundo y tercer tercio de la gestacion

(Weller y col., 2016). Se determind ademas una menor expresion del gen FSHB en la
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pituitaria fetal en las hijas de vacas con aportes nutricionales restringidos que en la de
vacas con ingesta ad libitum, a los 199 y 268 dias de gestacién (Weller y col., 2016).
Estos autores también demostraron que los ovarios de fetos de vacas con ingesta ad
libitum tenian mayor expresién de P450arom, StAR, BMPR2, TGFBR1, GDF9, FSHR, Bax
y CASP3 que los de vacas con ingesta moderada, a los 199 y 268 dias de gestacion
(Weller y col., 2016). Ha sido demostrado que, en las ovejas, la desnutricién materna
retrasa el desarrollo folicular (Rae y col.,, 2001) y aumenta la expresién de genes
apoptéticos en el ovario fetal (Lea y col., 2006). Muchos estudios se han centrado en
las consecuencias de la desnutricion durante la preifez de las madres, en sus hijos
(Mossa y col., 2013). Estos estudios han enfatizado que las mayores consecuencias se
dan en las dultimas etapas de la gestacion, durante las cuales aumentan los
requerimientos nutricionales del feto. En este sentido, los requerimientos de
crecimiento de las crias se ven incrementados al final de la gestacién cuando se
produce el mayor crecimiento del feto. Sin embargo, se debe considerar que, en el
ganado bovino, tanto las génadas (ovarios y testiculos) como el eje hipotalamico-
pituitario se desarrollan precozmente, en el primer y segundo trimestre de gestacién, y
que cualquier alteracion en este periodo ldbil puede tener consecuencias en la
reproduccidon durante la vida adulta (Rhind y col., 2001; Monniaux y col., 2014). En
fetos de ambos sexos, el desarrollo del eje hipotaldmico-hipofisario y la sintesis
asociada de gonadotropinas son potencialmente sensibles a influencias nutricionales y
de otro tipo (Rhind y col., 2001). En este sentido debe considerarse que tanto las
gonadotrofinas como los esteroides intervienen en la regulacién de la esteroidogéneis
y el desarrollo ovarico y folicular fetal (Burkhart y col., 2010; Fortune y col., 2013). Los
cambios en la programacion fetal reportados podrian estar involucrados en las

alteraciones a nivel enddcrino de la progenie encontradas en este trabajo.

5.2 INFLUENCIA DEL ESTRES CALORICO SOBRE LA PROGRAMACION FETAL:
EXPRESION GENICA DE LOS RECEPTORES DE HORMONAS ESTEROIDES EN LOS
FOLICULOS PREOVULATORIOS Y SU REGULACION EPIGENETICA

En los mamiferos, los ovarios son drganos muy dinamicos que presentan cambios

ciclicos para cumplir con los procesos de maduracion folicular, ovulacién, formacién
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del cuerpo IUteo y, en ausencia de prefiez, la regresién del cuerpo Iiteo (Van Den
Broeck y col.,, 2002). Como se menciond anteriormente, los esteroides estdn
involucrados en distintos procesos relacionados a la fertilidad en la hembra, en
distintos tejidos, inclusive los foliculos ovaricos (Drummond y col., 2002; Brosens y col.,
2004; Fuentes y Silveyra 2019). La regulacion de la expresion de los receptores de
hormonas esteroideas esta a cargo de las gonadotrofinas, asi como de otras hormonas
y factores de crecimiento (Byers y col., 1997). Ademads, las mismas hormonas
esteroideas pueden regular positiva o negativamente sus propios receptores
(Drummond y col., 1999; Beato y Klug, 2000; Brosens y col., 2004). La ubicacion de los
receptores de hormonas esteroides dentro de los foliculos ovaricos ha sido
demostrada previamente en varias especies incluyendo a los bovinos (D’haeseleer y
col., 2005). Algunos autores mencionan que, en los foliculos ovaricos bovinos, la
expresion de ARNm del RE en células de la granulosa decrece a medida que se
incrementa el tamafio folicular (Manikkam y col., 2001), mientras que otros indican
que dicha expresion aumenta en foliculos completamente diferenciados en
comparacion con foliculos subordinados entre los dias 2 y 3,5 del ciclo estral (Evans y
col., 2004). Un estudio previo en nuestro laboratorio, ha evidenciado que la expresiéon
génica de REP en células de la granulosa aumenté en foliculos antrales grandes
respecto a foliculos de menor desarrollo, mientras que en céulas de la teca se
evidenciaron niveles similares en foliculos sanos (Alfaro y col., 2012). En este sentido,
en esta tesis se ha logrado identificar expresién génica de RE en todos los foliculos
preovulatorios evaluados de hembras gestadas bajo estrés térmico. Por su parte,
algunos autores observaron que la expresion de ARNm del REa. se vio incrementada en
la teca interna durante las etapas finales de crecimiento folicular sin observarse un
incremento en las células de la granulosa (Schams y Berisha, 2002; Ozdemir y Comakli,
2018), mientras que sus niveles disminuyen en el cuerpo luteo (Van Den Broeck y col.,
2002; Ozdemir y Comakli, 2018). Sin embargo, otros estudios indicaron niveles
similares de este receptor en células de la teca de foliculos sanos, mientras que se
evidencido un aumento en la expresion génica en células de la granulosa de foliculos
antrales grandes respecto a los de menor tamafo (Alfaro ycol., 2012). Peruffo y col.
(2011) caracterizaron la expresion y localizacion de los RE en la corteza frontal de fetos

