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RESUMEN

JOSE FRANCISCO MARTINEZ ALBARRAN. Caracterizacién del transcriptoma
endometrial de la vaca repetidora holstein durante las fases folicular y lGtea del ciclo
estral. Bajo la asesoria del PhD Martin Guillermo Maquivar Linfoot.

El objetivo de este estudio fue caracterizar el transcriptoma de la vaca repetidora
durante la fase folicular y Iutea del ciclo estral. Se utilizaron un total de 13 vacas
lecheras Holstein multiparas en lactancia, evaluadas clinicamente sanas. Se
clasificaron en dos grupos: 1) vacas que se encontraban dentro de los primeros 100
dias postparto confirmadas prefiadas al finalizar el estudio a una o dos
inseminaciones (Testigo, VT; n= 6) con edad de 2.7 £ 0.8; y 2) vacas repetidoras
con mas de 350 dias en leche que anteriormente no lograron concebir en mas de 3
inseminaciones (Vacas repetidoras, VR; n = 7) con edad de 5.7 + 1.5, que al
comienzo del estudio contaban con 18 + 2 dias y 450 + 88 dias posparto,
respectivamente. Para tal efecto, se evaluaron el tamafio del foliculo dominante y
del Cuerpo IUteo, la presencia de signos de estro y de un Cuerpo luteo, después de
la administracion de PGF2a. Asimismo, la actividad motriz, rumia y alimentacion. Se
obtuvieron muestras de tejido endometrial para analizar y caracterizar la expresion
genética de dicho tejido y caracterizar los sitios de poliadenilacion alternativa (APA)
en las vacas de ambos grupos. La respuesta a un PGF2a, tamafio del foliculo
dominante y del Cuerpo llteo, la presencia de signos de estro, no se observaron
diferencias estadisticas significativas (P>0.05) entre ambos grupos. Los registros
de ausencia de actividad por hora al dia mostraron diferencias significativas para
los dias O (definidio como el dia de aplicacion de PGF2a) (VT= 16.19 minutos, VR=
21.03 minutos; P=0.048), 1 (VT= 16.82 minutos, VR= 21.46 minutos; P= 0.048), 2
(VT= 14.80 minutos, VR= 20.35 minutos; P= 0.007) y 10 (VT= 15.55 minutos, VR=
20.98 minutos; P=0.01) entre el grupo VT y VR. Los registros de rumia por hora al
dia no mostraron diferencias significativas entre el grupo VT y VR (P>0.05). Los

registros de tiempo en que los animales consumian alimento mostraron diferencias
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significativas para los dias 2 (VT= 9.264 minutos, VR= 5.369 minutos; P= 0.013), 4
(VT= 10.01 minutos, VR= 5.815 minutos; P= 0.005), 5 (VT= 10.28 minutos, VR=
6.149 minutos; P= 0.006), 6 (VT= 9.548 minutos, VR= 5 minutos; P= 0.002), 7 (VT=
10.06 minutos, VR= 4.180 minutos; P<0.001), 8 (VT= 10.05 minutos, VR= 5.283
minutos; P<0.001) y 10 (VT= 9.084 minutos, VR= 5.214 minutos; P= 0.014) entre el
grupo VT y VR. El tiempo que pasaron activas (medido por el nimero de pasos)
presenté diferencias estadisticamente significativas en los dias 0 (VT= 5.218
minutos, VR= 7.497 minutos; P=0.018), 3 (VT= 5.090 minutos, VR= 8.401 minutos;
P<0.001), 5 (VT= 4.465 minutos, VR= 7.024 minutos; P=0.002), 6 (VT= 5.035
minutos, VR= 8.327 minutos; P<0.001), 7(VT= 5.076 minutos, VR= 8.928 minutos;
P<0.001), 8(VT= 5.014 minutos, VR= 8.193 minutos; P<0.001) y 9(VT= 4.924
minutos, VR= 8.065 minutos; P<0.001) entre el grupo VT y VR. Los registros de alta
actividad muestran una diferencia estadisticamente significativa al dia 3 (VT=8.028
minutos, VR=15.09 minutos; P<0.001) entre el grupo VT y VR. Un total de 6 librerias
(VT, 1 para la fase folicular y 1 para la fase latea; VR, 3 en la fase foliculary 1 en la
fase lutea), produjo 141,671 sitios APA que se expresaron en células endometriales
cubriendo al menos 6 lecturas. De los sitios APA Unicamente 94,562 fueron
asignados a genes anotados en el genoma bovino. El biotipo del gen tuvo efectos
significativos (R?>= 0.115, P=<0.0001) en el uso de sitios APA. El 83.86%
(14,563/17,365) resultaron genes codificantes de proteinas, 73.06% (2,384/3,263)
en ARNInc, 36.91% (547/1,482) en pseudogenes, 29.41% (10/34) en micro ARN,
71.87% (23/32) en ARN de transferencia utilizaron méas de un sitio de poliadenilacion
alternativa. De acuerdo con el analisis de componentes principales (PCA), las VT
no difieren de las VR en la fase folicular. Sin embargo, las vacas repetidoras se
desvian de la tendencia de progresion de las vacas normales a la fase latea en
cuanto a la expresion de genes. Se puede concluir que no existieron disparidades
entre las vacas testigo y las repetidoras en cuanto a sus estructuras ovaricas,
presencia de signos de estro y, porcentualmente, el nimero de animales que
formaron un Cuerpo luteo después de la aplicacion de PGF2a. Se encontraron

diferencias en la actividad motriz, de rumia y de alimentacion. Por ultimo, el andlisis
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del transcriptoma demuestra que existen similitudes en la composicion de los genes
expresados en el endometrio durante la fase folicular de las vacas de ambos grupos.
Sin embargo, la composicion cambia durante la fase Iitea entre las vacas testigo y
las vacas repetidoras, demostrando que la expresion de genes en estas ultimas,
presenta una mayor variacion en comparacion a sus pares de mayor fertilidad que
podrian modificar la fisiologia del endometrio previo a la implantacién, por lo tanto,
se requiere mayor investigacion sobre los desencadenantes de estas variaciones y

su efecto en la receptividad endometrial.
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ABSTRACT

JOSE FRANCISCO MARTINEZ ALBARRAN. Characterization of the endometrial
transcriptome of the Holstein repeat breeder cow during the follicular and luteal
phases of the estrous cycle. Advised by PhD Martin Guillermo Maquivar Linfoot.

The objective of this study was to characterize the transcriptome of repeat breeder
cows during the follicular and luteal phases of the estrous cycle. A total of 13
multiparous Holstein dairy cows in lactation, clinically healthy, were used. They were
classified into two groups: 1) cows within the first 100 days postpartum, confirmed
pregnant at the end of the study after one or two inseminations (Control, CT; n=6)
with an average age of 2.7 = 0.8 years; and 2) repeat breeder cows with over 350
days in milk that previously failed to conceive after more than 3 inseminations
(Repeat Breeders, RB; n=7) with an average age of 5.7 £ 1.5 years, and at the
beginning of the study, they were at 18 £ 2 days and 450 + 88 days postpartum,
respectively. The size of the dominant follicle and corpus luteum, the presence of
estrus signs and corpus luteum, after the administration of PGF2a, as well as the
activity, rumination, and feeding behavior were evaluated. Endometrial tissue
samples were collected to analyze and characterize the gene expression in the
tissue and identify alternative polyadenylation sites (APAs) in cows from both
groups. The response to PGF2aq, size of the dominant follicle and corpus luteum,
and presence of estrus signs did not show statistically significant differences
(P>0.05) between the two groups. The records of inactivity per hour per day showed
significant differences for days O (defined as the day of PGF2a application)
(CT=16.19 minutes, RB=21.03 minutes; P=0.048), 1 (CT=16.82 minutes, RB=21.46
minutes; P=0.048), 2 (CT=14.80 minutes, RB=20.35 minutes; P=0.007), and 10
(CT=15.55 minutes, RB=20.98 minutes; P=0.01) between the CT and RB groups.
The records of rumination per hour per day did not show significant differences
between the CT and RB groups (P>0.05). The records of feeding time showed
significant differences for days 2 (CT=9.264 minutes, RB=5.369 minutes; P=0.013),
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4 (CT=10.01 minutes, RB=5.815 minutes; P=0.005), 5 (CT=10.28 minutes,
RB=6.149 minutes; P=0.006), 6 (CT=9.548 minutes, RB=5 minutes; P=0.002), 7
(CT=10.06 minutes, RB=4.180 minutes; P<0.001), 8 (CT=10.05 minutes, RB=5.283
minutes; P<0.001), and 10 (CT=9.084 minutes, RB=5.214 minutes; P=0.014)
between the CT and RB groups. The time spent active (measured by the number of
steps) showed statistically significant differences on days 0 (CT=5.218 minutes,
RB=7.497 minutes; P=0.018), 3 (CT=5.090 minutes, RB=8.401 minutes; P<0.001),
5 (CT=4.465 minutes, RB=7.024 minutes; P=0.002), 6 (CT=5.035 minutes,
RB=8.327 minutes; P<0.001), 7 (CT=5.076 minutes, RB=8.928 minutes; P<0.001),
8 (CT=5.014 minutes, RB=8.193 minutes; P<0.001), and 9 (CT=4.924 minutes,
RB=8.065 minutes; P<0.001) between the CT and RB groups. The records of high
activity showed a statistically significant difference on day 3 (CT=8.028 minutes,
RB=15.09 minutes; P<0.001) between the CT and RB groups. A total of 6 libraries
(CT: 1 for the follicular phase and 1 for the luteal phase; RB: 3 for the follicular phase
and 1 for the luteal phase) generated 141,671 APA sites expressed in endometrial
cells, covering at least 6 reads. Of the APA sites, only 94,562 were assigned to
annotated genes in the bovine genome. The gene biotype had a significant effect
(R2=0.115, P=<0.0001) on the usage of APA sites. Of the total APA sites, 83.86%
(14,563/17,365) were protein-coding genes, 73.06% (2,384/3,263) were INcCRNAS,
36.91% (547/1,482) were pseudogenes, 29.41% (10/34) were microRNAs, and
71.87% (23/32) were transfer RNAs that used more than one alternative
polyadenylation site. According to the principal component analysis (PCA), CT cows
did not differ from RB cows during the follicular phase. However, the repeat breeder
cows deviated from the trend of normal cows in progressing to the luteal phase in
terms of gene expression. It can be concluded that there were no disparities between
the control and repeat breeder cows regarding their ovarian structures, presence of
estrus signs, and the percentage of cows that formed a corpus luteum after the
administration of PGF2a. Differences were found in activity, rumination, and feeding
behavior. Lastly, the transcriptome analysis demonstrated similarities in the

composition of expressed genes in the endometrium during the follicular phase.
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However, the composition changed during the luteal phase between control and
repeat breeder cows, indicating that gene expression in repeat breeder cows
exhibited greater variation compared to their counterparts with higher fertility, which
could potentially modify the endometrial physiology prior to implantation. Therefore,
further research is required to investigate the triggers of these variations and their

effect on endometrial receptivity.
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Caracterizacion del transcriptoma endometrial de la vaca repetidora holstein

durante las fases folicular y lGtea del ciclo estral
[. Introduccion

La eficiencia reproductiva es fundamental para la sustentabilidad de la empresa
dedicada a la produccion lechera (Stelwagen et al., 2013). La vaca repetidora se
define como un animal con ciclos estrales regulares de un rango entre 17 a 25 dias
y tres 0 mas inseminaciones/servicios sin lograr el establecimiento de una gestacion
(Gustafsson y Emanuelson, 2002). El sindrome de la vaca repetidora conduce a una
baja eficiencia reproductiva y se considera un importante trastorno reproductivo
(Yusuf et al., 2010). Las causas de que una vaca retorne a celo después de un
servicio y experimente infertilidad son multifactoriales, por ejemplo, la deteccién
inadecuada del estro (Madureira et al., 2015), baja calidad del semen y/o técnica de
inseminacion (Walsh et al., 2011), anovulacién debido a una funciéon endocrina
anormal (Burnett et al., 2017), ovocitos defectuosos o de baja calidad (Puglisi et al.,
2013; Heidari et al., 2019), malformaciones del tracto reproductivo (Rizos et al.,
2010), pérdida embrionaria (Ealy y Seekford, 2019) e infecciones uterinas y/o

cervicovaginales (Gilbert, 2019).

Lo que parece caracterizar a la vaca repetidora, es la ausencia de anomalias
morfologicas y enddcrinas detectables que puedan indicar o provocar la infertilidad
observada en estos animales (Bage et al., 2002). Se sugiere que la incidencia de
vacas repetidoras, en las explotaciones lacteas de Estados Unidos, es de hasta el

30% (Fergusony Skidmore, 2013). La infertilidad se ha definido como la incapacidad



de lograr una gestacion dentro de un periodo estandar, que en hatos lecheros suele
ser inferior a 200 dias en leche para mantener un intervalo entre partos aproximado
o0 menor a los 16 meses. Asimismo, se ha definido como el animal que sufre pérdida
embrionaria o aborto durante cualquier etapa de la gestacion y se considera una de
las principales razones para desechar una vaca de las lecherias (Fetrow et al., 20086,

Ahlman et al., 2011).

El establecimiento y mantenimiento de la gestacion dependen, entre otras cosas,
de la funcion y el microambiente del uUtero durante la fase latea, sin embargo, el
efecto de la fase folicular en el Utero es esencial para el desarrollo del endometrio
(Billhag et al., 2020). La sefializacibn hormonal es esencial para preparar la
ovulacion, fertilizacién y la implantacion del embrién (Hunter et al., 2004). El
recambio del endometrio uterino se produce bajo la influencia de diferentes
hormonas, sin embargo, los estrégenos y la progesterona son de las hormonas que
mas influyen sobre el proliferacién y funcionamiento del endometrio, lo que es
crucial para preparar la implantacion y el desarrollo del embriéon (Robinson et al.,
2002). El tejido uterino experimenta ciclos repetidos de proliferacién y degeneracion
celular en respuesta a las sefiales de hormonas esteroides durante la vida
reproductiva normal de los mamiferos (Motta et al., 2020). Ademas, los principales
procesos biolégicos implicados en la remodelacion del endometrio uterino como son
la apoptosis, la remodelacién de la matriz extracelular y la angiogénesis (Arai et al.,
2013).

