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RESUMEN

En la reproduccién ovina se estima de 20 a 40 % de muertes embrionarias durante la
gestacion y de éstas, dos terceras partes ocurren durante la implantacién. La nutricién
es un factor que influye en la eficiencia reproductiva de ovinos, los Factores de
Crecimiento similar a la insulina tipo 1 y 2 (IGF1 e IGF2) estan relacionados con su
estado metabodlico y su eficiencia reproductiva. Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion doctoral tiene tres capitulos: 1) el objetivo del capitulo 1 fue analizar
mediante métodos bibliométricos la informacién disponible en la metabase Scopus, de
la relacion de los IGF en la reproduccion de ovinos; 2) el objetivo del capitulo 2 fue
evaluar la condicion corporal (CC) en respuesta al desarrollo folicular (DF), estro,
gestacion, fecundidad, prolificidad, niveles de progesterona (P4) y regulacion génica
de los exones 5y 10 del IGF2 en ovejas Suffolk durante la época reproductiva: 3) el
objetivo del capitulo 3 fue evaluar la influencia de la restriccion alimenticia en la
medicion de niveles plasmaticos de IGF1 e insulina, en la regulacion del exon 3 del
gen IGF1, en la incidencia de estro, en el retorno a estro y en la gestacion en ovejas
Suffolk. Los resultados muestran que las ovejas con CC alta (3.0 a 4.0: CCA) tuvieron
mayor namero de foliculos >6 mm, a las 12 h después del retiro de CIDR (p<0.05) y
menor porcentaje de retorno al dia 34 post-lAl, sin cambios en la secuencia de ADN
del ex6n 5y 10 del gen IGF2. La restriccion nutricional en ovejas Suffolk tuvo efectos
negativos en el porcentaje de gestacion y niveles plasmaticos de IGF1 e insulina, sin

cambios en la secuencia del gen IGF1 exon 3.
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DETERMINATION OF POLYMORPHISMS IN IGF2 AND IGF1 GENES IN THE
EARLY DEVELOPMENT OF PREGNANCY IN SUFFOLK BREED SHEEP

Emma Anayantzin Santillan Gomez, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2020
ABSTRACT

In ovine reproduction, it is estimated 20 to 40% of embryonic deaths during gestation
and out of this, two thirds occur during implantation. Nutrition is a factor that influences
the reproductive efficiency of sheep, and Growth Factors similar to insulin type 1 and
2 (IGF1 and IGF2) are related to its metabolic state and reproductive efficiency.
Therefore, the objective of this doctoral research has three chapters: 1) the objective
of Chapter 1 was to analyze the information available in the Scopus metabase, using
bibliometric methods, on the relationship of IGFs in sheep reproduction; 2) the objective
of chapter 2 was to evaluate body condition (CC) in response to follicular development
(DF), estrus, pregnancy, fertility, prolificacy, progesterone levels (P4) and gene
regulation of exons 5 and 10 of IGF2 in Suffolk sheep during the reproductive season:
3) the objective of Chapter 3 was to evaluate the influence of dietary restriction on the
measurement of plasma levels of IGF1 and insulin, on the regulation of exon 3 of the
IGF1 gene, on the incidence of estrus, in return to estrus and pregnancy in Suffolk
ewes. The results show that ewes with high CC (3.0 to 4.0: CCA) had a greater number
of follicles >6 mm, at 12 h after CIDR removal (p<0.05) and a lower percentage of
return on day 34 post-lAl , with no changes in the DNA sequence of exon 5 and 10 of
the IGF2 gene. Nutritional restriction in Suffolk ewes had negative effects on the
percentage of pregnancy and plasma levels of IGF1 and insulin, without changes in

the sequence of the IGF1 exon 3 gene.
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INTRODUCCION GENERAL

Ovis orientalis musimon es la especie de la cual desciende la O. aries, cuyo cariotipo
es de 54 cromosomas y es una las especies pecuarias con mayor importancia
(Hiendleder et al., 2001). Las razas del género O. aries mas utilizadas en México son
Suffolk, Hampshire, Pelibuey, Dorper, Katahdin, Criollo de lana (Medrano, 2000). Las
ovejas de raza Suffolk se utiliza con frecuencia para la produccién de carne, en

especial en cruzas con las razas Dorper o Katahdin.

En México, la produccién de carne ovina ocupa el cuarto lugar de la produccion total
de carne de especies pecuarias, con 64,030.64 ton en el 2019 (SIAP, 2019). Esta
produccion no satisface la demanda del consumo nacional aparente, la cual es 76,300
t por afio, por lo que se importa carne de otros paises, de manera principal desde
Australia, Estados Unidos y Nueva Zelanda (SNIIM, 2019). Por tanto se busca
incrementar la produccion ovina, mediante la implementacion de estrategias
nutricionales y técnicas en el manejo reproductivo, orientadas a disminuir el
fotoperiodo, reducir el intervalo entre partos y brindar un adecuado desarrollo
embrionario, lo cual optimizara la gestacion en las ovejas y aumnetard en el nUmero
de corderos nacidos. Sin embargo, factores nutricionales, endocrinos, ambientales,
enfermedades y genéticos afectan la fertilidad de las ovejas y causan muertes
embrionarias (Vanroose et al., 2000). El proceso de reproduccion requiere cantidades
de nutrientes y energia acorde a las necesidades y, de no ser asi, se obtienen
resultados negativos (Doyle et al., 2019). Las muertes embrionarias ocurre entre 20 y
40 % de las gestaciones y dos terceras partes suceden durante la implantacion (Bazer
et al., 2011).

El desarrollo folicular, la tasa ovulatoria y la transcripcion de los Factores de
Crecimiento similares a la insulina tipol y 2 (IGF1 e IGF2) son afectados por el estado
nutricional de la oveja (De la Isla et al., 2010). El gen IGF1 estimula el crecimiento y la
proliferacion celular e inhibe la muerte celular programada, su produccién y expresion
es elevada en glandulas uterinas de animales ciclicos y gestantes (Mondal et al.,
2017); el gen IGF2 participa en la regulacion de la funcion uterina y el desarrollo
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placentario, su produccion es abundante en la placenta (Sferruzzi-Perri et al., 2008).
Por tanto los IGF funcionan en el crecimiento, diferenciacion celular, accion
mitogénica, desarrollo fetal y de placenta (Constancia et al., 2002). Ovejas con baja
condicion corporal (CC) tienen niveles bajos de insulina e IGF-1 como respuesta
fisioldgica para conservar la masa muscular, lo cual provoca una inhibicion en la
secrecion pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), y por
consecuencia, de las hormonas luteinizante (LH) y estimulante del foliculo (FSH), que
causa un retraso en el reinicio de la actividad ciclica reproductiva (Clarke, 2014). Sin
embargo, la presencia de IGF1 en oviducto aumenta la secrecion de proteinas al
lumen, favorece la fertilizacion y el desarrollo temprano de la gestacion (Ruiz et al.,
2011). La expresion de IGF2 esta restringida a las células de la teca de foliculos
antrales, lo cual estimula la esteroidogénesis de las células (Webb et al., 2007), en el
liquido folicular, mejora la maduracién y desarrollo temprano del embrién en etapa de
blastocisto (Wang et al., 2009), regula la proliferacion, diferenciacioén, implantacion,
vascularizacion (Sferruzzi-Perri et al., 2008), produccion de IFNT (Sequeira et al.,
2016), funcién placentaria, crecimiento fetal (Gibson et al., 2017) y diferenciacion de
tejidos (Gebert et al., 2006).

Por lo anterior, la presente tesis evalud el efecto de la CC y calidad nutricional de dos
dietas en respuesta a la incidencia de estro, tiempo a estro, desarrollo folicular, retorno
a estro, gestacion, prolificidad y fecundidad. También se evalué su efecto en niveles
séricos de insulina, progesterona e IGF1 y la regulacion de los genes IGF1 e IGF2 en
ovejas Suffolk en la época reproductiva.

Objetivos
El objetivo principal fue:

Identificar la presencia de los genes IGF1 e IGF2 y sus polimorfismos en ovinos de
raza Suffolk, durante la época reproductiva, bajo dos regimenes de alimentacion y
diferente condicion corporal, asociado a las secreciones de progesterona, insulina e

IGF1, durante la fase del reconocimiento de la gestacion y variables reproductivas.



Los objetivos especificos fueron:

Analizar el efecto de los IGF en la reproduccion ovina.

Evaluar la condicion corporal de ovejas Suffolk, en respuesta a la presencia o
ausencia del gen IGF2 y sus polimorfismos y como estos tienen efecto en el
desarrollo folicular, variables reproductivas y niveles séricos de progesterona,
en ovejas Suffolk en la época reproductiva, con el uso de un protocolo de

sincronizacion basado en progestagenos.

Identificar la presencia o ausencia del gen IGF1 como sus polimorfismos en
ovejas Suffolk alimentadas con el 100 y 70 % de sus requerimientos
nutricionales y su influencia en variables reproductivas y niveles séricos de

insulina e IGF1.