bovinos. Mas recientemente, Panin y col. (2014) describieron la expresion de ARNm de
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ambos subtipos de receptores y su correlacién a lo largo del periodo gestacional,
observando que sus niveles se incrementan de manera significativa hacia las etapas
finales de la gestacion en el hipotalamo bovino, lo cual sugiere que el estradiol
participa directamente en la regulacién de la diferenciacidn cerebral sexual de la
hembra (Bakker y Brock, 2010; Brock y col., 2011; Peruffo y col., 2008b) y el control
central del comportamiento reproductivo a nivel del hipotalamo (Pfaff y col., 2000).
Algunos estudios en ratones sometidos a contaminantes ambientales, han demostrado
expresion diferencial de REa y la metilaciéon del promotor Esrl (Bhandari y col., 2019).
Estos resultados indicarian que exposiciones a contaminantes ambientales causan
alteraciones transcripcionales y epigenéticas en la expresién de los receptores de
estrogenos en el desarrollo de la préstata y la espermatogénesis (Bhandariy col., 2019,
Liu y col.,, 2019). En humanos, algunos estudios sugieren que REB se inactiva
principalmente a través de la metilaciéon aberrante del ADN desempeinando un papel
importante en la patogenia del cancer de ovario (Suzuki y col., 2008). Por otro lado,
otros estudios sugieren que la exposicion transitoria a sustancias quimicas que alteran
el sistema endocrino durante el desarrollo fetal y neonatal afecta la funcién ovarica
adulta a través de patrones de metilacién alterados (Zama y Uzumcu, 2009). En este
trabajo no se hallaron asociaciones entre las variables de estrés por calor y la
expresion génica de los REa y REB. Sin embargo, se observaron asociaciones entre el
estrés por calor y el porcentaje de metilacién de sitios CpG ubicados en la regién
promotora de dichos receptores. Esto indicaria que la expresidn génica de estos podria
estar alterada debido a la variacion en los patrones de metilacién en su regidn
promotora o a la asociacion entre el ADN y las diferentes proteinas correguladoras.
Durante el primer periodo de gestaciéon (primeros 150 dias) se evidencid una
asociacion positiva entre las variables de estrés por calor y el grado de metilacién de
algunos sitios CpG (CpG2, CpG6 y CpG9) de la region 5’'UTR del REa, indicando que, a
mayor exposicion a ITH>72, mayor es el porcentaje de metilacion en esa area. Por otro
lado, se evidencié una asociacién negativa en el tercer trimestre de gestacion, en
donde a mayor exposicion a estrés por calor, el grado de metilacidon de ciertas CpG
(CpG2, CpG3 y CpG5) dentro de la region 5’UTR fue menor. Sin embargo, se destaca
una asociacién negativa entre el indice de exposicion a estrés caldrico durante el

primer periodo de gestacién y un sitio CpG ubicado a 511pb corriente arriba (CpG 15).
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Esto podria indicar que el estado de metilacién podria ser reversible y las posibles
variaciones en la expresion proteica del REa podrian deberse a estos cambios en los
patrones de metilacion. Por el contrario, en la region 5’UTR del REB se encontrd una
asociacién negativa entre las variables relativas a estrés por calor durante el segundo
periodo de gestacidn y el porcentaje de metilacion de la CpG10 en la regiéon 5'UTR. Sin
embargo, especificamente en el segundo trimestre pudo determinarse una asociacién
negativa con el porcentaje de metilacion de la CpG5 y una asociacidén positiva para la
CpG11. Dichos resultados sugeririan que estos sitios CpG podrian tener funciones
diferenciales dentro de esta regién, funcionando como activadores o represores de la

expresion de dichos receptores.

Con respecto a la progesterona, en este trabajo, se hallé una asociacién positiva entre
el indice de exposicidon a estrés por calor durante el segundo trimestre gestacional y los
niveles relativos de ARNm del RP, indicando una mayor expresion génica en relacién a
una mayor exposicion en esa etapa. Como se menciond con anterioridad, la P4 ejerce
sus efectos fisioldgicos a través de mecanismos tanto gendmicos como no gendmicos y
es mediante los primeros que la hormona actua sobre las células diana, influyendo en
procesos tales como la ovulacion, la implantacion embrionaria y el mantenimiento de
la prefiez (Graham y Clark, 1997; Ogle y col., 1998; Rekawiecki y col., 2018). También
se ha mencionado que el RP se presenta en dos isoformas principales (RP-A y RP-B)
denotando la complejidad de los procesos intracelulares en los que participan,
dependiendo del contexto promotor y tipo celular (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo,
2000; Jo y col., 2002; Fang y col., 2002; Brosens, 2004). En bovinos, los mayores niveles
de ARNm de RP-A y RP-B se han observado al inicio del ciclo estral (Rekawiecki y col.,
2018). Por su parte, en células de la granulosa bovinas se evidenciaron niveles
similares de PR total y PR-B en foliculos sanos de diferentes tamafios (Alfaro y col.,
2012). Aunque es evidente una asociacién entre la expresién génica del RP en la pared
de foliculos preovulatorios en animales adultos y el indice de exposicidon a estrés por
calor en el segundo trimestre de gestacién, no se detectd asociacién entre las variables
relativas a estrés calérico y la expresion proteica del RP en células de la granulosa. Por
el contrario, en células de la teca se encontré una asociacion entre la expresién de este