Los recientes avances en las herramientas de secuenciacion genética han hecho

posible evaluar el transcriptoma a nivel de un grupo de células o de un tejido en



especifico, ya que permite la recopilacion de informacion sobre la expresion
diferencial de los genes al estar expuestos a diferentes estimulos o ambientes
(Stotts et al., 2022). En la actualidad, diversos estudios han propuesto el enfoque
del analisis del transcriptoma endometrial para determinar el rol que ejerce la
correcta expresion de los diferentes genes en el desempefio reproductivo (Forde y
Lonergan, 2012).

En la vaca repetidora, se han reportado variaciones en la expresion genética
endometrial, al comparase con animales de fertilidad normal en muestras tomadas
previo a la implantacion (Jaureguiberry et al., 2020), asi como durante la fase lutea
(Hayashi et al., 2017; Kasimanickam et al., 2020), haciendo eco en que el
microambiente uterino, su estructura y la funcion, pueden estar relacionados con la
reduccion de la fertilidad en estos animales. Horlock et al., (2020), evaluaron el
transcriptoma endometrial de novillas virgenes, tras la induccion experimental y
recuperacion de una infeccion bacteriana en el utero. La infusion bacteriana altero
el perfil del transcriptoma endometrial en comparacién con el grupo testigo que no
fue infectado, demostrando que es posible que un evento de enfermedad uterina
altere la integridad del tejido y por consecuencia su funcionamiento y expresion

geneética.

De las publicaciones accesibles al autor, no se ha realizado ningun estudio que se
enfoque en comparar el transcriptoma endometrial de vacas repetidoras para
perfilar las variaciones en la expresion genética especificamente para las fases
folicular (proliferativa) y lutea (secretora). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue

caracterizar el transcriptoma de la vaca repetidora durante la fase folicular y IUtea



del ciclo estral, utilizando el procedimiento de secuenciacion de sitios terminales del
trascriptoma completo (Whole Transcriptome Termini Site Sequencing, WTTS-seq)
que se diferencia de la secuenciacion del transcriptoma entero para clonacion al
azar (Whole Transcriptome Shotgun Sequencing, RNA-seq) en dos puntos
importantes: 1) generacion de ADN complementario y 2) su enriquecimiento con
colas de poli(A), lo que permite la identificacion de diferentes sitios de
poliadenilacion alternativa capaces de afectar el fenoma (Zhou et al.,, 2016).
Asimismo, comparar las variaciones en los perfiles de expresidn genética
comparando con vacas de fertilidad normal. Esto permite detectar puentes entre el
genoma (genotipos) y el fenoma (fenotipos), lo que conducird a la deteccién de

marcadores genéticos y vias funcionales para la seleccién de animales.



I. Revision de literatura

1. Contexto de la produccion lechera y su relacion con la vaca repetidora

En vacas lecheras el manejo del periodo de transicion se define como las 3 semanas
antes y 3 semanas después del parto, y esta relacionado directamente con el
desemperio reproductivo del hato una vez concluido el periodo de espera voluntario
(Melendez y Risco, 2005). Se ha demostrado en diversos estudios que, durante este
periodo, se incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades relacionadas con los
desafios metabdlicos que estan asociados con el parto y el inicio de la lactancia
(Esposito et al., 2014). El dltimo tercio de la gestacion se caracteriza por un
incremento exponencial en el crecimiento del feto, lo que a su vez reduce
gradualmente el consumo de materia seca por parte de la vaca hasta un 32%,
ocurriendo la mayor parte de esta reduccion 5 a 7 dias antes del parto (Hayirli et al.,
2002). Esta reduccion en el consumo de alimento aumenta la utilizaciéon de los
triglicéridos acumulados en el tejido adiposo y puede predisponer a enfermedades
metabolicas como la cetosis preparto por una alta utilizacion de estos, lo cual puede
ser perjudicial para la salud posparto. Simultaneamente, el aumento subito en la
produccion de leche y la reduccion en el consumo de materia seca, conducen a las
vacas a un estado fisiologico de balance energético negativo con duracion variable,
pero que se puede extender hasta 8 a 10 semanas despueés del parto (Butler, 2003).
Informacion reciente ha demostrado que esta condicion puede agravarse y
extenderse por factores como la dieta insuficiente durante el periodo seco (O’Hara
et al., 2018), el estrés caldrico que reduce aun mas el consumo voluntario (Ntallaris

et al., 2017) y la alta produccion lactea (Mann et al., 2015). Lo anterior, sumado al



desafio metabdlico del animal al inicio de la lactacion resulta en una supresion de la
funcién inmune y a una disminucion en el desempefo reproductivo (Wathes et al.,
2009, Pascottini et al., 2020).

Uno de los principales manejos zootécnicos en las fincas lecheras es la
implementacion del periodo de espera voluntario que tiene como principales
objetivos, reducir el impacto negativo que estos eventos fisiologicos tienen durante
el posparto, sobre la reproduccion y mejorar el rendimiento econémico de las fincas
lecheras, ademas de dar un periodo de tiempo en el cual ocurre la involucién uterina,
y el reinicio de la actividad ovarica (Inchaisri et al., 2011). En este tipo de sistemas
de produccién en lecherias de tipo intensivo y semi-intensivo, el periodo de espera
voluntario se encuentra dentro de los 45 a 70 dias en leche (dependiendo del tipo
de animal) y al finalizar este periodo la vaca sera considerada como elegible a recibir
su primera inseminacion/servicio (Miller et al., 2007). Como se menciond
anteriormente, durante el periodo de espera voluntario, se espera que se
restablezca la integridad tisular uterina mejorar el estado inmunologico y la
resolucion del proceso inflamatorio establecido durante el parto (LeBlanc et al.,
2011; LeBlanc, 2014) y asi, retornen los patrones de secrecion de hormonas
reproductivas como la LH, FSH y las hormonas esteroides provenientes del ovario.
Asimismo, durante este periodo se espera que el mejoramiento en el estado
metabdlico promueva la reanudacion de la actividad ovarica reflejada en el
crecimiento de foliculos, acompafado de la ovulacion y la formacién de un Cuerpo
luteo (Butler, 2003; Cheong et al., 2016). Eventualmente la vaca experimentara la

recuperacion de las reservas de tejido adiposo y la condicion corporal (Carvalho et



al., 2014). No obstante, a pesar de que la seleccion de animales a su primer servicio
esta mediada por el periodo de espera voluntario, se estima que solo el 36% de las
vacas elegibles lograran concebir a su primera inseminacién (Norman et al., 2020).
Lo anterior indica que al menos el 60% de los animales, fallaran al concebir a un
primer servicio dentro de los primeros 100 dias en leche. Ferguson y Skidmore,
(2013), utilizando registros de 13,885 fincas lecheras de las regiones, sur, este,
medio oeste y oeste de Estados Unidos, estiman tasas de concepcion al tercer
servicio de 38%, lo cual eventualmente podria llevar a estas vacas a ser
consideradas como animales con dificultad para concebir o subfertiles. En México
podemos encontrar un efecto similar. Por ejemplo, Mellado et al. (2013), evaluaron
los servicios por concepcion para vacas Holstein de granjas lecheras localizadas en
zonas aridas de México y encontraron nimero mayor en los meses de mayo a julio
(3.0 a 3.4) en comparacion a los otros meses del afio (2.1 a 3.0). Esto demuestra

gue muchos de estos vacas son propensas de ser consideradas repetidoras.

La vaca repetidora se define como aquella que no logra concebir después de 3
inseminaciones/servicios y se caracteriza por presentar ciclos estrales regulares
con duracion de 18 a 24 dias en ausencia de evidencias clinicas que indiquen la
presencia de patologias (Gustafsson y Emanuelson, 2002). Estas se deben de
diferenciar de las vacas que no presentan ciclos estrales regulares y por ende son
animales que no quedan gestantes o presentan otros problemas que causan la
infertilidad (Yusuf et al., 2010). En fincas lecheras en Estados Unidos se estima que
el sindrome de la vaca repetidora se presenta con una incidencia del 20% (Bartlett

et al., 1986) y genera pérdidas econdémicas por el incremento del nimero de



inseminaciones/servicios, incremento en los dias abiertos, el incremento del
intervalo entre partos y el incremento del descarte (Lafi et al., 1992). La etiologia del
sindrome de la vaca repetidora tiene un origen multifactorial y su incidencia
involucra la interaccion de aspectos reproductivos, nutricionales, patolégicos,
ambientales, genéticos y de manejo que conllevan a la vaca a presentar el sindrome
(Lafi y Kaneene, 1992; Yusuf et al.,, 2010). Moss et al., (2002), en un estudio
retrospectivo utilizando datos de fincas lecheras no estacionales en Australia,
demostraron el efecto negativo que tienen diferentes variables relacionadas al
periodo de transicion y al postparto. Entre estas se encuentran la distocia o
enfermedades durante el postparto, asi como el volumen de produccion lactea sobre
variables reproductivas como los dias del parto a primer celo, a primer servicio y
servicios por concepcion. Todo lo anterior demuestra un incremento en el riesgo de
presentar el sindrome de la vaca repetidora, sobre todo cuando no se minimizan o
tratan las enfermedades durante el periparto y se descuida el balance nutricional

relacionado directamente con los volimenes de leche producida.

Asimismo, la fertiidad en las fincas lecheras usualmente se encuentra
comprometida debido a la presién de produccion en la que se encuentran estos
animales y a menudo es considerada como un problema fisiolégico de la vaca que
debe ser solucionado. A través de los afios las vacas han sido seleccionadas por
méritos productivos con la finalidad de incrementar las cantidades de leche
producida por lactancia, resultando en mas presiéon metabdlica para estos animales
durante esta etapa y disminuyendo a su vez el desempefio reproductivo (Windig et

al., 2005). Tradicionalmente, la seleccidn genética para estas caracteristicas se



realizo hasta principios de los 2000, desafortunadamente sin haber considerado las
variables de reproduccion (Lucy, 2001) y no fue hasta 2003 que la seleccion
genética de ganado lechero incluyo caracteres reproductivos como la tasa de
prefiez de las hijas y la tasa de concepcion de las novillonas (VanRaden et al.,
2004). Veronese et al., (2019), demuestran que la fertilidad del hato puede mejorar
cuando se selecciona los caracteres reproductivos a través de incrementar los
signos del estro, incrementando el riesgo de quedar prefiada. Ademas, Bedere et
al., (2018), realizaron un meta-analisis de la relacion entre produccion lactea,
condicion corporal y desempefio reproductivo, sugiriendo que realizar estrategias
genéticas y nutricionales enfocadas a la reduccién en la pérdida de condicion
corporal posparto y el pico de lactaciéon, podrian ser una forma efectiva de mejorar
la eficiencia reproductiva dentro de la finca. Esto demuestra que actualmente, el
enfoque es buscar un equilibrio entre produccion lactea y desempefio reproductivo.
Sin embargo, en maridos, cérvidos y bovidos en vida silvestre, se ha observado que
se puede encontrar gestaciones durante la lactancia cuando las condiciones
nutricionales son favorables, siendo logica y natural la relacién antagonica entre los
volumenes de produccion lactea y el inicio del siguiente ciclo reproductivo (Verme y
Ozoga, 1981; Knight, 2001; Perera, 2011).

Anteriormente, se menciond que es comun gue un porcentaje de las vacas elegibles
a ser inseminadas experimenten problemas de fertilidad durante sus primeros dos
servicios y que esto podria no estar relacionado directamente con la condicidon
fisiologica del animal (Norman et al., 2020). El momento de la inseminacion artificial,

en relacion con la ovulacion, es importante para el éxito de la fecundacion debido a



gue las inseminaciones de manera tardia no permitiran un tiempo suficiente para la
capacitacion y los procesos celulares de los espermatozoides en el tracto
reproductivo de la hembra para adquirir la capacidad de fertilizar el ovocito. Por otro
lado, la inseminacién demasiado temprana dara lugar a la muerte de una elevada
proporcion de espermatozoides antes de que el ovocito llegue al ampula para la
fertilizacion (Dalton et al., 2001). En efecto, Ranasinghe et al. (2009), reportaron
bajas tasas de concepcidon cuando se insemina a las hembras Unicamente
considerando signos secundarios de celo como inquietud, congestion de la vulva y
secrecion de moco claro en vacas altas productoras de leche. Dobson et al. (2008),
mencionan que factores adicionales como mastitis y problemas podales, reducen la
pulsatilidad de la FSH necesaria para inducir la produccion de estradiol por el
foliculo dominante y consecuentemente la liberacion de LH. En animales que
presentan estos problemas clinicos pudieran estar contribuyendo a la disminucion
del porcentaje de animales que se dejan montar durante el estro, asi como a la
disminucién en su duracion, complicando la tarea de tener éxito al inseminar los
animales. Lo anterior podria estar aumentando el numero de servicios sin
concepcion y estar afectando de manera indirecta la incidencia de repeticion de
celos sin que el problema de fertilidad sea inherente al tracto reproductivo per se.

El establecimiento y mantenimiento de la gestacion dependen entre otras cosas de
la funcion y el microambiente del Utero durante el ciclo estral (Billhaqg et al., 2020).
La sefializacion hormonal es esencial para preparar la ovulacion, fertilizacion y la
implantacion del embrion (Hunter et al., 2004). La dinamica endometrial se

encuentra influenciada por diferentes hormonas, sin embargo, los estrogenos y la
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progesterona son de las hormonas que mas influyen sobre el desarrollo y
funcionamiento del endometrio (Robinson et al., 2002), experimentando ciclos
repetidos de proliferacion y degeneracion celular durante la vida reproductiva
normal de los mamiferos (Motta et al., 2020), siendo los principales procesos
biolégicos implicados la apoptosis, la remodelacion de la matriz extracelular y la
angiogénesis (Arai et al., 2013). Los recientes avances en las herramientas de
secuenciacion genética han hecho posible evaluar el transcriptoma a nivel de un
grupo de células o de un tejido en especifico, ya que permite la recopilacion de
informacion sobre la expresion diferencial de los genes expresados al estar
expuestos a diferentes estimulos (Stotts et al., 2022). En la actualidad se ha
propuesto el enfoque de estudio del transcriptoma endometrial para determinar el
rol que ejerce la correcta expresion de los diferentes genes en el desempefio
reproductivo (Forde y Lonergan, 2012).