Hipotesis

Las ovejas alimentadas con dietas bajas en niveles nutrimentales presentan cambios

en la secuencia de ADN de los genes IGF1 e IGF2 y en los niveles de hormonas y

respuesta de variables reproductivas en ovejas Suffolk.

Hipotesis especificas:

La presencia de los IGF mejora la reproduccion ovina.

Ovejas con condicion corporal baja tienen cambios en la secuencia de ADN del
gen IGF2, lo cual afecta el desarrollo folicular y variables reproductivas y

niveles séricos de progesterona, en ovejas Suffolk en la época reproductiva.

Ovejas alimentadas con el 70 % de los requerimientos para mantenimiento
durante la época reproductiva tienen cambios en la secuencia de ADN del gen
IGF1, lo cual afecta las variables reproductivas y los niveles séricos de insulina

e IGF1 en ovejas Suffolk.
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CAPITULO I. ESTUDIO BIBLIOMETRICO DE FACTORES DE CRECIMIENTO
SIMILARES A LA INSULINA EN LA REPRODUCCION DE BOVINOS Y OVINOS

1.1. RESUMEN

Los factores de crecimiento similares a insulina (IGF) tipo 1y 2 (IGF1 e IGF2) son
péptidos mitogénicos que regulan el crecimiento, proliferacién celular, maduracion y
desarrollo temprano del embrion en etapa de blastocisto, aumentando el nimero de
células e inhibiendo la muerte celular programada. El objetivo de este estudio fue
realizar un analisis bibliométrico de las publicaciones cientificas referentes a los IGF y
su relacion con la reproduccion de bovinos y ovinos. Una busqueda se realizé en la
base de datos referenciales SCOPUS® con las palabras clave: insuline-like growth
factor, igfl, igf2, reproduction, ruminant, sheep, cattle, bovine, ovine, ewe, ram, bulls y
heifer y se obtuvieron 91 documentos para el andlisis de co-ocurrencias, mediante el
software VOSviewer. Asi se identificaron las principales revistas, paises e instituciones
que han publicado sobre la relacion de los IGF y reproduccion bovina y ovina. Los
resultados muestran que las publicaciones respecto a este tema se centran en los
términos: Cattle, Ewe, Age, Weight, Pregnancy y SNP. La conclusién es que hay pocas
publicaciones referentes a la relacion de los IGF y la reproduccién de bovinos y ovinos;
en los Ultimos 16 afios hay un incremento en el interés de este tema, de manera
principal en el area de genética molecular. Entre Estados Unidos, Reino Unido,
Australia e Italia hay una red de colaboracion. La mayoria de publicaciones de los IGF
en la reproduccion de bovinos y ovinos, estan en revistas con CiteScore elevado y se

encuentran en el percentil 1 dentro de su area de publicacion.

Palabras clave: VOSviewer, SCOPUS®, gestacion, IGF1, IGF2



BIBLIOMETRIC STUDY OF GROWTH FACTORS SIMILAR TO INSULIN IN THE
REPRODUCTION OF BOVINE AND SHEEP

1.2. ABSTRACT

Insulin-like growth factors (IGF) type 1 and 2 (IGF1 and IGF2) are mitogenic peptides
that regulate the growth, cell proliferation, maturation and early development of the
embryo in the blastocyst stage, increasing the number of cells and inhibiting death
programmed cell phone. The objective of this study was to carry out a bibliometric
analysis of the scientific publications referring to IGFs and their relationship with the
reproduction of sheep and cattle. A search was carried out in the SCOPUS® reference
database with the keywords: insuline-like growth factor, igfl, igf2, reproduction,
ruminant, sheep, cattle, bovine, ovine, ewe, ram, bulls and heifer, obtaining 91
documents for co-occurrence analysis using VOSviewer software. The main journals,
countries and institutions that have published on the relationship of IGFs and bovine
and ovine reproduction were identified. The results show that the publications on this
topic focus on the terms: Cattle, Ewe, Age, Weight, Pregnancy and SNP. The
conclusion is that there are few publications regarding the relationship of IGFs and the
reproduction of cattle and sheep, in the last 16 years there has been an increase in the
interest of this topic, especially in the area of molecular genetics. There is a network of
collaboration between the countries of the USA, United Kingdom, Australia and lItaly.
Most of the publications of the IGF in the reproduction of bovines and sheep are in
journals with a high CiteScore and that are in the 1st percentile within their publication

area.

Key words: VOSviewer, SCOPUS®, pregnancy, IGF1, IGF2.



1.3.INTRODUCCION

Los factores de crecimiento similares a insulina (IGF) se conforman por dos factores
de crecimiento; IGF1 e IGF2, dos receptores: tipo 1 (IGFR1) y tipo 2 (IGFR2), seis
principales proteinas de union (IGFBP 1 a IGFBP 6) y proteinas de unién de baja
afinidad (IGFBP 7 a IGFBP 10) (Ghanipoor-Samami et al., 2018). Tanto IGF1 e IGF2
son péptidos mitogénicos; IGF1 actia de manera paracrina o autocrina (Hua et al.,
2013), su secrecion esta influenciada por el estado nutricional del animal, sensibilidad
a la hormona de crecimiento (GH) o falla en la via de sefializacion del receptor GH, su
expresion se da en glandulas uterinas de animales ciclicos y gestantes, lo cual
estimula el crecimiento y la proliferacion celular e inhibe la muerte celular programada
(Mondal et al., 2017). IGF2 participa en la regulacion de la funcién uterina y el
desarrollo placentario, su produccion es abundante en la placenta (Sferruzzi-Perri et
al., 2008) y su expresion genética es via paterna, a diferencia de su receptor IGF2R,
el cual se expresa via materna (Hua et al., 2013) y a diferencia del IGF1, su
sensibilidad a GH es poca (Mondal et al., 2017).

La biodisponibilidad de IGF1 e IGF2 estd mediada por las proteinas de unién de
IGFBP1 - 6; cuando los IGF se encuentran unidos a estas proteinas se inhibe su efecto
en las células blanco (Oberlender et al., 2013). Durante el desarrollo folicular y la
maduracion final del ovocito, la hormona insulina actia como sefial metabdlica para la
secrecion de GH y de los IGF y este sistema esta involucrado en el crecimiento,

proliferacion y maduracion folicular (Laskowski et al., 2016).

Durante la fase de seleccion folicular, IGF1 se expresa en las células de la granulosa
y junto a FSH tienen un efecto sinérgico, el cual incrementa la actividad de aromatasa
y promueve la sintesis de esteroides. Sin embargo, la expresion de IGF2 esta
restringida a las células de la teca de foliculos antrales, lo cual estimula la
esteroidogénesis de las células mediante la activacion de receptores de IGF1 (Webb
et al., 2007). En foliculos grandes, el IGF1 esta en grandes cantidades, lo cual
aumenta la sensibilidad de las células de la granulosa a FSH al final de la seleccién
folicular (Lenz et al., 2007). EI mayor niumero de transcripciones de IGF1 y sus



receptores ocurre antes de la ovulacion, cuando los niveles de estradiol son elevados;
el IGF1 actua dentro del oviducto para aumentar la secrecion de proteinas al lumen,
lo cual favorece la fertilizacion y el desarrollo temprano de la gestacion (Ruiz et al.,
2011). Despues, en preimplantacion, el IGF1 se caracteriza por disminuir la apoptosis,
aumentar la proliferacion celular y mejorar la transformacion y diferenciacion celular
(Meiyu et al., 2011). La expresion endometrial de IGF1 esta regulado por los niveles
de progesterona en el endometrio uterino; por esta razén, las hembras gestantes
presentan niveles mas altos de IGF1 en comparacién con animales no gestantes
(Sequeira et al., 2016). En cuanto a IGF2, Wang et al. (2009) aseguran que la
presencia de IGF2 en el liquido folicular, mejora la maduracion y desarrollo temprano
del embridn en etapa de blastocisto, aumentando el nUmero de células, regulando la
proliferacion, diferenciacién, implantacion, vascularizacién (Sferruzzi-Perri et al.,
2008), produccion de IFNT (Sequeira et al., 2016), funcidn placentaria, crecimiento fetal
(Gibson et al., 2017) y diferenciacion de tejidos (Gebert et al., 2006).

La consulta de toda esta informacién provino de publicaciones cientificas, las cuales
facilitan la difusion de la informacion y propicia el surgimiento de nuevo conocimiento,
el crecimiento de la ciencia y el progreso cientifico (Bordons, 2004). Su analisis
cuantitativo permite obtener una visidbn del complejo proceso de comunicacion
cientifica, ya que permite examinar el comportamiento en un determinado campo de
la ciencia. Una forma de cuantificar el crecimiento de la ciencia es mediante la
bibliometria, definida por Alan Pritchard como la aplicacion de los métodos
matematicos a los libros y otros medios de comunicacion (Pritchard, 1969), lo cual
ofrece un conjunto de métodos y medidas para estudiar la estructura y el proceso de

dicha comunicacién académica (Borgman y Furner, 2002).

