e ok

Universidad de Oviedo o _° EENPH;%’&%%NACIUNAL
A . . ts Ty v,
A S— | Universida d'Uviéu ‘ | .
{ — \ Univer‘sity UfOUdeU CAMPUS DE EXCELENCIA

INTERNACIONAL

Relacion entre la hipertermia maternay el
sindrome de la vaca repetidora: empleo de
embriones como opcidn terapéutica

Relationship between maternal hyperthermia and repeat
breeding syndrome in cattle: use of embryos as a
therapeutic option

Master Universitario en Biologia y Tecnologia de la

Reproduccion

Trabajo de Fin de Master

Autora: Olaia Akesolo Atutxa
Tutor: Alejandro Vazquez Martin
Cotutora: Paula NUfez Martinez

Junio de 2022



AGRADECIMIENTOS

Antes que nada, me gustaria dedicar estos primeros parrafos a toda esa gente que
ha estado presente a lo largo de este largo y bonito viaje y ha hecho posible que hoy esté

aqui escribiendo estas palabras a punto de dar otro pequefio salto hacia mis objetivos.

Para comenzar, queria agradecer a mi tutor Alejandro Vazquez Martin por darme
la oportunidad de llevar a cabo las préacticas del méster en AsturBiotech, por permitirme
desarrollar este trabajo junto a €l y por haber compartido conmigo todo su conocimiento

y experiencia, al igual que a mi cotutora Paula Nufiez Martinez.

Ademas, tampoco puedo dejar sin nombrar a mis compafieras del master, ya que
han conseguido que Asturias abriese un pequefio hueco en mi corazon, y en especial a
Malen, por haberme ayudado en todo momento a lo largo del transcurso del master, por

estar en todo momento conmigo y por hacer tan especial esta etapa.

Quiero terminar agradeciendo a mis padres, a mi hermano, a toda mi familia y
amigos por haber apostado siempre muy fuerte por mi y estar a mi lado en los momentos
mas dificiles. Y a mis compafieras/os Veterinarias/os, por haberme dado alas para volar

muy alto y llegar hasta aqui.



RESUMEN

La zona termoneutra es el rango de temperatura ambiental en el que la produccién
y pérdida de calor corporal estan en equilibrio. La zona termoneutra de las vacas se sitla
entre 16°C y 25°C y dentro de este rango, los animales mantienen una temperatura
corporal fisiologica de 38,4°C-39,1°C. Cuando la temperatura ambiental sobrepasa los
25-26°C se produce el estrés térmico y la hipertermia materna, que se definen como el
estado en el que se activan los mecanismos para mantener el equilibrio térmico corporal
y el aumento de la temperatura corporal de la hembra, respectivamente. Sin embargo, se
sabe que los ajustes fisiologicos frente al estrés térmico tienen consecuencias negativas
en la fertilidad, dando lugar a la aparicion del sindrome de las vacas repetidoras, que son
hembras subfértiles, normales en el examen clinico, pero que no quedan gestantes después
de > 3 inseminaciones artificiales. Se ha demostrado que los principales efectos nocivos
de la hipertermia materna sobre la fertilidad se producen en los ovocitos durante la
foliculogénesis y en los embriones en fase de escision. Por este motivo, el objetivo de
esta revision sistematica es esclarecer el efecto de la hipertermia materna a nivel
celular/molecular en los ovocitos y embriones tempranos, ademas de analizar el potencial
de la técnica de la transferencia embrionaria como opcidn terapéutica frente al sindrome

de las vacas repetidoras.

Palabras clave: embriones, estrés térmico, fertilidad, hipertermia, ovocitos,

sindrome de la vaca repetidora, transferencia embrionaria.



ABSTRACT

The thermoneutral zone is the environmental temperature range in which body heat
production and heat loss are in equilibrium. The termoneutral zone of cows is between
16°C and 25°C and within this range, animals maintain a physiological body temperature
of 38.4°C-39.1°C. When the environmental temperature exceeds 25-26°C, heat stress and
maternal hyperthermia occur, which are defined as the state in which mechanisms are
activated to maintain body heat balance and the increase of female’s body temperature,
respectively. However, physiological adjustments against heat stress are known to have
negative consequences on fertility, resulting in the occurrence of repeat breeding
syndrome in cattle, which are subfertile females that are normal on clinical examination
but fail to become pregnant after > 3 artificial inseminations. It has been shown that the
main deleterious effects of maternal hyperthermia on fertility occur in oocytes during
folliculogenesis and in cleavage stage embryos. For this reason, the aim of this systematic
review is to clarify the effect of maternal hyperthermia at the cellular/molecular level on
oocytes and early embryos, as well as to analyze the potential of the embryo transfer

technique as a therapeutic option against the repeat breeding syndrome in cattle.

Key words: embryo transfer, embryos, fertility, heat stress, hyperthermia, oocytes,

repeat breeding syndrome.
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1. INTRODUCCION
1.1. Ciclo estral de la vaca

La vaca (Bos Taurus) es poliéstrica continua, es decir, presenta periodos de estro o
celo durante todo el afio. Se denomina ciclo estral al conjunto de eventos fisiologicos que
tienen lugar entre un celo y el siguiente, y su inicio se produce en el momento de la
pubertad. En las novillas correctamente alimentadas, la pubertad se produce a los 9-15
meses de edad, generalmente con un peso de 200-250 kg, donde las razas lecheras suelen
ser mas precoces que las carnicas (1,2). Después de que la hembra presente el primer celo,
ésta tiene periodos de estro, aproximadamente, cada 18-24 dias (21 dias en promedio),

salvo los meses que esté gestando y a lo largo del postparto inmediato (1,3).
1.1.1. Regulacién endocrina del ciclo estral

La funcion ovarica (crecimiento del foliculo, ovulacion, luteinizacion y luteolisis)
estd regulada por las hormonas endocrinas del hipotdlamo (hormona liberadora de
gonadotropina; GnRH), la hipofisis anterior (hormona foliculoestimulante; FSH vy
hormona luteinizante; LH), los ovarios (progesterona; P4, estradiol; E2 e inhibina) y el
utero (prostaglandina F2a; PGF2a) (4). Estas hormonas funcionan mediante un sistema

de retroalimentacion positiva y negativa para gobernar el ciclo estral del ganado (2).

Las neuronas del area ventromedial y del area predptica del hipotdlamo liberan la
GnRH, que a través del sistema porta-hipotalamo-hipofisario llega a la hipdfisis,
estimulando la secrecion de la LH y de la FSH (Figura 1) (5). La LH se libera de forma
paralela a la liberacion de la GnRH, es decir, un suceso de liberacion de GnRH
corresponde con un suceso de LH, por el contrario, la FSH tiene una secrecion basal alta
que es inhibida por el E2 y la inhibina, por lo que su liberacion no exhibe el patron pulsatil

que se observa en la liberacion de la LH (6).

La GnRH se puede secretar de dos formas diferentes. La primera forma es la
secrecion pulsatil o ténica, la cual se encuentra regulada por estimulos externos como el
fotoperiodo o el amamantamiento y por estimulos internos como metabolitos, hormonas
metabolicas u hormonas sexuales. La segunda forma es la secrecion preovulatoria o

ciclica, la cual se encuentra estimulada por el Ez durante el estro (5).




Cabe destacar que el E> puede provocar tanto una retroalimentacion positiva, como
una retroalimentacion negativa sobre la secrecion de la GnRH, dependiendo de la etapa
del ciclo reproductivo en la que se encuentre la hembra (6). Concretamente, en animales
prepUberes y en anestro posparto, el Ez inhibe la secrecion de GnRH, mientras que durante

el proestro y el estro la estimula (Figura 1) (7).

Por otro lado, la P4 disminuye tanto la secrecién de la GnRH, como la respuesta de
la hipofisis a la GnRH, inhibiendo asi la maduracion folicular y la ovulacion (Figura 1)
(8). Por este motivo, la P4 es una hormona muy util para el control artificial de la
reproduccion en los animales domésticos (7).
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Figura 1. Retroalimentacion entre el hipotalamo, hipofisis y el ovario. La GnRH estimula la sintesis y
secrecion de LH y FSH en la hipdfisis. En la etapa prepuberal y en el anestro posparto el E; ejerce una
retroalimentacién negativa en la secrecion de GnRH, mientras que en el proestro y estro, ejerce una
retroalimentacién positiva. La P4 ejerce una retroalimentacién negativa en la secrecién de la GnRH. El
E» y la inhibina suprimen la secrecion de FSH directamente en la hipofisis. La PGF2a provoca la lisis
del cuerpo lateo. Fuente: Hernéndez, 2016 (7).

Sin embargo, las neuronas encargadas de secretar la GnRH no poseen receptores
para el Ez ni para la P4, por lo que estas hormonas no tienen la capacidad de regular la
liberacion de la GnRH de forma directa. No obstante, existe una clase de neuronas en el

hipotalamo que si tienen receptores para el E; y para la P4. En estas neuronas se expresa




el gen Kiss-1 que codifica el péptido Kisspeptina, para el que existen receptores en las
neuronas secretoras de la GnRH; de esta forma, la Kisspeptina se encarga de proveer la
informacion sobre la concentracion de las hormonas sexuales a las neuronas secretoras
de GnRH de forma indirecta (5).

Cabe destacar que para la correcta regulacion endocrina del ciclo estral es de vital
importancia que la hembra posea una correcta condicion corporal, ya que los cambios en
la misma tienen una correlacion positiva en las concentraciones séricas de insulina, factor
de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-1) y leptina (Figura 2). Cuando aumenta
la puntuacion de la condicién corporal de la hembra, también incrementa la concentracion
sérica de estas hormonas, las cuales tienen la capacidad de modificar la frecuencia de
liberacion de la GnRH. Como ejemplo, cuando la hembra pasa de estar en anestro a ser
ciclica, coincide con un aumento en la condicidn corporal y en las concentraciones de las

hormonas mencionadas anteriormente (7).
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Figura 2. Representacion de la influencia de la condicién corporal y la concentracién de insulina, IGF-I
y leptina en la transicién del anestro a la ciclicidad. Cuando aumenta la condicién corporal de la hembra,
aumenta la concentracion de dichas hormonas, las cuales aumentan la frecuencia de secrecion de la GnRH
y con ella, de la LH. Fuente: Hern&ndez, 2016 (7).




1.1.2. Etapas del ciclo estral

El ciclo estral en el ganado vacuno consta de una fase folicular (4-6 dias) y una fase

lutea (14-18 dias) (2). La fase folicular es un periodo relativamente corto,

aproximadamente el 20% del ciclo estral, que abarca desde el inicio de la regresion del

cuerpo lateo (CL) hasta la ovulacion; esta fase incluye el proestro y el estro (9). Durante

esta fase, se produce la maduracion final y la ovulacion del foliculo ovulatorio, momento

en el que el 6vulo se libera en el oviducto permitiendo asi su fecundacion (2). Por otro

lado, la fase lGtea es el periodo mas largo del ciclo estral, aproximadamente el 80% del

ciclo, que abarca desde la ovulacion hasta la regresion del CL; esta fase incluye el

metaestro y el diestro (9).

A continuacion, se detallan las caracteristicas mas relevantes de las 4 etapas que

conforman el ciclo estral que, ademas, se encuentran representadas en la Figura 3.

Proestro: es el periodo que precede al estro conductual y se inicia por la lisis
del CL del ciclo estral anterior, por lo que se caracteriza por la ausencia de un
CL funcional y bajos niveles de progesterona (10). Asi mismo, en esta fase se
produce un aumento de la frecuencia de pulsos de secrecion de la LH, que
provoca la maduracion final del foliculo preovulatorio y aumento del E2 sérico,
lo cual origina el estro; esta etapa dura 2-3 dias (7).

Estro: es el periodo en el que la hembra acepta la cdpula o la monta de otra vaca
(11). La continua liberacion de E> por parte del foliculo preovulatorio en
desarrollo desencadena un pico en la secrecion de la LH y FSH desde la
hipofisis que, a su vez, estimula la maxima produccion de E» por el foliculo
preovulatorio (7). Concretamente, estos altos niveles de E2 son los que provocan
el comportamiento y sintomatologia propia del celo, como el aumento de
contracciones del tracto reproductor de la hembra para facilitar la union del
Ovulo y el espermatozoide y el aumento de la cantidad de moco en oviductos,
Gtero, cérvix y vagina (10); esta etapa dura 8-18 horas (7).

Metaestro: es la etapa posterior al estro, en la que se produce la ovulacién y se
desarrolla el CL. La ovulacion ocurre 10-14 horas después de haber finalizado
el estro (11). Este acontecimiento provoca una depresion en el lugar donde se

encontraba el foliculo preovulatorio. Posteriormente, esa depresion se sustituye




por el cuerpo hemorrégico, que consiste en un CL en proceso de formacion,
gracias a la accion de la LH (10). Asi mismo, en esta etapa se produce un pico
postovulatorio de la FSH, que desencadena la primera oleada de desarrollo
folicular. Durante esta etapa, la concentracion de la P4 empieza a aumentar,
hasta que alcanza niveles superiores a 1 ng/mL, valores propios de un CL
maduro y criterio fisioldgico que determina el final del metaestro y el comienzo
del diestro; esta etapa dura 4-5 dias (7).

— Diestro: es la etapa durante la cual el CL mantiene plena funcionalidad, con
concentraciones séricas de progesterona superiores a 1 ng/mL. La P4 es la
hormona responsable de la preparacion del utero para llevar a cabo la gestacion
y de inhibir el inicio un nuevo ciclo (10). En caso de no producirse la gestacion,
cuando el endometrio se encuentra 12-14 dias expuesto a la progesterona,
empieza a secretar PGF2a, la cual provoca la lisis del CL (progesterona <
1ng/mL) y marca el final del diestro y comienzo del proestro (7,9). Ademas,
cabe mencionar que a lo largo de esta etapa, la LH se libera con una frecuencia
muy baja, mientras que los niveles de la FSH sufren unos incrementos que son
los responsables de las oleadas foliculares que se observan en el ciclo estral de

la vaca, de las cuales se hablara a continuacion; esta etapa dura 12-14 dias (7).

Cabe destacar que la deteccion precisa del celo es esencial para una gestion
reproductiva eficaz, especialmente cuando se practica la inseminacion artificial (1A)
convencional o monta natural (12). Esto se debe a que la vida media del évulo, una vez
liberado desde el foliculo ovérico, es de alrededor de 10-12 horas. Asi mismo, el
espermatozoide es capaz de sobrevivir aproximadamente unas 24-48 horas a partir del
momento en el que haya sido depositado dentro del aparato reproductor femenino.
Ademas, el semen debe llegar al menos 6 horas antes al tracto reproductor de la hembra
para que el espermatozoide pueda llevar a cabo su proceso de capacitacion y ser apto para

la fertilizacion (10).
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Figura 3. Las principales hormonas y estructuras implicadas en el ciclo estral de la vaca. Fuente:
Zootecnia, Veterinaria, y Produccién Animal, 2018.

1.1.3. Dinamica folicular bovina

Durante el desarrollo fetal se establece un numero fijo de foliculos en el ovario de
la vaca, aproximadamente 235.000 foliculos, donde muy pocos de éstos se activan y se
desarrollan, ya que la mayoria de ellos se atresian en las distintas fases del desarrollo
(7,13). El crecimiento de estos foliculos ovaricos dura entre 3 'y 4 meses y se clasifica en

etapas independientes y dependientes de las gonadotropinas (2).




Cuando la ternera nace, los foliculos se denominan foliculos primordiales, siendo
esta la fase més elemental de los mismos. A continuacion, estos foliculos primordiales se
activan y se transforman, primero, en foliculos primarios y después, en foliculos
secundarios. Tanto los foliculos primarios, como los foliculos secundarios carecen de
antro, por eso se denomina la etapa preantral del desarrollo folicular, siendo su desarrollo
independiente a las gonadotropinas. Por el contrario, cuando estos foliculos se
transforman en foliculos terciarios, comienza la etapa antral del desarrollo folicular,
puesto que, en este estadio, los foliculos poseen antro y su desarrollo es dependiente de

las gonadotropinas (7).

El crecimiento folicular dependiente de las gonadotropinas se produce en oleadas
en el ganado vacuno (2). Durante un ciclo estral, generalmente, ocurren 2 (vacas de leche)
o 3 (novillas y vacas de carne) oleadas de crecimiento de los foliculos ovaricos. Cada
oleada de crecimiento folicular consiste en el reclutamiento de un grupo de foliculos,
seleccion de un foliculo dominante y atresia u ovulacién del foliculo dominante. Estas
oleadas de crecimiento folicular se producen a lo largo de todo el ciclo y s6lo el foliculo
dominante de la ltima oleada experimenta la maduracion final y la ovulacion (Figura 4)
(14).
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Figura 4. Esquema del crecimiento y desarrollo de foliculos ovaricos durante el ciclo estral de la vaca.
Fuente: Imagen adaptada de ©2020 MSD Animal Health.




Cada oleada se inicia con un aumento en los niveles de FSH, lo cual desencadena
el crecimiento de un grupo de 5-20 foliculos (> 4 mm de diametro); este proceso se
denomina reclutamiento (2). A continuacion, un unico foliculo continda creciendo, que
se conoce como el foliculo dominante. Este foliculo estimula la produccion de estrégenos
e inhibina, provocando a su vez, una disminucion en los niveles de FSH, por la existencia
de la retroalimentacion negativa explicada anteriormente. En este momento, ocurre la
atresia de los foliculos no dominantes, ya que éstos dependen de la FSH para su
desarrollo, mientras que el foliculo dominante es capaz de seguir desarrollandose gracias

a la accion de la LH (7).

El foliculo dominante alcanza la madurez suficiente para ovular, sin embargo, si en
4-6 dias no logra ovular, éste también sufre atresia. Seguida de la atresia del foliculo
dominante, disminuyen los niveles de estrégenos e inhibina y aumentan los niveles de
FSH, iniciando una nueva oleada folicular (1,7). Este proceso se repite hasta que el CL
del ciclo anterior se lise y disminuyan los niveles de progesterona. En este momento, cesa
la retroalimentacion negativa ejercida por la progesterona en la hipofisis, que unida a la
retroalimentacion positiva que ejerce el E> producido por el foliculo dominante,

desencadenan el pico preovulatorio de la LH, y con ello, la ovulacion (3,15).