receptor y el indice de exposicidon a estrés térmico en el segundo periodo (151 dias
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hasta el parto) de vida intrauterina. Es posible que estas diferencias sean debidas al
tipo de muestra usada en cada evaluacion (pared completa vs poblaciones separadas)
0 a cambios postranscripcionales. El proceso de metilacion podria representar un
mecanismo regulatorio adicional por el cual podrian existir diferencias celulares en el
nivel de expresion de ambas isoformas del RP (Rekawiecki y col., 2018). Asi, en
trabajos realizados en bovinos por estos Rekawiecki y col. (2018), se observé que un
elevado porcentaje de metilacion en la region promotora de la isoforma RP-A
intervendria en la actividad inhibitoria del RP-A sobre el RP-B y, de esta manera, el
proceso de metilacion influiria en la regulacién de la accién de la P4 en el cuerpo luteo

y el endometrio (Rekawiecki y col., 2018).

5.3 INFLUENCIA DEL ESTRES CALORICO SOBRE LA PROGRAMACION FETAL:
EXPRESION PROTEICA DE LOS RECEPTORES DE HORMONAS ESTEROIDES EN LOS
FOLICULOS PREOVULATORIOS

En la evaluacion de la expresidn proteica de los receptores de esteroides (estrogenos y
progesterona) se determind la presencia de los mismos en ambas poblaciones
celulares (granulosa y teca) de la pared de los foliculos preovulatorios de los animales
estudiados. En este sentido, en estudios previos se reporté la presencia y expresiéon de
estas moléculas en células de la granulosa y de la teca en diferentes estructuras del
ovario bovino y de otras especies (Schams y Berisha, 2002; Van Den Broeck y col.,
2002; Amrozi y col., 2004; D’'Haeseleer y col., 2006; Salvetti y col., 2007, 2009, 2012;
Ortega y col., 2009; Zurvarra y col., 2009; Alfaro y col., 2012).

Los esteroides sexuales juegan un rol importante en el crecimiento y diferenciacién de
los tejidos reproductivos y en el mantenimiento de la fertilidad (Drummond, 2006). No
sélo actuan de manera enddcrina en tejidos distantes al ovario, sino que, ademas lo
hacen de forma paracrina/autocrina dentro de los foliculos o el cuerpo liteo (Berisha y
col., 2002; Quirk y col., 2006). Los efectos biolégicos del 17B-estradiol estan mediados
por los receptores de estrégenos (RE) a y B a los cuales se une con alta afinidad
(Nilsson y Skinner, 2001; Bjornstrom vy Sjoberg, 2005). Si bien ambos receptores

comparten caracteristicas funcionales, los mecanismos moleculares que regulan su
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actividad transcripcional y su localizacion tisular difieren entre si (Kuiper y col., 1996;
Wang vy col., 2000). Inicialmente se determind, en muchas especies, que el REa se
expresa mayormente en células de la teca, mientras que el REB lo hace principalmente
en células de la granulosa (Amrozi y col., 2004; Berisha y col., 2002; D’Haeseleer y col.,
2006; Van Den Broeck y col., 2002). Sin embargo, estudios posteriores demostraron
una coexpresidon de ambos subtipos en las células de los foliculos ovaricos bovinos
(Salvetti y col., 2012). La coexpresion es necesaria para el correcto funcionamiento
ovarico (Yang y col., 2002) y el normal desarrollo del foliculo dominante en bovinos

(Rovaniy col., 2014).

La influencia del estrés por calor durante la gestacion tuvo un impacto positivo sobre la
expresion proteica del REa en células de la teca de los animales en estudio,
destacandose este efecto en las hembras que estuvieron expuestas durante el primer
periodo de gestacion (0-150 dias), y una tendencia de asociacién positiva sobre la
expresion del REa en células de la granulosa en el mismo periodo. Para el REB, la
asociacién con las variables de estrés por calor fue negativa, observdndose una
disminucion en su expresién, tanto en células de la granulosa como de la teca de
ovarios de hembras adultas que tuvieron cuyas madres estuvieron expuestas a ITH
elevado durante la primera etapa de gestacidon. Del mismo modo, se observd una
asociacion positiva entre la expresiéon del REB en ambas poblaciones celulares
(granulosa y teca) y la exposicién a altas temperaturas en el segundo periodo de
gestacion (151 dias hasta el nacimiento). Durante los procesos fisioldgicos, la expresion
y los mecanismos de sefializacion de ambos receptores son complejos y posiblemente
manifiestan acciones redundantes, independientes, sinérgicas y/o antagonistas
(Prossnitz y Barton, 2011). Como resultado, alteraciones en el complejo estrégenos-
receptores-enzimas relacionadas pueden producir modificaciones a nivel reproductivo
y enddcrino, como pudo observarse en trabajos previos en ovarios de diferentes
especies en modelos experimentales y en vacas con Enfermedad Quistica Ovarica
(Salvetti y col., 2007, 2009; Ortega y col., 2009; Zurvarra y col., 2009; Alfaro y col.,
2012; Salvetti col., 2012). Un estudio en cabras demostrd que el estrés por calor altera
la expresion de genes relacionados con la actividad reproductiva a nivel uterino, entre

estos el ERa, lo que podria ser un indicio de una reduccién de la eficiencia reproductiva
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(Amitha y col., 2019). Estos resultados coinciden con lo evaluado en esta tesis, donde
se pudo evidenciar la modificacién en la expresidon proteica de los receptores de

hormonas esteroides por influencia de factores ambientales durante la gestacion.