En la vaca repetidora, se han reportado variaciones en la expresion genética
endometrial, al comparase con animales de fertilidad normal en muestras tomadas
previo a la implantacion (Jaureguiberry et al., 2020), asi como durante la fase litea
(Hayashi et al., 2017; Kasimanickam et al., 2020), haciendo eco en que el
microambiente uterino, su estructura y la funcion, pueden estar relacionados con la
reduccion de la fertilidad en estos animales. Horlock et al., (2020), evaluaron el
transcriptoma endometrial de novillas virgenes, tras la induccion experimental y
recuperacion de una infeccion bacteriana en el utero. La infusion bacteriana altero

el perfil del transcriptoma endometrial en comparacién con el grupo testigo que no
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fue infectado, demostrando que es posible que un evento de enfermedad uterina

altere la integridad del tejido y por consecuente su funcionamiento.

2. La dindmica endometrial durante el ciclo estral y la implantacion

El sistema reproductivo de la vaca esta disefiado para transportar los
espermatozoides hacia el oviducto y un ovulo hacia el sitio de fertilizacion. De
externo a interno, el Utero puede dividirse en tres capas: el perimetrio, el miometrio
y el endometrio (Hopper, 2021). El perimetrio es la capa serosa o cubierta peritoneal
visceral del Utero, es continuacion del peritoneo pélvico y abdominal y esta formada
por un mesotelio y una fina capa de tejido conectivo. El miometrio es la capa mas
gruesa y esta en contacto con capa muscular de la vagina y el oviducto (Fails y
Magee, 2018). El endometrio es el revestimiento epitelial interno del Utero y se
organiza en dos regiones distintas, caruncular e intercaruncular (Hopper, 2021). Las
carunculas son regiones mucosas elevadas del endometrio que estan altamente
vascularizadas. Las carunculas del Utero se unen a los cotiledones de las
membranas placentarias fetales para formar los placentomas caracteristicos de una
placenta cotiledonaria (Hopper, 2021). Tanto el miometrio como el endometrio
sufren cambios ciclicos, correspondientes con el ciclo estral, para preparar el Gtero
para la implantacion de un embrion. Si un embrion se implanta y hay un
reconocimiento de la gestacion, el ciclo estral se pausa y, tanto el miometrio como
el endometrio, experimentan un crecimiento y una diferenciacion considerables

durante la prefiez (Liebich, 2020).
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2.1. Anatomia e histologia uterina

El atero en la hembra bovina consta de un cuerpo y dos cuernos. El cuerpo mide
entre 4 y 5 cm de longitud, cranealmente se bifurca para continuar como cuernos
uterinos y caudalmente se conecta con la vagina a través del canal cervical (Ghosh,
2021). Los cuernos uterinos son érganos con una capa muscular gruesa y tubulares,
gue se encuentran en la cavidad abdominal entre el oviducto y el cuerpo del Gtero.
Cada cuerno mide 30 cm de largo en vacas no gestantes y se disponen sentido
craneal, se dividen en los ligamentos intercornuales, cada uno de ellos gira
bruscamente en sentido ventral, para continuar luego en sentido caudales y terminar
finalmente en sentido dorsal al ovario (Ghosh, 2021).

La mucosa del endometrio esta compuesta por un epitelio superficial y una lamina
propia mucosa (estroma endometrial). La lamina propia esta adyacente a la tinica
muscular; y cubierta por una capa serosa llamada perimetrio. Ambos componentes
de la mucosa experimentan variaciones estructurales ciclicas. En los rumiantes, el
epitelio superficial es columnar simple ciliado y no ciliado y suelen tener
microvellosidades. Asimismo, puede haber zonas de epitelio columnar
pseudoestratificado. Las células pueden presentar cilios (Hopper, 2021). El tejido
conectivo forma el marco estructural de la lamina propia (estroma endometrial), que
contiene una multitud de glandulas uterinas ramificadas y tubulares. Las porciones
terminales de las glandulas pueden extenderse hacia la tunica muscular. El
andamiaje de tejido conectivo tiene una gran capacidad de adaptacion estructural y
funcional y apoya el papel metabolico de la mucosa uterina durante la gestacion y

el desarrollo de la placenta. Esto se ve facilitado por la presencia de células del

13



sistema inmunitario innato (natural killers uterinas, células dendriticas y macréfagos)
y adaptativo (linfocitos T, linfocitos T regulares, linfocitos B y células plasmaticas
deribadas de linfocitos B activados) debajo del epitelio (Léw et al., 2016).

La tanica muscular estd formada por haces de fibras musculares lisas que se
prolongan desde la capa muscular del cuerno uterino y se extienden hasta la pared
del cuello uterino (Pawlina y Ross, 2018). En el cuerpo y los cuernos del utero, la
capa muscular es circular con fibras predominantemente espirales que se cruzan
entre si. Ademas de las fibras musculares lisas, la capa muscular externa contiene
fibroblastos modificados (miofibroblastos contractiles) que sostienen las capas
musculares lisas. Particularmente en la gestacion, éstas células se transforman en
células musculares y tras el parto, retroceden y sintetizan fibras de colageno
(Pawlina y Ross, 2018). La capa muscular esta rodeada por una capa vascular
prominente que contiene importantes arterias, venas y vasos linfaticos. Los vasos y
las fibras nerviosas que los acompafian (mielinizadas y no mielinizadas) se
extienden desde el estrato vascular hasta el endometrio para abastecer las
glandulas y el epitelio (Pawlina y Ross, 2018).

El perimetrio rodea al miometrio. Esta formado por una tunica serosa externa, que
comprende una sola capa de mesotelio, recubierta por una tela subserosa y una
capa bien desarrollada de fibras musculares lisas orientadas longitudinalmente
(stratum musculare longitudinale). EI masculo proyecta hacia el ligamento ancho del

utero y es continuo con el masculo del cuello uterino (Ghosh, 2021).
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2.2. Cambios en el endometrio durante ciclo estral

Los ciclos estrales consisten en una serie de acontecimientos reproductivos
predecibles que comienzan con el celo, terminan con el siguiente y solo se
interrumpen durante la gestacion y/o problemas patoldgicos y aspectos ambientales
(Forde et al., 2011). La hembra bovina se clasifica como poliéstrica continua, pues
presenta sus ciclos estrales durante todo el afio; este, se puede dividir en dos fases
gue son nombradas a partir de la estructura ovarica dominante (Senger, 2012). La
fase folicular es un periodo que comprende de la regresion del cuerpo lateo a la
ovulacion. Es una fase relativamente corta que representa el 20% de la duracion del
ciclo estral (4 — 6 dias). Las estructuras primarias en el ovario son foliculos en
diversos estados de crecimiento que secretan estradiol (Forde et al., 2011). La fase
lutea es el intervalo de la ovulacion a la regresion del Cuerpo luteo, es de mayor
duracién que la fase folicular, pues comprende el 80% del ciclo estral (14 — 18 dias).
La estructura primaria es el Cuerpo luteo y la hormona predominante es la
progesterona (Forde et al., 2011). El inicio de la fase folicular es dependiente a la
regresion del Cuerpo luteo. La lutedlisis es el proceso de degeneracion celular y
apoptosis por el que pasa el Cuerpo luteo, y esta caracterizado por una marcada
reduccion en la concentracion de progesterona (Fails y Magee, 2018). La ausencia
de su retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo, permite que la GnRH sea
liberada a mayores frecuencias y amplitudes. Por lo tanto, aumenta la concentracion
de FSH y LH, lo que promueve el desarrollo y maduracion final de los foliculos y el
aumento en la concentracion de estradiol (Senger, 2012). A medida que aumenta la

concentracion de esta hormona y el desarrollo folicular, se reduce la secrecion de
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FSH por accién conjunta con la inhibina producida por las células de la granulosa,
lo que promueve la dominancia folicular (Forde et al., 2011). La ovulacién ocurre en
respuesta a un pico pre-ovulatorio de LH y la retroalimentacion positiva de estradiol
sobre las neuronas del centro preovulatorio hipotalamico (Senger, 2012). Asimismo,
durante la fase folicular el estradiol induce la expresion de factores de crecimiento
en el endometrio bovino (Robinson et al., 2000; Tasaki et al., 2010) promoviendo la
proliferacion de las células epiteliales del endometrio al estimular la producciéon de
factores de crecimiento en las células del estroma (Xiao y Goff, 1998). El aumento
en la concentracion de progesterona por parte del Cuerpo lateo, recién formado al
inicio del diestro, estimula la acumulacion de fosfolipidos en las células epiteliales
laminales y glandulares, que pueden liberar acido araquidénico para la sintesis y
secrecion de prostaglandina F2a (PGF2a) (McCracken, 1980). Durante la fase IUtea,
la concentracion de progesterona aumenta y actla a través de los receptores a
progesterona para bloquear la expresion de receptores de tipo estradiol a y oxitocina
en las células epiteliales laminales y glandulares del endometrio (McCracken,
1980). Por lo tanto, la expresién de receptores a estradiol a y receptores a oxitocina
no se detecta entre los dias 5 y 11 del ciclo, es decir, durante la mayor parte del
diestro, demostrando la sincronia que existe entre la fase folicular y la fase lutea
para preparar al endometrio previo a la implantacion (McCracken, 1980).

2.2.1 El endometrio durante la fase folicular

La concentracion de estradiol previa al pico preovulatorio de LH y la ovulacion
parece regular cambios en el ambiente uterino en diversas especies. En humanos,

por ejemplo, se ha demostrado que la estimulacion con estradiol resulta en
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proliferacion endometrial e induccidn de receptores a progesterona, necesarios para
la accion posterior de la progesterona para inducir la luteinizacion y la ventana de
implantacion (Paulson, 2011). En los bovinos, el pico de estradiol ocurre 36 horas
antes de la ovulacion (Forde et al., 2011) y el aumento preovulatorio de la
concentracion de estradiol se ha asociado a un incremento de la supervivencia
embrionaria posterior a la implantacion (Bridges et al., 2012; Geary et al., 2013). El
acondicionamiento adecuado del endometrio con estradiol da lugar a la proliferacion
endometrial y a la induccion de suficientes receptores de progesterona para permitir
que la posterior estimulacion con esta hormona induzca la receptividad endometrial
(Paulson, 2011). Histologicamente durante la fase folicular, el estroma y el epitelio
glandular endometrial se encuentran en mitosis, alcanzando plateau vy
disminuyendo en su division al finalizar la etapa de estro (Ohtani et al., 1993). Es
asi como durante esta fase, hay una estimulacion estrogénica que provoca la
proliferacion del endometrio y la induccion en este de receptores a progesterona
(PGR) (Lessey et al., 1988).

2.2.2 El endometrio durante la fase lutea

En respuesta a la progesterona, el endometrio sufre cambios bioquimicos y
estructurales, de un estado proliferativo a uno secretorio, con la induccion
concomitante de la receptividad endometrial y la apertura de la ventana para la
implantacion (Lessey et al., 1988). Durante el diestro temprano, la progesterona del
Cuerpo luteo recién formado, estimula la acumulacion de fosfolipidos en el epitelio
laminar y glandular que pueden liberar acido araquidonico para la sintesis y

secrecion de PGF2a. Durante el diestro, la concentracion de progesterona aumenta
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actuando a través de receptores a progesterona, y asi bloqueando la expresion de
receptores de estradiol a y de oxitocina en los epitelios laminar y glandular del
endometrio (McCracken, 1980). Por lo tanto, la expresion de receptores a estradiol
a y a oxitocina no se detecta entre los dias 5 y 11 del ciclo, es decir, durante la
mayor parte del diestro, demostrando la transicion sincronica de una fase
proliferativa a una fase secretora. La exposicion continua del Utero a la progesterona
durante los 8 a 10 dias, disminuye la expresion de receptores de progesterona, tanto
en los epitelios laminar y glandular del endometrio después de los dias 11y 12
(Spencer et al., 1995), todo esto, permite un rapido aumento de la expresion de
receptores a estradiol a en el dia 13, seguido de receptores a oxitocina en el dia 14
en los epitelios laminar y glandular del endometrio (Hixon y Flint, 1987; Spencer et
al., 1995). La autorregulacion negativa de la expresion de los receptores de
progesterona por la progesterona misma, implica una disminucion de la
transcripcion del gen a receptores de progesterona (Alexander et al., 1989; Read et
al., 1988). La oxitocina, secretada a partir del dia 9 del ciclo estral y de la prefiez
desde la pituitaria posterior y/o del Cuerpo luteo, induce la liberacion de pulsos de
PGF2a con funcién luteolitica desde los epitelios laminar y glandular del endometrio
en los dias 14 a 16 (Wathes y Lamming, 1995). El Cuerpo lGteo sufre una regresion,
lo que permite volver al estro y completar el ciclo estral. Asi, la progesterona esta
paraddjicamente implicada primero en la supresion y luego en la induccion del
desarrollo del mecanismo luteolitico endometrial durante el ciclo estral. EIl momento
de la regulacién a la baja de receptores a progesterona por la progesterona misma,

parece determinar cuando se desarrolla el mecanismo luteolitico en el endometrio.
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Asi, Garret et al., 1988; Johnson et al., 2000 demostraron la capacidad que tiene la
administracion de progesterona exdgena durante el metaestro para disminuir el
intervalo entre estros en ovejas y bovinos.