Por este motivo, por lo general, se producen 2 0 3 oleadas de crecimiento folicular
antes de que se produzca la ovulacion, ya que es el tiempo que se necesita para que
desaparezca el CL del ciclo anterior y disminuyan las concentraciones de progesterona
(14).

1.1.4. Acontecimientos durante la maduracion ovocitaria

La maduracion del ovocito coincide con la expresion del celo en la vaca y es
importante para preparar el ovocito para la fertilizacion (16). La maduracién es un largo
proceso durante el cual los ovocitos adquieren la capacidad para sobrellevar las etapas
posteriores del desarrollo, llegando finalmente a la activacion del genoma embrionario
(AGE) (17).

Este proceso implica eventos complejos y distintos, aunque vinculados, de
maduracion nuclear y citoplasmatica (Figura 5). Por un lado, la maduracién nuclear
implica la reduccién del nimero de copias de los cromosomas maternos de 4 a 2; es decir,

se produce la rotura de la vesicula germinal (RVG), el ovocito se vuelve




transcripcionalmente quiescente y se reanuda la meiosis, lo que culmina con la extrusion
del primer corpusculo polar y la detencién de la cromatina materna en la metafase de la
segunda division meidtica (MII) (16). Por otro lado, la maduracion citoplasmatica implica
la reorganizacion de los organulos y el almacenamiento de ARNm, proteinas y factores
de transcripcién que actlan en el proceso global de maduracion, fecundacion vy
embriogénesis temprana (17).

Segun los analisis ultraestructurales llevados a cabo, se ha demostrado que las
mitocondrias, los ribosomas, el reticulo endoplasmico (RE), los granulos corticales (GC)
y el complejo de Golgi (CG) asumen diferentes posiciones durante la transicion de la fase
de vesicula germinal (VG; estadio inmaduro) a la fase de MII (estadio maduro). Los
microfilamentos del citoesqueleto y los microtibulos presentes en el citoplasma
promueven estos movimientos y ademas, actian en la segregacion de los cromosomas,
en ladivisién celular durante la citocinesis y en el trafico de moléculas dentro de la células
(17).

Asi mismo, la activacion de determinadas vias metabolicas implicadas en la sintesis
de proteinas y la fosforilacion es indispensable para completar la maduracién
citoplasmatica. En este contexto, las mitocondrias juegan un papel muy importante ya
que son las responsables del suministro de energia que se consume durante el proceso de
maduracion. Estudios previos han demostrado que durante el periodo de maduracion, las
mitocondrias sintetizan el ATP necesario para la sintesis de proteinas que, a su vez, apoya

la finalizacidn de los procesos de maduracion posteriores y el desarrollo embrionario (18).

Por otro lado, los GC son organulos que se encuentran exclusivamente en los
ovocitos y estdn compuestos por proteinas, moléculas estructurales, enzimas y
glicosaminoglicanos. La exocitosis de estos granulos, proceso conocido como reaccién
cortical, es uno de los mecanismos mas comunes utilizados por el dvulo para evitar la
poliespermia (19). Por este motivo, mientras que en los ovocitos en fase VG, los GC se
distribuyen en grupos por todo el citoplasma, al final del proceso de maduracion, cuando
los ovocitos alcanzan el estadio MII, los GC se distribuyen por toda la superficie interna

de la membrana plasmatica (20).
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Figura 5. Representacion de la distribucion de los organulos citoplasmaticos durante la maduracion
ovocitaria desde el estadio inmaduro (vesicula germinal) hasta el estadio maduro (metafase 11) (A), la
fertilizacion (B) y la formacion del zigoto (C). Fuente: Imagen adaptada de Ferreira y cols., 2009 (17).

Por dltimo, la maduracion molecular consiste en la transcripcién, el
almacenamiento y el procesamiento del ARNm materno, que se almacena en una forma
estable e inactiva hasta su traduccion a proteinas mediante los ribosomas. Durante esta
etapa se transcriben principalmente reguladores del ciclo celular, proteinas, marcadores
de maduracion citoplasmatica y componentes del sistema antioxidante enzimatico (17).
Las proteinas que derivan de estos ARNm estan involucrados tanto en la maduracion
como en los posteriores eventos celulares como la fertilizacion, formacion de pronucleos
y embriogénesis temprana (21), hasta el estadio de 8 células, momento en el que se activa
el genoma embrionario en la especie bovina y se hace necesaria la sintesis de nuevas

proteinas (18).
1.2. Desarrollo embrionario en la vaca

Tras la ovulacion, la fecundacién del ovocito ocurre en el oviducto, lugar donde
pasa los primeros 3-4 dias de vida el embridn resultante de la union del gameto masculino

y femenino. Durante este periodo, morfologicamente, el embridn sufre las primeras
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divisiones celulares mitéticas y, transcripcionalmente, en el estadio de 8-16 células, se
produce la AGE. Mientras tanto, el embrién se desplaza hacia el Utero y entra en el mismo

en la fase de 16 células, aproximadamente el dia 4 tras la fecundacion (22).

Una vez dentro del atero, las células que componen el embrién forman una bola,
que se denomina estadio de morula, en el que se forman las primeras uniones estrechas
entre las células. El dia 7, el embrién se compone por una masa celular interna que, una
vez que sufra el proceso de diferenciacion dard lugar al embrion/feto, y por el
trofectodermo, que es la parte que conformaré la placenta; en este momento, se considera
que el embrién ha alcanzado el estadio de blastocisto (23). Esta demostrado que hasta la
fase de blastocisto, el embrion es en cierto modo autbnomo y no necesita contacto con el
entorno del aparato reproductor materno, puesto que éstos se pueden desarrollar con éxito
y en grandes cantidades in vitro, mediante la tecnologia de la fecundacion in vitro (FIV)
(24).

Tras la eclosion desde la zona peltcida el dia 9-10 tras la fecundacion, el blastocisto
esférico comienza a crecer y a cambiar su morfologia (Figura 6) (25). La elongaciéon del
embrion implica transiciones desde un blastocisto esférico el dia 7 post-fecundacion,
pasando por formas ovoides (dias 12-13), tubulares (dias 14-15) y finalmente
filamentosas alrededor de los dias 16-17 (24). El embrion ovoide tiene una longitud de
unos 2 mm en el dia 13 y alcanza una longitud de unos 60 mm en el dia 16. El dia 19,
comienza la implantacion del embrion completamente elongado con una firme aposicién

y adhesion del trofectodermo al epitelio luminal endometrial (26).

7
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Figura 6. Representacion esquemética del desarrollo embrionario bovino desde la fecundacion hasta el
dia 30. Fuente: Imagen adaptada de Bai y cols., 2013 (25).
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Cabe destacar la importancia de la P4 en el desarrollo embrionario, puesto que se
encarga de regular la funcion de las glandulas uterinas, cuyo deber es la secrecion de
distintas sustancias embriotroficas, que son necesarias para nutrir al embrion. Ademas, la
P4 también se encarga de regular la respuesta inmunitaria en el utero, con el fin de evitar

que el embridn semi-alogénico sea rechazado y de inhibir las contracciones uterinas (27).

Sin embargo, entre los dias 17 y 19 del ciclo estral, el endometrio produce PGF2a,
la cual provoca la luteolisis del CL, con la consiguiente bajada de los niveles de P4. Por
este motivo, el establecimiento de la gestacion depende de la supresion por parte del
embrion de la secrecion de la PGF2a desde el Utero, lo cual se consigue mediante la
secrecion de interferon-t (IFNT), factor de reconocimiento materno de la gestacién en la

especie bovina.

Concretamente en la vaca de aptitud lechera, una alta proporcién de los embriones
mueren previo reconocimiento materno de la gestacion. Se ha visto, que una de las causas
mas importantes de la muerte embrionaria es el retraso del desarrollo del mismo, lo que
provoca la incapacidad del embridn para producir una suficiente cantidad de IFNT, dando
lugar a la secrecion de PGF2a por parte del endometrio, lutedlisis del CL y la vuelta al

estro de la vaca en un periodo igual a lo que dura un ciclo estral normal (7).
1.3. Sindrome de la vaca repetidora
1.3.1. Definicidn, incidencia y repercusiones

Las vacas repetidoras (VR) se definen como animales subfértiles que son
completamente normales en el examen clinico, sin anomalias anatémicas y/o infecciosas,
pero que no quedan gestantes después de > 3 1As a intervalos regulares de entre 18-24
dias (28,29). La incidencia de las VVRs se ha notificado que es del 9,0% en Reino Unido,
del 24,0% en Estados Unidos, del 10,1% en Suecia, del 12,4% en Polonia y del 25,1% en
Espafa (30).

El Sindrome de la Vaca Repetidora (SVR) tiene una gran repercusion econémica
en las ganaderias bovinas, sobre todo, aquellas que son de aptitud lechera y que se
encuentran gestionadas de forma intensiva (31). Las repercusiones econdémicas se deben
al hecho de que este sindrome afecta a la eficiencia reproductiva del rebafio; se produce
un aumento del nimero de dias abiertos, aumento del nimero de pajuelas utilizadas para

conseguir una gestacion, disminucion del namero de hembras de reposiciéon y de machos
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para su comercializacion y aumento del nimero de reemplazos por causas reproductivas
(30,31).

Por otro lado, este sindrome también afecta a las ganancias econdmicas de la
ganaderia por la disminucion de la eficiencia productiva, puesto que se produce un
empeoramiento del indice de transformacion de los alimentos en leche. Asi mismo, se
produce un incremento de la demanda de servicios veterinarios y de empleo de

medicamentos (29).
1.3.2. Causas

Las causas del SVR son multifactoriales, pero el fracaso de la fecundacion o la
muerte embrionaria temprana parecen ser los dos principales mecanismos que conducen

a este sindrome (Figura 7) (30).

Por un lado, la fecundacién puede fallar debido a la mala calidad de los ovocitos o
a problemas asociados a la 1A, como por ejemplo, llevar a cabo la IA en un momento
inadecuado. Asi mismo, el fallo de la fecundacion también puede producirse por
anomalias cromosomicas, por estrés térmico (ET) o por problemas endocrinos causados
por una elevada produccion de leche o una nutricion desequilibrada (32,33). Ademas, hay
un gran numero de estudios que demuestran que los ovocitos de las VRs son de peor
calidad que los de las vacas feértiles, sugiriendo que esta falta de calidad de los ovocitos
podria ser la causa del fallo de fecundacién o de la muerte embrionaria (34-37). Por otro
lado, una deteccion inadecuada del celo, lo que lleva a un momento inadecuado de la 1A
0 una técnica de IA incorrecta, también pueden provocar que la fecundacion fracase
(32,33).

Sin embargo, la mortalidad embrionaria parece ser la principal causa del SVR; la
mortalidad embrionaria en los rumiantes es aproximadamente del 20-50% (38,39). Cabe
destacar que en las vacas de aptitud lechera de alta produccién, el mayor niamero de

pérdidas embrionarias se produce en la primera semana después de la concepcion (40,41).

Las causas de la muerte embrionaria temprana, desde la concepcion hasta el dia 7
de gestacidn, consisten en la mala calidad de los ovocitos que impiden el correcto
desarrollo del embrion temprano, o la presencia de un entorno uterino inadecuado, ET y
alteraciones endocrinas (33,42,43). El entorno uterino inadecuado se puede deber a un

exceso de proteinas en la dieta de la hembra, ya que se aumenta el nivel de amoniaco en
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la sangre y en el Utero de la vaca (30). En cuanto al ET, éste produce efectos deletéreos
sobre la maduracion de los ovocitos y la competencia de desarrollo de los embriones
preimplantacionales, por causa de la elevada temperatura corporal de la hembra (32,44).
Por altimo, una baja concentracion de progesterona, debido a su mayor metabolismo en
las vacas de alto rendimiento, como es el caso de las vacas de aptitud lechera en sistemas

intensivos, limita el desarrollo embrionario temprano (45,46).

Problemas endocrinos
Mala calidad ovocitaria Estrés por calor
Defectos genéticos
— Fallo de la fecundacidn
Mala calidad seminal
Fallo en la tecnica
Problemas en la 1A
Causas del SVR | e
owvulacion
Ambiente uterino
inadecuado
Fallo en la deteccidn del
celo
Mala calidad owocitaria
Mortalidad embricnaria
temprana
Estrés por calor
Problamas endocrinos

Figura 7. Representacién esquemética de los factores que pueden estar involucrados en el
desencadenamiento del SVR. Fuente: Imagen de elaboracion propia.

No obstante, aunque hay una gran cantidad de factores que pueden estar detras del
SVR, varios estudios han sugerido que la calidad ovocitaria es uno de los factores que
mayor impacto tiene tanto en el fracaso de la fecundacion, como en la mortalidad
embrionaria temprana (47). Asi mismo, la hipertermia materna, causada por el ET, es
uno de los principales factores que deterioran la calidad ovocitaria y embrionaria, y por

tanto, uno de los principales responsables de la aparicion del SVR (48).
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1.3.3. Estrés térmico
1.3.3.1. Zona termoneutra y estrés térmico

La zona termoneutra (ZTN) es el rango de temperatura ambiental en el que la
produccién y pérdida de calor corporal esta en equilibrio, por lo que no se necesitan
mecanismos 0 comportamientos adicionales de calentamiento o enfriamiento (49). La
ZTN esta limitada por la temperatura critica inferior (TCI) y la temperatura critica
superior (TCS) (Figura 8). La ZTN de las vacas se sitla entre 16°C y 25°C y dentro de
este rango, los animales mantienen una temperatura corporal fisiologica de 38,4°C-39,1°C
(50). Cuando las temperaturas ambientales sobrepasan la TCS, que en las vacas de aptitud
lechera se encuentra en 25-26°C (51), se produce el ET, que se define como el estado en
el que se activan los mecanismos para mantener el equilibrio térmico corporal de un
animal. El ET representa uno de los problemas méas importantes a los que se enfrenta la

industria del ganado vacuno lechero en los climas calidos y himedos (51,52).

e | Limite de supervivencia | .
ﬁ | HIPERTERMIA |
= HOMEOTERMIA >
g Zona
termoneutra
8
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o
@
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£
o
[ HipoTerMIA T Tes

< Estrés por frio I Estrés por calor >

Temperatura ambiental

A
v

Figura 8. Representacion gréfica de la variacion de la temperatura corporal por el aumento o la
disminucidn de la temperatura ambiental. Fuente: Imagen adaptada de Dash y cols., 2016 (51).

Los animales intentan restablecer el equilibrio térmico a través de mecanismos
dirigidos a reducir la produccién o ganancia de calor, por ejemplo, mediante la
disminucion de la ingesta de alimentos, metabolismo y actividad, y/o a aumentar la
pérdida de calor, por ejemplo, mediante el aumento de la ingesta de agua, bafio en

estanques o barro, aumento de la sudoracion, respiracion y salivacion o mediante la
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redistribucion del flujo sanguineo hacia los tejidos periféricos, entre otros mecanismos
(50). Ademas, la respuesta celular al ET implica el incremento de la produccién de
proteinas de chogue térmico (HSP) como HSP70 y de antioxidantes para limitar el dafio

proteico (53).

Sin embargo, los ajustes fisioldgicos frente al ET tienen consecuencias negativas
tanto en la disponibilidad de energia, el equilibrio hidrico e iénico, como en la produccion
de leche y la fertilidad (54). Segun el conocimiento actual, el ET y los cambios
fisiolégicos asociados tienen efectos negativos inmediatos y retardados en la
reproduccion, afectando especialmente, sobre: la secrecion de gonadotropinas, la
dinamica folicular, la ovulacion, el desarrollo del CL, la esteroidogénesis, la competencia
de desarrollo de los ovocitos, la supervivencia embrionaria, la funcion uteroplacentaria,

la lactancia y el desarrollo postnatal (50).
1.3.3.2. Efecto del estrés térmico en la reproduccion

La hipertermia materna, que se define como la elevacion de la temperatura corporal
materna, afecta negativamente a varios aspectos relacionados con la capacidad
reproductiva, ya sea directamente por sus efectos sobre la calidad de los ovocitos, el éxito
de la fecundacion y el desarrollo del embrion, o indirectamente, por la limitacion del
suministro de nutrientes para apoyar la funcion reproductiva y por los efectos sobre la
secrecion y el nivel de las hormonas reproductivas (55).

Entre los componentes del aparato reproductor femenino, el conjunto de ovocitos
del ovario es muy sensible a la hipertermia. Dado su largo proceso de desarrollo,
aproximadamente 120-180 dias, los foliculos ovéricos y los ovocitos que se encuentran
dentro de los mismos, tienen una alta exposicion al ET ambiental (Figura 9). Por este
motivo, las alteraciones inducidas por las altas temperaturas en las primeras etapas del
desarrollo folicular pueden expresarse posteriormente, comprometiendo a la maduracién

y competencia de desarrollo del ovocito (56,57).

Asi mismo, se ha visto, que el ET interfiere con la expresion de los signos de celo
y el diametro folicular, lo que puede reducir las tasas de concepcion y provocar pérdidas
embrionarias. Al mismo tiempo, se ha observado, que las altas temperaturas provocan
cambios en los patrones de desarrollo folicular ovarico y la expresion génica de los

ovocitos, comprometiendo a su vez, la calidad de los mismos (49).
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Figura 9. Diagrama que ilustra el patron de resistencia/sensibilidad al ET dependiendo de la etapa en la
que se encuentra el conjunto de foliculos ovaricos y los ovocitos que estan dentro de los mismos. Los
foliculos primordiales, primarios y secundarios son resistentes al calor, mientras que los foliculos antrales
en desarrollo, incluidos los foliculos dominantes y preovulatorios, son sensibles a las altas temperaturas
ambientales, con un efecto prominente en el ovocito en fase de vesicula germinal (fase de desarrollo) y en
el ovocito en fase de metafase Il (maduro). Fuente: Imagen adaptada de Roth, 2017 (56).