Una forma de aplicar la bibliometria es mediante indicadores bibliométricos, los cuales
conforman datos estadisticos deducidos de las publicaciones cientificas (Gémez y
Bordons, 1996), cuando se trata de conocer aspectos cuantitativos de la investigacion,
y pueden clasificarse de acuerdo con términos estadisticos como indicadores
unidimensionales y bidimensionales (Van Raan, 1993), que Sanz Casado y Martin



Moreno (1997) nombran a estos ultimos como multidimensionales para incluir aquellos
que estudien mas de dos dimensiones. Los indicadores multidimensionales estudian
simultaneamente varias caracteristicas, de manera simultanea, con el uso de técnicas
de analisis multivariado para establecer interrelaciones multiples en las publicaciones
0 en las formas de investigar de los cientificos (Sanz, 2000). Esto permite construir
mapas de la ciencia por medio del analisis de la co-ocurrencias de elementos
especificos, tales como el nimero de veces que las palabras clave o las citas a
documentos son mencionadas juntas en publicaciones (andlisis de palabras conjuntas

y de citas conjuntas) en un campo de la ciencia en particular (VanRaan, 1993).

VOSviewer es un programa informatico que se utilizado para crear y visualizar redes
de interacciones e interrelaciones de publicaciones cientificas, revistas cientificas,
investigadores, instituciones, paises o palabras clave o ambos, relacionados con un
tema de investigacion especifico. La conexién de los elementos que conforman estas
redes se puede dar por coautoria, co-ocurrencia, co-cita, cita o acoplamiento
bibliografico (Van Eck and Waltman, 2010). Los datos se obtienen de bases de datos
referenciales y de citas como Scopus (Duque-Acevedo et al., 2020) o Web of Science
(WOS) especificamente de las bases de datos Science Citation Index Expanded
(SCIE) y Social Sciences Citatio Index (SSCI) (Liu et al., 2015). Ahora la mayor parte
de la investigacion referente a la relacion de los IGF y la reproduccidn, se ha efectuado
en humanos y ratones. Por lo tanto, el objetivo de este documento fue realizar un
andlisis bibliométrico con los registros bibliograficos de los documentos obtenidos en
la base de datos referenciales SCOPUS®y el uso del software VOSviewer® Visulizing
scientific landscapes (Centre for Science and Technology Studies, Leiden University,
The Netherlands. 2020), para mostrar un panorama amplio de los estudios realizados

con los IGF y su relacion con la reproduccién de bovinos y ovinos.
1.4.MATERIALES Y METODOS

En la base de datos analizadora de la produccion cientifica SCOPUS® se introdujeron
palabras claves relacionadas con los IGF y la reproduccion de rumiantes, en especial

de los bovinos y ovinos. La busqueda se realizé en resumen o palabras claves, o
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ambos, de articulos cientificos dentro de dicha base referencial. La busqueda se
realizd en el mes de septiembre del afio 2020. La estrategia de busqueda fue la
siguiente: (((( TITLE-ABS-KEY (insuline-like AND growth AND factor)) OR (TITLE-
ABS-KEY(igfl)) OR (TITLE-ABS-KEY(igf2))) AND (TITLE-ABS-KEY (reproduction))
AND (TITLE-ABS-KEY(ruminant*)) OR (TITLE-ABS-KEY(sheep*)) OR (TITLE-ABS-
KEY(cattle)) OR (TITLE-ABS-KEY(bovine*)) OR (TITLE-ABS-KEY(ovine*)) OR
(TITLE-ABS-KEY(ewe*)) OR (TITLE-ABS-KEY(ram*)) OR (TITLE-ABS-KEY (bulls))
OR (TITLE-ABS-KEY (heifer*))

Para mostrar las caracteristicas de los documentos analizados, se utilizaron los
indicadores unidimensionales listados en el Cuadro 1, y que se consideran adecuados
para caracterizar la investigacion cientifica sobre IGF en la reproduccion de bovinos y

ovinos que fue indizada en Scopus en el periodo 1996-2020.

Cuadro 1. Indicadores bibliométricos unidimensionales y multidimensionales usados
para identificar la investigaciéon sobre IGF en bovinos y ovinos indizada en Scopus
(1996-2020).

Indicadores unidimensionales Indicadores multidimensionales

Crecimiento de la literatura Cooperacion entre los paises
o o Identificacion de las tematicas de
Publicaciones mas citadas _ o
investigacion
Paises de publicacion
Instituciones con mas publicaciones

Revistas de publicacion

Los datos obtenidos se analizaron en el programa bibliométrico VOSviewer que se
utiliza para crear y visualizar mapas, el cual usa “Visualization of Similarities” (VOS),
un meétodo propuesto por van Eck y Waltman (2007), como alternativa al escalado

multidimensional para visualizar similitudes entre objetos.
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Un andlisis de co-ocurrencia de palabras clave y términos referente a los IGF en los
bovinos y ovinos se reralizo en titulos, en resumenes y las palabras clave de las
publicaciones cientificas, con el uso del método normalizacion-fuerza de asociacion,
resolucién de 1.0, con escala de visualizacion del 100 %, peso TLS (total link strength),
tamafio de variacion de etiqueta del 50 % y ancho del nucleo del 30 %, con un método
de conteo completo, un numero de registros de cada termino 25 y un tamafio minimo

de cluster de 1.
1.5.RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento de la literatura

En la metabase de Scopus se encontraron 91 documentos: 83 articulos, 7 revisiones
y 1 documento de sesion. La primera publicacion que se relaciond a los IGF con la
reproduccién en bovinos y ovinos fue en 1996 con el titulo “Improved wool production
in transgenic sheep expressing insulin-like growth factor 17 publicado en
Biotechnology, que ahora es Nature Biotechnology. No hubo un aumento considerable
de publicaciones durante la década siguiente, y en el 2007 se publicaron cinco
documentos de IGF relacionados con la reproduccion en bovinos y ovinos. Despues
el numero d documentos publicados fluctu6 y el mayor nimero de publicaciones por

afo se registré en 2016, con 10 documentos (Figura 1).
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Figura 1. Distribucién de publicaciones registradas en Scopus de IGF y el

comportamiento reproductivo en bovinos y ovinos de 1996 a 2020.
Publicaciones mas citadas

La estructura de citas por publicacion entre 1996 y 2020 es: 2 publicaciones con 2100
citas. El articulo con mayor numero de citas se enfocd en la esteroidogénesis en
células de la granulosa de ovarios en bovinos, trataron a las vacas con metformina, se
redujo o inhibid la presencia de IGF1 y FSH, y causo niveles bajos de progesteronay
estradiol (Tosca et al., 2007). El segundo articulo con mayor numero de citas se centré
en las alteraciones de genes IGF2, IGF2R y H19 impresos en clones de bovinos,
debido a una reprogramacién incompleta de los ndcleos de las células del donante

durante la transferencia nuclear (Yang et al., 2005).

Veinte publicaciones entre 99 y 50 citas. Hawken et al. (2012) asociaron el peso y
condicién corporal, con niveles de IGF1 y encontraron que la concentracion estaba
asociada con regiones gendémicas similares dentro y entre razas. Spicer y Aad et al.

(2007) apoyan la hipétesis de que IGF2 aumenta la produccién de estradiol y
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progesterona por las células de la granulosa, siendo IGF2 importante en el desarrollo
folicular bovino y Gebert et al. (2009) investigaron el desarrollo de embriones in vivo y
mencionaron que la reprogramacion del gen IGF2 es especifica segun el sexo del

embrioén.

Siete publicaciones entre 49 y 40 citas. Maillard et al. (2011) demostraron que la
hormona resistina se encuentra en ovarios de bovinos, y modula in vitro la funcion de
GH enrespuesta a IGF1 y Sponchiado et al. (2017) mencionan la importancia del IGF1
e IGF2 en la programacién embrionaria (7 dias después del estro) y mantienen la

gestacion en bovinos.

Nueve publicaciones entre 39 y 30 citas. Sartori et al. (2016) analizaron las diferencias
entre razas en relacion de IGF1 e insulina en la funcion ovarica, ovocitos viables,
foliculos antrales y numero de blastocistos en las razas B. Taurus y B. indicus. Segun
Oishi et al. (2006), los cambios en la expresion de IGF2 en placenta esta relacionado

con muertes embrionarias tempranas en clones de bovinos.

Once publicaciones entre 29 y 20 citas. Ptak et al. (2013), estudiaron la metilacion del
gen IGF2 en la produccién de embriones in vivo y su relacion con la supervivencia
embrionaria. Fagundes et al. (2011) evaluaron el patron de metilacion en las Regiones
Metiladas Diferencialmente (DMR) en el Ultimo exén del IGF2 en ovocitos maduros e

inmaduros de bovinos en diferentes etapas del desarrollo embrionario.

Dieciocho publicaciones entre 19 y 10 citas. Albonico et al. (2017), analizaron el efecto
de dos micotoxinas de Fusarium en la funcién reproductiva de bovinos y reportaron
que las micotoxinas beauvericina y fumonisina tienen un efecto inhibitorio en FSH y
IGF1 y afectan la funcidén reproductiva en vacas. Katska-Ksiazkiewicz et al. (2006),

efectuaron una revisién de los métodos genéticos dentro de los cuales se estudi6 la
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expresion génica de IGF2 y biotecnolégicos de aprovechamiento del potencial

reproductor en mamiferos, enfocandose principalmente en bovinos y cerdos.