Histologicamente, Ohtani et al., (1993), documentaron los cambios en el endometrio
terminando el estro y observan acumulacion de la secrecion glandular en el lumen
uterino, asi como mitosis del epitelio glandular. En el tercer dia del ciclo estral, la
secrecion glandular comienza a ser mas espesa, apreciandose células del epitelio
glandular con vacuolizacion supranuclear, mientras que la mitosis en el epitelio
glandular disminuye. Al dia 4, las secreciones alcanzan un valor maximo, las células
del estroma son pequefias con un ndcleo denso, sin embargo, las células del
estroma periarteriales se alargan (cambios pseudodeciduales). Durante el dia 5,
muy pocas células del epitelio glandular que se encuentran en mitosis, aunque la
presencia de secrecion intraluminal y vacuolizacion supranuclear es todavia
prominente. Las células pseudodeciduales aumentan notablemente en el
endometrio entre los dias 5y 6. El estroma adquiere aspecto de una lamina sdlida
de células deciduales bien desarrolladas. La vacuolizacion basal aparece en el
epitelio superficial tnicamente durante estos dias. En el dia 7, tanto la secrecion
como la vacuolizacion supranuclear siguen siendo evidentes. La vacuolizacion
supranuclear se produce durante los dias 3 a 11. Al dia 7, los leucocitos
polimorfonucleares se infiltran bajo el epitelio superficial. En el dia 8, se observa una
reaccion pseudodecidual y una vacuolizacion supranuclear y la secrecion comienza
a disminuir. Para el dia 9, aparecen numerosas células en mitosis en el estroma,

células pequefias con nucleos densos bajo el epitelio superficial. Entre los dias 9 y
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11, las mitosis estromales son prominentes. La ausencia de secrecion intraluminal
distingue el dia 12 del los dias 9, 10 y 11. Después de la fase latea media, los
cambios no se producen lo suficiente evidentes como para hacer una distincion
entre ellos. Hacia el dia 13, las mitosis estromales disminuyen bruscamente, y no
existen factores que permitan discernir entre el endometrio de los dias 13 a 15. En
los dias 16 y 17 se observa vacuolizacion supranuclear en el epitelio glandular. En
el dia 18, se producen pocas mitosis glandulares, pero que se vuelven prominentes
en el dia 19. Durante los dias 20 a 21, se comienzan a apreciar cambios histoldgicos
gue asemejan a los producidos durante la fase folicular permitiendo distinguirlo asi
con la fase lutea.

2.3 Cambios en el endometrio durante la implantacion

El reconocimiento materno de la gestacién en rumiantes (ovejas, vacas, cabras)
requiere que el concepto se elongue de una forma esférica a una tubular y luego
filamentosa para producir interferén tau (IFNT), que es la sefal que impide el
desarrollo del mecanismo luteolitico endometrial (Spencer y Bazer, 2002; Roberts
et al.,, 1999). Este efecto antiluteolitico del IFNT, resulta en el mantenimiento del
Cuerpo lateo funcional y, por lo tanto, en la secrecidon de progesterona que es
esencial para mantener un ambiente uterino, apoyando los eventos criticos para el
desarrollo exitoso del embrion hasta el término de la gestacion.

Durante el reconocimiento materno de la gestacion, las células mononucleares del
trofectodermo del embridn sintetizan y secretan IFNT principalmente al dia? 10,
cesando su actividad a partir de los dias 21 al 25, con una produccion maxima en

los dias 14 a 16 (Roberts et al., 1999; Bazer, 1992). El IFNT parece ser el unico
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factor producido por el embrién que impide el desarrollo del mecanismo luteolitico
endometrial (Bazer, 1992). El IFNT, no actua para estabilizar la expresién de
receptores de progesterona en el epitelio endometrial durante la prefiez (Spencery
Bazer, 1995, Bazer et al., 2003). Mas bien, el IFNT actua de forma paracrina sobre
los epitelios laminar y glandular del endometrio para suprimir la transcripcion de los
genes a receptores estradiol a y receptores a oxitocina (Spencer y Bazer, 1996;
Fleming et al.,, 2011). Estos fenédmenos, anulan el desarrollo del mecanismo
luteolitico endometrial al inhibir el aumento de la expresion de receptores a
oxitocina, el IFNT e impidiendo la produccion endometrial de pulsos luteoliticos de
PGF2a. Sin embargo, el IFNT no inhibe la produccién basal de PGF2a, que es mayor
en hembras prefiadas que en las que se encuentran ciclando. Sin embargo, el
embridn y el IFNT no afectan la expresion de ciclooxigenasa-2 (COX-2) en el epitelio
endometrial (Charpigny et al., 1997; Kim et al., 2003). La evidencia cientifica
disponible apoya fuertemente la idea de que las acciones antiestrogénicas del IFNT
previenen los aumentos en la expresion epitelial de receptores a estradiol a al inhibir
directamente la transcripcion del gen para receptores a estradiol a y mantener la
secrecion de progesterona por el cuerpo luteo (Fleming et al., 2001).

La progesterona, la hormona de la prefiez, desempeiia un papel fundamental en el
establecimiento y mantenimiento de la gestacion. En todos los Uteros de mamiferos,
los receptores a progesterona se expresan en el epitelio y el estroma endometrial
durante la fase Ilutea temprana, permitiendo la regulacion directa de una serie de
genes por la progesterona, a traves de la activacion estos receptores. Sin embargo,

la exposicion continua del endometrio a la progesterona autorregula negativamente
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la expresion de estos receptores en el epitelio endometrial (Robinson et al., 2001).
Se ha observado que la expresion de la proteina de los receptores a progesterona
no es detectable en los epitelios laminar y glandular del endometrio de ovejas
después de los dias 11 y 13 de gestacion respectivamente (Spencer and Bazer,
1995). Ademas, la expresion de receptores a progesterona solo se detecta en el
estroma y el miometrio durante la mayor parte de la gestacion en el Utero ovino
(Spencer and Bazer, 1995). El paradigma de la pérdida de los receptores a
progesterona en los epitelios uterinos inmediatamente antes de la implantacion es
comun en ovinos (Spencer and Bazer, 1995), bovinos (Kimmins y MacLaren, 2001),
porcinos (Geisert et al., 1994), humanos (Lessey et al., 1988) y ratones (Tan et al.,
1999). Por lo tanto, la regulacion de la funcidon epitelial endometrial durante el
periodo peri-implantacion debe estar dirigida por factores especificos producidos
por las células estromales positivos a receptores a la progesterona (Cunha et al.,
1985). En rumiantes, las células estromales endometriales expresan tanto el factor
de crecimiento de fibroblastos 10 (FGF-10) como el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), mientras que el epitelio endometrial y el trofectodermo expresan
sus respectivos receptores, a 2llib del FGF (FGFR2I11b) y c-met (Chen et al., 2000a;
Chen et al., 2000b).

En humanos como en roedores, el patron de expresion de las glucoproteinas de
mucina (MUC) MUC1 y MUC4 en el epitelio laminar uterino puede controlar la
accesibilidad de los receptores de integrina del trofectodermo a sus ligandos,
bloqueando estéricamente la adhesion célula-célula y célula-matriz extracelular y el

acceso del trofectodermo del concepto al epitelio laminar uterino (Carson et al.,
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2000; Chen et al., 2000b). La cascada de adhesion a la implantacién en roedores y
ovejas se inicia tras la regulacion a la baja de MUC1, que coincide con la pérdida
de RP del epitelio uterino (Bowen et al., 1997; Johnson et al., 2001). Este patron de
expresion de MUCL1 contrasta con el de los conejos y los humanos, en los que hay
un aumento general de la expresion de MUCL1 durante la fase receptiva bajo la
influencia de la progesterona; sin embargo, MUC1 se reduce localmente en los
lugares de implantacion, quiza debido a las sefiales paracrinas de los blastocitos
(Carson et al., 2000).

En los rumiantes, la exposiciéon continua del Utero a la progesterona induce la
expresion de proteinas en el epitelio glandular endometrial que se secretan en el
lumen uterino (Stewart et al., 2000; Peltier et al., 2001). Los dos productos
secretores del epitelio glandular mejor son las proteinas de la leche uterina, también
denominadas serpinas uterinas, y la osteopontina. Las proteinas de la leche uterina
miembros de la familia de las serpinas inhibidoras de la serina proteasa (Peltier et
al., 2001; Ulbrich et al., 2009) y sirven como excelentes marcadores de la capacidad
secretora del endometrio durante la gestacion (Moffatt et al., 1987; Spencer et al.,
1999; Stewart et al., 2000; Ulbrich et al., 2009). La expresion de ARNm de las
proteinas de la leche uterina esta estrechamente regulada, apareciendo en el
epitelio glandular entre los dias 15y 17, y luego aumentando su abundancia durante
la gestacion de manera paralela al crecimiento y desarrollo fetal (Moffatt et al., 1987;
Spencer et al., 1999; Stewart et al., 2000). La osteopontina es una glicoproteina
acida fosforilada componente de la matriz extracelular detectada en los epitelios y

en las secreciones de muchos tejidos, incluido el utero (Johnson et al., 2003). La
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osteopontina se une a los heterodimeros de integrina para promover la adhesion, la
propagacion y la migracion celular (Johnson et al., 2003). La osteopontina aumenta
en las secreciones uterinas durante el periodo de peri-implantacion (dias 11-17),
cuando se produce la adherencia y fijacion del embrion al epitelio laminar del
endometrio (Johnson et al., 1999; Johnson et al., 1999). La osteopontina secretada
se une entonces a los heterodimeros de integrina expresados por el trofectodermo
y el Utero para estimular los cambios en la morfologia de las membranas
placentarias extraembrionarias del embridon e inducir la adhesion entre el epitelio
laminar y el trofectodermo, esencial para la implantacion y la placentacion (Johnson
et al., 2003). El gen para osteopontina se expresa en el epitelio glandular durante
toda la gestacion y la abundancia de osteopontina es paralela al crecimiento y
desarrollo fetal (Johnson et al., 2003).

La pérdida de receptores a progesterona por parte del epitelio glandular parece ser
necesaria para la morfogénesis y la funcion diferenciada de este grupo celular, asi
como para evitar la inhibicion de estos eventos por parte de la progesterona
(Musgrove et al., 1998; Tong y Pollard, 1999). La ausencia de receptores de
progesterona es necesaria para que los epitelios secretores inicien y mantengan la
expresion de los genes que codifican las proteinas secretoras. La alteracion de la
morfogénesis epitelial que implica la disminucion en la expresion del gen a
receptores de progesterona en las glandulas endometriales, podria comprometer la
supervivencia y el crecimiento del blastocisto durante la gestacion temprana (Burton

et al., 2002).
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3. La dindmica endometrial en la vaca repetidora

Ohtani y Kiyoshi, (1994), realizando una evaluacion histologica del endometrio de
vacas repetidoras en los dias 1 y 8 del ciclo estral (dia 0= estro), documentaron los
cambios significativos contra vacas de fertilidad normal. Al dia 1, en las vacas
normales, se observan mitosis del epitelio glandular, no asi vacuolizacion
supranuclear. En las vacas repetidoras, en cambio, se observo el endometrio en
etapa secretora, con exudados glandulares y vacuolizacién supranuclear
prominente, con ausencia de mitosis glandulares. En ambos grupos, el estroma se
encontraba edematizado, sin embargo, Unicamente se observd mitosis en el
estroma de las vacas normales. En ambos grupos, se observé un sangrado
metaestral en ausencia de vacuolizacion basal e infiltracion leucocitaria. En el dia
8, el tejido glandular endometrial de vacas normales y repetidoras presenté
ausencia de mitosis y acumulacion de contenido secretorio prominente. El estroma
en ambos grupos, presentd ausencia de mitosis, y en el endometrio de vacas
normales se encontro la reaccion pseudodecidual en mayor proporcion que en las
vacas repetidoras. De acuerdo con Ohtani et al., (1993), el endometrio en las vacas
repetidoras del dia uno del ciclo estral presenta una morfologia secretora,
contrastando con la cual se espera entre los dias 6 y 8 en vacas normales. Esta
asincronia en la funcion del endometrio durante el ciclo estral, podria ser la causante
de la presentacion del sindrome de la vaca repetidora, ya que los bovinos y ovinos,
hay una escasa flexibilidad en la asincronia uterina si los tiempos en que acurren
estos eventos no ocurren en el orden cronologico normal (Pope, 1988). La funcion

endometrial en la vaca repetidora se ha estudiado a través del ciclo estral y durante
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la implantacion, con el fin de determinar, si existen diferencias en la expresion de
genes y proteinas que pudieran estar comprometiendo la sincronia de los eventos
necesarios para el establecimiento de la gestacion (Katagiri et al., 2013; Hayashi et
al., 2017; Kasimanickam y Kasimanickam, 2021).

A pesar de la importancia que tiene estudiar el sindrome de la vaca repetidora, es
bastante escasa la informacidén para caracterizar los eventos cercanos a la fase
folicular. Un estudio relacionado a los eventos en esta fase seria deseable para
entender los posibles cambios en este periodo muy relacionados al crecimiento
folicular y la ovulacion.

3.1. Microambiente endometrial en la vaca repetidora

El estradiol y la progesterona regulan la expresion de una amplia variedad de
factores de crecimiento y citoquinas que desempefian un papel importante en la
receptividad uterina, el crecimiento embrionario y la implantacion (Brooks et al.,
2014). A traves del uso de herramientas moleculares se han identificado diferentes
genes que se expresan en el endometrio de forma diferencial en respuesta al ciclo
estral (Bauersachs et al., 2005; Shimizu et al., 2010). Este enfoque ha sido aplicado
para evaluar la funcion endometrial de vacas con fertilidad normal, sub-fértiles e
infértiles durante el ciclo estral y la gestacion temprana, demostrando que en el
endometrio se expresan genes diferencialmente entre estos individuos (Minten et
al., 2013; Killeen et al., 2014).

Asi, Takagari y Takahashi, (2004), evaluaron cantidades de factor de crecimiento
epidermal (EGF) en tejido endometrial, detectando una expresion alterada de este

factor en la vaca repetidora. Las vacas con fertilidad normal muestran dos picos en

26



las concentraciones endometriales de EGF enlos dias 2 - 4y 13 - 14 (Dia 0 = estro)
del ciclo estral, y estos picos estan ausentes o0 son mas bajos en aproximadamente
el 70% de las vacas Holstein lactantes reproductoras afectadas por el sindrome de
la vaca repetidora (Takagari y Takahashi, 2004, Katagari et al., 2016). Las
alteraciones en las concentraciones endometriales de EGF se han relacionado con
la reduccion de la fertilidad tras la inseminacion artificial (IA) en vacas repetidoras
(Takagari y Takahashi, 2006). Jaureguiberry et al., (2020), compararon la expresion
endometrial del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), la enzima
prostaglandina-endoperoxido sintasa 2 (PTGS2) y el factor de crecimiento y
diferenciacion NODAL en vacas repetidoras durante el diestro. En sus resultados
muestran diferencias en la expresion endometrial de ARNm de los genes EGFR,
NODAL y PTGS2, pero no en la expresiéon endometrial los receptores a estradiol a
y progesterona entre vacas repetidoras y normales. La expresion endometrial al
EGFR fue mayor en las vacas repetidoras, lo que puede estar relacionado con
cambios en los mecanismos reguladores de su expresion. El receptor a estradiol a
presento una correlacion positiva con la de EGFR. Asimismo, se ha demostrado que
el estradiol desempefia un papel primordial en la regulacion de la expresion de
EGFR (Sagsoz et al., 2012). Es posible que la alteracién de la concentracion de
estradiol y el EGF modifique la expresion de EGFR y, en consecuencia, el entorno
uterino en las vacas repetidoras.