Por otro lado, dado que el ET reduce la calidad de los ovocitos, una vez que se
concluye la fertilizacion de los dvulos, también se obtienen embriones de baja calidad
(58). Ademas, se ha demostrado que el efecto de las altas temperaturas ambientales es
critico durante las primeras divisiones mitéticas del embridn o estadio de escision/clivaje
embrionaria, periodo en el que la mayor parte del genoma embrionario se encuentra
inactivo, mientras que el embrién bovino se hace mas resistente al ET a medida que

avanza en su desarrollo (58,59).
1.3.3.3. Opcion terapéutica frente al estrés térmico: Transferencia embrionaria

La base para el uso de la transferencia embrionaria (TE) durante los meses en los
que la hembra esta sometida al ET, es que los principales efectos nocivos de la hipertermia
sobre la fertilidad se producen en los ovocitos durante la foliculogénesis y en los
embriones en fase de escisién/clivaje (Figura 10). Ademas, en el momento en el que los
embriones son transferidos a la vaca, éstos se encuentran en estadio de mérula o

blastocisto, los cuales son mucho mas resistentes a las altas temperaturas (59,60).
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Figura 10. Diagrama que ilustra los efectos del ET en las etapas involucradas en la formacion de
blastocitos. Por un lado, el ET afecta a la competencia de los ovocitos para la fecundacion y su desarrollo.
Por otro lado, el embridn durante sus primeras divisiones mitéticas (fase de escisién/clivaje) sigue siendo
susceptible a las altas temperaturas, mientras que la tolerancia térmica aumenta en la fase de mérula. Se
puede ver como la adquisicion de la termotolerancia coincide con la AGE. Por ultimo, cuando un embrién
se selecciona para la TE, normalmente en la fase de blastocisto, ya ha superado los dafios que puede
causar el ET en el ovocito durante la foliculogénesis o en el desarrollo embrionario temprano. EI grosor
de las flechas rojas indica el mayor (flecha mas gruesa) o menor (flecha menos gruesa) efecto del ET sobre
los ovocitos y embriones. El color rojo de la barra de sensibilidad indica una alta sensibilidad al ET,
mientras que el color verde indica una baja sensibilidad. Fuente: Imagen adaptada de Hansen, 2013 (57).
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2. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

En las explotaciones intensivas de ganado vacuno de aptitud lechero, el SVR es uno
de los principales problemas reproductivos, ya que afecta gravemente a la economia de
los ganaderos productores de leche. Este sindrome tiene un mayor impacto en aquellas
explotaciones lecheras de zonas tropicales y subtropicales, debido a los efectos adversos
de las altas temperaturas ambientales sobre el aparato reproductivo bovino.

Segun la Agencia de Proteccion Medioambiental (EPA) de Estados Unidos, se
prevé que la temperatura media mundial aumente entre 0,3°C y 4,8°C para el afio 2100.
Teniendo en cuenta el calentamiento global y la seleccion genética intensiva para la alta
produccion de leche, la cual disminuye la tolerancia de las vacas a las altas temperaturas,
parece que la reduccion de la fertilidad se convertira en un factor limitante para la

industria lactea en los proximos afios.

Por este motivo, cobra gran importancia la realizacion de una revision exhaustiva
de los estudios realizados hasta la fecha sobre los efectos que el ET provoca tanto en los
ovocitos, como en los embriones, con el fin de tener una vision general de los mecanismos
y factores implicados en los mismos. De esta forma, se podria plantear la utilizacion de
distintas moléculas en la maduracion in vitro (MIV) de ovocitos o en el cultivo in vitro
(CIV) de embriones para paliar los efectos negativos que provoca el ET en la
foliculogénesis; o la utilizacién de técnicas como la TE para sobrepasar los efectos
adversos que tiene la hipertermia en el desarrollo ovocitario y/o desarrollo embrionario

temprano in vivo.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1. HIPOTESIS
La hipdtesis en la que se basa esta revision sistematica es la siguiente:

“La hipertermia materna provoca efectos deletéreos en los ovocitos y desarrollo
embrionario bovino, desencadenando el SVR, el cual, se puede remediar con la técnica
delaTE.”

3.2. OBJETIVOS

Considerando la hipétesis mencionada anteriormente, los objetivos del presente

Trabajo de Fin de Méster son los siguientes:

- Objetivo 1: Identificar el efecto que la hipertermia materna produce en los
ovocitos bovinos.

- Objetivo 2: Identificar el efecto que la hipertermia materna produce en los
embriones bovinos.

- Objetivo 3: Analizar el potencial de la técnica de la TE como opcion

terapéutica en el SVR.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Disefo de la revision

El presente Trabajo de Fin de Master se trata de una revision sistematica de los
estudios cientificos publicados en las bases de datos Pubmed, Web Of Science y Scopus
en el periodo comprendido entre el afio 2000 y 2022. La fecha limite de la busqueda fue
el 30 de abril de 2022. Se decidié limitar la busqueda a este periodo de tiempo debido al
aumento de interés que se ha experimentado desde el comienzo del siglo XXI sobre los
efectos que provoca la hipertermia materna en el rendimiento reproductivo de las

explotaciones bovinas de alta produccion.
4.2. Estrategia de busqueda

Se realizaron 2 basquedas distintas con el propdsito de responder a los 3 objetivos
planteados. Las palabras clave introducidas en las bases de datos anteriormente

mencionadas para cada blsqueda son las siguientes:

— Busqueda 1, “Identificar el efecto que la hipertermia materna produce en los
ovocitos bovinos” e “Identificar el efecto que la hipertermia materna produce
en los embriones bovinos . (cow OR cattle OR bovine) AND ("heat stress” OR
hyperthermia) AND (oocyte OR ovum OR egg OR embryo* OR zygote OR
blastocyst).

— Busqueda 2, “Analizar el potencial de la técnica de la TE como opcidn
terapéutica en el SVR”: (cow OR cattle OR bovine) AND ("repeat breed*" OR
"repeat breeding syndrome™ OR hyperthermia OR "heat stress™) AND "embryo

transfer".
4.3. Seleccion de estudios: Criterios de inclusion y exclusién

En primer lugar, se volcaron todos los resultados obtenidos a partir de las 3 bases
de datos en el gestor bibliografico Mendeley y se procedio a eliminar los resultados
duplicados o triplicados para cada una de las basquedas realizadas. Posteriormente, se
llevaron a cabo 2 cribados con el fin de seleccionar los estudios relevantes para el
cumplimiento del presente trabajo, teniendo en cuenta los criterios de inclusion y
exclusion previamente establecidos para cada una de las busquedas, los cuales se recogen
enla Tabla 1.
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Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion establecidos para cada una de las busquedas realizadas.

CRITERIOS DE INCLUSION

CRITERIOS DE EXCLUSION

BUSQUEDA 1: (cow OR cattle
OR bovine) AND ("heat stress" OR
hyperthermia) AND (oocyte OR
ovum OR egg OR embryo* OR
zygote OR blastocyst)

Objetivo 1
"ldentificar el efecto que la
hipertermia materna produce en los
ovocitos bovinos"

Objetivo 2
"ldentificar el efecto que la
hipertermia materna produce en los
embriones bovinos™

Estudios que analizan el efecto del ET a nivel
celular/molecular en los ovocitos y/o embriones
de la especie bovina, concretamente, de la
subespecie Bos taurus, tanto in vivo, es decir, en
vacas sometidas a altas temperaturas
ambientales, como in vitro, cuando estas células
son sometidas a altas temperaturas en el
laboratorio.

Estudios que analizan el impacto del ET
experimentado por los ovocitos en el desarrollo
embrionario posterior a nivel celular/molecular.

Estudios referidos a cualquier otra especie diferente a la especie
bovina.

Estudios referidos a la subespecie Bos indicus, 0 a la comparacion
de resultados entre Bos taurus y Bos indicus.

Estudios que analizan otro tipo de estrés diferente al ET
(malnutricion, estrés oxidativo, estrés metabdlico, etc.).

Estudios que analizan el efecto del ET en otras células distintas a
los ovocitos y embriones (por ejemplo, espermatozoides, células
endometriales, etc.).

Estudios que analizan el efecto del ET a nivel de resultados
clinicos, pero no a nivel celular/molecular.

Estudios que analizan factores relacionados con la resistencia de
los ovocitos y/o embriones frente al ET.

Estudios que analizan el efecto del ET en ovocitos y/o embriones
cultivados in vitro, pero que cuyo objetivo principal sea determinar
el potencial de distintos factores afiadidos al medio de cultivo para
mitigar el dafio producido.

BUSQUEDA 2: (cow OR cattle
OR bovine) AND ("repeat breed*"
OR "repeat breeding syndrome™ OR
hyperthermia OR "heat stress™)
AND "embryo transfer"

Objetivo 3
"Analizar el potencial de la técnica
de la TE, como opcidn terapéutica
en el SVR"

Estudios que analizan el efecto de la técnica de la
TE en los resultados reproductivos de vacas con
el SVR.

Estudios que analizan el efecto de la técnica de la
TE en los resultados reproductivos de vacas
sometidas a ET.

Estudios referidos a cualquier otra especie diferente a la especie
bovina.

Estudios que analizan el efecto de la técnica de la TE en los
resultados reproductivos de vacas con infertilidad por causas
conocidas, como infecciones, malnutricion, patologias anatémicas
en el tracto reproductor, etc.

Estudios que analizan el efecto combinado de la Ay la TE en los
resultados reproductivos de VRs.

IA: Inseminacion Artificial; ET: Estrés Térmico; SVR: Sindrome de la Vaca Repetidora; TE: Transferencia Embrionaria; VR: Vaca Repetidora.




Asi mismo, se excluyeron los articulos que estaban redactados en un idioma
diferente al inglés y espafiol, revisiones y/o meta-analisis, libros completos o capitulos de
los mismos y estudios presentados a congresos de los cuales solo se encuentra el resumen

publicado.

El primer cribado se basé en la revision de titulos y resimenes. A partir de los
articulos seleccionados, se realizd un segundo cribado mediante la lectura completa de
los articulos. Los estudios seleccionados para este trabajo fueron aquellos que pasaron

ambos cribados.
4.4. Extraccion de la informacidén

Una vez completados los dos cribados anteriormente mencionados, se extrajo en un
excel la informacién mas relevante de los estudios seleccionados para cumplir con los 3
objetivos planteados. La informacion que se tuvo en cuenta para cada busqueda es la

siguiente:

— Busqueda 1: Autor, afio, tipo de estudio, células estudiadas, objetivos del
estudio, condiciones y etapas sometidas al ET y resultados del estudio.
— Busqueda 2: Autor, afio, objetivos del estudio, nimero de vacas empleadas en

el estudio y resultados del estudio.
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5. RESULTADOS
5.1. Efecto de la hipertermia materna en los ovocitos y embriones bovinos

El primer y segundo objetivo del presente trabajo fue mostrar el efecto que la
hipertermia materna produce en los ovocitos y en los embriones bovinos,
respectivamente. Para alcanzar esos dos objetivos, se realizd una primera busqueda en las
bases de datos y con las palabras clave previamente mencionadas (Apartado 4.2). A
partir de esta busqueda y una vez eliminados los articulos duplicados o triplicados (n=
394), se obtuvieron 543 articulos. Después de realizar el primer cribado, basado en la
revision del titulo y el resumen teniendo en cuenta los criterios de exclusion previamente
establecidos, se aceptaron 63 articulos, mientras que los 480 restantes fueron descartados.
Finalmente, una vez realizado el segundo cribado, basado en la revision del texto
completo, se seleccionaron para el presente trabajo 25 articulos, mientras que los 38

restantes fueron descartados (Figura 10).

En cuanto a las caracteristicas de los estudios seleccionados (Tabla 2), cabe
destacar que, aungue la busqueda se centrara en los ultimos 22 afios (2000-2022), casi la
mitad de ellos (44%) se han publicado en los Gltimos 5 afios (2017-2022), indicando el
creciente interés sobre este tema en los Ultimos afios. En referencia al tipo de estudio, 17
son estudios in vitro, mientras que 5 son in vivo y 3 la combinacién de ambos. Siguiendo
en esta linea, en los estudios in vitro, en la mayoria de ellas (n = 15), el ET se aplica en
la fase de MIV, mientras que los estudios centrados en observar el efecto del ET en la
fase de FIV (n=1), CIV (n=2) o en varias fases (n=2) es muy inferior. Por otro lado, 9
de ellos estudian el efecto de la hipertermia materna a nivel celular, mientras que 15
estudian dicho efecto a nivel molecular y 1 a ambos niveles. Asi mismo, 14 de ellos
estudian el efecto del ET en los ovocitos, 8 en los embriones y 3 tanto en ovocitos, como

en embriones.

A modo de resumen, los estudios seleccionados se concentran en los ultimos 5 afios
y la mayoria de ellos son estudios in vitro, en los que, mayoritariamente, los efectos de la
hipertermia son estudiados en la fase de la MIV de ovocitos, lo cual puede sefialar a esta
fase, como una de las fases méas susceptibles a los efectos del ET en la produccion
embrionaria. Ademas, destacan los estudios a nivel molecular frente a los estudios a nivel

celular, y los estudios en ovocitos, frente a los estudios en embriones.
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En cuanto a los resultados obtenidos a partir de los estudios seleccionados (Tabla
2), anivel celular, 4 de ellos muestran que el ET provoca cambios en distintas estructuras
celulares tanto de ovocitos, como de embriones tempranos (61-64). 1 estudio determina
que el ET altera la composicion de acidos grasos de los ovocitos (65), mientras que otro
estudio sefiala que dicho estrés no provoca cambios en el contenido de triglicéridos y
fosfolipidos del ovocito (66). Asi mismo, 2 estudios determinan que el ET altera la
maduracion meioética de los ovocitos (67,68), por el contrario, hay 1 estudio que muestra

que el ET no provoca diferencias en dicho proceso (16).

A nivel molecular, 13 estudios observan que el ET provoca diferencias en la
expresion génica y/o proteica de genes y proteinas que son fundamentales para el correcto
desarrollo de ovocitos y/o embriones (69-81), mientras que son 6 los estudios que
demuestran la diferencia de expresion de genes asociados al ET (71,72,77,78,80,82). Asi
mismo, hay un Unico estudio que se centra en los posibles cambios epigenéticos que puede
causar el ET en ovocitos, sin embargo, no encontraron ningun efecto al respecto (76). Por
otro lado, 2 estudios muestran que el ET aumenta la incidencia de apoptosis en los
ovocitos (74,83), y uno de ellos sefiala que dicho proceso se produce por vias
dependientes de los dominios Bax y BH4 (83). Por ultimo, son 4 los estudios que
investigan el efecto del ET en el desencadenamiento del estrés oxidativo y todos ellos
observaron que el ET provoca un aumento de este tipo de estrés (77,79,80,84). Sin
embargo, uno de ellos sefiala que, aunque las ROS mitocondriales aumentan, las ROS
citoplasmaticas disminuyen, insinuando que el ET podria tener un efecto local en las

mitocondrias (79).
5.2. Empleo de embriones como opcion terapéutica en el SVR

El tercer objetivo del presente trabajo fue analizar el potencial de la técnica de la
TE como opcion terapéutica en el SVR. Para alcanzar este objetivo, se realizd una
segunda busqueda en las bases de datos y con las palabras clave previamente mencionadas
(Apartado 4.2). A partir de esta busqueda y una vez eliminados los articulos duplicados
o triplicados (n= 87), se obtuvieron 149 articulos. Después de realizar el primer cribado,
basado en la revision del titulo y el resumen teniendo en cuenta los criterios de exclusion
previamente establecidos, se aceptaron 13 articulos, mientras que los 136 restantes fueron

descartados. Finalmente, una vez realizado el segundo cribado, basado en la revision del
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texto completo, se seleccionaron para el presente trabajo 4 articulos, mientras que los 9
restantes fueron descartados (Figura 11).

En cuanto a las caracteristicas generales de los estudios seleccionados (Tabla 3), 3
de ellos determinan la tasa de éxito de la técnica de la TE una Unica vez a lo largo de la
gestacion de la vaca, que difiere entre los estudios, dia 35 (85), 45 (86) o 60 (87) mientras
que uno de ellos evalta el potencial de la técnica en 2 momentos diferentes de la

gestacion, dia 40 y 97 e incluso en el momento del nacimiento de los terneros (88).

En referencia a las caracteristicas concretas de cada estudio (Tabla 3), uno de ellos
compara la técnica de la TE en VRs y vacas control, donde observaron que la realizacion
de la técnica de la TE no logra alcanzar el mismo éxito en VRS que en vacas control (85).
Sin embargo, otro estudio compara la tasa de prefiez que se obtiene con la técnica de la
TEylalA,y vieron que la TE mejora significativamente la tasa de prefiez en comparacion
con la 1A (87). Por ultimo, los otros 2 estudios se enfocaron en determinar el potencial de
la técnica de la TE, tanto con embriones frescos, como con embriones vitrificados, en
vacas sometidas al ET en comparacién con la IA. En ambos estudios observaron que la
técnica de la TE mejora la tasa de prefiez, sobre todo, cuando estos embriones son frescos
(86,88).
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BUSQUEDA 1
(cow OR cattle OR bovine) AND ("heat stress" OR
hyperthermia) AND (oocyte OR ovum OR egg OR embryo*
OR zygote OR blastocyst)

1 Eliminar duplicados/triplicados
' N =394

i Estudios rechazados

Figura 11. Diagrama de flujo seguido en la bdsqueda 1 para la seleccion de los estudios.
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BUSQUEDA 2
(cow OR cattle OR bovine) AND (“repeat breed*" OR "repeat
breeding syndrome" OR hyperthermia OR "heat stress™) AND
"embryo transfer"

| N =87

Estudios rechazados

N=9

Figura 12. Diagrama de flujo seguido en la busqueda 2 para la seleccion de los estudios.
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Tabla 2. Tabla resumen de las caracteristicas de los estudios incluidos para alcanzar los objetivos 1 y 2 del presente Trabajo de Fin de Master.

