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INTRODUCCION

Las vacas lecheras se encuentran expuestas a numerosas situaciones estresantes de indole
metabdlica, ambiental y de manejo durante toda su vida productiva, capaces de provocar el
deterioro del bienestar animal que se evidencia principalmente con bajos indices productivos
y reproductivos (Wathes, 2012). Diversos estudios han demostrado los efectos del estrés
sobre la reproduccion, ya sea a nivel hipotalamo-hipofisiario-gonadal asi como directamente
sobre el ovario, a consecuencia de la accion de los glucocorticoides liberados en respuesta a
estresores. Recientemente en nuestro grupo, evidenciamos que la ACTH puede actuar
directamente sobre los ovarios bovinos como una molécula de sefalizacién a través de su
receptor especifico MC2R (Receptor de melanocortina 2) localizado en los foliculos
(Etchevers y col., 2021). A nivel ovarico, tanto la oxidacién como la sintesis de novo de acidos
grasos son importantes para la proliferacion y esteroidogénesis en las células de la granulosa,
necesarios para el desarrollo de foliculos funcionales (Elis y col., 2015). En estudios recientes
(resultados aun no publicados) encontramos un aumento en una enzima de la oxidacion de
acidos grasos, CPT1 (carnitin palmitoil transferasa 1) en foliculos preovulatorios del grupo
ACTH. La acetil-CoA generada como producto de la B-oxidacién puede derivarse hacia la
sintesis de novo de colesterol por las células foliculares. En el ovario, una enzima limitante de
la sintesis de novo es la HMG-CoA reductasa (hidroximetil-glutaril-CoA reductasa) y se
relaciona con el aumento de la esteroidogénesis en células de la granulosa. La acetil-CoA
generada como producto de la -oxidacion también puede derivarse hacia la sintesis de novo
de &cidos grasos (lipogénesis), involucrando a la enzima ACC (acetil-CoA carboxilasa), siendo
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estimulada por la insulina, o bien hacia la generacion de cuerpos ceténicos por medio de la
HMG-CoA sintasa (hidroximetil-glutaril-CoA sintasa) a partir de acetil-CoA. Si bien se sabe
que los glucocorticoides son moléculas lipoliticas a nivel general, proponemos el estudio mas
en profundidad de los efectos del estrés sobre el metabolismo de lipidos en ovario bovino.

OBJETIVOS

v" Analizar las concentraciones plasmaticas e intrafoliculares de acidos grasos no
esterificados (AGNESs) y B-hidroxibutirato (BHB), como parametros metabdlicos, en animales
sometidos a un modelo de estrés inducido por adrenocorticotropina (ACTH) y en animales
controles.

v' Evaluar la expresion proteica de enzimas de sintesis de acidos grasos (ACC), colesterol
(HMG-CoA reductasa) y BHB (HMG-CoA sintasa) en foliculos preovulatorios de vacas de
ambos grupos (ACTH y control).

METODOLOGIA

Animales y modelo experimental: Se utilizaron 14 vacas de la raza Holando Argentino
provenientes del tambo de la Escuela de Agricultura, Ganaderia y Granja dependiente de la
UNL, examinadas por tacto rectal y ultrasonografia previo al comienzo de la experiencia para
comprobar la regularidad de sus ciclos estrales. El modelo experimental ya ha sido optimizado
y utilizado en nuestro grupo por lo que se contd con muestras histolégicas que permitieron
realizar la deteccidén proteica (Belotti y col., 2020). El protocolo se desarrollé para la obtencion
de muestras de liquido folicular (LF) y de plasma. Los ciclos estrales se sincronizaron
mediante el protocolo modificado G6G-Ovsynch (Diaz y col., 2015). Luego, las vacas se
dividieron en 2 grupos: grupo control (n = 7), y grupo ACTH (n = 7). A los animales del grupo
ACTH, se les administré 100 Ul de ACTH intramuscular (Laboratorios ELEA) cada 12 h, el dia
posterior a la ultima PGF2a del protocolo de sincronizacion (dia 15 del ciclo estral) hasta el
dia 18 del ciclo estral. El grupo control se traté con solucion fisiologica estéril durante el mismo
periodo que a los animales tratados con ACTH.