Se ha demostrado que el REB juega un papel fundamental en la fertilidad en ratas
(Rumi y col., 2017; Vincentaben Khristi y col., 2018) y ratones mutantes hembras,
donde la deplecion del REB resulta en una menor respuesta de células de la granulosa
a las gonadotropinas (Deroo y col., 2009; Rodriguez y col., 2010), menor produccién de
estrégenos (Emmen vy col., 2005; Couse y col., 2005), una asociacién con perjuicio
sobre la maduracidn folicular (Hegele-Hartung y col., 2004; Woodruff y Mayo, 2005) y
una falla en la ovulacién (Vanderhyden, 2002; Couse y col., 2005; Binder y col., 2013;
Maneix y col., 2015). A su vez, se ha demostrado que el REB es regulado de manera
negativa por las gonadotropinas en células de la granulosa de foliculos preovulatorios
(Byers y col., 1997). Asi, la disminucidn de la expresion de cofactores transcripcionales
especificos puede ser desencadenada por el pico de LH, siendo este un proceso
necesario para la diferenciacion de células de la granulosa en células luteales (Hlaing y
col., 2001). Teniendo en cuenta que la expresion de REB se detecta principalmente en
células de la granulosa, se podria inferir que la interaccién entre cofactores y el REB
podrian mediar efectos estrogénicos en dichas células (Hlaing y col., 2001). Si bien la
expresion del REa en ovario de muchas especies de mamiferos se ha detectado en las
células de la teca interna es importante resaltar que en el bovino ha sido detectada
con una expresion moderada e incluso elevada en las células de la granulosa
(Rosenfeld y col., 2001; Van Den Broeck y col., 2002b; Salvetti y col., 2012). En este
trabajo se ha detectado su expresién en células de la granulosa y de la teca interna de
manera similar. En este sentido, existe evidencia que indica que en algunas especies el
gen de REa se expresa en células de la granulosa cuando se aplica sobre ellas un
estimulo inductor de diferenciacidn (Yang y col., 2002). Incluso se ha reportado que el
REa se expresa en células de la granulosa y precursores de ovarios fetales bovinos, asi
como en células de la teca y estroma (Burkhart y col., 2010). Burkhart y col. (2010)
identificaron la presencia del REB y la enzima aromatasa citocromo P450 en ovarios
fetales bovinos de diferentes etapas, mostrando evidencia de la capacidad de sintesis

de E2 y la presencia de REa y REB para permitir la respuesta estrogénica en funcion del
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desarrollo ovarico y folicular durante el desarrollo intrauterino. Ademds, se ha
demostrado en hembras ovinas tratadas prenatalmente con testosterona, un
incremento en la expresiéon proteica de REa y REB, asi como del receptor de
andrégenos en células de la granulosa de foliculos antrales de las hijas a los 10 y 21
meses de edad, aportando evidencia de la programacién fetal de manera temprana
mediante cambios en la expresion de estos receptores (Ortega y col., 2009). En este
sentido, nuestros resultados podrian ser indicativos de que condiciones ambientales
adversas durante el desarrollo gestacional afectaria la expresion de ambos receptores
en la vida adulta con las consecuentes alteraciones en la fertilidad de las hembras en el

largo plazo.

Los REa y REB pueden formar homodimeros (REa-REa; REB-REB) o heterodimeros
(REa-REB) en las células blanco, mostrando una actividad transcripcional diferencial
dependiendo del contexto celular y del promotor (Mclnerney y col., 1998; Pettersson y
col., 2000). Se ha descripto que el REB, cuando estd presente como heterodimero,
reprime la actividad del REa disminuyendo la sensibilidad a E2 (Hall y McDonnell,
1999). También se ha sugerido que la actividad transcripcional del RE no estd
determinada por su capacidad de unién al ligando, sino mas bien por la concentracién
individual de los subtipos REa y REB en las células blanco y la estructura que presenta
el ligando (Gougelet y col., 2007; Bhavnani y col., 2008). Como resultado, un mismo
ligando puede ejercer actividades opuestas en relacion al tipo de RE expresado. Otro
factor que influiria sobre la expresidon de ambos subtipos de RE es la progesterona. Asi,
puede observarse un efecto inhibitorio hacia ambos receptores al momento en que la
progesterona aumenta significativamente sus niveles. Ha sido previamente
demostrado que las gonadotrofinas (Byers y col., 1997) y los estrégenos (Sharmay col.,
1999) regulan negativamente la expresién del REB en las células de la granulosa y
ambos receptores de estrégenos muestran una tendencia hacia la regulacién positiva
en paralelo al aumento de los niveles de estrégenos en el liquido folicular hecho que se
correlaciona con la regulacién positiva de los receptores de LH y de FSH (Berisha y col.,

2000, 2002).