Veintiln publicaciones entre nueve y una cita. Dettori et al. (2018) estudiaron la
relacion de receptor de la hormona de crecimiento (GHR), receptor de la hormona del
crecimiento y liberacion de hormonas (GHRHR) e IGF1 en calidad y produccién de
leche. Grossi et al. (2015) evaluaron los efectos de la sustitucion de alelos de IGF1,
marcadores GH y del Factor de transcripcidon especifico de la hipéfisis anterior (PIT1)
en valores reproductivos estimados (EBV) de bovinos, y demostraron una alta relacion
de IGF1 con EBV. Dentro de estas publicaciones hay tres que no tienen registro de
citas. La publicacion mas reciente fue de Zhang et al (2020), quiénes buscaron una
estrategia para mejorar el proceso de clonacion mediante la rectificacion de la
reprogramacion epigenética incompleta y la metilacion del gen IGF2. La publicacion
mas antigua y no citada es de Kasimanickam (2016), cuyo objetivo fue explicar las
diferencias de expresion génica de los genes VEGF, PIGF, AdipoQ, AdipoR2, PPARG,
LEP, IGF1, IGF2 en el atero, la caruncula y el cotiledén de ovejas con toxemia
subclinica de gestaciéon. El total de la base de datos tiene un indice h= 35. En
promedio, se tienen 31 citas, en las publicaciones con la tematica de la relacion de los

IGF con actividad reproductiva en bovinos y ovinos.

En el Cuadro 2, se enlistan las 15 publicaciones con mayor nimero de citas entre el
intervalo de 1996 y 2020.

Cuadro 2. Publicaciones més citadas sobre los IGF en la reproduccién de bovinos y

oVvinos.
Afo Autores Titulo Tipode  Fuente Categoria/ N°
publicaci especie cita
on S
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Paises de publicacion o Cooperacién entre los paises

Los paises con mayor aportacion en publicaciones referente a la relacion de los IGF

en la reproduccién de bovinos y ovinos, se muestran en el cuadro 3. Las principales

colaboraciones entre paises se pueden observar en la Figura 2, donde Estados Unidos

tiene colaboracién principal con Italia, Reino Unido, Australia y Francia; Alemania

principalmente colabora con Reino Unido y México y las colaboraciones principales

del Reino Unido con otros paises son: Alemania, México y Estados Unidos.

Cuadro 3. Los principales 15 paises con mayor numero de publicaciones sobre los

IGF en la reproduccién de bovinos y ovinos

Pais

Numero de publicaciones

Estados Unidos de América
Reino Unido
Brasil
Australia
Italia
Alemania
Francia
India
Canada
Japoén
China
México
Irlanda
Polonia

Argentina

33
15
13
10

[N
o

R N Wb M OO O N O
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finland

israel
poland

france slovakia
southikorea

i spain
austria @
germany japan

sefbia

chile

Y®
belgium chipa

mexico

ausﬁalia

united kingdom®

irah

new zealand
argeatina

ireland
‘ VOSviewer
Figura 2. Visualizacion de los paises con mayor numero de publicaciones
relacionados a los IGF y la reproducciéon de bovinos y ovinos y su relacion de

colaboracién, con el uso del programa VOSviewer®.

La universidad con mayor numero de publicaciones es la Universidad de Sao Paulo —
USP, con 10 publicaciones y se encuentra en la posicion 101-150 del Ranking
académico de Universidades del mundo (ARWU) y en la posicion numero 115 de la
Clasificacion Mundial de Universidades (QS). La segunda universidad con mas
publicaciones es la Universidad del estado de Oklahoma, la cual esta en la posicion
501-600 del ARWU y posicién 751-800 del QS y tiene ocho publicaciones de la relacion
de los IGF con la reproduccion de bovinos y ovinos. La tercera es la Universidad de
Queensland, en la posicion 54 del ARWU y posicion 46 del QS y tiene 7 publicaciones
referentes a la relacién de los IGF con la reproduccién de bovinos y ovinos (Cuadro
4). En el cuadro 4 se observan las cinco principales universidades que han publicado
referente a los IGF y su relacion con la reproduccién en bovinos y ovinos, estan dentro
de las 600 mejores universidades del mundo de acuerdo a ARWU y en las 800 mejores

universidades de acuerdo a QS, en especial la Universidad del estado de Oklahoma.
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Cuadro 4. Principales diez instituciones que mas han publicado sobre la relacion

entre IGF y la reproduccion de bovinos y ovinos.

Institucion

Pais

P

TC

PC

>100 >30 <30 ARWU

QS

1.
Universidade
de S&o Paulo
2. Oklahoma
State
University

3. The
University of
Queensland
4. UNESP-
Universidade
Estadual
Paulista

5. University of
Missouri -
Columbia

6. Empresa
Brasileira de
Pesquisa
Agropecuaria -
Embrapa

7. Centre
Inrae Val De
Loire INRAE
8. Royal
Veterinary

College

Brasil

USA

Australia

Brasil

USA

Brasil

Francia

Reino
Unido

10

171

298

241

110

173

100

269

300

17.1

37.25

34.43

18.33

28.83

16.67

44.83

60.00

25

101-
150

501-
600

301-
400

151-
200

801-
900

115

751-

800

46

493

483



University of

London
9. University of  Reino 101-
_ _ 4 207 51.75 0 4 0 99
Nottingham Unido 150
10. University
301- 521-
of Milano- Italia 4 108 27.00 0 1 3
_ 400 530
Bicocca

P= ndmero de publicaciones; TC= Total de citas; PC= Promedio de citas; >100=
publicaciones con mas de cien citas; >30 = publicaciones entre 30 y 99 citas por
publicacion; <30= publicaciones con menos de 30 citas. ARWU= Academic Ranking

of World Universities; QS= World University Rankings.
Revistas de publicacion

La revista con mayor numero de publicaciones registradas referente a la relacion de
los IGF con la reproduccion de bovinos y ovinos es Reproduction con 24 publicaciones,
y publica articulos de investigacion referentes a biologia reproductiva en humanos y
animales. Reproduction tiene gran importancia en el &rea de reproduccion pecuaria,
la cual va enfocada el presente estudio, y con una medida de impacto CiteScore 2019
de 5.9. La segunda revista con mayor numero de publicaciones en el tema es Biology
of Reproduction con 20 publicaciones y CiteScore= 5.2; luego esta PlosOne con 7
publicaciones y CiteScore= 5.2; (Cuadro 5). El CiteScore es una medida de impacto
usada en Scopus para las revistas indizadas en esta base de datos (Ziljstra y
MacCollough, 2016).

En el Cuadro 5 se observa que 8 de las 10 principales revistas con publicaciones
referentes a la relacion de los IGF con la reproduccion de bovinos y ovinos, estan
dentro del cuartil 1. Esto significa que se encuentran dentro de las principales revistas
con mayor indice de impacto en su area de estudio (Reproduccioén o Ciencia Pecuaria),
por lo que se consideran de gran importancia y amplia divulgacion. Dentro de las 10
principales revistas, también estdn Toxicon, que esté en el cuartil 2, y Reproduction
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and Development, la cual se encuentra en el cuartil 3; esta Ultima se considera con las
de menos impacto dentro de su area de estudio, en este caso dentro de la categoria

de genética.

Cuadro 5. Analisis con CiteScore de las revistas con mayor nimero de publicaciones
de IGF y reproduccion en bovinos y ovinos.

_ No. No. _ Posicion /
Revista _ CiteScore Categoria Scopus _
Docs. Citas Cuartil
Medicina,
_ _ ] 14 de 171
Reproduction 24 943 5.9 Ginecologia 'y el
obstetricia
) Medicina,
Biology of o 12 de 70/
_ 20 789 5.2 Medicina
Reproduction ) C1
reproductiva
L 10 de 111
Plos One 7 113 5.2 Multidisciplinaria
/C1
_ _ 57 de 116
Toxicon 3 54 4.1 Toxicologia
/ C2
_ Cienciaanimaly 59 de 402
Animal 2 49 3.6
Zoologia / C1
Animal o )
_ Ciencia animaly 88 de 402
Reproduction 2 21 3.0 ]
. Zoologia / C1
Science
Human Obstetricia y 3de 171/
_ 2 43 10.1 _ ]
Reproduction Ginecologia C1
Journal of Dairy Cienciaanimaly 14 de 402
_ 2 24 5.4
Science Zoologia / C1
Molecular
_ . 186 de
Reproduction and 2 131 3.5 Genética
324/C3

Development
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Reproductive Ciencia animaly 87 de 402
' 2 22 3.0
Biology Zoologia / C1

Identificacion de las teméticas de investigacion

Los resultados del analisis de co-ocurrencias mostraron el uso de 3700 palabras o
términos con mayor frecuencia empleados en las publicaciones cientificas, de los
cuales solo se retuvieron los términos con mayor a 5 co-ocurrencias que fueron 148,
organizados en 3 clusters. Las 15 palabras o términos utilizados con mayor frecuencia
en las publicaciones se muestran en el Cuadro 6. Este analisis muestra cuales son los
topicos usados con mayor frecuencia dentro del area de estudio. La especie usada
con mayor frecuencia en los estudios es el bovino, como en el estudio realizado por
Hawken et al. (2012), quienes asociaron el peso y condicién corporal, con niveles de
IGF1 y encontraron que la concentracion estaba asociada con regiones gendmicas
similares dentro y entre razas. En otro estudio con bovinos, Curchoe et al. (2005)
analizaron la expresion génica del gen IGF2 y su efecto en el crecimiento y desarrollo
fetal de embriones in vivo. La segunda especie utilizada con mayor frecuencia es la
ovina. Luther et al. (2007) estudiaron la influencia de la desnutricion en el crecimiento
y desarrollo fetal en ovejas y concluyeron que la subnutricibn disminuye las
concentraciones de IGF1, insulina y glucosa, lo cual afecta el suministro fetal de
nutrientes y el crecimiento fetal. También se utilizan las palabras edad, peso corporal
(Luther et al., 2007; Siqueira et al. 2017), proliferacién celular (Tosca et al., 2007;
Spicer and Aad, 2007; Spicer et al., 2009; Maillard et al. 2011) y progesterona (Weems
et al., 2007; Vifoles et al., 2010).