Obtencion de ovarios para Inmunohistoquimica (realizado previamente por el grupo): Para
la obtencion de los foliculos preovulatorios, a los animales se les realizé ovariectomia bilateral
el dia 18 del protocolo. Los ovarios obtenidos fueron procesados histolégicamente hasta su
inclusion en parafina y se realizaron secciones de 5 um con micrétomo, para posteriormente
utilizarse en la técnica de Inmunohistoquimica.

Obtencion de liquido folicular: Mediante aspiracion folicular guiada por ecografia utilizando
un ecoégrafo Chison 8300Vet equipado con un transductor microconvexo de 5,0 MHz montado
en una sonda transvaginal para aspiracion folicular (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda.,
Brasil), se obtuvo LF de los foliculos preovulatorios dominantes de ambos grupos.
Obtencion de sangre: Se utilizd la técnica de extraccion a través de puncién de vasos
coccigeos. Las muestras de sangre obtenidas de vacas de ambos grupos se colocaron en
tubos con EDTA y se conservaron en frio hasta su procesamiento en el laboratorio, para la
obtencion de plasma.

Evaluacion de la expresion proteica: sobre los cortes de tejido ovarico se realizo la técnica
de inmunohistoquimica indirecta, para evaluar la expresion proteica de tres enzimas claves
del metabolismo lipidico: ACC, la HMG-CoA reductasa y HMG-CoA sintasa. La deteccion
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proteica se analiz6 tanto en la poblacién de células de la granulosa como en células de la teca
de los foliculos preovulatorios de cada grupo. Para ello, se utilizaron anticuerpos especificos
disponibles comercialmente (Abcam, Santa Cruz). El analisis de las imagenes se realiz6
mediante el programa Image-Pro Plus 3.0.1 (Media Cybernetic).

Evaluacion de las concentraciones de AGNEs y BHB: Las concentraciones de AGNEs en
plasma y liquido folicular se determinaron usando un kit comercial (Randox Laboratories Ltd.,
Reino Unido). Las reacciones se evaluaron mediante espectrofotometria con un equipo
SPECTROstar Nano (BGM LABTECH, Ortemberg, Alemania). Las concentraciones de BHB
fueron medidas en plasma y liquido folicular empleando tiras reactivas (FreeStyle 210 Optium
Xceed, Abbott Diabetes Care Ltd., Oxon, Reino Unido).

Los diferentes parametros cuantificados fueron evaluados mediante el programa estadistico
SPSS 10.1 (SPSS Inc. USA).

RESULTADOS/CONCLUSIONES

Las concentraciones plasmaticas de AGNEs fueron mayores en animales del grupo control
respecto a animales del grupo ACTH (p < 0,05). En liquido folicular, las concentraciones de
AGNEs fueron similares entre ambos grupos (p > 0,05). Las concentraciones plasmaticas e
intrafoliculares de BHB fueron similares entre ambos grupos (p > 0,05) (Figura 1).
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Figura 1: Concentracion de AGNEs y BHB en plasma y LF en los animales de los grupos control
y ACTH. Los valores representan la media + EEM. Diferentes letras indican diferencias
significativas (p < 0,05).

En el analisis de la expresion proteica de ACC observamos una mayor expresion en el grupo
control respecto al grupo ACTH, tanto en células de la granulosa como en células de la teca
(p<0,05). En la expresion proteica de HMGCoA-R no encontramos diferencias significativas
entre los grupos en las diferentes poblaciones celulares (p > 0,05), sin embargo observamos
una tendencia (p = 0,083) a una disminucion en la expresion proteica en la poblaciéon de
células de la teca del grupo ACTH. No observamos diferencias significativas (p > 0, 05) en la
expresion proteica de HMGCoA-S en ninguna de las poblaciones celulares estudiadas (Figura

2).
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Figura 2: Expresion proteica de ACC,
HMGCoA-R y HMGCoA-S en células de la
granulosa y teca de foliculos
preovulatorios. Los valores representan la
media = EEM. Diferentes letras indican

"L‘ l diferencias significativas (p < 0,05).
TilCA

Si bien no se encontraron alteraciones en la concentracion de AGNEs a nivel del
liquido folicular, la ACTH sistémica podria estar afectando el mecanismo de sintesis
de novo de acidos grasos en células de la granulosa y de la teca. En base a esto, nos
planteamos a futuro, evaluar los efectos de la ACTH y el cortisol sobre la maduracion
de ovocitos bovinos con el fin de comprender las posibles modificaciones que genera
el estrés sobre los mismos y su capacidad de ser fertilizados.
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