En este sentido, el gen que codifica para REa no comienza a expresarse en tanto los

niveles de progesterona no descienden hasta valores basales (Roy y Kole, 1995). Por el
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contrario, el gen del REa puede ser menos sensible a los efectos estimulantes de los
estrégenos, ya que la transcripcidon no se inicia hasta que los niveles de esta hormona
se encuentran elevados. Por otro lado, el gen que codifica para el REB es mas sensible
a los efectos de los estrégenos debido a que, al aumentar estos ultimos, los efectos de

la progesterona son revertidos (Roy y Kole, 1995).

En este sentido, los resultados de estas tesis indican que la exposiciéon a estrés por
calor durante el primer periodo de gestacion y particularmente en el primer trimestre
se asociaron con un aumento en la concentracién plasmatica de E2 previo a la
ovulacion en las hijas durante la adultez, lo que pudo influir en la proporciéon de
subtipos de RE que se expresa y por ende en las acciones de estos E2 sobre las células

blanco.

La progesterona, a través de su receptor (RP), juega un papel fundamental en la
funcionalidad de los érganos reproductivos de la hembra ya que media el control de
los procesos de desarrollo, proliferacién y diferenciacion durante el ciclo reproductivo
y la prefiez (Grimm y col., 2016), influyendo en la ovulacién, implantacion embrionaria
y mantenimiento de la prefiez (Graham y Clark, 1997; Ogle y col., 1998; Rekawiecki y
col., 2018). Los efectos fisioldgicos de la P4 son realizados a través de mecanismos
gendmicos por la via de los receptores nucleares especificos de progesterona y
mediante mecanismos no gendmicos relacionados a un receptor especifico de
membrana (Rekawiecki y col., 2018). El RP se presenta en dos isoformas principales en
mamiferos, RP-A y RP-B, y una menos abundante que es la RP-C. La isofoma RP-A, que
corresponde a una forma truncada del RP-B, actua como un inhibidor de esta,
reduciendo asi los efectos de P4 (Pieber y col., 2001) e incluso ejerciendo un efecto
inhibidor sobre la actividad de otros receptores nucleares (Mulac-Jericevic y Conneely,
2004). La presencia de estas isoformas en la célula blanco puede explicar parcialmente
la complejidad de los procesos intracelulares que participan en respuesta a la
progesterona (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000; Jo y col., 2002), demostrando
que sus funciones transcripcionales dependen del contexto del promotor y del tipo
celular (Fang y col., 2002; Brosens, 2004). Dichas isoformas se han encontrado en
células del oviducto (Ulbrich y col., 2003) y endometrio bovino (Kowalik y col., 2013),

glandula mamaria (Schams y col., 2003) y cuerpo luteo (Kotwica y col., 2004). En
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bovinos hemos descripto previamente la expresion de RP en los distintos componentes
del foliculo ovérico (Salvetti y col., 2012). En este trabajo nos hemos centrado en
analizar la expresién del PR total a nivel ovarico siendo uno de los primeros trabajos,
en demostrar una asociacién de dicho receptor con el estrés por calor. La expresién del
RP a nivel folicular indica que la P4 desempena un papel fundamental en la regulacion
en las funciones y crecimiento folicular (Van Den Broeck y col., 2002). Si bien algunos
autores describen una expresion del RP mds prominente en células de la teca interna
de foliculos terciarios en comparacién con las células de la granulosa, las diferentes
isoformas del RP son inducidas especificamente en las células de la granulosa de
foliculos preovulatorios en respuesta a la estimulacion de LH y E2 ejerciendo una
regulacion hormonal en el ovario (Natraj y Richards, 1993; Brosens, 2004). De este
modo, la P4 unida al RP, en asociacién con la prostaglandina F2a, la prostaglandina E2
y un grupo de proteasas conforman un conjunto equilibrado que interviene durante el
periodo periovulatorio, involucrado en el proceso de ovulacién, dependiente de las
gonadotrofinas (Fortune y col., 2009). En ovejas, durante el desarrollo fetal, la
expresion del RP, asi como del RA, REa y REB, es sometida a cambios especificos de
tipo folicular, celular y temporal (Juengel y col., 2006). También se ha identificado la
presencia del RP en nucleos de células estromales de las carinculas bovinas durante el
segundo y ultimo tercio de la gestacion, sugiriendo a la P4 como un factor paracrino en
la regulacidon del crecimiento, diferenciacién y funciones de la placenta (Schuler y col.,
1999). En este trabajo observamos una asociacidn positiva entre la expresion proteica
del RP en células de la teca interna y el indice de exposicidn a valores de ITH mayores a
72 durante el segundo periodo de gestacion (151 dias hasta el nacimiento) aunque no
hubo asociaciones en células de la granulosa. Esto indicaria que la exposicion a estrés
térmico en el Ultimo periodo de gestacion podria alterar los patrones de expresién del

RP en la hembra adulta.