Cuadro 6. Las 15 palabras utilizadas con mayor frecuencia en los articulos

relacionados con IGF y la reproduccion de bovinos y ovinos.

Palabra Clave Frecuencia Palabra Clave Frecuencia
Cattle 57 Progesterone 26
Ewe 47 Estradiol 26
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Age 45 Secretion 25

Weight 41 Vitro 25
Pregnancy 39 IGF2R 21
SNP 27 Metformin 18
Heifer 26 Phosphorylation 18

Cell proliferation 26

En la Figura 3 se muestran los tres clusters y la relacion entre ellos. Un cluster es un
grupo de palabras que tienen relacién entre si. El cluster uno es el mas grande (color
rojo) agrupa 83 términos y se muestran los estudios realizados en bovinos y
relacionados con los IGF, mutaciones en los genes de IGF vy fertilizacion in vitro. Un
ejemplo de publicacion en este cluster es el publicado por Tosca et al. (2007), quienes
evaluaron el efecto de la metformina en la esteroidogénesis de las células de la
granulosa en células ovaricas de bovinos, y concluyeron que la metformina reduce la
secrecion de progesterona, estradiol y esteroidogénesis, en ausencia de FSH e IGFI.
Gebert et al. (2009) analizaron la asociacién de la metilacién de ADN del gen IGF2 con
el sexo de los embriones bovinos y concluyeron que la metilacion del ADN fue menor

en blastocistos femeninos que en los masculinos.

La tematica del cluster uno tiene estrecha relacion con el cluster dos conformado por
40 términos (color verde), y entre ellos agrupan estudios donde analizaron la
proliferacion celular y esteroidogénesis. Algunos ejemplos de esta relacion entre los
clusters 1y 2 son las publicaciones de Tosca et al. (2010) quienes evaluaron el efecto
de la metformina en cultivos de células de la granulosa de ovarios bovinos y
concluyeron que la metformina disminuye niveles de IGF1, lo cual provoca disminucion
en el crecimiento y sintesis de proteinas en cultivos de células de la granulosa de
bovinos. Spicer y Aad (2007) analizaron el efecto del IGF2 a través del receptor de
IGF1 (IGF1R) en la esteroidogénesis y mitosis de células de la granulosa en foliculos
bovinos y concluyeron que el aumento de IGF1 en el desarrollo de foliculos puede

disminuir la sintesis del receptor de IGF2 (IGF2R), lo cual aumenta la disponibilidad
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de IGF2 e induce la esteroidogénesis y mitogénesis en células de la granulosa a través
del IGF1R.

El cluster tres, es el de menor tamafio (color azul) y esta conformado por 25 términos,
se concentra principalmente en los estudios realizados en ovejas, relacionados con la
reproduccién ovina e IGF. Las palabras empleadas con mayor repetibilidad en estos
estudios fueron estradiol, progesterona, tasa ovulatoria y desarrollo embrionario in
vitro principalmente. Una publicacién relacionada con este cluster es la de Vifioles et
al. (2010), quienes evaluaron el efecto de la nutricion en la secrecion de IGF1,
desarrollo folicular y tasa ovulatoria de ovejas y concluyeron que ovejas con una mala
nutricion tenian baja condicion corporal, bajas concentraciones de insulina, leptina e
IGF1, lo cual afect6 el desarrollo folicular y la tasa ovulatoria. Satterfield et al. (2008)
analizaron el efecto de progesterona en la expresion del factor de crecimiento de
fibroblastos 7y 10 (FGF7 y FGF10) e IGF1y 2 en laimplantacion y desarrollo temprano
de la gestacion, y concluyeron que el tratamiento con progesterona exdgena aumenta
los niveles de ARNm de IGF1 e IGF2 en el dia 9 después del apareamiento, lo cual
propicia un ambiente uterino adecuado para el desarrollo exitoso de la gestacion.
Como se observa en la Figura 3, el cluster tres tiene estrecha relacion con la teméatica
del cluster dos. Un ejemplo de esta relacion es la publicacion de Pisani et al. (2008),
quienes evaluaron la relacion entre la nutricién previa al empadre y la cuantificacion
de ARNm de genes relacionados con el metabolismo del foliculo; receptor de leptina,
transportador de glucosa 1, 3y 8 (SLC2A1, SLC2A3 y SLC2A8), IGF1 e IGF1R, y
concluyeron que la desnutricion antes del empadre tiene una influencia negativa en
células de la granulosa, la expresion de genes relacionados con el metabolismo del

foliculo, afectando el desarrollo folicular.
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Figura 3. Mapa de red de las teméticas para IGF y la reproduccién de bovinos y ovinos,

agrupadas en clusteres.
1.6. CONCLUSIONES

En el presente estudio bibliométrico se concluye que hay poca informacién del tema,
porgue solo se obtuvieron 91 documentos. Sin embargo, en los Ultimos 16 aumento la
publicacion de articulos que muestren la relacion de los IGF con la reproduccion de
bovinos y ovinos. Pero la fluctuacion en las publicaciones es variable porque hay un
namero mayor de publicaciones en el afio 2016. Respecto a la cantidad mas alta de
citas por publicacién, hay una probabilidad mayor de ser citado, si la investigacion se
basa en aspectos de cambios a nivel de ADN, cambios en la expresion génica,
esteroidogénesis en ovario, crecimiento celular, implantacion y desarrollo temprano de
la gestacion y apoptosis, porque las publicaciones con mayor nimero de citas abordan

estas tematicas.

Los paises e instituciones con mayor numero de documentos publicados y de las
colaboraciones entre instituciones en la tematica de este manuscrito, forman la red de
colaboracion con mayor participacion entre Estados Unidos, Reino Unido, Australia e
Italia. La Universidad de Sao Paulo en Brasil, es la universidad con mayor nimero de
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publicaciones del tema de la influencia de los IGF en la reproducciéon de bovinos y
ovinos; sin embargo, las colaboraciones con otras instituciones no es tan marcada
como lo es la Universidad del estado de Oklahoma. Las cinco instituciones con el
mayor numero de publicaciones y numero de citas por publicacion, que resultaron del
andlisis bibliométrico estan dentro de las 600 instituciones consideradas como las
mejores del mundo. También existe una gran probabilidad de publicar documentos
relacionados con la influencia de los IGF en la reproduccién de bovinos y ovinos en
revistas con alto indice de impacto, porque las 10 revistas con mayor numero de
publicaciones tienen CiteScore altos y estan en el percentil 1 dentro de su area de
publicacion, y es una gran oportunidad para quien se interese por desarrollar
investigacion en esta area de estudio. El uso de herramientas bibliométricas como la
metabase Scopus y el software VOSviewer, son de gran ayuda para conocer y obtener
mayor informacién de investigaciones realizadas por investigadores o grupos de
investigadores e instituciones, referentes a un tema de interés particular, y aumenta la

probabilidad de crear redes de colaboracién en el mundo.
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CAPITULO II. INFLUENCIA DE LA CONDICION CORPORAL EN LA RESPUESTA
REPRODUCTIVA Y LA REGULACION GENICA DEL IGF2 EN OVEJAS SUFFOLK

2.1.RESUMEN

La condicién corporal (CC) influye en la respuesta ovarica de las ovejas y el Factor de
Crecimiento similar a la insulina tipo 2 (IGF2) en el estado nutricional de la oveja. El
objetivo de este estudio fue evaluar la CC en respuesta al desarrollo folicular (DF),
estro, gestacion, fecundidad, prolificidad, niveles de progesterona (P4) y regulacion
génica de los exones 5y 10 del IGF2 en 39 ovejas Suffolk con 3.3 £ 2.7 afios de edad
y 55.5 £ 9.8 kg de peso. El disefio experimental fue completamente al azar. La CC de
las ovejas se mantuvo entre 1.5 a 2.5 (n= 19, CC baja-CCB) y 3.0 a 4.0 (n= 20, CC
alta-CCA). El DF se observé desde 48 h antes, hasta 12 h después del retiro del CIDR,
en intervalos de 12 h entre mediciones. El estro, se sincroniz6 con CIDR durante nueve
dias y en el dia 7 se aplicaron eCG y PgF2a. Las ovejas en estro se inseminaron
artificialmente via intrauterina (IAl), y después se observo retorno a estro durante 34
d. El diagnéstico de gestacion se realizd 45 d despues de la IAl. Las concentraciones
plasmaticas de P4 se midieron el dia 0,15, 17, 19y 21 después de la IAl. La regulacion
génica del IGF2 se analiz6 por medio de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
Las ovejas con CCA tuvieron mayor niumero de foliculos >6mm, a las 12 h después
del retiro de CIDR (p<0.05) y menor porcentaje de retorno al dia 34 post-l1Al. No hubo
diferencias en los niveles de P4, tiempo a estro, incidencia de estro, gestacion,
fecundidad y prolificidad entre CCA y CCB (p>0.05) y todas las ovejas presentaron el
IGF2.