Tipo

Célula

. Estudio . Objetivos Etapas y Condiciones ET Resultados
estudio estudio
Celular  Ahmedy Ovocito  Registrar los cambios MIV EI ET provocé en los ovocitos una reduccidn de la tasay menor expansion
cols. 2017 ultraestructurales que produce el Control: 38.5°C/24h de las células del cimulo, reduccién de la migracién de los GC,
(61) ET en los ovocitos. ET: 41°C/12hy 38.5°C/12h  hinchamiento de las mitocondrias con cristolisis, alteracion de los
ribosomas y abundancia de ribosomas libres.
Celular  Baezy Ovocito  Determinar el efecto del ET sobre In vivo El ET provoc6 una disminucion del porcentaje de ovocitos en estadio de
cols. 2022 el grado de compactaciéon de la Control: 13.5 £ 2.3°C VG3 (cromatina totalmente compacta) (p < 0,05).
(64) cromatina de los ovocitos. ET: 23.8 +3.4°C
Celular ~ Edwards,y  Ovocito Evaluar el efecto del ET en la MIV El ET no provocé diferencias en el porcentaje de ovocitos que
cols. 2005 maduracion nuclear y Control: 38,5°C/24h progresaron al estadio MII (maduracion nuclear) (p > 0.9). Sin embargo,
(16) citoplasmaética de ovocitos. ET: 41,0°C/12hy el ET provocé una aceleracion de la maduracion nuclear (p < 0.01). Asi
38,5°C/12h mismo, el ET provocé un aumento de porcentaje de ovocitos con una
distribucion de GC de tipo Il (maduracion citoplasmatica) (p < 0.01).
Celular  Juy cols. Ovocito  Investigar el efecto del ET en las MIV El ET hizo que el huso metafasico se volviese alargado, aberrante y méas
2005 (63) estructuras citoesqueléticas de los  Control: 38.5°C/24h pequefio (p < 0.05).
0VOCitos. ET: 38.5°C/20h, 42°C/1-2-4h
y 38.5°C/3-2-0h,
respectivamente.
Celular Pavani y Ovocito  Evaluar el efecto del ET en latasa MIV El ET in vivo provoc6 una disminucién en la maduracion meiética de los
cols. 2015 de maduracién nuclear de los Control: 38.5°C/24h ovocitos (p < 0,001). Ademas, el ET in vitro también provocé una
(67) ovocitos. ET1: 39.5°C/24h disminucion en la maduracion mei6tica de los ovocitos (p < 0,05)
ET2: 40.5°C/24h
In vivo
Control: 6+1.2°C-
18.5+1.1°C
ET: 12.54+1.1°C-25+1.0°C
Celular  Riveray Embrion  Caracterizar los cambios CIV Ambas condiciones de ET provocaron el desplazamiento de los organulos
cols. 2003 ultraestructurales que el ET Control: 38.5°C/6h hacia el centro de la blastomera (p < 0.01). Ademas, aumentaron el
(62) produce en los embriones ET1:41°C/6h porcentaje de mitocondrias que presentaban una morfologia hinchada.

tempranos.

ET2: 43°C/6h

Asi mismo, en el caso de ET2, éste provocé el incremento de la distancia
entre las membranas gue componen la envoltura nuclear (p < 0.001).




Celular  Rothy Ovocito  Determinar si el ET afecta a la MIV El ET provoco un aumento del porcentaje de ovocitos con blogueo de la
cols. 2005 progresion  meidtica, a la Control: 38.5°C/22h progresion meidtica en el estadio de MI, Al o T1 (p < 0.001). Asi mismo,
(68) organizacion del huso meidticoya ET1: 40/12hy 38.5°C/10h los ovocitos blogueados en MI, presentaban husos deformados con
la fragmentacion del ADN del ET2:41°C/12hy 38.5°C/10h  microtibulos desorganizados y cromosomas desalineados. Ademas, el
ovocito. ET aumentd la fragmentacién de ADN en los ovocitos (p < 0.001).
Celular  Zerony Ovocito  Determinar el efecto del ET en la  In vivo En los ovocitos sometidos a ET se encontré un mayor porcentaje de AGS
cols. 2001 composicién de AG de los Control: THI=22 (p < 0.05). En cambio, el porcentaje de AGPI fue menor (p < 0.05).
(65) ovocitos. ET: THI= 39
Celulary Almeiday  Embrion Evaluar el efecto de someter a los MIV Los embriones tempranos resultantes de ovocitos sometidos al ET,
Molecular cols. 2019 ovocitos al ET en la organizacion  Control: 38.5°C/24h presentaron compactacién anormal de la cromatina. Ademas, se observo
(82) y remodelacién de la cromatinay ET: 41.5°C/12hy una acumulacion de H3K9me3 y HP1 en los nicleos de embriones de 4
la expresion génica del embrién 38.5°C/12h células y una presencia anormal de H3K9me3 en embriones de 8 células
temprano. derivados de ovocitos sometidos a ET (p < 0.01). Por otro lado, hallaron
menores niveles relativos del transcrito HSP40 en el grupo ET (p < 0.05).
Celulary  Hoopery Ovocito  Evaluar si el ET provoca cambios MIV El ET no provocd cambios en el contenido de triglicéridos y fosfolipidos.
Molecular cols. 2015 en el contenido de triglicéridos y  Control: 38.5°C/24h Sin embargo, la RVG se produjo antes en los ovocitos sometidos a ET (p
(66) fosfolipidos del ovocito y ET:41°C/12hy 38.5°C/12h < 0,0001). Ademas, el contenido de ATP fue mayor en ovocitos
determinar si  esos cambios sometidos a ET que en ovocitos control (p = 0.0082).
lipoliticos estan involucrados en el
momento en el que se produce la
RVG.
Molecular Amaral y Embrion  Evaluar el efecto del ET antes de MIV, FIV,CIVy Todos los embriones, independientemente a la fase de la produccion
cols. 2020 la AGE en la expresion génicay MIV+FIV+CIV embrionaria en la que fueron sometidos al ET, mostraron una
) protéica de IFNT, la produccién de  Control: 38.5°C/6h disminucion de la expresion génica y proteica de IFNT (p < 0.05). Por el

ROS, la expresion génica de
enzimas antioxidantes, genes
relacionados con la supervivencia
celular y genes relacionados con el
estrés celular.

HS: 40.5°C/6h

La temperatura se elevé y se
redujo gradualmente
0.0017°C/min de 38,5°C a
40,5°C.

contrario, estos embriones mostraron un aumento de produccion de ROS
(p < 0.05), siendo los embriones que sufrieron el ET en todas las etapas
(MIV+FIV+CIV), los que mas ROS produjeron. Sin embargo, la
expresion génica de enzimas antioxidantes, como SOD1, GPX4 y NRF2
no se vio afectada por el ET (p > 0.05), mientras que la expresién de
SOD2 y CAT disminuyé en todos los grupos (p < 0.05) y la expresién de
GPX1 aument6 en todos los grupos sometidos a ET (p < 0.05), excepto
la MIV. Por otro lado, la expresion de genes relacionados con la
supervivencia celular (AKT y XIAP) no se vio afectada por el ET (p >
0.05). En cuanto a la expresion de genes relacionados con el estrés celular,
el HSP90AA1 no se vio afectado por el ET (p > 0.05), mientras que el
HSPAL1A estaba aumentado en todos los grupos de embriones sometidos
al ET (p <0.05).
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Molecular Diazy Ovocito  Investigar el efecto del ET sobre Invivo Un total de 211 y 92 genes se expresaron de forma diferencial como
cols. 2021 los perfiles transcriptomicos de los ~ Control: 9,4-25°C resultado del ET en los ovocitos VG y MII, respectivamente. EI ET
(76) ovocitos. ET: 21-28,3°C influyd en una serie de vias, como la biosintesis de glucocorticoides, la
sefializacion de la apoptosis y la sefializacion de HIPPO en los ovocitos
GV, vy la pluripotencia de Oct-4, la sefializacion de Wnt/beta-catenina y
la degradacién de la melatonina I en los ovocitos MlI.
Molecular Ferreiray Ovocito  Investigar el efecto del ET en la Invivo El ET provocd la reduccion de la expresion de PPARGC1A, TFAM, MT-
cols. 2013 expresion de genes diana Control: invierno CO1, BAX, BCL2, HSP90AAL y HSPA1AB en los ovocitos (p < 0.05).
(72) relacionados con la ET: verano
replicacion/transcripcién del
ADNmt (PPARGC1A, TFAM y
MT-CO1), la apoptosis (BAX y
BCL2) y el ET (HSP90AAL y
HSPA1AB) en los ovocitos.
Molecular Gendelman Ovocito  Examinar el efecto del ET en la Invivo El ET no interfirid en los niveles de expresién de los genes MOS, GDF9
y cols. y expresion génica (MOS, GDF9 y  Control: 16°C y POUSF1 de los ovocitos en estadio de VG (p > 0.05). Sin embargo, tras
2012 (69) embrion POUS5F1) de los ovocitos en ET:33°Cy THI=78 la maduracidn, estos niveles fueron mayores en los ovocitos recogidos
estadio de VG y MIl y en bajo condiciones de ET (p < 0.05). Asi mismo, en embriones de 4 células,
embriones. el ET provocd el aumento de GDF9 y disminucion de POU5F1 (p < 0.05).
Ademas, tanto en los embriones de 8 células como en los blastocistos, la
expresion de POU5F1 fue menor cuando los ovocitos fueron recogidos
bajo condiciones de ET (p < 0.05).
Molecular Pavaniy Embrién  Comprobar el impactodel ETenla MIV El ET in vitro provocé el aumento de DNMT1 (excepto en el estadio de
cols. 2016 expresion génica de distintos Control: 38.5°C/24h morula), mientras que disminuy6 la expresion de HSPA14 y CDH1
(71) genes (Cx43, CDH1, DNMT1 y ET1:39.5°C/6-12-18-24hy  (excepto en el estadio de blastocisto, en el que aumentd). Ademas, la

HSPA14) en los ovocitos y
embriones resultantes.

38.5°C/18-12-6-0h,
respectivamente.

ET2: 40.5°C/6-12-18-24h y
38.5°C/18-12-6-0h,
respectivamente.

In vivo

Control: 6-12°C

ET: 23-25°C

expresion de Cx43 difirio dependiendo del estadio embrionario y la
magnitud del ET (p < 0.05). Por otro lado, el ET in vivo provoco la
disminucion de la expresion de DNMT1, Cx43 y HSPA14 en los
embriones (p < 0.05).
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Molecular Pavaniy Ovocito  Investigar la influencia del ET en  MIV El ET in vivo no provoco alteraciones en la transcripcion de genes como
cols. 2017 la regulacion génica (Cx43, Control: 38.5°C/24h Cx43, CDH1, DNMT1 (p > 0.05) en los ovocitos, mientras que si
(73) CDH1, DNMT1y HSPA14)delos ET: 39.5°C/6-12-18-24hy disminuyd la transcripcion de HSPA14 (p < 0.05). Por el contrario, el ET
ovocitos. 38.5°C/18-12-6-0h, in vitro provoco el aumento de CDHL1 en los grupos de exposicion al ET
respectivamente. de 12 h, 18 h'y 24 h, ademaés del aumento de DNMT1 en el grupo de 24
In vivo h (p <0.05).
Control: THI=62.8 £ 0.2
ET: THI=717+£0.7
Molecular  Paytony Ovocito  Examinar el efecto del ET en el MIV El ET alter6 la abundancia de varios transcritos importantes para la
cols. 2018 y transcriptoma, en los procesos Control: 38.5°C/24h funcién mitocondrial y provocd el aumento de los niveles de ROS
(79) embrion  mitocondriales y citoplasméticosy ET: 41°C/12hy 38.5°C/12h ~ mitocondriales, mientras que redujo los niveles de ROS citoplasmaticos
en los niveles de ATP del ovocito; (p < 0.0001). Por otro lado, el contenido de ATP fue mayor en los
y evaluar si las consecuencias del ovocitos sometidos a ET, persistiendo en los embriones tempranos (8-16
ET en los niveles de ATP del células) (p < 0.05), pero no en los blastocistos (p > 0.05).
ovocito se trasladan a los
embriones resultantes.
Molecular Rothy Ovocito Examinar si el ET induce MIV El ET provocé un aumento de porcentaje de ovocitos con el ADN
cols. 2004 apoptosis en los ovocitos y si la  Control: 38.5°C/22h fragmentado (p < 0.05). Ademaés, el ET provoc6 una mayor proporcion
(74) apoptosis estd mediada por las ET1: 40/12hy 38.5°C/10h de ovocitos con actividad media o alta de caspasas de tipo Il (p < 0.05).
caspasas de tipo Il y si la ET2:41°C/12hy 38.5°C/10h  Asi mismo, la inhibicion de las caspasas de tipo Il previno la pérdida de
inhibicion de estas caspasas potencial de desarrollo del ovocito (p < 0.05).
previene la pérdida de potencial de
desarrollo del ovocito causada por
el ET.
Molecular Rowinskiy  Ovocito Examinar el efecto del ET en la MIV Los niveles de transcrito de la IL6, IL6R y IL6ST, aumentaron y
cols. 2020 abundancia del transcrito de IL6, Control: 38.5°C/24h disminuyeron dependiendo de la temperatura en la que se realiz6 la MIV
(81) IL6R, IL6ST y LIF. ET: 41°C/12h y 38.5°C/12h  (ET o no) y la hora de la MIV, mientras que los niveles de LIF no se
vieron afectados por el ET.
Molecular Sakataniy  Embrién  Determinar si el ET causa estrés CIV EI ET en los dias 0 y 2 provocd un mayor estrés oxidativo intracelular (p
cols. 2004 oxidativo en los embriones Control: 38.5°C/8 dias <0.05).
(84) tempranos. ET: 41°C/6h (dia 0,2,4 0 6)




Molecular Sakataniy  Embrién Investigar el efecto de someter a FIV Los embriones tempranos resultantes de ovocitos sometidos al ET,
cols. 2014 ovocitos al ET en los niveles de Control: 38.5°C/6 h presentaron mayores niveles de peroxido de hidrdgeno y de transcriptos
(80) peroxido de hidrégeno 'y ET:41°C/6h HSPA1A, y una menor abundancia de transcritos UCHL1 (p < 0.05).
transcritos de HSPA1A y UCHL1
en los embriones tempranos.
Molecular Sotoy Ovocito  Determinar si los péptidos TAT- MIV La apoptosis inducida por el ET en los ovocitos implico vias dependientes
cols. 2009 BH4 y BIP suprimen la lesién por  Control: 39°C/21h de los dominios Bax y BH4.
(83) ET en los ovocitos mediante la ET: 41°C/21h
reduccion de los eventos de tipo
apoptotico.
Molecular Souzay Embrién  Evaluar si el ET en los ovocitos MIV El ET en los ovocitos provocé el aumento de bta-miR-19b en los
cols. 2021 altera la abundancia de miARNsy Control: 38.8°C/24h embriones resultantes, mientras que la abundancia de los transcritos
(70) expresion génica de DICER1 y ET:41°C/12hy 38.8°C/12h  DROSHA disminuyo (p < 0.05).
DROSHA en los embriones
derivados.
Molecular Stamperna ~ Ovocito  Evaluar los efectos del ET en la MIV El ET no provocd diferencias significativas en la expresion de genes, sin
y cols. y expresion génica de ovocitos Control: 39°C/24h embargo, la expresion de GPX1, MnSOD y G6PD tendi6 a diferir (0.05
2020 (78) embrion  (HSPB11, HSP90AAL, HSPA1A, ET: 39°C/2h, 41°C/6hy < p < 0.07). Asi mismo, el ET provocd diferencias significativas en la
MnSOD, GPX1, G6PD y CCNB1) 39°C/16h expresion de tres genes en los blastocitos (DNMT3A, PLAC8, GPX1) (p
y embriones (HSPA1A, < 0.05). Ademas, la expresién de PTGS2 también tendid a diferir (0.05 <
HSP90AA1, GPX1, MnSOD, p < 0.08).
AKR1B1, GLUT1, PTGS2,
IGF2R, DNMT3A, BAX vy
PLACS).
Molecular Yamanaka  Embrion Investigar el efecto del ET sobrela FIV El ET provoco un aumento de la actividad de CTSB en los embriones (p
y cols. actividad de la CTSB en los Control: 38.5°C/6h < 0.01), siendo este aumento mayor cuando se aplicé el ET en la etapa de
2018 (75) embriones y analizar si la ET: 40°C/6h CIV (p<0.05). Asi mismo, lasuplementacion del medio con un inhibidor
inhibicion de este enzima mejora CIV de CTSB mejor6 la competencia de desarrollo de los embriones del grupo

la competencia de desarrollo de los
embriones.

Control: 38.5°C

ET: 40°C/20h y 38.5°C/hasta

dia 8

ET (p < 0.05).

ADN: Acido desoxirribonucleico; ADNmt: ADN mitocondrial; AGE: Activacion Genoma Embrionario; AGS: Acidos Grasos Saturados; AGS: Acidos Grasos Poliinsaturados Al: Anafase I; ARN: Acido
Ribonucleico; ATP: Adenosis Trifosfato; CIV: Cultivo In Vitro; CTSB Catepsina B; ET: Estrés Térmico; FIV: Fecundacion In Vitro; GC: Granulos Corticales; IFNT: Interferdn-t; MI: Metafase I; MiARN:
Micro ARN; MII: Metafase Il; MIV: Maduracion In Vitro; ROS: Especies Reactivas de Oxigeno; TI: Telofase I; VG: Vesicula Germinal.




Tabla 3. Tabla resumen de las caracteristicas de los estudios incluidos para alcanzar el objetivo 3 del presente Trabajo de Fin de Master.

Estudio Objetivos N° de vacas Resultados

Al-Katananiy cols., Evaluar la tasa de prefiez de vacas lecheras IATF:n=68 La tasa de prefiez en el dia 45 de gestacion fue significativamente mayor (p <

2002 (86) sometidas a ET tras un protocolo de TETF con TETF-F:n=33 0,05) en el grupo de TETF-F (1945,0%) que en los grupos de IAT-F
embriones frescos o vitrificados producidos in vitro, TETF-V:n=54 (6,2£3,6%)y TETF-V (6,5+4,1%).
en comparacion con la IATF en condiciones de ET.

Say y cols., 2021 (85) Comparar las tasas de prefiez entre las vacas control Control: n =42  La tasa de prefiez el dia 35 de gestacion tras haberles transferido un embrién
y VRs después de haberles realizado la técnicade la VR:n =45 fue significativamente mayor (p < 0,05) para el grupo control (50%) en
TE con embriones frescos producidos in vivo. comparacion con el grupo de VRs (35,6%) tras la TE.

Sony cols., 2007 (87) Evaluar la tasa de prefiez tras un protocolo de IATF  IAE: n =27 La tasa de prefiez el dia 60 de gestacion fue significativamente mayor (p <
0 TETF con embriones congelados producidos in  IATF: n =13 0,05) en el grupo TETF (53,8%) que en los grupos IAE (18,5%) o IATF
vivo, en comparacion con la tasa de prefiez trasuna TETF: n =13 (7,7%).
IAE en VRs lactantes.