5.4 INFLUENCIA DEL ESTRES CALORICO SOBRE LA PROGRAMACION FETAL:
EXPRESION DE LOS CORREGULADORES EN LOS FOLICULOS PREOVULATORIOS

Las acciones de los receptores nucleares sobre el ADN dependen criticamente del

reclutamiento de proteinas correguladoras que conforman el complejo de
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transcripcion, y que puede estimular (coactivadores) o reprimir (correpresores) la
transcripciéon de un determinado gen (Smith y O’Malley, 2004; Auger y lessen, 2009;
Jiay col., 2015). En este trabajo, la expresion de los correguladores SRC1, RIP140, LCor,
REA y SMRT fue detectada en ambas poblaciones celulares del foliculo preovulatorio.
En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se han identificado variaciones
en la expresidn de algunas de estas moléculas correguladoras en ovarios bovinos con
enfermedad quistica ovarica (Salvetti y col.,, 2012) y persistencia folicular ovarica
(Notaro y col., 2016). En este estudio se observan diferencias en la expresidén de estos
correguladores en ovarios de hembras bovinas gestadas bajo condiciones de estrés en

diferentes estadios de gestacion.

Los coactivadores, por definicion, no interactian directamente con el ADN, sino que lo
hacen de forma indirecta a través de la asociacion con factores de transcripcion, entre
los cuales se encuentran los receptores de hormonas esteroides (Noriega Reyes vy
Langley McCarron, 2008). Los coativadores, generalmente, se agrupan en complejos
multiproteicos que modifican la cromatina mediante mecanismos de acetilacidon vy
metilacidon de las histonas para facilitar la transcripcion al interaccionar con factores
involucrados en este proceso. Asimismo, permiten el reclutamiento de la maquinaria
para la transcripcion en general y participan de la activacién de la polimerasa Il (Klinge,
2000; McKenna y O’Malley, 2002). Estudios en ratones con el gen de SRC-1 silenciado
han demostrado que este coactivador estd implicado en la regulacién tanto positiva
como negativa del gen de la hormona liberadora de corticotropina y es un factor
importante para la adaptacion al estrés (Lachize y col., 2009). La disrupciéon del gen de
SRC-1 en ratones resulta en una disminuciéon del crecimiento y desarrollo de los
organos reproductivos sin modificar su viabilidad y su fertilidad (Xu y col., 1998;
Dasgupta y col., 2014). Muchos coactivadores parecen facilitar el acceso de factores de
transcripcion al sitio promotor del ADN a través de su actividad intrinseca histona
acetil transferasa (HAT) o por medio de la asociacién con elementos que posean dicha
actividad. Estos cambios en la estructura de la cromatina permiten el reclutamiento de
factores de transcripcion adicionales y subsecuentemente conducen a incrementar la
transcripciéon (McKenna y col., 1999a; Rosenfeld y Glass, 2001; Auger y Jessen, 2009).

En este trabajo no se hallaron asociaciones estadisticamente significativas entre las
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variables relativas a estrés por calor y la expresion proteica de SRC-1 en células de la
granulosa y de la teca. Sin embargo, si se encontraron asociaciones con la expresion

proteica de algunos correpresores que se discutirdn a continuacion.

A diferencia de los coactivadores, los correpresores estan involucrados en suprimir o
silenciar la transcripcion génica, mediante funcién intrinseca o reclutamiento de
desacetilasas de histonas, incrementando la condensaciéon de la cromatina e
inhibiendo, asi, la transcripcidon génica (Lazar, 2003; Auger y Jessen, 2009). Es asi que
los correpresores forman parte de complejos multiproteicos que impiden el acceso de
factores de la transcripcion durante el proceso de templado, por lo que la transcripcién
es inhibida (Noriega Reyes vy Langley McCarron, 2008). Muchas moléculas
correguladoras han sido detectadas en el ovario normal en relacién a los distintos
receptores de hormonas esteroides (Hlaing y col., 2001; Hussein-Fikret, 2005; Chang y
col., 2005), indicando que la regulacidon espacio-temporal de la expresién génica
mediada por los distintos receptores nucleares es critica en la fertilidad (Leonardsson y
col., 2002). En trabajos previos de nuestro laboratorio, se ha detectado la expresion de
diferentes correguladores en el ovario bovino de animales sanos y con enfermedades

reproductivas (Salvettiy col., 2012; Notaro y col., 2016).

Las alteraciones en la ovulacion son una de las causas mas frecuentes de infertilidad en
las hembras y varios autores han encontrado que RIP-140 es un correpresor que esta
intimamente involucrado en el proceso de ovulacién (White y col., 2000). Se ha
demostrado que RIP-140 interactia preferentemente con REf en comparacién con
REa (Docquier y col.,, 2013) y que el numero de sitios de unién de RIP-140 se
incrementa significativamente sobre la expresién de REB, lo que sugiere una accidn
preferencial de RIP-140 con este subtipo (Madak-Erdogan y col., 2013). RIP-140 actua
mediante reclutamiento de desacetilasas de histonas hacia los receptores ligados al
ADN y de esta forma revierte los efectos de las acetiltransferasas de histonas (Brosens
y col., 2004). En el presente trabajo se pudo detectar la expresién proteica de RIP-140
en el foliculo preovulatorio, tanto en células de la granulosa como de la teca. Se pudo
detectar una asociacion negativa entre la expresion de este correpresor y las variables
de estrés por calor en el primer periodo (0 a 150 dias) y en el primer trimestre de