La alteracion de los perfiles EGF/EGFR produce cambios importantes en el
metabolismo de prostaglandinas (Takatsu et al., 2018). Wagener et al., (2017),

obtuvieron una diferencia significativa con la disminucion de la expresion de ARNm
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de PTGS2 en vacas repetidoras. Por lo tanto, la disminucion de la expresion de
PTGS2 en vacas repetidoras puede estar relacionada con cambios en la capacidad
del Utero para sintetizar prostaglandinas, que son esenciales en el desarrollo
embrionario y el mantenimiento del Cuerpo lateo durante la gestacion (Dorniak et
al., 2011). Erdem y Guzeloglu, (2010) determinaron que la inhibicibn de una
prostaglandina sintasa durante la gestacion temprana en novillas Holstein disminuia
las tasas de prefiez, lo que demuestra la importancia de PTGS2 para la fertilidad y
aporta mas pruebas de su posible papel en el sindrome de la vaca repetidora.

Las mucinas se consideran un grupo de moléculas que influyen en la implantacion
embrionaria (Kasimanickam et al., 2014). Wagener et al., (2017), observan
aumentos la expresion endometrial de ARNm de dos mucinas (MUC4 y MUC12) en
las vacas repetidoras en comparacion con las normales. Se ha reportado que el
éxito en la implantacion requiere la regulacion a la baja de mucinas para permitir la
interaccion blastocisto-endometrio (Bastu et al., 2015). La regulacion hormonal de
la expresion de mucinas varia entre especies. En ratones (Surveyor et al., 1995) y
cerdos (Bowen et al.,, 1997), la progesterona es un inhibidor y en humanos un
estimulador de la expresion de MUC1 (Meseguer et al., 2001). En ovejas, los niveles
de expresion? mas altos de MUC1 se detectan in vivo durante la fase lutea y el
tratamiento in vitro de células endometriales ovinas con progesterona o estrogenos
produce una regulacion al alza de la expresion de ARNm y proteina de MUC1,
mientras que el tratamiento con IFNT regula a la baja la expresion de MUC1
(Raheem et al., 2016). En el ganado bovino, la expresion no regulada de ARNm o

proteinas MUC puede contribuir a la subfertilidad en las vacas repetidoras.
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1. Justificacion

De acuerdo al Council on Dairy Cattle Breeding (Norman et al., 2021), se estima
que el 15% de las vacas se descartan de las granjas lecheras debido a problemas
reproductivos. Este trabajo esta enfocado en obtener respuestas sobre la expresion
genética endometrial de vacas repetidoras que no muestran problemas clinicos ni
endocrinoldgicos aparentes, pero que no logran concebir después de repetidas
inseminaciones, ocasionando su baja de las unidades de produccion por cuestiones
econdmicas. Este trabajo utiliza un enfoque de evaluacion del transcriptoma
endometrial durante la fase folicular y la fase latea del ciclo estral, basado en los
eventos de poliadenilacion alternativa que son conocidos por afectar el fenoma. En
el presente trabajo se evaluaron vacas repetidoras que fueron clasificadas como no
aptas para la reproduccion con vacas recién paridas que requirieron de 1 a 2
inseminaciones para concebir con el fin de identificar patrones que pudieran afectar

la receptividad del endometrio y por ende la capacidad de establecer la gestacion.
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[ll. Hipotesis

El perfil de expresion genética endometrial en las vacas repetidoras sera diferente
a las de fertilidad normal durante las fases folicular y Iutea del ciclo estral.

IV. Objetivos

4.1. Objetivo general

El objetivo de este estudio fue caracterizar el transcriptoma de la vaca repetidora
durante la fase folicular y latea del ciclo estral, utilizando el procedimiento de
secuenciacion de sitios terminales del trascriptoma completo (Whole Transcriptome
Termini Site Sequencing, WTTS-seq).

4.2 Objetivos especificos

Comparar el tamafo del foliculo dominante y el Cuerpo luteo, la presencia de
Cuerpo luteo y de celo de las vacas repetidoras y vacas de fertilidad normal antes y
12 dias después de la aplicacion de PGF2a durante un ciclo estral.

Comparar el registro de actividad de las vacas repetidoras y las vacas de fertilidad
normal después de la aplicacion de PGF2a durante un ciclo estral.

Comparar las variaciones en los perfiles de expresion genética de las vacas
repetidoras con las vacas de fertilidad normal durante las fases folicular y lttea del

ciclo estral.
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V. Material y métodos

5.1. Ubicacioén

El estudio se llevo a cabo durante los meses de junio a agosto del 2022 en la granja
lechera Knott Dairy Center ubicada en Pullman, Washington y que pertenece a
Washington State University. El comité institucional del cuidado y uso de los
animales de Washington State University (Institutional Animal Care and Use
Committee, IACUC) evalud los procedimientos realizados durante este experimento

(ASAF#: 7109).

5.2. Animales

Se utilizaron un total de 13 vacas lecheras Holstein multiparas en lactancia
clinicamente sanas. Se clasificaron en dos grupos: 1) vacas que se encontraban
dentro de los primeros 100 dias postparto confirmadas prefiadas al finalizar el
estudio a una o dos inseminaciones (Testigo, VT; n=6) con edad de 2.7 + 0.8; y 2)
vacas repetidoras con mas de 350 dias en leche que anteriormente no lograron
concebir en mas de 3 inseminaciones (Vacas repetidoras, VR; n = 7) con edad de
5.7 £ 1.5. Al comienzo del estudio las vacas testigo contaban con 18 + 2 dias y las
repetidoras con 450 + 88 dias posparto. Se alimentaban dos veces al dia con racién
total mezclada (RTM), disponian de agua ad libitum y se encontraban sin

enfermedades clinicas aparentes.

5.3. Manejo Reproductivo

El grupo VT recibié el manejo reproductivo habitual de la granja para una vaca

posparto, el cual se compone de los protocolos de sincronizacion de celos presynch
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y ovsynch. El presynch consistidé en dos aplicaciones IM de 5ml de Dinoprost
Trometamina (Lutalyse ®), la primera al dia 0 del estudio y la segunda 14 dias
después. El ovsynch comenz6 con una aplicacion inicial IM de 2ml de Clorhidrato
de Gonadorelina (Factrel ®) al dia 26 experimental, una vez cumplidos 12 dias de
la segunda aplicacion de Lutalyse ®. Al cumplirse 7 dias de la aplicacion de Factrel
®, se administré una dosis IM de 5ml de Dinoprost Trometamina (Lutalyse ®). Se
administré una segunda dosis IM de 2ml de Clorhidrato de Gonadorelina (Factrel ®)
transcurridas 48 horas de administrado el Lutalyse ®. La inseminacion artificial se
realizo a las 24 horas de aplicada la segunda dosis de Factrel ®. Se realizd un
ultrasonido transrectal entre 35 y 45 dias después de la inseminacién para
diagnosticar que las vacas se encontraran prefiadas. En el grupo VR se realiz6 un
presynch, siendo la primera aplicacion IM de 5ml de Dinoprost Trometamina

(Lutalyse ®) al dia 7 del estudio y la segunda 14 dias después.

5.4. Determinacion de la fase del ciclo estral

La fase Iutea en el grupo VT se considerd 11 dias después de la aplicacion de la
segunda dosis de Lutalyse ® y se confirmé por la presencia de un Cuerpo lateo y
concentraciones en sangre >1 ng/ml de progesterona. En el grupo VR la fase Iutea
se determin6 11 dias después de la presencia estro conductual del ciclo estral
producto de la segunda aplicacion del Lutalyse ® y se confirmo por la presencia de
un Cuerpo luteo y concentraciones en sangre de >1 ng/ml de progesterona. En el
grupo VT para la fase folicular se considerd el dia de aplicacion de la segunda dosis
de Factrel ® y se confirm6 por concentraciones de <1 ng/ml de progesterona. En el

grupo VR la fase folicular se considerdé una vez comenzardn a mostrar estro
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conductual producto de su segundo ciclo estral posterior a la segunda aplicacion de

Lutalyse ® y se confirmo por concentraciones <1 ng/ml de progesterona.
5.5. Determinacion de la actividad

El estro conductual se determiné a través del monitoreo continuo del sistema Cow
Manager ® (CowManager, Harmelen, Netherlands). Se evaluaron los registros de
movimiento capturados por los aretes en ambos grupos, a partir del dia de
aplicaciéon de la segunda dosis de Lutalyse ®. Las actividades registradas por los
aretes fueron sin actividad, rumiando, comiendo, actividad y alta actividad, y se

consideraron como los minutos dedicados a cada accion por cada hora/dia.
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Figura 1. Esquema de actividades para las vacas testigo y las vacas repetidoras.
Ultrasonido (US), muestra de sangre (MS), Lutalyse ® (PGF2a) y Factrel ®
(GnRH).

5.6. Evaluaciones reproductivas

La actividad ovarica se evalio mediante ecografia transrectal utilizando un aparato

de ultrasonido (Aloka SSD 500, Tokio, Jap6n) con un transductor lineal de 7.5 MHz
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de frecuencia. En el grupo VT se realizaron ultrasonidos los dias experimentales 14,
25y 35. En el grupo VR se realizaron ultrasonidos los dias experimentales 21, 34y
cuando mostraron celo durante los dias experimentales 67 - 74. Se registraron las
principales estructuras ovaricas (tamafio folicular, presencia y tamafio del Cuerpo
liteo). La muestra de sangre se tomo6 al momento de las evaluaciones ecograficas
mediante la puncion de la vena o arteria coccigea. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 3500 RPM durante 20 minutos. El suero se analiz6 mediante la
técnica de radioinmunoanalisis para determinar las concentraciones de

progesterona en sangre (datos no disponibles al momento).

5.7. Perfil del transcriptoma endometrial

Las técnicas moleculares se realizaron en las instalaciones de la School of
Molecular Biosciences perteneciente al College of Veterinary Medicine de

Washington State University.

5.7.1. Obtencion del ARN

Se obtuvieron las células endometriales los dias experimentales 25 y 35 en el grupo
VT, y 58 y 67 — 74 en el grupo VR, para la fase lutea y la fase folicular,
respectivamente, utilizando una pipeta de uso equino (Continental Plastics,
Delavan, WI) modificado con un cepillo de exfoliacion histoldgica (CooperSurgical,
Trumbull, CT) exponiéndolo y rotandolo contra la pared uterina. El cepillo se retird

cuidadosamente y se colocé inmediatamente en un tubo de microcentrifuga de 2 ml
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que contenia 1.5 ml de RNAlater (Ambion, Foster City, CA). Las muestras se
enfriaron a 4°C durante 24 horas y luego se colocaron a -20°C hasta su posterior

extraccion.

5.7.2. Extraccion del ARN

El ARN se extrajo utilizando el método Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) (Sultan et
al., 2014). Rapidamente, las muestras pasaron de -20°C a descongelarse en hielo.
Las modificaciones del protocolo fueron las siguientes: se retiraron los cepillos de
exfoliacion y se trasladaron a un nuevo tubo de microcentrifuga de 2 ml con 1 ml de
PBS 1X (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las muestras se centrifugaron a 18,000 x g a
4°C durante 10 minutos. Se rasparon los citocepillos contra las paredes del tubo de
microcentrifuga para retirar las células que pudieran haberse quedado entre las
cerdas. Los citocepillos se removieron posteriormente dejando en el tubo de
microcentrifuga Unicamente las células con el PBS 1X. Las muestras se
centrifugaron nuevamente a 21,130 x g a 4°C durante 10 minutos. Se retir0 la parte
liguida de las muestras y se afiadié 350 ul de Trizol. Se utiliz6 un macerador de
micro pellets (Wilmad-LabGlass) para lisar inicialmente las células durante 5 a 7
segundos. La muestra se trasladé a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.7 ml. El
tubo de microcentrifuga de 2 ml que previamente contenia la muestra enjuagd con
350 pl de Trizol y se transfirié al tubo de microcentrifuga que contenia al resto de la
muestra. Las células se lisaron continuamente durante 5 a 7 segundos utilizando la
pipeta de 1 ml. Las células se lisaron adicionalmente durante 5 segundos con la
microplaca de pellets si era necesario. Siguiendo el protocolo, las muestras se

incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos y se afiadieron 140 pl de
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cloroformo. Las muestras se centrifugaron a 12,000 x g a 4°C durante 15 minutos y
la capa de precipitacion se trasladé a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.7 ml.
Se afiadio un total de 350 pl de alcohol isopropilico y se incub6 a temperatura
ambiente durante 10 minutos. A continuacion, las muestras se centrifugaron a
12,000 x g a 4°C durante 10 minutos, se elimino el alcohol isopropilico y se afiadio
1 ml de etanol al 100%. Se elimino el etanol y las muestras se suspendieron en 20-
40 pl de agua libre de nucleasas, dependiendo del tamafio del pellet. Las
concentraciones se evaluaron con el espectrofotometro NanoDrop (Thermo

Scientific, Wilmington, DE).