Stewart y cols., 2011 Determinar si la técnica de TE con embriones frescos  1A: n= 227 El dia 40+7 de gestacion, el porcentaje de vacas prefiadas fue

(88) o vitrificados producidos in vitro mejora las tasas de  TE-F: n= 216 significativamente mayor (p < 0,01) en el grupo TE-F (42,1%) que en la TE-
prefiez y de parto de las vacas lecheras lactantes en TE-V: n= 279 V (29,3%) y en el de 1A (18,3%). Asi mismo, el dia 97+7 de gestacion, el

condiciones de ET, en comparacién con la técnica de
1A.

porcentaje de vacas prefiadas fue significativamente mayor (p < 0,05) para los
grupos TE-F (36,4%) y TE-V (25,7 %) que para el grupo de 1A (17,0%) vy el
porcentaje para el grupo TE-F fue mayor que para el grupo TE-V. Ademas, el
porcentaje de vacas con nacidos vivos fue significativamente mayor (p < 0,05)
en el grupo TE-F (27,5 %) que en el del TE-V (17,1%) y en el de la 1A (14,6%).

ET: Estrés Térmico; F: Embriones Frescos; IAE: Inseminacion Acrtificial tras deteccion de Estro; IATF: Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo; TE: Transferencia Embrionaria; TETF: Transferencia

Embrionaria a Tiempo Fijo; V: Embriones Vitrificados; VR: Vaca Repetidora.




6. DISCUSION
6.1. Efecto de la hipertermia materna en los ovocitos y embriones bovinos

La ZTN de las vacas se situa entre 16°C (TCI) y 25°C (TCS) y dentro de este rango,
los animales mantienen una temperatura corporal fisiologica de 38,4-39,1°C (50). Cuando
las temperaturas ambientales sobrepasan la TCS, que en las vacas de aptitud lechera se
encuentra en 25-26°C (51), se produce el ET, que se define como el estado en el que se
activan los mecanismos para mantener el equilibrio térmico corporal del animal (51,52).
Ademas, también se produce la hipertermia materna, que se define como la elevacién de

la temperatura corporal de la hembra (55).

Entre los componentes del aparato reproductor femenino, el conjunto de ovocitos
del ovario es muy sensible a la hipertermia materna, ya que, debido a su largo proceso de
desarrollo dentro de los foliculos ovaricos, tienen una alta exposicion al ET. De esta
forma, las alteraciones inducidas por las altas temperaturas en las primeras etapas del
desarrollo folicular pueden expresarse posteriormente, comprometiendo a la maduracién
y competencia de desarrollo del ovocito (56,57). Asi mismo, el efecto de las altas
temperaturas ambientales es critico durante las primeras divisiones mitdticas del embrién
0 estadio de escision/clivaje embrionaria, periodo en el que la mayor parte del genoma
embrionario se encuentra inactivo. Sin embargo, el embrién bovino se hace mas resistente

al ET a medida que avanza en su desarrollo (58,59).

Siguiendo en esta linea, son muchos los estudios que demuestran que la hipertermia
materna disminuye la tasa de ovocitos y embriones competentes para su posterior
desarrollo y dar lugar a un ternero nacido vivo (89-94). Asi mismo, son cada vez més los
estudios que profundizan en los efectos producidos por la hipertermia materna en los
ovocitos y embriones bovinos, los cuales, analizan dicho efecto a nivel celular y/o

molecular.

Todos los estudios llevados a cabo in vitro toman como control a aquellos ovocitos
y embriones madurados/fecundados/cultivados a 38,5-39°C, tal y como ocurren estos
procesos in vivo cuando la vaca se encuentra en situacion de homeotermia. Sin embargo,
la simulacién del ET varia en funcion del estudio, en el que la temperatura aplicada se
encuentra en el rango de 39,5-43°C, representando aquellas temperaturas rectales que se

dan en las vacas cuando éstas se encuentran en condiciones de ET menos 0 mas intensas,
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respectivamente (67). Cabe destacar que conocer la condicién en la que se ha llevado a
cabo la aplicacion del ET en los ovocitos y embriones es fundamental, ya que los efectos

del ET son temperatura y duracion dependientes (89,95).

Por el contrario, los estudios llevados a cabo in vivo son mucho méas heterogéneos,
ya que dependen de la temperatura y humedad del lugar donde se haya realizado el
estudio, ademas de las posibles variaciones ambientales que se hayan podido producir
durante ese afio en concreto. Sin embargo, en todas ellas se observa una clara diferencia
en la temperatura y/o humedad ambiental entre los meses mas célidos o de verano,
periodo en el que la vaca tiene una mayor presion de ET y los meses méas frios o de
invierno, en los que la vaca se encuentra en unas condiciones ambientales mas adecuadas

para su produccién y reproduccion.
6.1.1. Efecto de la hipertermia a nivel celular

El ovocito es muy sensible al ET durante el proceso de maduracién (57), por lo que
el analisis de los cambios producidos durante este periodo de tiempo en los distintos
compartimentos celulares, cobra un gran interés. La maduracion del ovocito implica una
serie de acontecimientos nucleares y citoplasmicos que dan lugar a la adquisicién de la
capacidad de fecundacion y al posterior desarrollo embrionario (16). La reorganizacion
nuclear implica la RVG, la condensacién y segregacién de los cromosomas, la
finalizacion de la meiosis I, la extrusion del primer cuerpo polar y la detencién en Ml
(68), mientras que la reorganizacion citoplasmatica implica alteraciones en el
citoesqueleto, redistribucion de los organulos, alteracion del metabolismo, alteracion de

los niveles de ARNm y cambios en los perfiles de sintesis de proteinas (16).
6.1.1.1. Efecto de la hipertermia en el nucleo del ovocito

Roth y cols. (2005) evaluaron la progresion de la meiosis en ovocitos bovinos bajo
el efecto del ET (40 y 41°C/12 h) y observaron que habia una menor proporcion de
ovocitos en estadio MII en comparacion con los ovocitos control, y una mayor proporcion
de los mismos en otros estadios como metafase (M), anafase (Al) o telofase (TI) de la
primera division mei6tica, los cuales, presentaban generalmente, husos meioticos
anormales tras la MIV. Ademas, determinaron que el ET aumentaba los procesos
apoptoticos en los ovocitos y que este efecto era revertido al afiadir al medio una molécula

anti-apoptotica, como es la esfingosina 1-fosfato (S1P) (68).
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Igualmente, otros autores como Pavani y cols. (2015), que también evaluaron el
efecto del ET (39,5 y 40,5°C/24 h) en la tasa de MIV de los ovocitos, observaron que el
porcentaje de ovocitos que llegaban a alcanzar el estadio MII era menor en aquellos
ovocitos que habian sufrido ET, los cuales quedaban detenidos en estadios entre la RVG
y T1 (67).

Ademas, en este mismo estudio, también evaluaron el efecto del ET en el desarrollo
folicular in vivo en la posterior MIV de los ovocitos y observaron que habia una menor
proporcidn de ovocitos recogidos en meses mas calidos que alcanzaban el estadio MII
que ovocitos recogidos en meses mas frios. En este caso, la mayoria de los ovocitos
recogidos bajo el efecto del ET que no llegaban al estadio MII se encontraban detenidos
en el estadio TI (67). De la misma forma, en el estudio realizado por Baez y cols. (2022)
también observaron una menor proporcion de ovocitos en MIl cuando éstos eran

recogidos en verano en comparacion con los recogidos en invierno (64).

Asi mismo, en este Ultimo estudio de Béez y cols. (2022), evaluaron el efecto del
ET en el desarrollo folicular in vivo en el grado de compactacién de la cromatina en
ovocitos en estadio VG. Para ello, distinguieron 3 grados de compactacion, de menor a
mayor compactacion: VG1, VG2 y VG3 (64). Segun lo descrito por otros autores, los
ovocitos en estadio VG2 y VG3 presentan una mayor competencia de desarrollo en
comparacion con los ovocitos en estadio VG1 (96,97). Sin embargo, en este estudio de
Baez y cols. (2022) vieron que el porcentaje de ovocitos en estadio VG3 era
significativamente inferior en ovocitos recogidos durante el verano que durante el
invierno. Eso significa que el retraso de la transicion nuclear hacia el estadio VG3
provocado por el ET podria ser otro factor perjudicial para el correcto desarrollo

ovocitario (64).

Por otro lado, Ju y cols. (2005), evaluaron el efecto del ET (42°C/1,2y 4 h) en la
morfologia del huso meiotico y observaron un mayor porcentaje de ovocitos sometidos
al ET con morfologia del huso alterada en comparacion con los ovocitos control. Ademas,
vieron que el tamafio del huso disminuia a medida que aumentaba la duracion del ET de
1 a4 h (63). Este hecho sugiere que el ET afecta a la polimerizacién o despolimerizacion
de los microtubulos del huso meidtico, lo cual reafirma lo observado en estudios previos,

los cuales describen que los microtubulos del huso son susceptibles a los cambios de
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temperatura (98). Cabe destacar que estas alteraciones en los microtubulos del huso
pueden contribuir a alterar el proceso de separacién de los cromosomas durante la

fecundacidn y la posterior division embrionaria (63).

Todos estos hallazgos previamente descritos sugieren que el ET tanto en el
desarrollo folicular in vivo, como a lo largo de la maduracion de los ovocitos puede
perjudicar la reanudacién de la meiosis y, por tanto, comprometer la capacidad de los
ovocitos para ser fecundados (63,64,67,68). Ademas, uno de los estudios también indica
que la induccion de la apoptosis por el ET esta funcionalmente relacionada con la

inhibicion de la progresion meidtica (68).

Sin embargo, cuando Edwards y cols. (2005) evaluaron el efecto del ET (41°C/12
h) en la RVG/condensacion de la cromatina y en la progresion al estadio MI, y en la
progresion de MI a MII, obtuvieron resultados que diferian con los resultados obtenidos
por los autores previamente mencionados. Mientras que a las 4 h habia una proporcion
similar de ovocitos sometidos y no sometidos al ET que tenian la VG intacta, a las 8 h,
habia una mayor proporcién de ovocitos sometidos a ET que ya habian experimentado la
RVG y que habian llegado al estadio MI en comparacion con los controles. Cabe destacar
que esta diferencia dejo de ser evidente a las 12 h, ya que para este momento, la mayoria
de los ovocitos control también habian alcanzado este estadio (16). De la misma forma,
en el estudio llevado a cabo por Hooper y cols. (2015), en el que también evaluaron el
efecto del ET (41°C/12 h) en el momento en el que se producia la RVG, vieron que la
proporcion de ovocitos con VG intacta era similar a las 2 h de maduracion, mientras que
la proporcién de ovocitos que habian experimentado la RVG a las 4 era mayor bajo el
efecto del ET y este efecto era ain mas pronunciado a las 6 h (66).

Ademas, en este estudio de Hooper y cols. (2015), también evaluaron el contenido
de triglicéridos y fosfolipidos de los ovocitos durante su maduracion y observaron que el
contenido de triglicéridos y fosfolipidos era alto al inicio del proceso de maduracion,
cuando la incidencia de RVG era baja, mientras que dicho contenido era bajo a las 24 h
de maduracion, cuando dicha incidencia era alta. De esta forma, demostraron que los
cambios lipoliticos en el contenido de triglicéridos y fosfolipidos estaban asociados con
la RVG en los ovocitos bovinos (66). Sin embargo, el contenido de triglicéridos y

fosfolipidos disminuy6 de forma similar en los ovocitos madurados en condiciones
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termoneutrales y de ET, por lo que, aunque los mecanismos subyacentes de la aceleracion
de la RVG por el ET siguen sin estar claros, los cambios en la actividad lipolitica

previamente descritos no parecen ser problematicos (66).

Por otro lado, en cuanto a la progresion del estadio Ml a MIl, Edwards y cols.
(2005) observaron una fuerte tendencia a las 16 h y una diferencia significativa a las 18
h entre el grupo sometido al ET y grupo control, ya que el ET provoc6 un aumento de la
proporcidn de ovocitos que alcanzaron el estadio M1l en comparacion con los controles.
Sin embargo, a las 21 h estas diferencias ya no eran apreciables, debido a que es el
momento en el que la mayoria de ovocitos control también alcanzan este estadio (16). Al
mismo tiempo, Hooper y cols. (2015) observaron que a las 24 h de maduracion, habia una
proporcion similar de ovocitos sometidos y no sometidos al ET que progresaron al estadio
MII (66).

Por tanto, tanto el estudio realizado por Edwards y cols. (2005), como el de Hooper
y cols. (2015) llegaron a la conclusion de que el ET no afecta a la capacidad del ovocito
para experimentar la maduracién nuclear, sino que disminuye el tiempo necesario para
que se produzca la RVG y que culmine la maduracion de los ovocitos (16,66). Estos
resultados contradicen a lo observado por los autores anteriormente mencionados, los
cuales indican que el ET afecta negativamente y detiene la progresion de la meiosis
(64,67,68), por lo que existe cierta controversia sobre este tema.

6.1.1.2. Efecto de la hipertermia en el citoplasma y membranas del ovocito

Con el fin de determinar el efecto producido por el ET en la maduracion
citoplasmatica, Ahmed y cols. (2017) evaluaron el estado de los GC en los ovocitos
sometidos a ET (41°C/12 h) a lo largo de su maduracion. En este estudio observaron que
en los ovocitos sometidos al ET los GC eran escasos 0 estaban ausentes y no era evidente
su migracion hacia la corteza, a diferencia de los ovocitos madurados a una temperatura
fisioldgica, en los que los GC migraban hacia la corteza y ocupaban la zona situada justo
debajo del oolema (61). Algunos estudios realizados en ovocitos porcinos y embriones
bovinos de dos células, han indicado que la disminucion de la migracién de los GC
durante el ET podria atribuirse a la pérdida estructural y organizativa de los
microfilamentos por causa del ET (99,100), mientras que otros estudios como el de

Edwards y cols. (2005) atribuyen a una translocacion prematura de los GC (16).

39

——
| —



En este estudio de Edwards y cols. (2005), evaluaron el tipo de GC (tipo I: grandes
agregados; tipo Il: agregados con algo de dispersion; tipo I111: completa dispersion) que
predominaba bajo el efecto del ET (41°C/6, 12 y 24 h) (16). En este estudio observaron
que mientras que la maduracion de los ovocitos a 41°C durante 6 h no alteraba el tipo de
GC, cuando la duracion del ET ascendia a las 12 h, se producia una disminucion de la
proporcién de ovocitos con GC de tipo Il y aumentaba el de los que tenian GC de tipo I,
siendo este acontecimiento ain mas prominente cuando el ET se prolongaba hasta las 24
h. En cambio, los ovocitos no sometidos al ET, presentaban mayoritariamente GCs de
tipo I y 11 (16). Estos resultados sugieren que el ET no compromete la habilidad de los
ovocitos para llevar a cabo la maduracion citoplasmatica, sino que reduce el tiempo

necesario para que se lleve a cabo este proceso critico (16,101,102).

Siguiendo con los cambios citoplasmaticos producidos por el ET, en el estudio
llevado a cabo por Ahmed y cols. (2017) observaron una hinchazon generalizada de todos
los orgéanulos, incluidas las mitocondrias, el RE y el CG (61). Otros estudios realizados
en especies diferentes a la bovina, como en roedores, han revelado que la hinchazén
mitocondrial producido por el ET a una intensidad baja se revierte cuando se vuelve a
temperaturas fisiolégicas, mientras que dicha reparacion no se logra cuando el ET se
produce a mayor intensidad (103). Cabe destacar que la alteracion de estos organulos en
un grado irreversible es letal para los ovocitos. No obstante, el hecho de que haya
posibilidad de revertir el efecto del ET sugiere la existencia de cierta plasticidad de
algunos organulos como las mitocondrias para hacer frente a la hipertermia materna,
aunque dicha capacidad de reparacion parece tener una temperatura umbral, a partir de la
cual, el proceso se vuelve irreversible. Por otro lado, aunque la afeccion de las
mitocondrias pueda ser reversible, la alteracion de su funcionamiento durante el ET
podria estar asociada a una disminucion de la generacion de ATP dentro del ovocito, lo

que comprometeria el correcto desarrollo del mismo (61).

Ademaés de los hallazgos anteriormente descritos, Ahmed y cols. (2017) también
observaron un gran namero de lisosomas y ribosomas libres en ovocitos sometidos a ET,
lo que puede estar asociado a una disminucion de la sintesis proteica (61). Este hecho
coincide con estudios previos en embriones bovinos de 2 células, donde vieron que la

sintesis de proteinas disminuia en un 30-50% durante el ET (95).
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En cuanto a los efectos de la hipertermia a nivel de las membranas del ovocito,
Zeron y cols. (2001), a la hora de investigar si el ET in vivo provocaba alteraciones en la
composicion de acidos grasos, observaron una mayor cantidad de acidos grasos saturados
(AGS) y una menor cantidad de &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) en ovocitos
sometidos al ET. Estos resultados sugieren que los cambios de temperatura provocan
alteraciones en las propiedades bioquimicas de las membranas, influyendo al mismo

tiempo en la fertilidad y funcionalidad del ovocito (65).

Por dltimo, Ahmed y cols. (2017) también observaron que los ovocitos sometidos
a ET presentaban cambios degenerativos y de apoptosis en células del cimulo (61). Asi
mismo, Béez y cols. (2022), cuando evaluaron el efecto del ET durante el desarrollo
folicular in vivo en las células del cimulo, obtuvieron resultados similares, ya que el
indice apoptoético de estas celulas en ovocitos recogidos en verano fue 4 veces mayor que
en ovocitos recogidos en invierno y 3 veces mayor después de llevar a cabo su MIV (64).
Dado que el papel de las células del cimulo es vital para nutrir al ovocito durante su
maduracion hasta el estadio MIl y facilitar el intercambio de sefiales nutritivas y quimicas,

su degeneracion compromete indudablemente la viabilidad del ovocito (104).

En conjunto, todos estos resultados sugieren que las perturbaciones inducidas por
las altas temperaturas ambientales en el ndcleo, ooplasma, oolema o las células del

cumulo pueden comprometer el desarrollo del ovocito bovino.