Palabras clave: desarrollo folicular, progesterona, gestacién, mutaciones, PCR.
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INFLUENCE OF BODY CONDITION ON REPRODUCTIVE RESPONSE AND GENE
REGULATION OF IGF2 IN SUFFOLK SHEEP

2.2.ABSTRACT

Body condition (CC) influences the ovarian response of sheep and Insulin-like Growth
Factor 2 (IGF2) influences the nutritional status of the sheep. The objective of this study
was to evaluate CC in response to follicular development (FD), estrus, pregnancy,
fecundity, prolificacy, progesterone levels (P4) and gene regulation of exons 5 and 10
of IGF2 in 39 Suffolk sheep with 3.3 £ 2.7 years old and 55.5 + 9.8 kg body weigth. The
experimental design was completely randomized. The sheep CC was maintained
between 1.5 to 2.5 (n = 19, low CC-BCC) and 3.0 to 4.0 (n = 20, high CC-ACC). FD
was observed from 48 h before, until 12 h after removal of the CIDR, at 12 h intervals
between measurements. The estrus was synchronized with CIDR for nine days, on day
7 eCG and PgF2a were applied. Ewes in estrus were artificially inseminated via
intrauterine (IAl), then return to estrus was observed for 34 d. The preghancy diagnosis
was made 45 d after IAl. Plasma P4 concentrations were measured on days 0.15, 17,
19, and 21 after IAl. The gene regulation of IGF2 was analyzed by means of
Polymerase Chain Reaction (PCR). Ewes with CCA had a higher number of follicles>
6mm, at 12 h after CIDR removal (p <0.05) and a lower percentage of return at day 34
post-l1Al. There were no differences in P4 levels, time to estrus, incidence of estrus,
pregnancy, fertility and prolificacy between CCA and CCB (p> 0.05) and all ewes
presented IGF2.

Key words: follicular development, progesterone, gestation, mutations, PCR
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2.3.INTRODUCCION

La reproduccién en las ovejas es estacional, lo cual se relaciona con el balance
energético de la dieta (Clarke, 2014), ya que requieren cantidades de nutrientes y
energia acorde a sus necesidades y, de no ser asi, puede influenciar de manera
negativa sus procesos reproductivos (Doyle et al., 2019). El desarrollo folicular, la tasa
ovulatoria y la transcripcién de los Factores de Crecimiento similares a la insulina tipol
y 2 (IGF1 e IGF2), pueden ser afectados por el estado nutricional de la oveja (De la
Isla et al., 2010; Gebert et al., 2006), lo cual disminuye el nUmero y tamafo de foliculos
preovulatorios (Vifoles et al., 2005). Una manera de evaluar el estado nutricional de
las ovejas (proporcidon de grasa y musculo) es mediante la puntuacion de condicion
corporal (CC; Phythian et al., 2012), en una escala del 1 al 5 (Thompson y Meyer,
1994). Un puntaje de CC de 2.5 a 3.5 al momento del empadre se considera 6ptimo
(Maurya et al., 2009; Kenyon et al., 2014), para obtener una tasa mayor de concepcion

y nimero de corderos nacidos por temporada reproductiva (Vatankhah et al., 2012).

Segun Fukui et al. (2010), una CC >3.0 tiende a mantener una fertilidad de 60 %
durante la época no reproductiva. Sin embargo, el estado nutricional deficiente en
combinacion con factores endocrinos, ambientales, enfermedades y genéticos, son
causa de muertes embrionarias (Vanroose et al., 2000) entre 20 y 40 % de las
gestaciones y de éstas, dos terceras partes ocurren durante la implantacion lo que
causa bajas tasas de fertilidad (Bach, 2019). El crecimiento y preparacion del ovocito
para ovular ocurre cuando el balance energético de la oveja es negativo y la
maduracion final del mismo y su ovulacion ocurren cuando se reanuda el balance
energeético positivo. Después, el crecimiento fetal dependera del suministro placentario
de nutrientes, el cual esta determinado por la capacidad de la oveja para adquirir
nutrientes y de la placenta para transferir nutrientes al embrion (Sferruzzi-Perri et al.,
2008).

Algunos genes involucrados con supervivencia embrionaria son IGF1 (Meiyu et al.,
2011) e IGF2 (Constancia et al.,, 2002), los cuales influyen en el crecimiento y

diferenciacion celular, accion mitogénica (Hua et al., 2013), desarrollo fetal y de la
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placenta (Constancia et al., 2002). Gebert et al. (2006) analizaron el efecto de la
metilacion del gen IGF2 en espermatozoides, ovocitos y embriones, y encontraron que
en el exén 10 de dicho gen se encuentran las islas de la metilacién citosina guanina
(CpGs) que determinan la expresion del gen IGF2. Estas islas de la metilacion afectan
el nimero y la calidad de espermatozoides y la tasa de maduracién de ovocitos (Hua
et al., 2013), lo cual menoscaba el desarrollo, la sobrevivencia y la implantacion del
embrion (Gebert et al., 2006). Por lo antes mencionado, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto de la condicidon corporal en la respuesta del
desarrollo folicular, estro, gestacion, fecundidad, prolificidad, niveles de progesterona
(P4) y regulacion génica de los exones 5y 10 del IGF2 con ovejas Suffolk en la época

reproductiva.
2.4.MATERIALES Y METODOS
Ubicacion, ovejas y alimentacion

El estudio se realizé en las instalaciones del médulo de ovinos y caprinos del
departamento de Zootecnia, de la Universidad Autbnoma Chapingo, municipio de
Texcoco, Estado de México (19° 23’ 40" N y 98° 39’ 28” O) y altitud de 2250 msnm
(INAFED, 2020). En esta investigacion se utilizaron 39 hembras multiparas de la raza
Suffolk, con 3.3 £ 2.7 afios de edad en promedio y peso de 55.5 + 9.8 kg. Los dos
tratamientos se distribuyeron al azar entre las 39 ovejas: hembras con CC baja de 1.5
a 2.5 (n= 19, CCB), y hembras con condicién corporal alta de 3.0 a 4.0 (n= 20, CCA),
en la escala descrita por Thompson y Meyer (1994). La alimentacion para las 39 ovejas
durante los 90 d de la investigacion fue a base de ensilado de maiz (4 kg oveja™ dia-
1) con 8.20 % de proteina cruda (PC), 65.73 % de fibra detergente neutra (FDN), 49.53
% de fibra detergente acida (FDA) y 2.49 Mcal kg de energia metabolizable (EM).
Ademés, cada oveja del tratamiento CCA recibieron 400 g de alimento concentrado
con 13.25 % PC, 35.31 % FDN, 8.33 % FDA y 2.65 Mcal kg* EM. La alimentacién
ofrecida fue de acuerdo al tipo de CC deseada de los tratamientos, para mantener
constante su condicién. La investigacion comprendié cuatro etapas: adaptacion,
sincronizacion, empadre y postempadre (Figura 1).
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Presincronizacion y sincronizacion del estro

Una presincronizacion se realizé mediante la aplicacion de dos dosis con 5 mg dosis
Lovejat de prostaglandinas 2a (PgF2a; Lutalyse, Zoetis, Michigan, USA), en los dias
-18 y -7 previos a la sincronizacion, con el objetivo de homogenizar la respuesta
ovarica. Después se colocé (Dia 0) un dispositivo intravaginal impregnado con 0.3 g
de progesterona (CIDR, Pfizer, Hamilton, New Zeland) durante 9 d. En el séptimo dia
se aplicaron 350 U.l. de Gonadotropina Coriénica equina (eCG; Folligon, Intervet,
USA) y 5 mg de PgF2a. La deteccion del estro inicio a las 12 h después de retirado el
CIDR y después cada cuatro horas hasta la manifestacion externa de estro, con la
utilizacion de carneros celadores provistos de un mandil para evitar la cépula. Las
ovejas que manifestaron signos de estro, fueron aisladas y privadas de cualquier

alimento y agua durante 12 h previas a la 1Al (Figura 1).
Evaluacioén del desarrollo folicular