gestacion; lo que podria indicar que a mayor exposicién en los primeros meses
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gestacién, la expresién de este correpresor seria menor en la vida adulta. En este
sentido, las mismas asociaciones se evidenciaron con respecto a las células de la teca,
aungue, en el segundo periodo gestacional (151 dias hasta el nacimiento) y en el tercer
trimestre de la gestacidon, la asociacién fue positiva lo que indicaria que a mayor
exposicidon a altos ITH la expresién de este corregulador en la adultez fue mayor. Estos
resultados sugieren que hacia las etapas finales de vida intrauterina el patrén de
expresion de RIP-140 se revertiria, modulando asi, la expresion de los RE en el ovario

bovino.

El LCoR representa una clase diferente de correpresor de receptores nucleares que
actua atenuando la sefial mediante agonistas unidos a receptores. El LCOR comienza a
expresarse desde el estadio de embridn de dos células, lo que sugiere que desempena
sus funciones ya en estadios tempranos de desarrollo embrionario. La funcién de LCoR
como atenuante de la sefal de receptores nucleares sugiere que podria ser un
importante modulador de las sefiales de hormonas esteroides en sincitiotrofoblastos,
ya que en sus capas se expresan receptores de estrogenos, progesterona y
glucocorticoides (Fernandes y col., 2003). En estudios in vitro realizados previamente,
de células de glandula mamaria humana se determiné que LCOR tiene funciones en la
expresion genética y en la supervivencia de las células mamarias (Calderon y col.,
2014). En este trabajo no se evidenciaron asociaciones entre las variables de estrés y la
expresion de este corregulador en células de la granulosa. Por su parte, en células de la
teca se pudo observar una asociacidn positiva entre las variables de estrés en el
segundo periodo y el tercer trimestre de vida intrauterina con la expresién de este
correpresor en la vida adulta. Esto podria estar indicando que la exposicién a
condiciones ambientales extremas a finales de prefiez podria afectar la expresién de
este corregulador en la vida adulta y asi llevar a una regulacién de las acciones de los
receptores de hormonas esteroideas alterada. Por otro lado, logramos evidenciar una
asociacién entre las variables de estrés durante el primer trimestre de vida intrauterina
y la expresion de LCor en las células de la teca de foliculos preovulatorios obtenidos en
la vida adulta. Estas asociaciones inversas podrian estar indicando que este
corregulador tendria efectos antagénicos segun el momento de la vida intrauterina en

el que se esta expuesto a las condiciones adversas.
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Por su parte, el correpresor REA es clave en la regulacion de las acciones del RE en
gldndula mamaria y tracto reproductivo de la hembra, asi como también en células
cancerigenas mamarias (Park y col.,, 2005, 2011 y 2012). Resultados previos han
demostrado que REA se localiza en el nucleo celular y es capaz de modular la actividad
transcripcional mediante interaccion con varios factores de transcripcion, ya sea
directamente o a través de interacciones con proteinas remodeladoras de la cromatina
(Matsuyama y col., 1997). Ademads, puede traslocarse desde el citoplasma al nucleo o
viceversa en muchas células, incluidas las células de la granulosa de foliculos que
experimentan atresia y estas proteinas son marcadamente visibles en células de
foliculos antrales pequeiios y grandes (Thompson y col., 2004). En este sentido, en esta
tesis se pudo determinar expresidon de REA en el citoplasma de células de la teca y de
la granulosa. Las variables relativas al estrés por calor y la expresion de REA en células
de la granulosa, no presentaron asociaciones significativas en este trabajo. Por el
contrario, en las células de la teca la asociaciéon fue positiva, durante el segundo
periodo y el tercer trimestre de gestacidon, mostrando que una mayor exposicion a
valores de ITH elevados se acompaiaria de una mayor expresién proteica de este

correpresor en las células de la teca de los foliculos preovulatorios dominantes.

El SMRT es un correpresor que forma parte de un complejo proteico que contiene
deacetilasas de histonas que se une a antiestrégenos ligados a REa y contribuye a la
regulacion negativa de la expresidon génica (Peterson y col., 2007). Este correpresor
interactia con REa en presencia de moduladores selectivos de receptores de
estrogenos (SERM), como por ejemplo 4HT (4-hidroxitamoxifeno), y reprime la débil
actividad agonista de este antiestréogeno (Jackson y col., 1997; Lavinsky y col., 1998;
Smith y col., 1997; Zhang y col., 1998). La expresion de SMRT se detectd tanto en
ovarios normales como en tumores ovdricos de diferentes tipos (Hussein-Fikret y
Fuller, 2005). En este trabajo logramos detectar este corregulador en foliculos
preovulatorios de hembras adultas cuyas madres sufrieron estrés por calor durante la
gestacion. Los resultados obtenidos con respecto a la expresion de esta proteina y la
asociacion con las variables relativas al estrés calérico no son del todo claros. Por un
lado, se hallaron asociaciones positivas entre la expresion de SMRT Unicamente con el

indice de exposicién del primer periodo de gestacién denotando mayor expresiéon

102



5. Discusion

proteica en células de la teca cuanto mayor fue la exposicion a temperaturas elevadas.
El mismo patréon se observd durante el segundo trimestre de gestacion, incluso en
células de la granulosa. Mientras que se evidencié una asociacion negativa entre el
indice de exposicidn a ITH>72 y la expresidn de SMRT en células de la granulosa en el
tercer trimestre gestacional. Estos datos evidencian la alteracidén en la expresién de
este corregulador en la vida adulta de animales que han estado expuestos a
condiciones adversas durante su vida intrauterina, participando luego, en la

modulacion de la expresion diferencial de los receptores hormonales aqui estudiados.