En la Figura 13 se recogen de forma esquematica todas las alteraciones producidas
por el ET a nivel celular en los ovocitos durante su proceso de maduracién segun lo
descrito por los autores anteriormente mencionados y las implicaciones que pueden tener

dichas alteraciones en la competencia ovocitaria.
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Figura 13. Representacion esquematica de los efectos producidos por el ET a nivel celular durante la
maduracién ovocitaria segun los estudios seleccionados para esta revision sistematica. En la parte
superior se recogen las alteraciones inducidas por el ET en la maduracion nuclear y sus implicaciones. En
la parte inferior se recogen las alteraciones inducidas por el ET en la maduracién citoplasmatica y sus
implicaciones. El conjunto de todas estas alteraciones provoca una disminucion de la competencia
ovocitaria. Fuente: Imagen adaptada de Mao y cols., 2014 (164).




6.1.1.3. Efecto de la hipertermia en el embrion

Almeida y cols. (2019) evaluaron el efecto del ET durante la maduracion del
ovocito en la posterior organizacion de la cromatina en el embridn y observaron que el
ET (41 y 43°C/6 h) provocaba alteraciones en dicha organizacion, sobre todo, en
embriones de 4 células. Este resultado sugiere que el ET durante la maduracion del
ovocito podria afectar posteriormente, a la AGE, lo que comprometeria a su desarrollo
(82).

Por otro lado, Rivera y cols. (2003) evaluaron el efecto del ET durante el CIV de
los embriones en sus caracteristicas estructurales y observaron que el ET (41,5°C/12 h)
provocaba el desplazamiento de los organulos hacia el centro de la blastomera (62). Este
hecho sugiere que el ET afecta al citoesqueleto, ya que este sistema esta implicado en el
transporte activo de los organulos y otros componentes de la célula (105). Ademas,
también vieron que el ET aumentaba el porcentaje de embriones con mitocondrias
hinchadas (62), al igual de lo que observaron Ahmed y cols. (2017) en las mitocondrias
de los ovocitos sometidos a ET (61). Se ha planteado la hipétesis de que la hinchazén de
la matriz mitocondrial se produce por la apertura del poro de transicion de permeabilidad
de alta conductancia en la membrana mitocondrial interna y que da lugar a un flujo no
selectivo de solutos (106). De esta forma, las mitocondrias no son capaces de mantener
un gradiente de protones, se detiene la sintesis aer6bica de ATP, se produce un
desdoblamiento progresivo de la cresta mitocondrial interna y se liberan varios
componentes iniciadores de la apoptosis, como el citocromo c y el factor inductor de la
apoptosis, todo lo cual afecta negativamente al desarrollo embrionario (107). Asi mismo,
cuando el ET aplicado era muy intenso (43°C), se observo un aumento de distancia entre
las membranas de la envoltura nuclear, una membrana plasmatica con aspecto rugoso,
que indica la pérdida de microvellosidades, aparicion de material denso en el nicleo y el
citoplasma, que indica una desnaturalizacion de proteinas, y aumento del nimero de

lisosomas, que indica el comienzo del proceso de autodigestion de las blastomeras (62).

El conjunto de estos resultados indica que las altas temperaturas ambientales
durante el desarrollo embrionario temprano pueden interrumpir dicho desarrollo al

provocar alteraciones en el nacleo, citoplasma, mitocondrias y otros organulos.
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6.1.2. Efecto de la hipertermia a nivel molecular

Durante el crecimiento folicular desde el estadio primordial hasta el antral, la
transcripcion y la traduccion dentro del ovocito son intensas (56). EI ARNm materno
almacenado en el ovocito es fundamental durante el periodo de maduracion del mismo,
la fecundacion y las primeras divisiones embrionarias, hasta que el genoma embrionario
se vuelve completamente funcional (108), que en los bovinos, se produce en el estadio

embrionario de 8-16 células (109).

Asi mismo, la expresion genica, que se encuentra altamente regulada durante la
maduracion del ovocito y el desarrollo del embridn, requiere la regulacién mediante
factores de transcripcion y mediante mecanismos epigenéticos (110). Sin embargo, el ET
puede alterar la expresion de genes que son fundamentales para el correcto desarrollo de
los ovocitos y embriones (76), por lo que el andlisis de los cambios producidos durante
este periodo de tiempo en la expresion de genes relevantes para la competencia ovocitaria

y embrionaria cobra un gran interés.

Ademas, las mitocondrias participan en el metabolismo celular, la homeostasis y la
apoptosis, y también estan asociadas a la competencia de los ovocitos y embriones (111).
Por este motivo, el estudio del efecto del ET en los niveles de distintas moléculas
asociadas a la funcionalidad mitocondrial o el estudio de las vias que podrian estar
implicadas en la disminucion de la calidad ovocitaria y embrionaria también

proporcionaria informacion sobre la forma en la que el ET afecta a estas estructuras.
6.1.2.1. Efecto de la hipertermia en el ovocito

Diaz y cols. (2021) evaluaron el efecto del ET en el desarrollo folicular in vivo en
los perfiles transcriptomicos de los ovocitos. Un total de 211 y 92 genes se expresaron de
forma diferencial como resultado del ET en ovocitos en estadio de VG y MIl,
respectivamente. En los ovocitos en estadio de VG, dichos genes estan implicados en
procesos de biosintesis de esteroides, reduccion de la oxidacion y mitofagia en respuesta
a la despolarizacion mitocondrial, mientras que las vias influenciadas por el ET estan
relacionadas con la biosintesis de glucocorticoides, la sefializacion de la apoptosis y la
sefializacion de HIPPO. Por otro lado, en los ovocitos en MII, los genes expresados
diferencialmente estan implicados en la regulacién de la cascada MAPK, la organizacién

del melanosoma y la regulacion negativa de la transcripcion, mientras que las vias
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influenciadas por el ET estan relacionadas con la sefializacion de pluripotencia Oct-4, la
sefializacion Wnt/beta-catenina y la degradacion de la melatonina (76). Este estudio
reciente muestra una vision general del efecto que el ET produce en la expresion génica
de los ovocitos, ademés de destacar los principales procesos y vias que podrian verse

afectados por dicho estrés y que afectan a la competencia ovocitaria.

Asi mismo, Pavani y cols. (2017) observaron que el ET en el desarrollo folicular in
vivo provocaba alteraciones en la expresion de HSPA14, ya que, en los ovocitos recogidos
durante el verano su expresion era significativamente menor en comparacion con aquellos
recogidos durante el invierno (73). Esto podria explicar en parte, la menor proporcién de
ovocitos que alcanzan el estadio MII cuando son recogidos en verano (67), teniendo en
cuenta que la alta expresion de HSPA14 resulta en un aumento de la sintesis de esta

proteina que esta implicada en la supervivencia de los ovocitos (112).

Estos mismos autores evaluaron la expresion génica de CDH1 y DNMT1 en
ovocitos sometidos a un ET cinético (39,5°C/6, 12, 18 y 24 h) durante la MIV. En este
caso, no se observo ninguna diferencia de expresion génica cuando el ET se aplico con 6
h de duracidn. Los autores sugieren que los ovocitos son resistentes a un aumento de 1°C
respecto a la temperatura fisioldgica de la vaca (38,5°C) durante un periodo de 6 h (73),
ya que una vez sobrepasadas estas 6 h bajo el ET, se producia una regulacion al alza de
CDH1 (73). CDHL1 funciona como regulador de la proliferacion celular al participar en la
detencion de G1 y G2 (113). Esta funcion puede explicar la constante regulacion al alza
de CDH1 como un intento de proteger a los ovocitos de la apoptosis, ya que CDH1 se
regula al alza cuando hay signos de dafio en el ADN debido al ET y se asocia con la
proteccion de las células bajo diferentes condiciones de estrés (73). Ademas, cuando los
ovocitos se sometieron al ET durante 24 h de MIV, también se producia una regulacién
al alzade DNMT1 (73). Segun lo descrito por otros autores, la mayor expresion de CDH1

junto con DNMT1 es también un indicador de apoptosis (114).

Asi mismo, Gendelman y cols. (2012) evaluaron si el ET en el desarrollo folicular
in vivo afectaba a la expresién génica de genes involucrados en el crecimiento y
maduracion ovocitaria (MOS, GDF9 y POU5F1). Mientras que no observaron ninguna
diferencia de expresion en ovocitos en estadio VG recogidos en la estacion calida en

comparacion con los recogidos en la estacion fria, los ovocitos en estadio Ml recogidos
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en la estacion calida mostraron una disminucion de la expresion de los 3 genes (69). Como
se ha comentado anteriormente, durante el desarrollo ovocitario y folicular, el ovocito
acumula ARNm y proteinas maternas. EI ARNm almacenado es fundamental durante el
periodo de maduracion, la fecundacion y las primeras divisiones embrionarias, hasta que
el genoma embrionario se vuelve completamente funcional (115). El hecho de que en este
estudio se encontrase una disminucion de expresion de dichos genes una vez que los
ovocitos estaban maduros, sugiere que existe un efecto estacional deletéreo en el

almacenamiento del ARNm materno de los ovocitos (69).

Rowinski y cols. (2020), en cambio, evaluaron el efecto del ET en la abundancia
del transcrito de la citoquina IL6, su receptor (IL6R) y su transductor de sefial (IL6ST).
Estos autores observaron que el ET (41°C/12 h) provocaba un aumento y disminucion de
IL6, IL6R e IL6ST dependiendo del momento de la MIV (81). En concreto, los niveles
maximos de IL6 en los ovocitos expuestos al ET se producian ~2 horas antes que en los
controles. En cuanto al impacto en la expresion de la IL6ST, los niveles méximos en los
ovocitos expuestos al ET ocurrian ~1,5 horas antes que en los controles (81). Cabe
mencionar que en un estudio llevado a cabo en roedores, en el que afiadieron hipoxantina
para inhibir la RVG, la adicion de IL6 y IL6R indujo su rotura (116). Asi mismo, en otro
estudio previo realizado en otros tipos celulares, la IL6 redujo la permeabilidad de las
uniones gap, requisito para que pueda producirse la RVG (117). Aungue los factores que
desencadenan la aceleracion de dicha rotura por causa del ET siguen sin estar claros, el
cambio inducido por el ET en el momento de la expresion de la IL6 y la IL6ST en ~2 'y
1,5 h antes que el control, respectivamente, apoya la nocién de que la IL6 es un factor
que contribuye a la aceleracion de la RVG inducida por el ET, como se ha descrito por
otros autores como Edwards y cols. (2005) y Hooper y cols. (2015) anteriormente

mencionados (16,66).

Por otro lado, teniendo en cuenta que las mitocondrias participan en el metabolismo
celular, la homeostasis y la apoptosis, Ferreira y cols. (2013) evaluaron el efecto del ET
en el desarrollo folicular in vivo en la expresion génica de genes relacionados con la
mitocondria (PPARGC1A, TFAM y MT-CO1), apoptosis (BCL-2 y BAX) y ET
(HSP90AAL y HSPA1AB) y observaron que en verano se producia una disminucion
significativa de la expresion de todos ellos. Este hecho sugiere que las funciones

bioldgicas como la transcripcion y replicacion mitocondrial, la apoptosis y la produccion
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de chaperonas pueden verse alteradas durante el ET, perturbando la calidad de los
ovocitos (72).

De la misma forma, Roth y cols. (2004) también evaluaron si el ET provocaba la
activacion de vias apoptoticas y si dicha apoptosis estaba mediada por las caspasas de
tipo I1. Al igual que los anteriores autores, éstos observaron que el ET (40 y 41°C/12 h)
activaba procesos apoptéticos y que dichos procesos se llevaban a cabo mediante caspasas
de tipo 11, ya que al inhibir este tipo de caspasas se revertia la pérdida de potencial de
desarrollo del ovocito. Esto sugiere que ésta es una via critica implicada en deteriorar la

competencia ovocitaria (74).

En cambio, Soto y cols. (2009) evaluaron si la apoptosis inducida por el ET
implicaba las vias dependientes de los dominios Bax y BH4 mediante la observacion de
cambios producidos en la fragmentacién de DNA, potencial de la membrana mitocondrial
y nimero de copias de DNA mitocondrial al afiadir péptidos anti-apoptéticos (BIPy TAT-
BH4) en el medio de MIV bajo condiciones de ET (41°C/21 h). Estos péptidos anti-
apoptoticos estan implicados en la inhibicion de esos 2 dominios. Estos autores
observaron un efecto protector de dichos péptidos anti-apoptéticos, lo que muestra la
implicacion de los dominios Bax y BH4 en la apoptosis inducida por el ET en ovocitos
bovinos (83).

Por otro lado, Payton y cols. (2018) evaluaron el efecto del ET en el transcriptoma
del ovocito y observaron que el ET (41°C/12 h) provocaba numerosas alteraciones en los
transcritos durante la maduracion del ovocito, de los cuales se podian destacar los
transcritos que forman parte de la cadena de transporte de electrones y de las reacciones
de fosforilacion oxidativa, relativos a la translocacion de proteinas a las mitocondrias y
a la sintesis de proteinas dentro de las mitocondrias (79). En conjunto, estas
perturbaciones del transcriptoma inducidas por el ET podrian indicar cambios
estructurales y funcionales en las mitocondrias de los ovocitos, como ya han confirmado

otros autores como Ahmed y cols. (2017), previamente mencionados (61).

Siguiendo en esta linea, Payton y cols. (2018), también evaluaron si el ET
provocaba cambios en el potencial de reduccién/oxidacion (mediante la medicion de ROS
y glutation) y niveles de energia (mediante la medicién de ATP). En este caso vieron que

las ROS mitocondriales estaban aumentadas, producto de la disfuncion de la fosforilacion
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oxidativa, mientras que las ROS citoplasmaticas se mantenian normales, lo que sugiere
que el impacto del ET podria ser local (79). Ademas, los niveles de glutation a las 12 h
se vieron aumentadas, mientras que a las 24 h de maduracion los niveles de glutation total
y reducido se vieron disminuidas (79). Dado que los ovocitos dependen de las células del
cumulo para la sintesis de glutation (118), el aumento de los niveles a las 12 h sugiere
que el cimulo circundante puede estar actuando de forma termoprotectora (95),
posiblemente proporcionando mas glutation al ovocito. En cambio, los niveles reducidos
de glutation total y reducido en los ovocitos sometidos a ET a las 24 h sugiere el consumo
de este antioxidante intracelular, posiblemente debido a una mayor neutralizacion de las
ROS (79).

Asi mismo, cuando Payton y cols. (2018), midieron los niveles de ATP en los
ovocitos sometidos a ET vieron que el contenido de ATP tras 24 h de maduracion era
mayor en ovocitos sometidos al ET que en ovocitos control (79). Hooper y cols. (2015)
también midieron los niveles de ATP en los ovocitos a lo largo del proceso de maduracion
y en este caso, observaron que el contenido de ATP de los ovocitos dependia tanto de la
temperatura como del tiempo en el que los ovocitos habian transcurrido en maduracion.
Esta afirmacion se basa en que no se observaban diferencias en su contenido en ovocitos
control en comparacion con los ovocitos sometidos a ET durante las primeras 6 h de
maduracion, mientras que a las 24 h, el contenido de ATP fue mayor en estos Ultimos
(66). Sin embargo, no esta claro si este hallazgo es un indicador de cambios lipoliticos
que implican un aumento de la B-oxidacion de los &cidos grasos, o si es representativo de
un exceso de ATP por disfuncion mitocondrial, cambios en la capacidad de sintesis de
proteinas u otras alteraciones aun no identificadas (66).

No obstante, el aumento del contenido de ATP de los ovocitos sometidos a ET a las
24 h de MIV concuerda con los cambios que se producen una vez completada la
maduracion en ovocitos envejecidos, puesto que algunos autores han visto que los
ovocitos bovinos madurados entre 30 y 40 h tienen mas contenido de ATP que los
ovocitos madurados durante 20 h (119). Esto sugiere que los ovocitos sometidos a ET
durante la MIV podrian estar envejecidos en el momento de la fertilizacion, lo cual
explicaria la disminucién de la competencia ovocitaria observada en ovocitos sometidos
al ET (66).
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Por Gltimo, Stamperna y cols. (2020) evaluaron el efecto del ET durante la MIV en
la expresién genica de GPX1, MnSOD y G6PD. Estos autores observaron que aunque el
ET (41°C/6 h) no producia diferencias significativas en la expresion de ninguno de los
genes, si que se detecto una fuerte tendencia a la regulacion al alza de GPX1, MnSOD y
G6PD (78). Los genes GPX1, MnSOD y G6PD son partes esenciales de la defensa
antioxidante de la célula (78) y ademas, la actividad de la G6PD se asocia positivamente
con la competencia de los ovocitos (120). En este estudio, ademas de que la expresion del
G6PD se encontrase aumentado, también se vio que estaba altamente correlacionado con
la expresion de HSPB11, probablemente, como parte de un mecanismo de proteccion
contra los factores de oxidacién; y con CCNBL, que esté relacionado con el ciclo celular,

teniendo como objetivo, probablemente, la de proteger la integridad del ciclo celular (78).

En la Figura 14 se puede ver un resumen de las alteraciones que se producen en los
ovocitos por la influencia del ET en la expresion de distintos genes, transcritos y proteinas

dentro de los ovocitos, segun los autores mencionados anteriormente.
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- Proceso de biosintesis de esteroides alterado

- Proceso de reduccion oxidativa alterado
Mitofagia alterada

- Regulaciéon de la cascada MAPK alterada
- Organizacion del melanosoma alterada

Afeccion de la correcta maduracion
ovocitaria

------------

1

i - Transcripcion y replicacion mitocondrial
: afectadas

I - Proceso apoptético alterado

- Produccion de chaperonas alterada

3
g
Q

*
ass®

L e e e e e e e e o

.

Alteracion de la cadena de transporte de electrones y de las
reacciones de fosforilacién oxidativa

Alteracion de la translocacién de proteinas a las mitocondrias
Alteracion de la sintesis proteica dentro de las mitocondrias
Potencial de oxidacion/reduccién alterado

-
.
.

o | -
.1 Pavani y cols. 2017
Menor supervivencia de ovocitos

! Hooper y cols. 2015 y Payton y cols. 2018
*1-  Envejecimiento ovocitario

. .
B
Cenns®

i Roth y cols. 2004 y Soto y cols. 2009 y Pavani y cols. 2017 )
Aumento de procesos apoptoticos I

Figura 14. Resumen de las alteraciones producidas en los ovocitos por los efectos del ET a nivel molecular durante su maduracion segun los estudios seleccionados
para esta revision sistematica. Fuente: Imagen adaptada de Mao y cols., 2014 (164).
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6.1.2.1. Efecto de la hipertermia en el embrion

Las modificaciones epigenéticas relacionadas con la estructura de la cromatina
incluyen cambios en la metilacion del ADN y modificaciones postraduccionales en las
histonas. La cromatina altamente condensada (heterocromatina) suele ser
transcripcionalmente represiva, mientras que la cromatina no condensada (eucromatina)
es permisiva para la transcripcion (121). Durante el desarrollo temprano, el embrién
experimenta una activacion del genoma que requiere modificaciones epigenéticas, como
cambios en la metilacion de las histonas y cambios en la organizacion de la cromatina
(122). Como se ha dicho anteriormente, en el bovino, la mayor AGE ocurre entre los
estadios de 8 y 16 células (123) y est& asociada a la remodelacion de la cromatina (124).
Esas modificaciones son esenciales para reprogramar el genoma parental y generar

embriones sanos (125).