De manera aleatoria se seleccionaron seis ovejas de cada tratamiento para evaluar el
desarrollo folicular, mediante un equipo de ultrasonografia transrectal (DP-10Vet,
Mindray, China), a partir de 48 h antes y hasta 12 h posteriores al retiro del CIDR, con
intervalos de 12 h entre cada medicion. El niumero y tamafo de foliculos presentes se
determind en la superficie del ovario, y los foliculos clasificaron en pequefios 2.0-3.9

mm, medianos 4.0-5.9 mm y grandes > 6.0 mm (Evans et al., 2000).
Inseminacién artificial intrauterina (1Al), estro y retorno a estro

El semen utilizado era fresco, diluido en pajillas de 0.25 mL (60 x 108 células mLt) y
una pajilla por oveja. El retorno a estro se detectd inmediatamente después de la IAl
por 35 dias posteriores, dos veces dia* durante 30 min, utilizando machos celadores

provistos con mandil (Figura 1).
Gestacion, fecundidad y prolificidad

En el dia 45 posterior a la IAl, se realizé el diagndstico de gestacion por ecografia

ventral, con un ecoégrafo portétil (4Vet mini, DRAMINSKI, Poland) y transductor de 4.0-
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9.0 MHz. La tasa de fecundidad se determin6 mediante el conteo de corderos nacidos,
respecto al numero total de ovejas inseminadas por tratamiento. Y el porcentaje de
prolificidad se determiné mediante el total de corderos nacidos, respecto al nimero de

ovejas paridas.
Andlisis de progesterona

Las muestras sanguineas se tomaron en los dias 0, 15, 17, 19 y 21 después de la Al
(Figura 2.1), en tubos estériles de 5 mL (BD Vacutainer, NJ, USA), se centrifugaron a
693 x g (Thermo Scientific CL10, Massachusetts, USA) durante 15 min para separar
el suero y se almacenaron a -20 °C hasta su analisis posterior. Las muestras
serologicas se analizaron en el Laboratorio Reproduccion-Endocrinologia de la UNAM-
FMVZ, Ciudad de México, mediante kits para radioinmunoanalisis en fase sélida (Coat-
A-Count Progesterone®, Siemens, CA, USA), con una sensibilidad de andlisis de 1.10
+0.51 y 5.57 +1.89 ng mL%, con un coeficiente de variacién entre pruebas de 4.81 y

4.37 %, respectivamente.

Sincronizacion de estro Deteccion de estros post IAl
Fase de Psincr.
adaptacion |y M, M* M MM MW
¢ L — ] . . . ] . . .

PG pgyg Insercion eCG  Refrode Al 15d  17d 194 21d 344

Inicio Final
de CIDR PGa  CIDR Posteriora la Al

Dia -49 -34 -18 -7 0 7 9 1 28 45

Figura 4. Esquema de la fase de adaptacion, sincronizacion del estro y toma de
muestras sanguineas para determinar niveles de P4 e IGF2. (Psincr.=
Presincronizacion; DE= deteccion de estros; IAl= inseminacién artificial intrauterina;

M= muestreos andlisis moleculares; M*= muestreos analisis progesterona).
Andlisis de la regulacion del gen IGF2

Las muestras sanguineas se tomaron al dia -34 con respecto al dia 0 (insercién del
CIDR), a celo detectado después de la sincronizacion del estro y al dia 17 post 1Al
(Figura 1), mediante la puncion de la vena yugular con jeringas de 3 mL, bajo los
criterios de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999; SAGARPA, 2001) sobre
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especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de
laboratorio, en concordancia con las regulaciones para el uso y cuidado de animales
de investigacién, aprobadas por el Consejo General Académico de Colegio de
Postgraduados, México (Colpos, 2016). De la sangre recolectada, se colocaron 0.5
mL en tarjetas de Tecnologia Asociada Flinders o por sus siglas en inglés FTA
Whatman (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom) y se secaron 30 min y se
almacenaron a temperatura ambiente hasta su analisis. En la purificacion del DNA, se
utilizé 1 mm? de la muestra contenida en las tarjetas FTA, la cual se introdujo en un
tubo para Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se adicionaron 100 pL de
reactivo purificante Whatman FTA durante 8 min y el reactivo se deseché mediante
decantacién. Este paso se realiz6 tres veces con el objetivo de purificar los acidos
nucleicos almacenados en las tarjetas FTA. Después se agregaron 200 uL del
amortiguador Tris (hidroximetil aminometano)-EDTA (acido etilendiaminotetraacético)
o TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) a temperatura ambiente durante 5 min, y se

desecho el amortiguador. Este paso se repitid dos veces.
Amplificacién del gen IGF2

Los exones 5 y 10 del gen IGF2 se amplificaron mediante la PCR. La mezcla de
reaccion para la PCR se prepar6 en un volumen final de 12.5 uL, con 6.25 uL de
mezcla maestra de reaccion para PCR (Master Mix 2X; Promega®© Madison, WI, USA),
0.625 pL de cada oligonucleétido disefiado (uUM; IDT®, lllinois, USA; IGF2, exdn 5: For-
5- AGATGGTTTCCCCAGACCCT; Rev-5-GGTGCGGAACGTGGAGAG, numero de
acceso AH005355.3; y para el exdén 10: For-5-CAGCCCCTGACTCACTCTTC-3’ y
Rev-5-GGGCTGATTGAGGGGTTTAT-3’, numero de acceso AH005355.3) y 5 uL de
dihidrato de trehalosa al 10 % (en agua libre de nucleasas y proteasas (Merck© KGaA
64271, Darmstadt, Alemania). Los tubos con el fragmento de la tarjeta procesaday la
mezcla de reaccion (ya homogenizada), se colocaron en un termociclador (Bio Rad®

C1000 Touch Thermal Cycler; Hercules, California).

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: IGF2, ex6n 5:

desnaturalizacion inicial de un ciclo a 95 °C, 4 min, mas 34 ciclos (desnaturalizacion
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95 °C, 1 min; alineamiento a 64 °C, 1 min y extension a 72 °C, 2 min) y extension final,
un cicloa 72 °C, 10 min; y exon 10: desnaturalizacién inicial de un ciclo a 95 °C, 4 min,
mas 35 ciclos (desnaturalizacion a 95 °C, 1 min; alineamiento a 62 °C, 1 min y
extension a 72 °C, 2 min) y extension final un ciclo a 72 °C, 10 min. La calidad y el
tamafio de los fragmentos amplificados se verificd para cada exon por electroforesis
en geles de agarosa al 1.0 % con solucion amortiguadora Tris-Acetic Acid-EDTA (TAE
1X, Merck® KGaA 64271, Darmstadt, Alemania), GelRed Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium, SFO Bay Area, USA), amortiguador de carga Loading Dye 6x y marcador
molecular GeneRuler 1 kb (Thermo Scientific, Carlsbad, California, USA). La
visualizacion de los fragmentos se realizé con un transiluminador con luz UV (Chemi-
Smart 3000, VILBER Lourmat, France) y el software INFINITY.

Secuenciacion y andlisis bioestadistico de secuencias

Los amplicones obtenidos de los exones 5y 10 del gen IGF2 se enviaron a la empresa
Macrogen (Sedul, Corea del Sur), para su limpieza y secuenciacion. Una vez obtenidas
las secuencias de los exones 5 y 10 de dicho gen, se realiz6 una bulsqueda en
Nucleotide BLAST del NCBI y se seleccionaron aquellas que tenian mayor similitud
con las de nuestro estudio, y para los exones 5 y 10 fue AH005355.3. Con las
secuencias de cada exon y las secuencias similares, se analizo la calidad de las
secuencias y se realizé un alineamiento con el algoritmo MUSCLE® (versién 2020.2.4,
Edgar, 2004) en el programa Geneious®, para determinar el grado de similitud y

detectar posibles polimorfismos.
Andlisis estadistico

El nimero de foliculos pequefios, medianos y grandes se analizé con un modelo
completamente al azar y PROC GLM. La prueba de Tukey (a= 0.05) se realiz6 para
medias de los tratamientos. Las variables incidencia de estro (IE), retorno al estro (RE),
gestacion, ovulacién y presencia o ausencia de los exones 5y 10 del gen IGF2, se
analizaron mediante regresion logistica con el procedimiento Logistic. La variable
tiempo a inicio de estro (TE) se analizO con el método estadistico curvas de
sobrevivencia Log-Rank, mediante el procedimiento Life Test; la prueba de
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comparacion de medias para los analisis se realizo con la prueba de Tukey (o= 0.05).
Para fecundidad, prolificidad y niveles de P4 se utilizé el modelo estadistico de
regresion Poisson, con el procedimiento de GENMOD y el método de Bonferroni para
efectuar la comparacién entre los tratamientos. En todos los analisis se utiliz6 SAS
(version 9.4, Institute Inc., Cary, NC). En cada uno de los modelos estadisticos usados
se comprobo que no existiera efecto del peso y edad de las ovejas en todas las

variables de estudio.
2.5.RESULTADOS
Desarrollo folicular

No se observaron diferencias significativas (p>0.05) en el numero de foliculos
pequefios (2-3.9 mm) y medianos (4.0-5.9 mm) entre tratamientos durante las
mediciones. Sin embargo, las ovejas del grupo CCA tuvieron mayor niamero de
foliculos grandes (> 6.0 mm) a las 12 h después de retirar el CIDR, con diferencias

significativas (p<0.05) entre tratamientos (Figura 2).
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con diferente literal son significativamente diferentes (p<0.05).
Incidencia y tiempo al inicio del estro

Las ovejas de los tratamientos CCB y CCA mostraron en promedio signos de estro a
las 29.6 y 22.7 h, respectivamente, después de retirado el CIDR, sin diferencias
significativas entre tratamientos (p>0.05; Figura 3). El porcentaje de ovejas que
mostraron signos de estro con el protocolo de sincronizacion en los tratamientos CCB
y CCA fue de 68.42 % y 75 %, respectivamente, sin diferencias significativas entre
tratamientos (p>0.05). El tratamiento CCA tuvo mayor cantidad de foliculos >6 mm a
las 12 h después de retirado el CIDR con respecto al tratamiento CCB (p<0.05; Figura
2). Hubo efecto de la edad (p=0.0429) en la incidencia de estro, con mayor porcentaje
de incidencia de estro en las ovejas de 4+2.6 afios del CCA en comparacién con las

ovejas del CCB con 3.5+3.5 afios de edad, pero no del peso (p=0.0753) de las ovejas.