Teniendo en cuenta las acciones de los estrégenos a nivel ovarico que incluyen la
estimulacion de la proliferacién y diferenciacion celular durante la foliculogénesis,
disminucion de la apoptosis, estimulacion de la secrecién de factores de crecimiento,
incremento de las uniones estrechas entre las células de la granulosa, aumento de la
expresion de receptores para gonadotrofinas en el foliculo, etc. (Rosenfeld y col.,
2001); cualquier cambio en la expresidn y concentracion de los distintos subtipos de
receptores de estrégenos, asi como su regulacién por parte de las proteinas
correguladoras puede llevar a modificaciones en el modo de accién de los estrégenos
sobre sus células blanco. Si bien las consecuencias de estos cambios no estan claras
todavia, hay que considerar que ambos subtipos tienen diferente afinidad por el 17-B-
estradiol y ademas es posible la formacién de heterodimeros cruzados entre los dos
tipos de RE. Bajo estas circunstancias seria de esperar que pequefios cambios en la
relacion REa/REB interrumpan la foliculogénesis normal llevando a alteraciones
reproductivas en la vida productiva de los animales (Mosselman y col., 1996; Taft y
col., 1996; Pettersson y col.,, 1997; Lingenfelter y col., 2007). Asi, los efectos del
estradiol en estas condiciones pueden llevar a cambios en el balance
proliferaciéon/apoptosis (Isobe y Yoshimura, 2000a y b), en las concentraciones de
receptores para gonadotrofinas (Calder y col., 2001), en las acciones de las enzimas y
en el metabolismo celular (Calder y col., 2001), etc. En el mismo sentido los cambios en
la expresion de las diferentes isoformas de los RP en los mismos tejidos pueden
contribuir con los desbalances a nivel ovarico o en los drganos reproductivos

impidiendo la correcta ovulacion, fertilizacién e implantacién.

103



5. Discusion

La regulacion epigenética tiene como objetivo garantizar que los animales se
encuentren en mejores condiciones y tengan ventajas adaptativas de algun tipo en su
vida futura. Las modificaciones tempranas en términos epigenéticos permitirian la
adaptacidon inmediata a un medio desfavorable modificando partes de la organizacién
metabdlica con efectos a largo plazo. Por otro lado, la adaptacién epigenética se
presenta como un proceso biolégico complejo que permite ajustes a las
perturbaciones ambientales, tales como el efecto materno, el cual puede condicionar
cambios transgeneracionales adaptativos (Quintero 2011). En este contexto, los
procesos de adaptacidn epigenética constituirian un intermedio entre los conceptos de
adaptacion fisiolégica y de adaptacion en términos darwinianos con consecuencias
transgeneracionales. Es probable que, los cambios observados, respondan a esta
premisa pudiendo las variaciones en las asociaciones entre las condiciones
ambientales adversas y las variables evaluadas en la presente tesis, tener como fin un

ajuste de los parametros reproductivos a largo plazo.
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6. Conclusiones

En este trabajo de tesis, se ha logrado evidenciar alteraciones en la concentracién de
hormonas esteroides a nivel sistémico y local como en la expresidn de receptores para
estas hormonas en los ovarios de vacas adultas cuyas madres fueron expuestas a
estrés por calor durante la prefez. En este sentido, se pudo evidenciar asociaciones
entre las variables de exposicidén a estrés térmico analizadas y la expresion proteica de
receptores y sus correguladores, asi como en los patrones de metilacidn en sitios CpGs
de las 5'"UTR de los receptores Era y ERB. Esto permite suponer que dichas variaciones
en la expresion de los receptores hormonales, pueden deberse tanto a diferencias en
los patrones de metilacion de los sitios CpG ubicados en la region 5’UTR de los
receptores como a la relacion entre los diferentes subtipos, el ADN vy las proteinas
correguladoras. Se debe tener en cuenta que, ademas de la metilacion del ADN,
existen otras modificaciones epigenéticas que no fueron estudiadas en este trabajo
pero que también podrian desempeiar un papel fundamental en la regulacién de la

expresion génica.

En estos resultados se exponen los primeros indicios de un eventual efecto del estrés
por calor en la programacion fetal en vacas lecheras. Asi, es un punto de inicio para
investigaciones futuras en este aspecto, que permitira comprender los mecanismos

implicados en la funcionalidad ovarica y la fertilidad.

En un sentido mds amplio, los resultados obtenidos pueden ser usados como una
herramienta de diagndstico que permita la mejora en las condiciones ambientales en
gue se encuentran los animales durante el periodo estival, ampliando las condiciones

de sombra en los potreros e instalaciones de ordefio, acceso a las aguadas, entre otras.
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