5.7.3. Tratamiento del ARN

Se trataron las muestras para eliminar todos los contaminantes de ADN con el kit
DNA-free (Zymo Reseach, Irvine, CA). Las muestras se diluyeron a 200 ng/ul en un
tubo de microcentrifuga de 0.5 ml con agua libre de nucleasas. Se afiadié solucion
tamponada 10X Turbo DNasa a razén de 0.1 volimenes y luego se afiadio 1 ul de
Turbo DNasa a la muestra. La muestra se incub6 a 37°C durante 30 minutos y, a
continuacion, se afiadié el reactivo de inactivacion de DNasa a razon de 0.1
volumenes a la muestra. La muestra se incubd a temperatura ambiente durante 5
minutos y luego se centrifugé a 10,000 x g durante 1.5 minutos a temperatura
ambiente. Se elimind la solucién y en la muestra se realizé un protocolo de
purificacion en columna (Zymo Research, Irvine, CA). Se afiadié a toda la muestra
el doble de cantidad de solucion tamponada de unién a ARN y 1 volumen de etanol
al 100%. La muestra se traslad6 a una columna zymo-spin y se centrifug6 a 16,000

X g durante 30 segundos. El flujo se deseché y se afadiéo 400 ul de solucién
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tamponada de preparacion de ARN; la muestra se centrifugo a 16,000 x g durante
30 segundos. Se descarto el flujo y se afadio 700 pl de solucion tamponada de
lavado. La muestra se centrifug6 a 16,000 x g durante 2 minutos, se desechd el flujo
y se volvio a centrifugar a 16,000 x g durante 30 segundos para asegurarse de que
se habia eliminado toda la solucion tamponada de lavado. La columna zymo-spin
se transfirid a un tubo de microcentrifuga de 1.7 ml, se afiadio 11 ul de agua libre
de nucleasas directamente a la columna y se centrifugé la muestra a 16,000 x g
durante 30 segundos. Las concentraciones se evaluaron con el espectrofotometro
NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE). La calidad del ARN se analiz6 en el
Centro de Gendmica de la Universidad Estatal de Washington. La calidad del ARN

se determind por un valor 18S/21S superior a 1, y un valor RQN superior a 5.
5.7.4. Preparacion de la biblioteca

Se utiliz6 ARN de buena calidad para la preparacion de bibliotecas de ADNc
utilizando el protocolo de secuenciacion de sitios terminales del transcriptoma
completo (WTTS-seq) (Zhou et al., 2016). Se utiliz6 un total de 1.5 a 4 ug de ARN
para la preparacion de la biblioteca. El ARN total se fragmenté utilizando solucion
tamponada de fragmentacion de ARN (Ambion, Foster City, CA). El enriguecimiento
de poli(A) + ARN se realizo utilizando las perlas magnéticas Dynabeads oligo (T)
(Ambion, Foster City, CA). La primera cadena de ADNc se sintetizé utilizando la
transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA) y adaptadores 5'y 3'
que se ajusten a la plataforma lon Torrent. A continuacién, se utiliz6 RNasa H
(Thermo Scientific, Wilmington, DE) y | (Thermo Scientific, Wilmington, DE) para

eliminar cualquier contaminante del ARN. El ADNc tratado se purifico utilizando un
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kit de purificacion para columna zymo-spin (Zymo Research, Irvine, CA), y a
continuacion se realizo la amplificacion asimétrica por PCR para la sintesis del
ADNCc de la segunda cadena. Se utilizaron perlas de AMPure en una proporcién de
0.5:1 de volumen de ADN y 0.8:1 de volumen para seleccionar tamafios de pb entre
200 y 500 nucledtidos de longitud. Se realizaron imagenes en gel para asegurar que
se han seleccionado los tamafios correctos y las muestras se enviaron al Centro de
Gendmica de la Universidad Estatal de Washington para el analisis de calidad. Las
muestras que tengan los tamafos correctos seleccionados se secuenciaron

utilizando la secuenciacion lon Torrent.

5.7.5. Control de calidad, mapeo y procesamiento

Para el control de calidad de todas las muestras secuenciadas se utilizo la version
0.0.13.1 del FASTX Toolkit. De acuerdo con las especificidades de la cadena
WTTS-seq, todas las timinas (Ts) fueron recortadas del principio de cada lectura
utilizando un script Perl, manteniendo las lecturas con un tamafio medio de 316 pbs
para el mapeo. El genoma de referencia bovino en formato FASTA y el archivo de
anotacion en formato GFF se descargaron del NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=bos%20taurus).

Se utilizo la version 3.4.1 de TMAP (https://github.com/iontorrent/TMAP) para el
mapeo de lecturas. Se llevo a cabo la agrupacion de las lecturas del mapa y se
consideraron aquellos sitios APA que se encontraron en la misma hebra dentro de

una ventana de 24 nucleotidos (Wang et al., 2018).
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5.7.6. Caracterizacion de los sitios de poliadenilacion alternativa (APA)

Se utilizé la herramienta Cuffcompare version 2.2.1 para asignar lo siguiente a cada
grupo de sitios APA: informacién sobre el genoma, el gen y el mapeo dentro del
gen. El numero de andamio, la direccion de la hebra y las coordenadas de los
extremos 5'y 3' se incluyeron en la informacién del genoma. La informacion del gen
incluye el nUmero de identificacion, la hebra, el biotipo, el simbolo y la identificaciéon
de la transcripcion. En el biotipo de los genes, los sitios APA fueron seleccionados
para ser asignados a los genes codificantes de proteinas, a los ARN largos no
codificantes (ARNInc), a los microARNs (ARNmi), a los pseudogenes y a los genes

de ARN de trascripcion (ARNt).

5.7.7. Andlisis de secuencias

Se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) utilizando los 10,000 sitios
APA mas abundantes en las 6 librerias. Las secuencias se normalizaron para cada
conjunto de datos. Se utilizaron las funciones prcomp y ggplot en R para mostrar los
resultados. Se utilizé el paquete DESeg2 en R (Love et al., 2014) para normalizar
las lecturas en bruto entre todas las muestras, separar los perfiles del transcriptoma
entre las vacas control y las vacas repetidoras para la fase folicular y la fase Iutea,
e identificar los sitios APA diferencialmente expresados (DE-APA) utilizando un
valor ajustado de P < 0.01. Todos los genes codificadores de proteinas asociados
a los sitios DE-APA se utilizaron en Metascape

(http://metascape.org/gp/index.html#/main/stepl) para crear mapas de calor de
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enriguecimiento utilizando ontologia de genes (GO) para procesos bioldgicos (BP),

componentes celulares (CC) y funcion molecular (MF) (Zhou et al., 2019).

5.8. Andlisis Estadistico

Las estructuras ovaricas (tamafio del foliculo dominante y tamafio del cuerpo lGteo)
se compararon entre los grupos antes y después de la segunda administracion de
PGF2a (Lutalyse ®) a través de la prueba ANOVA de dos vias. La presencia de
Cuerpo Iuteo antes y después de la aplicacion de PGF2a y la presencia de celo
después de la aplicacién de PGF2a entre vacas testigo y las vacas repetidoras se
comparo utilizando la prueba exacta de Fisher. El tiempo dedicado a cada accion
(actividad, rumia, tiempo de alimentacién, actividad y alta actividad) se compar6
entre las vacas testigo y las vacas repetidoras después de la segunda aplicacion de
PGF2a de acuerdo con el dia a través de una prueba multiple de t con correccion
de Welch. Las pruebas se realizaron usando el software SAS ® OnDemand for

Academics y se consideraron diferencias significativas con un a = 0.05.
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VI. Resultados

6.1. Estructuras ovaricas y presencia de signos de estro

En la figura 2 se observa la respuesta de ambos grupos a la administracién de
PGF2a, los cuales no mostraron diferencias estadisticamente significativas
(P>0.05). El tamafio del foliculo dominante no presenté diferencias antes y después
de la aplicacion de PGF2a entre el grupo VT (Antes= 17.8 mm * 4.7 y Después=
18.7 mm % 5.5) y el grupo VR (Antes= 16.6 mm * 5.2 y Después= 17 mm = 9)
(P>0.05) (Figura 1; Panel A). El tamafio del Cuerpo Iiteo no presentd diferencias
antes y después de la aplicacién de PGF2a entre el grupo VT (Antes= 22.5 mm +
2.9 y Después= 21.4 mm = 7.6) y el grupo VR (Antes= 25 mm % 3.5 y Después=
26.2 mm = 2.5) (P>0.05) (Figura 1; Panel B). La proporcion de animales que
mostraron celo no presenté diferencias después de la aplicacion de PGF2a entre el
grupo VT (Después=50%) y el grupo VR (Después= 80%) (P>0.05) (Figura 1; Panel
C). La proporcion de animales con presencia de Cuerpo lateo no presentd
diferencias antes y después de la aplicacién de PGF2a entre el grupo VT (Antes=
70% y Después= 80%) y el grupo VR (Antes= 100% y Después= 70%) (P>0.05)

(Figura 1; Panel D).
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Figura 2. Comparacién de las estructuras ovaricas entre grupos antes y después de
la aplicacion de un agente luteolitico (Lutalyse — PGF2a). Panel A) Tamafo del
foliculo dominante. Panel B) Tamafio del cuerpo luteo. Panel C) Proporcion de celos
detectados. Panel D) Proporcion de presencia de cuerpo lateo. Las diferencias

significativas se expresan como P>0.05 (ns), P<0.05 (*), P<0.002 (**), P<0.001 (***).

6.2. Actividad motriz, rumia y alimentacién

Los registros de ausencia de actividad por hora al dia mostraron diferencias
significativas para los dias 0 (VT= 16.19 minutos, VR= 21.03 minutos; P= 0.048), 1
(VT= 16.82 minutos, VR= 21.46 minutos; P= 0.048), 2 (VT= 14.80 minutos, VR=

20.35 minutos; P= 0.007) y 10 (VT= 15.55 minutos, VR= 20.98 minutos; P= 0.01)
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entre el grupo VT y VR, posteriores a la segunda aplicacion PGF2a. El resto de los
dias no mostraron diferencias significativas (P>0.05) para ausencia de actividad
entre los grupos VT y VR. No obstante, se observa una tendencia del grupo VR por
pasar mas tiempo en ausencia de actividad después de la segunda aplicacion de
PGF2a (Figura 3). Los registros de rumia por hora al dia no mostraron diferencias
significativas entre el grupo VT y VR (P>0.05) después de la segunda aplicacion de
PGF2a. Sin embargo, se aprecia una tendencia del grupo VT por pasar mas tiempo
rumiando al compararlas con el grupo VR después de la segunda aplicacion de
PGF2a (Figura 4). Los registros de alimentacion mostraron diferencias significativas
para los dias 2 (VT= 9.264 minutos, VR= 5.369 minutos; P= 0.013), 4 (VT= 10.01
minutos, VR= 5.815 minutos; P= 0.005), 5 (VT= 10.28 minutos, VR= 6.149 minutos;
P=0.006), 6 (VT=9.548 minutos, VR= 5 minutos; P= 0.002), 7 (VT= 10.06 minutos,
VR= 4.180 minutos; P<0.001), 8 (VT= 10.05 minutos, VR= 5.283 minutos; P<0.001)
y 10 (VT= 9.084 minutos, VR= 5.214 minutos; P= 0.014) entre el grupo VT y VR,
posteriores a la segunda aplicacion de PGF2a. El resto de los dias no mostraron
diferencias significativas (P>0.05) para los registros de alimentacion entre los
grupos VT y VR, después de la segunda aplicaciéon de PGF2a. Sin embargo, existe
una tendencia del grupo VT por pasar mayor tiempo alimentandose en comparacion
al grupo VR, posterior a la segunda aplicacion de PGF2a (Figura 5). El tiempo que
pasaron activas present6 diferencias estadisticamente significativas en los dias 0
(VT= 5.218 minutos, VR= 7.497 minutos; P=0.018), 3(VT= 5.090 minutos, VR=
8.401 minutos; P<0.001), 5(VT= 4.465 minutos, VR= 7.024 minutos; P=0.002),

6(VT= 5.035 minutos, VR= 8.327 minutos; P<0.001), 7(VT= 5.076 minutos, VR=
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8.928 minutos; P<0.001), 8(VT= 5.014 minutos, VR= 8.193 minutos; P<0.001) y
9(VT= 4.924 minutos, VR= 8.065 minutos; P<0.001) entre el grupo VT y VR, y el
resto de los dias no mostraron diferencias entre los grupos (P>0.05), posterior a la
segunda aplicacion de PGF2a. El grupo VR muestra una tendencia de ser mas
activas en comparacion al grupo VT después de la segunda aplicacion de PGF2a
(Figura 6). Los registros de alta actividad muestran una diferencia estadisticamente
significativa al dia 3 (VT= 8.028 minutos, VR= 15.09 minutos; P<0.001) entre el
grupo VT y VR, el resto de los dias no mostraron diferencias entre los grupos

posterior a la segunda aplicacion de PGF2a (P > 0.05) (Figura 7).
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Figura 3. Comparacion entre vacas normales y repetidoras considerando la media
e intervalo de confianza 95% de minutos sin registro de actividad/hora por dia
después de la aplicacion de PGF2A (dia 0). Las diferencias significativas se

expresan como P>0.05 (ns), P<0.05 (*), P<0.002 (**), P<0.001 (***).

45



Registros “Rumiando”

30+ @ Vacas Testigo
i Vacas Repetidoras

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
- | [ ] [ ] [ ] B [ ] ] [ ] B
{1 1 1 3 T
- I T T . —_ _
2 {9 ¢ T ol T °
t . L ® . [ En . T
EZO- —_ —-— 1 ®
= 1.1 — - @ A
15+ 1
10

Figura 4. Comparacion entre vacas normales y repetidoras considerando la media
e intervalo de confianza 95% de minutos de rumia/hora por dia después de la
aplicacion de PGF2A (dia 0). Las diferencias significativas se expresan como

P>0.05 (ns), P<0.05 (¥), P<0.002 (**), P<0.001 (***).
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Figura 5. Comparacion entre vacas normales y repetidoras considerando la media
e intervalo de confianza 95% de minutos de alimentacién/hora por dia después de
la aplicacion de PGF2A (dia 0). Las diferencias significativas se expresan como

P>0.05 (ns), P<0.05 (*), P<0.002 (**), P<0.001 (***).
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Figura 6. Comparacion entre vacas normales y repetidoras considerando la media

e intervalo de confianza 95% de minutos de actividad/hora por dia después de la

aplicacion de PGF2A (dia 0). Las diferencias significativas se expresan como

P>0.05 (ns), P<0.05 (*), P<0.002 (**), P<0.001 (***).
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Figura 7. Comparacion entre vacas normales y repetidoras considerando la media
e intervalo de confianza 95% de minutos de alta actividad/hora por dia después de
la aplicacion de PGF2A (dia 0). Las diferencias significativas se expresan como

P>0.05 (ns), P<0.05 (¥), P<0.002 (**), P<0.001 (***).
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6.3. Caracterizacion de los sitios APA en vacas de ambos grupos

Un total de 6 librerias (VT, 1 para la fase folicular y 1 para la fase litea; VR, 3 en la
fase folicular y 1 en la fase latea) produjo 141,671 sitios APA que se expresaron en
células endometriales cubriendo al menos 6 lecturas. De los sitios APA Unicamente
94,562 fueron asignados a genes anotados en el genoma bovino. El biotipo del gen
tuvo efectos significativos (R?= 0.115, P=<0.0001) en el uso de sitios APA. El
83.86% (14,563/17,365) en codificantes de proteinas, 73.06% (2,384/3,263) en
ARNInc, 36.91% (547/1,482) en pseudogenes, 29.41% (10/34) en ARNmi, 71.87%

(23/32) en ARNt utilizaron mas de un sitio de poliadenilacion alternativa (Figura 8).
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Figura 8. Caracterizacion de sitios APA en el endometrio de vacas normales y

repetidoras organizadas por biotipo.