Se ha demostrado que la metilacion de H3K9 se correlaciona con la represion
transcripcional y sirve como sitio de unién especifico para la HP1. HP1 reconoce la
cromatina metilada por H3K9, se oligomera y forma una plataforma versatil que participa
en diversas funciones nucleares, que van desde el silenciamiento de genes hasta la
segregacion cromosémica (126). En embriones bovinos fecundados in vitro, la metilacion
de H3K9 se reduce entre los estadios de 2 y 4 células y aumenta a partir del estadio de 8
células (127). A pesar de la presencia de H3K9 metilado, no hay una clara co-localizacion
entre HP1 y H3K9 en embriones bovinos en las etapas de 2 y 4 células. De hecho, la co-
localizacion entre H3K9 y HP1 so6lo es evidente en el estadio de 8 células (124),
coincidiendo con la AGE. Los cambios en los niveles de metilacion de HP1 y/o H3K9
podrian alterar la AGE y perjudicar el desarrollo embrionario (82).

Siguiendo en esta linea, Almeida y cols. (2019), con el fin de comprobar si el ET
(41,5°C/12 h) durante la maduracién del ovocito podria afectar a la remodelacion de la
cromatina en el embridn en su fase inicial, evaluaron la distribucion de la trimetilacion de
H3K9 (H3K9me3) y de HP1 en embriones de 4 y 8 células (82). Estos autores observaron
una inesperada acumulacion de H3K9me3y HP1 en los nicleos de embriones de 4 células
y una presencia anormal de H3K9me3 en embriones de 8 células derivados de ovocitos

sometidos a ET. Estos hallazgos sugieren la presencia de alteraciones en la remodelacion
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de la cromatina embrionaria, pudiendo causar perturbaciones en la AGE vy, en

consecuencia, en la expresion génica (82).

Siguiendo con las alteraciones epigenéticas producidas por el ET, Stampernay cols.
(2020) observaron que la expresion de DNMT3A en el grupo de ET (41°C/6 h) estaba
regulada a la baja (78). Este gen codifica la metiltransferasa de novo del ADN, que
controla en parte, las marcas epigenéticas. Una actividad reducida de DNMT3A indica
una menor actividad de metilacion y se ha demostrado que una expresion reducida de este
gen esta relacionada con una alta capacidad de desarrollo de los embriones producidos in
vitro (128).

Asi mismo, estos mismos autores registraron una sobreexpresion de PLACS en los
embriones del grupo ET (78). PLACS regula el desarrollo de la placenta y la interaccion
embrion-madre, de hecho, en previos estudios se ha mostrado una mayor expresion de
PLACS en embriones que dieron lugar a una gestacion y un parto normal que en las que
resultaron en una gestacion no establecida o en un aborto espontaneo (129).

El patron de expresién de DNMT3A y PLACS sugiere que la reducida proporcion
de ovocitos que sobreviven al ET pueden convertirse en embriones sanos. De hecho, cabe
destacar que aunque bajo condiciones de altas temperaturas ambientales las tasas de
prefiez del ganado lechero disminuyan, el nacimiento de terneros sanos sigue existiendo,
lo que sugiere la existencia de una cierta termotolerancia inherente en algunos animales
y sus gametos, lo que les permite la formacién de un embrién normal y el nacimiento de

un ternero sano (78).

Por otro lado, Pavani y cols. (2016) comprobaron el impacto del ET en el desarrollo
folicular in vivo en la expresion génica de CDH1, DNMT1 y HSPA14, en los embriones
derivados de ovocitos recogidos en meses calidos en comparacion con los recogidos en
meses frios. En este estudio observaron una constante regulacion a la baja del gen
DNMT1 en todas las etapas del desarrollo del embrion cuando estos provenian de
ovocitos recogidos en los meses calidos (71); asi mismo, se han obtenido resultados
similares en estudios realizados en roedores (130). Se ha planteado la hip6tesis de que
esta modificacion epigenética inducida por el ET puede ser una de las responsables de la

muerte celular programada en los embriones, puesto que estudios previos realizados en
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ranas han revelado que la deplecion transitoria de DNMT1 en los embriones induce la
hipometilacion del ADN, produciendo fenotipos alterados y causando apoptosis (131).

Por el contrario, cuando estos mismos autores evaluaron el efecto del ET (39,5°C y
40,5°C/24 h) en la MIV, observaron que el ET aumentaba la expresion de DNMT1 en
todos los estadios de desarrollo embrionario, excepto en el estadio de moérula (71). Sin
embargo, este aumento tampoco parece ser beneficioso, ya que en estudios previos se ha
demostrado que la presencia aberrante del gen DNMTL1 en la placenta de los terneros
puede ser la causante de la aparicion de problemas de desarrollo y, en ultima instancia,

provocar su muerte (132).

Asi mismo, Pavani y cols. (2016) también determinaron que el ET, tanto en el
desarrollo folicular in vivo, como en la MIV de ovocitos, provoca la disminucion de la
expresion de HSP14 en los embriones, lo cual podria perjudicar el desarrollo embrionario,
puesto que, como se ha mencionado anteriormente, estas chaperonas juegan un papel vital
en la supervivencia y desarrollo de las células (71). Asi mismo, el ET in vitro también
provocaba la diminucién de CDHL1, excepto en el estadio de blastocisto, en el que su
expresion se encontraba aumentada. Los autores sugieren que esta regulacion a la baja
podria estar asociada a la disminucion de HSP14 (71). Ademas, una posible razén para la
regulacion al alza de CDH1 observada en la fase de blastocisto puede explicarse junto a
la regulacion al alza de DNMT1 también observada, ya que el patron de alta expresién de
CDH1 y DNMT1 ya ha sido previamente descrita en células cancerosas o en muestras

afectadas de otro modo (muestras con ET, patdgenas o degeneradas) (114).

Por otro lado, Amaral y cols. (2020) evaluaron el efecto del ET (40,5°C/6 h), antes
de la AGE en la produccién de ROS y observaron que el ET, aplicado tanto en la etapa
de MIV, FIV y CIV de forma independiente, como en todas ellas, provocaba el aumento
de produccion de ROS en los embriones de 7 dias, siendo este aumento mayor cuando el
ET se aplicaba en los 3 procesos (77). Asi mismo, Sakatani y cols. (2004) evaluaron si el
ET (41°C/6 horas) en el CIV de embriones provocaba estrés oxidativo en los mismos y
observaron que cuando el ET se aplicaba en los dias 0 y 2 de CIV, éste provocaba un
mayor estrés oxidativo intracelular (84). Cabe recordar que las ROS inducen roturas de
las cadenas de DNA vy se ha visto que dichas roturas provocan la detencion del desarrollo

embrionario. Ademas, el estrés oxidativo también esta estrechamente relacionada con la
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apoptosis. De hecho, en previos estudios se ha demostrado que los embriones cultivados
bajo una mayor concentracion de oxigeno muestran un aumento del estado oxidativo
intracelular y una disminucion de su desarrollo (133). Volviendo al estudio de Sakatani y
cols. (2004), este estudio proporciona la evidencia de que la etapa embrionaria temprana,
es decir, previa al estadio de 8 ceélulas, es el momento en el que los embriones

preimplantacionales bovinos son més susceptibles al ET (84).

Ademas, Sakatani y cols. (2004) también evaluaron el efecto del ET (41°C/ 6 h), en
los niveles de peroxido de hidrdgeno, concretamente cuando el ET era aplicado en el
proceso de FIV. Estos autores observaron que los zigotos resultantes de la fecundacion
llevada a cabo bajo condiciones de ET presentaban mayores niveles de perdxido de
hidrogeno. Este resultado, al igual que el estudio realizado por Amaral y cols. (2020) (77),
sugiere que una temperatura elevada concretamente durante la fecundacion, también
induce un estrés oxidativo en los zigotos, que puede afectar negativamente al ADN o0 a
otros organulos y repercutir en el desarrollo del embridn en su fase inicial (80).

Teniendo en cuenta el aumento de ROS observado en los embriones, Amaral y cols.
(2020) evaluaron el efecto del ET (40,5°C/6 h) en la expresion génica de enzimas
antioxidantes, genes relacionados con la supervivencia celular y genes relacionados con
el estrés celular. En este estudio, la expresion génica de genes relacionados con el sistema
antioxidante como SOD1, GPX4 y NRF2 no se vio afectada por el ET, mientras que la
expresion de SOD2 y CAT disminuy0 y la expresién de GPX1 aumentd. Estos resultados
junto a los resultados previamente descritos muestran el desequilibrio entre la produccion
de ROS y la capacidad antioxidante de las células, caracterizando el estrés oxidativo que

sufren los embriones (77).

Por el contrario, Stamperna y cols. (2020) cuando evaluaron la influencia de
madurar los ovocitos bajo condiciones de ET (41°C/6 h) en la expresion génica de GPX1,
entre otros genes antioxidantes en los blastocistos, observaron que el ET provocaba una
disminucion de la expresion del mismo. Aunque este resultado contradice a lo observado
por Amaral y cols. (2020), donde vieron un incremento de expresion de este mismo gen,
los dos estudios llegan a la conclusién de que los blastocitos provenientes de ovocitos

madurados bajo condiciones de ET tienen una proteccion antioxidante mas debil en
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comparacion con los controles, ya que la expresion de genes relacionados con la actividad
antioxidante o se reduce o no cambia en respuesta al ET (77,78).

Por otro lado, la expresidn de genes relacionados con la supervivencia celular (AKT
y XIAP) no se vio afectada por el ET (40,5°C/6 h) en el estudio llevado a cabo por Amaral
y cols. (2020), por lo tanto, esto sugiere que la viabilidad de los blastocistos no se ve
afectada cuando el ET se mantiene durante 6 horas en la maduracion de los ovocitos, la

fecundacidn y/o en el primer dia de cultivo (77).

Por el contrario, cuando estos mismos autores evaluaron el efecto del ET en genes
relacionados con el estrés celular en las distintas etapas de la produccion embrionaria,
observaron que el ET aumentaba la expresion de HSPA1A en todos los grupos (77). De
la misma forma, Sakatani y cols. (2014) evaluaron el efecto de someter a los ovocitos al
ET (41°C/6 h) en el proceso concreto de la FIV en la expresion de HSPALA en los
embriones resultantes y observaron que los embriones presentaban mayores niveles de
dicho transcrito (80). Esté descrito que la induccion de HSPALA es un marcador de estrés
celular, dafio al ADN y apoptosis, por lo que, las respuestas inducidas por el ET en los
ovocitos y los embriones tempranos también pueden influir en la apoptosis y la

competencia embrionaria (95).

Asi mismo, Almeida y cols. (2019) también evaluaron la expresion de distintos
genes que codifican proteinas asociados al ET como HSP40, bajo condiciones de ET
(41,5°C/12 h) en embriones tempranos, con el fin de asociar el ET durante la MIV en la
expresion génica de embriones de 8 células. Estos autores observaron que habia menores
niveles de HSP40 en embriones derivados de ovocitos sometidos al ET, lo que sugiere
que el ET durante la maduracion de los ovocitos puede perturbar la expresion de algunos
genes en embriones de 8 células (82). La HSP40 es una co-chaperona con un papel
importante en la proteccion de las células en condiciones de estrés y las alteraciones en
su expresion pueden perjudicar el desarrollo embrionario cuando éste se lleva a cabo en
un entorno subdptimo (134,135). Sin embargo, estos autores sugieren que las alteraciones
en la expresion génica causadas por el ET durante la MIV pueden no ser especificas de
un gen, suponiendo que dichas alteraciones se deban a una alteracion aleatoria en la
remodelacion de la cromatina. Esta puede ser una de las razones por las que algunos

embriones en fase temprana alcanzan la fase de blastocisto, mientras que otros no lo
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hacen, dependiendo de los genes que se vean afectados por la aberrante remodelacion de
la cromatina (82).

Por otro lado, Amaral y cols. (2020) evaluaron si el ET antes de la AGE afectaba a
la expresion génica y proteica de IFNT y observaron que se producia una disminucién
tanto a nivel génico, como proteico de IFNT en embriones de 7 dias. Cabe recordar que
el IFNT es producido por las células trofoblésticas y que es esencial para el
reconocimiento materno de la gestacién (136), siendo un buen marcador de la salud

embrionaria (137).

Ademaés, Pavani y cols. (2016) observaron una menor expresion de Cx43 en
embriones de 4 células y mdrulas provenientes de ovocitos recogidos bajo condiciones
de ET, mientras que cuando los ovocitos eran madurados in vitro en condiciones de ET,
la expresion de Cx43 diferia dependiendo del estadio embrionario y la magnitud del ET
(71). Cabe destacar que el gen Cx43 esta relacionado con la alteracion de estructuras
intracelulares y, segun estudios previos, la menor expresion de Cx43 refleja la baja
calidad de los embriones provenientes de ovocitos con baja competencia de desarrollo
(138).

Asi mismo, Sakatani y cols. (2014) evaluaron el efecto de someter a los ovocitos al
ET (41°C/6 h) en el proceso de FIV en la expresion de UCHL1 en los embriones
resultantes y observaron que los embriones presentaban menores niveles de dicho
transcrito (80). UCHL1 es una tiol-proteasa que reside en la region cortical y subcortical
de los ovocitos bovinos, donde se ha visto que participa en la prevenciéon de la
poliespermia (139), por lo tanto, las mayores tasas de poliespermia asociadas a las altas
temperaturas durante la fecundacion podrian ser una consecuencia de la disminucién de
los niveles de UCHLL1 (80).

Igualmente, Gendelman y cols. (2012) examinaron el efecto del ET en ovocitos
desarrollados in vivo en la expresion génica de GDF9 y POUSF1, en los embriones
resultantes. La variacion estacional mas destacada observada en este estudio fue la
reducida expresion de POU5SF1 a lo largo de todas las etapas embrionarias (69). En los
bovinos, el nivel de transcripcion de POUSFL1 se caracteriza por una alta expresion en los
ovocitos inmaduros hasta el estadio de 4 células, seguida de una regulacién a la baja en

el estadio de 8 células hasta la morula, y una expresion relativamente alta en el estadio de
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blastocisto (140). Se ha demostrado que el nivel de transcripcion de POU5F1 es mayor
en los ovocitos y embriones competentes (141); por lo tanto, los embriones que se
desarrollan durante la estacion calida y expresan niveles bajos de POU5F1 podrian

considerarse de calidad inferior (69).

Ademas, la expresion de GDF9 en los embriones de 4 celulas desarrollados a partir
de ovocitos recogidos en la estacion calida fue relativamente alta, lo que sugiere un retraso
en la disminucion de los niveles de GDF9, que generalmente se espera que ocurra en esta
etapa de desarrollo embrionario (142). Este hecho indica una posible alteracion de la
competencia de desarrollo de estos embriones y podria explicar, en parte, la reducida
proporcion de blastocistos desarrollados durante la estacion célida (69).

Por otro lado, Yamanaka y cols. (2018), evaluaron el efecto del ET en el proceso
de FIV (40°C/6 h) y CIV (40°C/20 h) de embriones, sobre la actividad de la CTSB en los
mismos (75). La CTSB es una cisteina proteasa lisosomal que desempefia un papel
importante en la degradacion de las proteinas intracelulares en el lisosoma (143). Su
actividad también se ha relacionado con cambios en la competencia embrionaria, ya que,
su elevada actividad provoca una disminucion significativa de las tasas de desarrollo in
vitro y un aumento de la apoptosis (144,145). Estos autores observaron que el ET
provocaba un aumento de la actividad de CTSB en los embriones, siendo este aumento
mayor cuando el ET se aplicaba en la etapa de CIV. Asi mismo, observaron que la
suplementacion del medio con un inhibidor de CTSB (E-64) mejoraba la competencia de
desarrollo de los embriones sometidos a ET. Estos resultados sugieren que la CTSB
compromete la competencia de desarrollo de los embriones bovinos en condiciones de
ET (75).

Ademas, Payton y cols. (2018) evaluaron si el efecto del ET (41°C/12 h) en el
proceso de MIV en los niveles de ATP del ovocito se trasladaban a los embriones
resultantes y observaron que los niveles aumentados de ATP hallados en los ovocitos
persistian en los embriones tempranos de 8-16 células. Sin embargo, el contenido de ATP
era similar en los embriones en fase de blastocisto procedentes de ovocitos sometidos a
ET y no sometidos. La falta de diferencias detectables en este estadio embrionario podria
deberse a que los embriones con un contenido de ATP alterado no llegan a este estadio

(79). Estos resultados indican que la exposicion directa de los ovocitos en su maduracion
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al ET puede alterar los procesos/funciones mitocondriales de los ovocitos, que son
heredados por el embrion temprano tras la fecundacion (79), lo cual puede ser suficiente

para alterar el posterior desarrollo fetal y placentario (146).

Por ultimo, Souza y cols. (2021) evaluaron si el ET (41°C/12 h) en la MIV de
ovocitos alteraba la abundancia de micro ARNs (miARNS) y expresion de DROSHA en
los embriones resultantes. Estos autores hallaron que el ET provocaba el aumento de bta-

miR-19b en dichos embriones, mientras que provocaba la disminucién de DROSHA (70).

Los miARNSs son una de las clases mas importantes de ARN no codificantes y
afectan a los niveles de traduccion de proteinas de los ARNm objetivo sin modificar su
secuencia de nucledtidos (147). En el bovino, se ha visto que el mMiARN-19b tiene como
objetivo los genes HSPBAP1 y DNAJB1 (148), que participan en la respuesta celular al
estrés (149). Teniendo en cuenta que la termotolerancia se debe en parte a mecanismos
de desarrollo que evitan la acumulacién de proteinas desnaturalizadas y el dafio por estrés
oxidativo (150), las alteraciones en la regulacién de la sintesis de estas proteinas podrian
tener impactos significativos en la viabilidad del embrion. Por este motivo, el aumento de
la abundancia de bta-miR-19b podria estar asociado a una desregulacion de la respuesta
al estrés celular, que puede afectar al desarrollo temprano del embrion hacia las fases de
blastocisto (70).

Por otro lado, DROSHA es un enzima esencial en la via candnica de la biogénesis
de miARNS (147). Una disminucion de la abundancia de transcritos en esos embriones
de 8 células podria reflejar la reduccion de la cantidad de enzima DROSHA disponible
para las etapas posteriores del embridn y la consiguiente alteracion de la homeostasis del
entorno global de miARNSs y cambios en las complejas vias y redes de expresion génica

controladas por miARNSs (70).

En la Figura 15 se puede ver el resumen de las alteraciones que se pueden producir
durante el desarrollo embrionario por la influencia del ET a nivel molecular, tanto a nivel
geneético y epigenético, como a nivel de transcritos y proteinas en los embriones, segun

los autores mencionados anteriormente.
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Alteraciones epigenéticas:
Pavani y cols. 2016: relacionados con la apoptosis embrionaria
y con problemas de desarrollo y muerte del ternero
Almeida y cols. 2019: relacionados con alteraciones en la
remodelacion de la cromatina
Stamperna y cols. 2020: relacionados con una alta capacidad
de desarrollo embrionario

Pavani y cols. 2016
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Figura 15. Resumen de las alteraciones producidas en los embriones por los efectos del ET a nivel molecular durante el desarrollo embrionario segin los estudios

seleccionados para esta revision sistematica. Fuente: Imagen adaptada de Naranjo-Gémez y cols., 2021 (165).
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En definitiva, los genes y/o moléculas diana de los estudios previamente
mencionados son muy dispares, lo cual dificulta su interpretacion. No obstante, se puede
llegar a la conclusién de que el ET, por causa de su accién multiple a nivel molecular,
induce alteraciones tanto en los ovocitos, como en los embriones y que, ademas, los
efectos del ET durante el desarrollo ovocitario afectan posteriormente a la competencia
embrionaria. De esta forma, el conjunto de estos estudios evidencia que la transferencia
de embriones competentes producidos in vivo en épocas en las que la vaca no esté
sometida a ET o in vitro en condiciones optimas de MIV, FIV y CIV podria ser una
solucidn para sobrepasar los efectos negativos que el ET provoca tanto en ovocitos, como

en embriones tempranos.
6.2. Empleo de embriones como opcion terapéutica en el SVR

Las VRs son uno de los mayores problemas en las explotaciones ganaderas de
vacuno de leche (30). Como se ha mencionado anteriormente, la definicion més simplista
del SVR es la vaca que no ha quedado gestante después de haberse inseminado 3 0 mas
veces. Sin embargo, esta definicion se debe limitar a los animales que tienen menos de
10 afios y han tenido al menos un parto, con ciclos sexuales regulares, sin trastornos
clinicos en los 6rganos genitales y con ausencia de descargas anormales, pero que sin
embargo, no quedan gestantes después de aparearse con un toro fértil o inseminarse
artificialmente 3 0 mas veces (85).

Como se ha mencionado en la introduccién, el ET es uno de los principales
causantes de la aparicion de este sindrome durante los meses en los que la vaca esta
expuesta a altas temperaturas ambientales. La disminucién de la fertilidad asociada al ET
es un problema multifactorial, en la que la hipertermia afecta a la funcion celular en varios
tejidos del aparato reproductor femenino. EI ET estival compromete la dinamica folicular
ovarica y la capacidad del foliculo dominante para ejercer su dominio. Ademas, induce
la codominancia folicular y disminuye la duracion del ciclo estral, asi como la

competencia del ovocito para desarrollarse en un blastocisto (36).

Ademas, es probable que los efectos inhibidores del ET sobre la produccién y la
fertilidad aumenten en los proximos afios, ya que las mejoras genéticas para la produccién
de leche provocan un aumento de la generacion de calor por parte de la vaca, dificultando

la regulacion de la temperatura corporal durante los periodos de ET. Por otro lado, el
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cambio climatico global también podria exacerbar el problema del ET. Por este motivo,
es esencial la busqueda de distintas estrategias que mitiguen los efectos negativos de la

hipertermia materna en la funcion reproductiva de las vacas (151).

Una de las estrategias planteadas para mitigar el efecto del ET y reducir la aparicion
de VRs es la utilizacion de la técnica de la TE. La base para el uso de esta técnica es que
los principales efectos nocivos de la hipertermia sobre la fertilidad se producen en los
ovocitos durante su desarrollo en el ovario y en los embriones en fase de escision/clivaje,
como se ha demostrado en los apartados anteriores. Ademas, en el momento en el que los
embriones son transferidos a la vaca, éstos se encuentran en estadio de moérula o

blastocisto, los cuales son mucho mas resistentes a las altas temperaturas (59,60).

Con el fin de demostrar si la TE es una técnica que permite mejorar la tasa de
gestacion en VRs, Say y cols. (2021) compararon la tasa de prefiez obtenida tras la técnica
de la TE con embriones frescos producidos in vivo en vacas control y VRs. La tasa de
prefiez el dia 35 de gestacion fue significativamente mayor para el grupo control (50%)
en comparacion con el grupo de VRs (35,5%) tras la TE (85). Sin embargo, hay que tener
en cuenta que las VRs son vacas que no han logrado quedarse prefiadas con 3 0 mas
inseminaciones, por lo que es muy dificil que estos animales lleguen a concebir con la
técnica de la IA. De hecho, hay estudios que han logrado tasas de prefiez, como maximo
del 18,75% (152) y 20% (153) en VRs tras llevar a cabo la IA. Por esta razon, la técnica
de la TE parece ser una alternativa Util y adecuada para el tratamiento de este sindrome y

mejorar las tasas de gestacion en estas vacas (85).

Cabe destacar que en el estudio anterior utilizaron embriones frescos producidos in
vivo para llevar a cabo la técnica de la TE. Sin embargo, para la generalizacion de esta
técnica la criopreservacion de embriones es una cuestion fundamental (154). Existen dos
procedimientos principales para la criopreservacion de embriones bovinos: la
congelacion/descongelacion y la vitrificacion/desvitrificacion. Por lo tanto, mejorar la
supervivencia después de estos dos procedimientos es uno de los principales objetivos de

la tecnologia de embriones bovinos (155).

Segun los datos de la Sociedad Internacional de Tecnologia de Embriones (IETS)

en 2017, la congelacion lenta se empled en aproximadamente en el 60% de los embriones
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bovinos criopreservados in vivo y en el 34% de los embriones bovinos producidos in vitro

a lo largo de todo el mundo (156).

Asi pues, Son y cols. (2007) evaluaron la tasa de prefiez tras un protocolo de
transferencia embrionaria a tiempo fijo (TETF) con embriones producidos in vivo y
criopreservados mediante congelacion lenta, en comparacion con la inseminacion
artificial a tiempo fijo (IATF) e inseminacion artificial tras la deteccion del estro (IAE)
en VRs lactantes. La tasa de prefiez el dia 60 de gestacion fue significativamente mayor
en el grupo TETF (53,8%) que en los grupos IAE (18,5%) y IATF (7,7%) (87). Este
resultado indica que la induccion de una ovulacién a tiempo fijo y la formacion
concomitante del CL por si solas no son suficientes para aumentar la tasa de prefiez, lo
que sugiere la necesidad de la provision adicional de un embrion viable para aumentar la
fertilidad de las VRs. De esta forma, la técnica de la TE supera algunos de los problemas
relacionados con la maduracion de los ovocitos, la fecundacion y el desarrollo temprano

del embrion y el paso del embrion al dtero en las VRs (87).

La eficacia del protocolo de TETF se basa en dos factores. En primer lugar, la TETF
evita las pérdidas gestacionales debidas a los efectos del ET sobre el ovocito y el embridn
temprano, ya que, como se ha mencionado anteriormente, parte de la disminucion de la
fertilidad asociada al ET se debe a dafios en el ovocito (61,64,67), o en el embrién antes
del dia 3 después de la fertilizacion (75,77,79). Asi pues, un embridn de buena o excelente
calidad transferido en el dia 7 ya ha superado los posibles efectos nocivos del ET durante
el desarrollo del ovocito o del embrion temprano (86). En segundo lugar, la TETF evita
la elevada tasa de celos no detectados que se produce durante el ET (55), ya que mediante
el protocolo OvSynch se consigue un alto grado de sincronia, el cual permite llevar a cabo

la TE sin necesidad de deteccion del celo (86).

Sin embargo, una de las limitaciones para el uso generalizado de la técnica de la TE
para aumentar las tasas de prefiez en vacas lecheras lactantes durante el ET es el alto coste
de la produccion de embriones in vivo mediante el proceso de superovulacion o por
recuperacion transvaginal de ovocitos y su fertilizacion in vitro. Por este motivo, los
embriones producidos in vitro utilizando ovocitos recuperados de ovarios de matadero

pueden proporcionar una fuente econémica de embriones (86).
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Siguiendo en esta linea, Stewart y cols. (2011) evaluaron si la técnica de TE con
embriones frescos (TE-F) o vitrificados (TE-V) producidos in vitro mejoraba las tasas de
prefiez y de parto de las vacas lecheras lactantes en verano en comparacion con la técnica
de la IA. El dia 40+7 de gestacion, el porcentaje de vacas prefiadas fue significativamente
mayor en el grupo TE-F (42,1%) que en el de la TE-V (29,3%) y en el de la 1A (18,3%),
al igual que el dia 977 de gestacién, en el que el porcentaje de vacas prefiadas fue
significativamente mayor para los grupos TE-F (36,4%) y TE-V (25,7 %) que para el
grupo de 1A (17,0%), siendo el porcentaje para el grupo TE-F mayor que para el grupo
TE-V. Ademas, el porcentaje de vacas con nacidos vivos fue significativamente mayor
en el grupo TE-F (27,5 %) que en el grupo TE-V (17,1%) y en el de 1A (14,6%). Por lo
tanto, la utilizacion de la técnica de TE-F es una forma eficaz para aumentar drasticamente

el porcentaje de vacas que paren una novilla viva en comparacion con la 1A (88).

Ademas, en este estudio se utilizé6 semen sexado para fertilizar a los ovocitos y
generar asi embriones hembras in vitro. El uso de semen sexado para la produccion de
embriones representa una estrategia para superar la tendencia de sexo masculino que suele
observarse en los embriones producidos de esta forma. Segun los resultados previamente
comentados, el uso de semen sexado para producir embriones in vitro parece ser una

forma eficaz para superar dicho sesgo (88).

Se conoce que los embriones producidos in vitro son sensibles a la criopreservacion,
ya que en previos estudios se ha visto que los embriones vitrificados tienen una fertilidad
disminuida en comparacion con los embriones frescos (157). De hecho, aunque en el
estudio llevado a cabo por Stewart y cols. (2011) existia una tendencia a que el porcentaje
de vacas prefiadas en el dia 40 £ 7 de gestacion fuera mayor para el grupo de TE-V que
para el de 1A, no existian diferencias entre estos dos grupos en el porcentaje de vacas
prefiadas en el dia 97 £ 7 de gestacion, ni en el porcentaje de vacas que llegaban a parir
(88).

Asi mismo, Al-Katanani y cols. (2002) evaluaron la tasa de prefiez de vacas lecheras
sometidas a ET tras un protocolo de TETF, tanto con embriones frescos, como con
embriones vitrificados producidos in vitro en comparacion con la IATF. La tasa de prefiez
en el dia 45 de gestacion fue significativamente mayor en el grupo de TE-F (19+5,0%)
que en los grupos de IATF (6,2+3,6%) y TE-V (6,5£4,1%) (86). Al igual que lo observado
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por Stewart y cols. (2011), estos resultados indican que la TETF con embriones frescos
producidos in vitro puede mejorar la fertilidad en vacas lecheras en condiciones de ET en

comparacion con las tasas de prefiez logradas con la IATF (86,88).

Cabe mencionar que en ninguno de los anteriores estudios que han llevado a cabo
la técnica de la TE con embriones producidos in vitro vitrificados han obtenido buenos
resultados (86,88). Esto puede deberse a la utilizacion de altas concentraciones de
crioprotectores para llevar a cabo el proceso de vitrificacion, que pueden causar un shock

osmotico y afectar a la supervivencia del embrion (158).

Sin embargo, en ninguno de los estudios anteriores se han utilizado embriones
producidos in vitro criopreservados mediante congelacion lenta, por lo que se desconoce
si este procedimiento podria 0 no mejorar el éxito reproductivo de las VRs. No obstante,
en el unico estudio que ha utilizado embriones criopreservados mediante congelacion
lenta, se han obtenido muy buenos resultados en comparacion a la técnica de la IATF,
aungue en este caso, los embriones criopreservados fueron producidos in vivo (87), los
cuales son mas resistentes a la criopreservacion, probablemente debido a las diferentes

proporciones de lipidos y proteinas en estos dos tipos de embriones (154).

Es preciso destacar la importancia de mejorar el rendimiento de la técnica de la
criopreservacion mediante la congelacion lenta, ya que este tipo de embriones son los
mas adecuados para poder generalizar el uso de embriones como opcidn terapéutica en
VRs. Con los embriones criopreservados mediante congelacion lenta se puede realizar
una transferencia directa (TD), sin necesidad de llevar a cabo ningln tipo de
procedimiento intermedio, mientras que los embriones vitrificados tienen que volver a
expandirse en soluciones de desvitrificacion antes de que se puedan transferir a las
receptoras, lo que hace que el proceso de transferencia sea mas largo y complicado cuando

se trabaja en condiciones de campo (159).

Por este motivo, el Centro de Biotecnologia Animal-SERIDA y la Cooperativa de
Usuarios y Agricultores de Gijon (y dentro de la misma AsturBiotech, empresa de
biotecnologia especializada en la FIV animal), han analizado un nuevo procedimiento de
congelacion/descongelacion de embriones producidos in vitro, con el fin de llevar a cabo
la TD de estos embriones (155).
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Este nuevo procedimiento consiste, por un lado, en una modificacion del sistema
de criopreservacion descrita por Sanches y cols. (2016) (160), ya que se realiza un Gnico
paso de siembra para la induccion de la nucleacion del hielo (en lugar de dos) y una
distribucion de las columnas de crioprotector diferente, con una primera columna mas
larga en las pajuelas donde se cargan los embriones (en lugar de una distribucion
homogénea); en segundo lugar, en la utilizacion de un medio sintético de fluido oviductal
(SOF) sin proteinas, ya que se ha demostrado que se obtienen embriones con mayor
supervivencia, una reduccion de abortos espontaneos y mayores tasas de nacimientos
(161,162); y en tercer lugar, la sustitucion de suplementos proteicos presentes en las
soluciones crioprotectoras (normalmente de origen animal), por un compuesto sintético
(CRYO3), puesto que se ha visto que mejora la supervivencia de los embriones
producidos in vitro a la congelacion respecto a la albumina sérica bovina (BSA) (163).
Los embriones congelados con este nuevo procedimiento de congelacion lenta y después
de realizar una TD dieron lugar a tasas similares de gestacién que con la transferencia de
embriones frescos, lo cual supone un gran avance a la hora de plantear el uso de embriones
producidos in vitro como opcion terapéutica para el SVRs. Los resultados de este estudio

estan publicados en un articulo reciente del afio 2020 (155).
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7. CONCLUSIONES

Como resultado del presente Trabajo de Fin de Méster se obtienen las siguientes

conclusiones:

1. El ET tiene graves consecuencias a nivel celular/molecular, tanto en ovocitos,
como en embriones bovinos. Ademas, los efectos deletéreos producidos en los
ovocitos durante su proceso de maduracion persisten en el desarrollo embrionario

posterior.

2. A nivel celular, el ET provoca alteraciones tanto en el ndcleo, citoplasma y
membrana plasmatica de los ovocitos y embriones tempranos, como en las células

del cimulo que rodean a los ovocitos.

3. A nivel molecular, el ET afecta a procesos epigenéticos y a la expresion de
multiples genes, transcritos y proteinas, tanto en ovocitos, como en embriones
tempranos. Muchos de ellos estan relacionados con procesos mitocondriales,
procesos apoptoticos, defensa antioxidante, supervivencia celular y respuesta de

los ovocitos y embriones frente al ET.

4. Aunque la técnica de la TE en VRs no iguala los indices reproductivos obtenidos
en vacas sanas, parece ser una alternativa Util para el tratamiento del SVR, ya que
se consiguen mejorar de forma significativa las tasas de gestacion en estas vacas

problemaéticas, sobre todo, cuando se transfieren embriones frescos.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Esta revision sistemaética ofrece una vision global de las estructuras, procesos y
expresion de genes que pueden verse afectados por el ET, por lo que podria suponer un
punto de partida para el comienzo de nuevos estudios. Los futuros estudios podrian
dirigirse a analizar la posible utilizacion de distintos compuestos durante la MIV, FIV y/o
CIV de embriones para mejorar su competencia. Por ejemplo, antioxidantes, compuestos
que inhiban a distintos niveles la via apoptotica, compuestos dirigidos a genes concretos
implicados en el deterioro ovocitario y/o embrionario, compuestos dirigidos a restaurar
la funcionalidad mitocondrial, etc. De esta forma, se podrian reducir los efectos adversos
que el ET produce a distintos niveles en la calidad ovocitaria durante su desarrollo

folicular in vivo y producir asi embriones competentes para su posterior transferencia.

Por otro lado, es necesario realizar mas estudios que analicen los resultados
obtenidos con la técnica de la TE en VVRs o0 vacas sometidas a ET para poder hacer una
determinacion mas firme de los beneficios que obtendrian los ganaderos si
implementasen esta técnica como rutina diaria en estas vacas problematicas. Ademas,
también es necesario mejorar los procedimientos de congelacion/descongelacion de
embriones producidos in vitro, como ya han conseguido el Centro de Biotecnologia
Animal-SERIDA y la Cooperativa de Usuarios y Agricultores de Gijén, con el objetivo
de posibilitar la TD de los mismos, convirtiéndose asi en un proceso rentable para los

ganaderos.
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