Las distancias entre el transcriptoma de vacas testigo y de vacas repetidoras se

muestran en la Figura 9. De acuerdo con el andlisis de componentes principales
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(PCA), las VT no difieren de las vacas repetidoras en la fase folicular. Sin embargo,
las vacas repetidoras se desvian de la tendencia de progresién de las vacas

normales en la fase IUtea.
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Figura 9. Distancias entre el transcriptoma de vacas testigo (VT) contra vacas
repetidoras (VR) en la fase folicular (FF) y la fase latea (FL) del ciclo estral. La
posicion de cada punto representa la variacion dentro de una matriz de correlacion
de la expresion de los principales 10,000 sitios APA dentro del primer componente

principal (PCA1) y el segundo componente principal (PCA2).
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6.4. Sitios APA expresados diferencialmente entre las vacas testigo y las vacas

repetidoras

El andlisis DESeq2 (adjusted P<0.01, log2 fold change>|1|) revelo 28,633 sitios APA
expresados diferencialmente entre el grupo VT y el grupo VR de los cuales 11,829
estuvieron sobreregulados y 16,804 estuvieron subregulados para la fase folicular
(Figura 10; Panel A); y 20,675 sitios APA expresados diferencialmente entre el
grupo VT y VR de los cuales 8,067 estuvieron sobreregulados y 12,608 estuvieron
subregulados para la fase latea (Figura 10; Panel B). Los principales genes
expresados diferencialmente entre el grupo VT y VR se muestran en el Cuadro 1
para la fase folicular y en el Cuadro 2 para la fase lutea de acuerdo con el logaritmo

de fold change (logFC).
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Sitios APA diferencial mente expresados Sitios APA diferencialmente expresados
entre vacas tesigo y vacas repetidoras entre vacas tesigo y vacas repetidoras
para la fase folicular para la fase litea
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Figura 10. Sitios APA expresados diferencialmente en las células endometriales de
vacas repetidoras al compararlos con los de las vacas testigo. A) Comparacion entre
el grupo VT y grupo VR para la fase folicular. B) Comparacion entre el grupo VT y
el grupo VR para la fase latea. Sitios APA sobre-regulados (puntos rojos), sub-

regulados (puntos azules) y no expresados diferencialmente (puntos grises).
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Cuadro 1. Los 10 principales genes diferencialmente expresados en la fase

folicular entre vacas testigo y vacas repetidoras.

Gen Regulacion logFC PValue

CGREF1 subregulado -13.88795936 1.11913E-14
TFF1 subregulado -13.38243824 9.88154E-14
TMED3 subregulado -13.0064819 4.97605E-13
CHAD subregulado -12.51700894 4.06099E-12
ZNF10 subregulado -12.3419219 8.58062E-12

ALOX15B sobreregulado 13.11650642 7.111E-36

HP sobreregulado 12.7879107 6.238E-44
SDS sobreregulado 12.0891194 3.78414E-30
DGKH sobreregulado 12.03239017 7.94896E-30
CXCR2 sobreregulado 11.87075 6.20895E-29

Cuadro 2. Los 10 principales genes diferencialmente expresados en la fase lUitea

entre vacas testigo y vacas repetidoras.

Gen Regulacion logFC PValue
CRIM1 subregulado -15.22750313 1.5086E-16
CAVIN3 subregulado -14.47680948 3.85594E-15
CYSRT1 subregulado -13.94973554 3.73398E-14

C18H190rf33 subregulado -13.88769661 4.88555E-14

CGREF1 subregulado -13.82823568 6.30768E-14
FOXS1 sobreregulado  14.86055355 1.02333E-16
M-SAA3.2 sobreregulado  13.80423188 9.80628E-15
ZBTB47 sobreregulado 13.54653278 2.96943E-14
ID1 sobreregulado  13.52025035 3.33357E-14
JUN sobreregulado 13.47687275 4.01852E-14
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6.5. Ontologia génica analisis usando los genes expresados diferencialmente entre

las vacas testigo y las vacas repetidoras

Basado en el enriquecimiento de ontologia génica, los DEG entre el grupo VT y el
grupo VR de la fase folicular, se enriquecieron en 151 términos en la categoria BP,
41 en la categoria CCy 25 en la categoria MF. Los DEG entre el grupo VT y el grupo
VR durante la fase latea, se enriquecieron en 203 términos en la categoria BP, 69
en la categoria CC y 46 en la categoria MF. Los 10 términos principales
enriguecidos en la ontologia génica para cada categoria durante la fase folicular se
muestran en la Figura 11 y el Cuadro 3; y para la fase lutea en la Figura 12 y el

Cuadro 4.
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Figura 11. Principales términos enriquecidos en la ontologia para los genes

expresados diferencialmente en la fase folicular entre vacas testigo y vacas

repetidoras. A) Todos los términos considerando el nimero de genes involucrados.

B) Procesos bioldgicos (BP). C) Componentes celulares (CC). D) Funcién molecular

(MF). Todos los paneles consideran una p-ajustada < 0.05 y se clasifican de acuerdo

con su significancia.
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Cuadro 3. Principales términos enriquecidos para

los genes expresados

diferencialmente en procesos biolégicos (BP), componentes celulares (CC), y

funcidon molecular (MF) durante la fase folicular entre vacas testigo y vacas

repetidoras.
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Ontologia ID Descripcion GeneRatio pvalue Conteo

BP G0:000691 Autofagia 63/2584 1.07E- 63
4 05

BP G0:006191 Proceso que utiliza el 63/2584 1.07E- 63
9 mecanismo autofagico 05

BP G0:001657 Desubiquitinacion de 28/2584  0.00010 28
9 proteinas 837

BP GO:007064  Modificacion de proteinas 30/2584  0.00020 30
6 mediante eliminacion de 8377

proteinas pequefas

BP GO:007064  Modificacion de proteinas 166/2584  0.00044 166

7 mediante conjugacion o 7708
eliminacién de proteinas
pequeias

BP G0:001994 Proceso catabdlico de 86/2584  0.00059 86

1 proteinas dependiente de la 3784
modificacion

BP G0:004363 Proceso catabdlico de 86/2584  0.00059 86

2 macromoléculas 3784
dependiente de la
modificacion

BP G0:000651 Proceso catabdlico de 84/2584  0.00093 84

1 proteinas dependiente de la 4522
ubiquitina

BP G0:001623 Macroautofagia 29/2584 0.00102 29
6 8136

BP GO0:000690 Formacion de vesiculas a 13/2584 0.00202 13
0 partir de una membrana 5862

CC GO0:199023 Complejo de transferasas 126/2682  0.00013 126
4 2986

CC G0O:000576 Endosoma 146/2682  0.00069 146
8 4704

CC G0:190249 Complejo catalitico 243/2682  0.00295 243
4 8881




CcC

CcC

CC

CC

CC

CcC

CC

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

G0O:003141
0
G0O:009770
8
G0:003198
2
G0:009880
5
G0:003586
1
G0O:000013
9
GO0:000577
3
G0:001674
0
G0O:001978
3

G0:003645
9

G0O:010100
5

G0:000484
3

G0O:014009
6

G0:001978
7

G0:001990
2
G0:000484
2

G0O:001990
3
G0O:014003
0

Vesicula citoplasmatica
Vesicula intracelular
Vesicula
Toda la membrana

Sitio de rotura de doble
cadena
Membrana del Golgi

Vacuola

Actividad de transferasa

Actividad de proteasa
especifica de proteinas tipo
ubiquitina
Actividad de hidrolasa
ubiquitinilo dependiente de
tiol
Actividad de hidrolasa
ubiquitinilo
Actividad de proteasa
especifica de ubiquitina
dependiente de tiol
Actividad catalitica,
actuando sobre una
proteina
Actividad de transferasa
especifica de proteinas tipo
ubiquitina
Unién a fosfatasa

Actividad de transferasa
proteina-ubiquitina

Union a fosfatasa de
proteinas
Union de proteinas
dependiente de la
modificacion

304/2682

304/2682

318/2682

241/2682

18/2682

103/2682

112/2682

300/2197

23/2197

23/2197

23/2197

19/2197

284/2197

56/2197

27/2197

52/2197

20/2197

22/2197

0.00346
6321
0.00346
6321
0.00423
4197
0.00473
4188
0.00480
6802
0.00549
9581
0.00618
1427
0.00071
6056
0.00075
9284

0.00075
9284

0.00075
9284

0.00086
4807

0.00107
2496

0.00150
3582

0.00188
3222
0.00231
264

0.00254
5975
0.00393
443

304

304

318

241

18

103

112

300

23

23

23

19

284

56

27

52

20

22

58




BP EnrichmentGO

A) s mosteaionsmat potsncon B)
I Golllar macromolecule locaization ®
protein modifcaton by smal
P Il ®
cellular pro
nucleoside triphosphate metabolic
puri
protein moification by small protein conjugat ° Count
nucleobase-cor o
® w
protein modification by small prot ®
@ =
padjust @
oot p biquitination { L] @ =
modification-dspendont m;
purine nucieos oo moleciis ° padiust
aro
purine-containing compound metabolic process{ ° oor
o
modifation-dspendent protain catabolic process | @ "
proteo .
nuclaoside triphosphate matabolic process | ®

rine nucleoside monophosphate metabol
purine nucleoside monophosphate metabolic 003 004 005 006 007 008
GeneRatio

200
) CC EnrichmentGO ) MF EnrichmentGO
i ) urine nucleotide binding- Y
® uclootido binding- Y
° purine ribonucleatide binding- ®| com
Gount .
” ° : o0 purine ribonucleoside triphosphate binding- ® : =
@« ®
vacuolar part- . catalytic activit, acting on a protein- ) ® =
padjust
uolar o oo adenyl nucleotide binding - o padjust
o7 o002
late endosome- . adenyl ribonucleotide binding- ) oo
o0s
. ATP binding- °
esice- @ ranseripton regulator activty- °
magnesium ion binding- ®
0o o0 007 i 0z B o8 o7z
GeneRatio ot

Figura 12. Principales términos enriquecidos en la ontologia para los genes
expresados diferencialmente en la fase latea entre vacas testigo y vacas
repetidoras. A) Todos los términos considerando el nUmero de genes involucrados.
B) Procesos biolégicos (BP). C) Componentes celulares (CC). D) Funcién molecular
(MF). Todos los paneles consideran una p-ajustada < 0.05 y se clasifican de acuerdo

con su significancia.
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Cuadro 4. Principales términos enriquecidos para

los genes expresados

diferencialmente en procesos biolégicos (BP), componentes celulares (CC), y

funcién molecular (MF) en la fase lGtea entre vacas testigo y vacas repetidoras.

Ontologia ID Descripcion GeneRatio pvalue Conteo
BP G0:0070647 Modificacién de proteinas  159/2328 1.22E-05 159
mediante conjugacion o
eliminacion de proteinas
pequefas
BP G0:0032446 Modificacién de proteinas  139/2328 6.00E-05 139
mediante conjugacion de
proteinas pequefas
BP GO0:0016567  Ubiquitinacion de proteinas  129/2328 9.00E-05 129
BP G0:0009141 Proceso metabodlico de 70/2328 0.00023742 70
nucleétidos trifosfato de 4
nucledsidos
BP GO0:0072521 Proceso metabolico de 99/2328 0.00029321 99
compuestos que contienen 7
purina
BP G0:0055086 Proceso metabolico de 128/2328 0.00034279 128
moléculas pequefias que 1
contienen nucleobases
BP G0:0034613 Localizacion de proteinas 192/2328 0.00034750 192
celulares 9
BP GO:0070727 Localizacion de 193/2328 0.00038169 193
macromoléculas celulares 1
BP G0:0019941 Proceso catabodlico de 80/2328 0.00047254 80
proteinas dependiente de
la modificacion
BP G0:0043632 Proceso catabdlico de 80/2328 0.00047254 80
macromoléculas
dependiente de la
modificacion
CcC GO0:0005798  Vesicula asociada al Golgi 26/2438 1.85E-05 26
CcC G0:0031902 Membrana de endosoma 36/2438 3.12E-05 36
tardio
CcC G0:0044437 Parte vacuolar 64/2438 3.35E-05 64
CcC GO:0005770 Endosoma tardio 57/2438 4.76E-05 57
CcC GO:0005774 Membrana vacuolar 60/2438 6.71E-05 60
CC G0:0030660 Membrana de vesicula 19/2438 0.00013264 19
asociada al Golgi 1
CcC GO0:0005773 Vacuola 110/2438 0.00017162 110
8
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CcC

CcC

CC

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

G0:0031410

G0O:0097708

G0:0031982

G0O:0140096

G0:0000287

GO0:0030554

G0:0032559

G0O:0017076

GO0:0032555

G0:0032553

G0:0035639

G0:0005524

GO0:0140110

Vesicula citoplasmatica
Vesicula intracelular
Vesicula

Actividad catalitica,
actuando sobre una
proteina
Unién de iones de
magnesio
Unién de nucleétidos
adenilato

Unién de ribonucleoétidos
adenilato

Unién de nucleétidos de
purina
Unién de ribonucleétidos
de purina
Unioén de ribonucleétidos

Union de trifosfato de
ribonucledsidos de purina
Unién de ATP

Actividad de regulacion de
la transcripcién

288/2438

288/2438

300/2438

267/1977

50/1977

242/1977

241/1977

299/1977

298/1977

299/1977

287/1977

231/1977

124/1977

0.00017740
8
0.00017740
8
0.00031998
4
4. 74E-05

6.31E-05

0.00022359
4

0.00026495
2

0.00048007

0.00015635

0.000159098

0.000765362

0.000%34544

0.001?16544
3

288

288

300

267

50

242

241

299

298

299

287

231

124
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VII. Discusioén

La vaca repetidora Holstein se ha evaluado para diferentes factores relacionados
con la subfertilidad que presentan estos animales en granjas comerciales (Lafi et
al., 1992; Lafi y Kaneene, 1992). En este estudio se comparé vacas fertiles posparto
después del periodo de espera voluntario con vacas repetidoras. Ambos grupos no
presentaron diferencias en cuanto al tamafio de foliculos dominantes y cuerpos
lGteos porterior a la aplicacion de PGF2a. Como era de esperarse, los resultados
estan en acorde con el estudio realizado por Gustafsson y Emanuelson (2002), que
demuestran que las vacas repetidoras no presentan problemas en las estructuras
ovaricas en comparacion con sus pares de mayor fertilidad. Sin embargo, diversos
autores encontraron que la baja fertilidad de las vacas repetidoras puede estar
asociada a un retardo en el reinicio de la actividad ovarica posparto (Yusuf et al.
2010) o con factores como historial de distocias, placentas retenidas o infecciones
uterinas como la endometritis subclinica (Bonneville-Hébert et al., 2010; Salasel et
al., 2010; LeBlanc, 2012). En el presente estudio, las vacas repetidoras no tenian
registros de enfermedades en el posparto, y se evaluaron un afio después de que
se consideraran vacas no candidatas para la reproduccion, esto es, con la finalidad

de reducir el error que suponen los factores mencionados anteriormente.

En cuanto al porcentaje de presencia de estros, la proporcion de vacas que
mostraron celo no difirié entre vacas posparto y las vacas repetidoras depués de la
aplicacién de PGF2a. Estudios diversos han asociado a la vaca posparto con una
baja expresion de celos o problemas en su deteccion (Palmer et al., 2010; Bordchart

et al.,, 2021; Madureira et al.,, 2022). No obstante, esta situaciébn no explica
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completamente que una vaca no se geste después de diversas inseminaciones,
cuando se cuenta con las mismas condiciones de manejo y se apoya de sistemas

electrénicos de monitoreo reproductivo.

Los registros del tiempo en movimiento de las vacas experimentales, presentaron
diferencias entre ambos grupos al compararlos después de la aplicacién de PGF2a.
Las vacas repetidoras presentaron una tendencia en registrar mayor tiempo en
ausencia de actividad cuando se comparé con las vacas posparto. Estudios
demuestras que una vaca abierta suele moverse menos a medida que avanza la
lactancia (Stevenson et al., 2020; Pifieiro et al., 2019). Los registros del tiempo en
rumia no mostraron diferencias entre los grupos, sin embargo, diversos estudios
han demostrado que las diferencias en su registro se pueden deberse a sindromes
metabolicos o digestivos (Stangaferro et al., 2016a) o enfermedades clinicas de
mastitis 0 metritis (Stangaferro et al., 2016b; Stangaferro et al., 2016c). Ninguna de
estas situaciones estuvo presente en los animales estudiados. Las vacas posparto
registraron mayor tiempo comiendo que las vacas repetidoras. Lo anterior coincide
con el aumento en el consumo de alimento ocasionado por el incremento en la
demanda energética en las vacas posparto (Stevenson et al., 2020). Los registros
del tiempo en actividad muestran un aumento en movimiento de las vacas testigo al
compararlas con las vacas repetidoras. Estas diferencias podrian estar relacionadas
con la tendencia observada de las vacas posparto, por pasar mayor tiempo
alimentandose. De hecho, se han reportado diferencias en la actividad de vacas
posparto de acuerdo con la progresion de la lactancia (Stevenson et al., 2020). Los

registros del tiempo en alta actividad presentaron diferencias entre las vacas
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repetidoras y las vacas posparto, demostrando que estas ultimas presentan sus
primeros celos de forma silenciosa y por ende con menor actividad (Palmer et al.,

2010; Shinpka, 2000).

En cuanto a la informacién genética, la proporcién de biotipos con sitios APA
expresados diferencialmente fue mayor para los genes codificantes de proteinas,
seguido de ARNInc, ARNt, pseudogenes y ARNmi. En el estudio realizado por Stotts
et al. (2022) utilizando WTTS-Seq para evaluar el trascriptoma de vacas Holstein
posparto sanas y con diferentes grados de enfermedad uterina, se observé una
distribucion similar en el uso de sitios APA de acuerdo con el biotipo de los genes
expresados diferencialmente. Durante la planeacién de este estudio, se especuld
que la fase folicular seria diferente y por ende también la fase lutea, pues se ha
demostrado que la exposicidén al estradiol durante el proestro es critica para la
preparacion del endometrio previo a la implantacién (Jinks et al., 2013; Perry et al.,
2020). El analisis de componentes principales nos muestra que la expresion de
genes del endometrio mantiene mayor similitud entre los grupos para las muestras
tomadas durante la fase folicular y menor similitud en aquellas durante la fase latea.
Bauersachs et al. (2005) evaluaron los cambios en la expresion genética del
endometrio durante el ciclo estral, encontrando que la fase folicular, esta
caracterizada por una mayor expresion de genes relacionados con la remodelacion
de la matriz extra celular, indicando cambios en la composicién del tejido conectivo
y genes reguladores de la proliferacion. Por otra parte, durante el diestro estos
investigadores, encontraron transcritos de diferentes enzimas y proteinas

sobreregulados involucrados en procesos de trasporte celular como son los canales
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ionicos. La via de sefalizacion que identificaron con mayor prominencia en
endometrio, durante el estro y el diestro, fue aquella asociada al factor de
crecimiento transformante beta (TGFB), con ella demuestran la transicion del
estadio proliferativo pues los genes que inhiben esta via se encontraban
sobreregulados, en contraste con la fase secretora donde solo 3 de estos genes

permanecieron sobreregulados.

En el presente estudio, los genes expresados diferencialmente entre las vacas
testigo y las vacas repetidoras fueron 11,057 en la fase folicular y 9,673 en la fase
litea. Al analizar la fase folicular, los principales genes expresados diferencialmente
en las vacas repetidoras de este estudio fueron CGREF1 (Cell growth regulator with
EF-hand domain 1), TFF1 (Trefoil factor-1), TMEDS3 (Transmembrane p24 trafficking
protein 3), CHAD (Chondoadherin), ZNF10 (Zinc finger protein 10) subregulados, y
ALOX15B (Arachidonate 15-lipoxygenase type B), HP (Haptoglobina), SDS (Serine
Dehydratase), DGKH (Diacylglycerol kinase eta), CXCR2 (C-X-C Motif Chemokine
Receptor 2) sobreregulados. Lédée et al., 2011 identificaron el gen CGREF1
subregulado en muestras de mujeres con aborto espontaneo y problemas repetidos
de implantacién. Sin embargo, estas muestras fueron tomadas en la mitad de la fase
litea. El gen TFF1 se ha identificado como responsivo a 17b-E2 en el endometrio
humano (Punyadeera et al., 2005), este gen codifica péptidos asociados a mucina
gue han sido implicados en la regeneracién de la mucosa después de sufrir dafio
(Salamonsen et al., 2003). El gen TMEDS codifica para una proteina relacionada
directamente con el trasporte y metabolismo de proteinas (Jerome-Majewska et al.,

2010). Zhang y Qi (2022) estudiaron la remocion de este gen en el carcinoma
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endometrial y encontraron que su delecion disminuye el crecimiento y la progresion,
reafirmando las capacidades proliferativas de esta molécula. El gen CHAD codifica
para una proteina del mismo nombre capaz de afectar el metabolismo y la
homeostasis de la matriz extracelular (Haglud et al., 2013). El gen ZNF10 se ha
demostrado que se subregula en presencia de estrogenos (Chang et al., 2010). La
subregulacion de estos genes en las vacas repetidoras, podria estar relacionado a
que el contraste se realiz6 con vacas que tuvieron un parto reciente. Es interesante
notar que estos genes se encontraron subregulados en las vacas repetidoras lo que
podriamos traspolar a una deficiente preparacion del endometrio previo a la fase

[Utea.

Entre los genes sobreregulados en las vacas repetidoras durante la fase folicular,
en otras especies como el humano se ha reportado que el gen ALOX15B, se
encuentra incrementado en mujeres con endometriosis y su desregulacion se ha
especulado pueda ser causante se subfertilidad e infertilidad (Mesen et al., 2013).
En vacas y novillas gestantes, el ALOX15B se encuentra subregulado (Moraes et
al.,, 2018; Sponchiado et al.,, 2019). Estas discrepancias pueden deberse a
diferencias fisioldgicas en los diferentes estadios de las diversas fases de el ciclo
estral y la gestacion. En el presente estudio, en las vacas repetidoras, el gen que
codifica para HP se encontrd sobreregulado. La haptoglobina, al ser una proteina
de la fase aguda se ha descrito en vacas que incrementa en los primeros dias
posparto y disminuye a medida que avanza la involucion uterina (Gabler et al.,
2010). Adicionalmente, el gen que codifica para CXCR2, responsable de la

regulacion de procesos inflamatorios y presente en el tejido endometrial en vacas
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(Peter et al., 2018). Ambos genes, se encontraron sobreregulados en las vacas
repetidoras durante el presente estudio, lo podrian sugerir procesos inflamatorios

en el tejido endometrial.

Al analizar la fase lUtea, los principales genes expresados diferencialmente en las
vacas repetidoras de este estudio fueron CRIM1 (Cysteine Rich Transmembrane
BMP Regulator 1), CAVIN3 (Caveolae-associated protein 3), CYSRT1 (Cysteine
rich tail 1), C18H190rf33, CGREF1 (Cell growth regulator with EF-hand domain 1)
subregulados, y FOXS1 (Forkhead box S1), M-SAA3.2 (Mammary serum amyloid
A3.2), ZBTB47 (Zinc finger and BTB domain containing 47), ID1 (Inhibitor of DNA
binding 1), JUN sobreregulados. En cabras, se ha comprobado que el CRIM1 es
indispensable para desarrollar receptividad endometrial, involucrada en procesos
proliferativos, de adhesion y de angiogénesis (Yang et al., 2021). Estos eventos
estdn altamente relacionados con la autofagia mediada por estrégenos,
progesterona e interferon-1 (Wang et al., 2023). En el caso de las vacas repetidoras,
este gen se encontré subregulado lo que podria sugerir que los mecanismos para
lograr la receptividad endometrial se encuentren alterados en estos animales. Al
igual que en la fase folicular, el CGREF1 se encontré subregulado para la fase lutea,
lo cual se puede comparar a lo observado por Lédée et al. (2011) en mujeres con
muertes embrionarias recurrentes. En las vacas repetidoras el gen FOXS1 se
encontré sobreregulado. Kusama et al. (2017), sugieren que el gen FOXS1 podria
desempeiiar un papel como regulador de retroalimentacidbn negativa, de la
sefalizacion de interferon-1 en las células epiteliales del endometrio bovino.

Crookenden et al. (2023) reporté una sobreregulacion del gen M-SAA3.2 en células
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endometriales de bovino en condiciones de inflamacion in vitro. Al estar
sobreregulado, en las vacas repetidoras, se podria sugerir que hay procesos
inflamatorios en el tejido endometrial en ambas fases. En el estudio realizado por
Pabona et al. (2012), el gen ZBTB47 se muestra subregulado en células
endometriales obtenidas de mujeres con y sin diagnéstico de endometriosis que
presentan delecion para el receptor de progesterona y el Kruppel-like factor 9
(KLF9), demuestra que este gen, es responsivo a la concentracion de progesterona.
El gen ID1 pertenece a la familia de las proteinas inhibidoras de ADN y su funcién
es inhibir las funciones de Factores de Transcripcion con Motivo Hélice-Asa-Hélice
Basico que se encargan de percebir sefiales ambientales y regular el ciclo celular,
el ritmo circadiano y diversos procesos de desarrollo. En las vacas repetidoras, este
gen se encontr6 sobreregulado en la fase de diestro. Han et al. (2018), prueban que
la expresion de proteinas ID en el endometrio de cerdas, es mayor durante el estro
y sus niveles disminuyen considerablemente durante el diestro, sugiriendo su accion
durante la etapa proliferativa en la fase folicular y su posible relacion el
mantenimiento y establecimiento de la gestacion. La SERPINA14 antes conocida
como UTMP, es secretada por parte de las células del epitelio glandular bovino
(Leslie y Hansen, 1991) y parte de la funcion inmunosupresora de la progesterona
se debe a esta molécula (Spence y Bazar, 2002). La SERPINA14 tiene la capacidad
de inhibir la function linfocitaria in vitro, con esto, permitir la tolerancia inmunolégica
hacia el embridon (Hansen, 2005). JUN es un gen que codifica para una proteina del
mismo nombre y es capaz de actuar como cofactor y a través del receptor de

estradiol 1 y fractores de cremimiento regular SERPINA14 (Kushner et al., 2000).
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Spencer et al. (1999) en ovejas ovariectomizadas demuestran que la aplicacion
exdgena de estrogéenos y progesterona no estimulan SERPINA14 en comparacion
con la aplicacion unica de progesterona, sugiriendo que un requisito para la
estimulacion de SERPINA14 es la ausencia de receptores para progesterona, que
se expresan por accion de los estrégenos. En las vacas repetidoras el gen JUN se
encontraba sobreregulado lo que podria ser debido una diferencia en las

concentraciones de progesterona entre los animales.
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VIIl. Conclusiones

Por lo tanto, se puede concluir que como era de esperarse, no existieron
disparidades entre las vacas testigo y las repetidoras en cuanto a sus estructuras
ovaricas, presencia de signos de estro y, porcentualmente, el niumero de animales
gue formaron un Cuerpo lateo después de la aplicacion de PGF2a. Es interesante
que, en el caso de la evaluacion de la actividad motriz, de rumia y de alimentacion,
se encontraron diferencias en su comportamiento, lo cual podemos sugerir que esta
relacionado con el estado fisiolégico de ambos grupos. Por dltimo, el analisis del
transcriptoma demuestra que existen similitudes en la composicion de los genes
expresados en el endometrio durante la fase folicular. Sin embargo, la composicién
cambia durante la fase litea entre las vacas testigo y las vacas repetidoras,
demostrando que la expresién de genes en estas Ultimas, presenta una mayor
variacion en comparacion a sus pares de mayor fertilidad que podrian modificar la
fisiologia del endometrio previo a la implantacion, por lo tanto, se requiere mayor
investigacién sobre los desencadenantes de estas variaciones y su efecto en la

receptividad endometrial.
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