47



Product-Limit Survival Estimates
1.0

0.8

0e

04

Survival Probability

0z E

0.0
0 1000 2000 3000

min

TRAT CCA CCB
Figura 6. Curva de supervivencia para el inicio del estro en ovejas Suffolk con CCA'y

CCB. Long Rank (p=0.3417).
Retorno a estro

La cantidad de ovejas que retornaron a estro (RE) después de la inseminaciéon fue
similar entre tratamientos durante los primeros 17 dias (p>0.05; Cuadro 1), sin efecto
de las covariables edad (p=0.7060) y peso (p=0.4711). Sin embargo, para el dia 34
post IA existid una diferencia significativa en el retorno a estro entre tratamientos
(p<0.05; Cuadro 1), sin efecto de las covariables edad (p=0.6511) y peso (p=0.7399).

Porcentaje de gestacion

No se observaron diferencias en el porcentaje de hembras gestantes del tratamiento

CCA en comparacion con las ovejas del tratamiento CCB (p>0.05, Cuadro 1). No hubo
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efecto de las covariables edad (p=0.5802) y la del peso (p=0.5651) en los resultados

de la variable porcentaje de gestacion.

Cuadro 7. Porcentajes de retorno a estro y gestacion.

RE RE
Tratamiento n Gestacion %
17 dias % 34 dias %
CCB 19 36.842 25.02 31.582
CCA 20 50.02 0.0° 45.02

Columnas con diferente literal son significativamente diferentes (p<0.05).
Prolificidad y fecundidad

En cuanto a la variable prolificidad se obtuvieron 1.3 corderos oveja parida* en ambos
tratamientos (CCB y CCA; p>0.05), sin efecto de las covariables edad (p=0.8399) y
peso (p=0.6044) en prolificidad. Respecto a fecundidad, se obtuvo una diferencia de
0.08 corderos entre tratamientos (CCB: 0.42 vs. CCA: 0.50), pero no fue significativa
entre tratamientos (p>0.05) y sin efecto de las covariables edad (p=0.7738) y peso
(p=0.4933) en fecundidad.

Niveles de progesterona y ovulacion

No hubo diferencias significativas entre tratamientos en las diferentes etapas de la

medicion de niveles de progesterona sérica y ovulaciéon (p>0.05; Cuadro 2).

Cuadro 8. Promedio de niveles séricos de progesterona en las ovejas Suffolk

% Dia O (IAl) 15 postIAl 17 postIAl 19 post IAl 21 post IAl
Trat

ov ng/mL

87.5 4.41+5.21
CCB . 3.12+2.882 6.86+5.092 5.68+6.332 5.41+5.17%2

a
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86.7 4.90+2.59
CCA . 2.12+2.332 4.80+3.552 4.39+4.192 4.60+3.60 2

Trat= tratamiento; ov= ovulacion.
Identificacion de los exones 5y 10 del gen IGF2 y sus polimorfismos

En todas las ovejas de ambos tratamientos se encontraron los exones 5 (290 pb;
Figura 4, inciso a) y 10 (576 pb; Figura 4, inciso b) del gen IGF2, sin encontrar algin
polimorfismo evidente en las secuencias analizadas en ambos exones de dicho gen
(Figura 5).

MM 2 737 4RO TR RO TR0 M2 A9T4 " neg MM 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 neg

m

1000 pb
750 pb
500 pb
250 pb

g%gf)ll)) B e o e e e G R N

576 pb

Figura 7. Amplificacién del exdén 5 (a; 290 pb), carrii MM (1): marcador molecular,
carriles 2 al 14: muestras amplificadas (290 pb) y carril neg (15)= testigo negativo, y
exén 10 (b; 576 pb), carril MM (1): marcador molecular, carriles 2 al 14: muestras

amplificadas (576 pb) y carril neg (15)= testigo negativo del gen IGF2.

Las secuencias de los exones 5y 10 del gen IGF2 (Figura 5) de este estudio tuvieron
un 99.4 % y 99.9-100 % de similitud con las secuencias AH005355.3 y AH005355.3,

respectivamente; provenientes Estados Unidos.
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Figura 8. Alineacion de secuencias de los exones 5y 10 del gen IGF2 (tamafio del
producto; a: 290pb y b: 576 pb).

2.6.DISCUSION

De la Isla et al. (2010) demostraron que durante el periodo de agosto-noviembre,
ovejas Pelibuey con CC alta (3.2 + 0.3) tuvieron mayor numero de foliculos >4 mm y
tasa de ovulacion (1.8 + 0.14), en comparaciéon con ovejas de CC baja (2.1 + 0.3; tasa
de ovulacion de 1.3 + 0.15). Este resultado concuerda con lo reportado en el presente
estudio con ovejas Suffolk, en el mayor numero de foliculos grandes (> 6.0 mm) en el
tratamiento CCA en comparacion con el tratamiento CCB. En ovejas de raza Hu
consideradas prolificas (Luna y Alonso, 2014), con condicion corporal de 2.58 + 0.05,
se demostré que un suplemento a corto plazo (durante 6 d) con 1560 g adicionales a
una dieta de mantenimiento (1040 g; PC=67.20 g d! en materia seca) aument6 el
numero de foliculos =23.5 mm, en comparacion con ovejas alimentadas con una dieta
de mantenimiento (Ying et al.,, 2011), resultado similar al obtenido en el presente
estudio, ya que las ovejas CCA tuvieron mayor numero de foliculos >6 mm y su dieta

se complementé con 400 g de concentrado (PC = 98 g d!). En otro estudio realizado
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en ovejas de raza aragonesa con una alimentacién deficiente de nutrimentos, tuvieron
un mayor numero de foliculos = 6 mm a las 48 h previas a la manifestacion de estro;
sin embargo, el tamafio de foliculos aument6é durante la fase folicular (p<0.01) en
ovejas alimentadas con 100 % de los requerimientos de mantenimiento (Sosa et al.,
2010). Este ultimo resultado es parecido a los del presente estudio, pues las ovejas
con CCA tuvieron un mayor numero de foliculos >a 6mm 12 h después de retirado el
CIDR de sincronizacion de estro, y se infiere que el estado nutricional de las ovejas

con CCA fue mejor que el de las CCB.

Los resultados para incidencia al estro del presente estudio difieren a lo reportado por
Alhamada et al. (2017) en ovejas de raza Merino, donde todas las ovejas con diferente
CC (rango de 1.33 + 0.4 a 2.33 = 0.2) manifestaron signos de estro; ademas, Ruiz et
al. (2015) observaron en ovejas Suffolk una incidencia de estro del 98% para ovejas
con CC =2.30+0.1y 100 % de estro para las ovejas con CC = 2.50 = 0.1. Durante la
fase folicular del estro, las concentraciones de P4 son basales a causa de la
destruccion del cuerpo luteo por efecto de la secrecion de PgF2a (Littgenau et al.,
2011), mientras que en las células de la granulosa del foliculo aumenta la secrecion
de estradiol, con estimulo directo en las neuronas productoras de GnRH/LH, induce el
pico preovulatorio, ovulacion y manifestacion externa de estro (Vifioles et al., 2005).
Ovejas con CC entre 2.25 a 2.75 incrementan su tasa ovulatoria; sin embargo, en
ovejas fuera de este rango existe una relacion negativa entre CC y tasa ovulatoria
(Kenyon et al., 2014). Esos resultados no concuerdan con los del presente estudio, ya
que no existio diferencias (p>0.05) en el numero de ovejas que ovularon entre los
tratamientos CCA y CCB. Thompson y Meyer (1994) mencionan que el puntaje de CC
Optimo en época de empadre debe ser superior a 2.5; esta puntuacion concuerda con

la clasificacion de las ovejas dentro del tratamiento CCA.

Zhang et al. (2018) mencionan que el ofrecer una dieta con bajos niveles energéticos
durante la fase de desarrollo embrionario, aumenta la secrecion de PgF2a y baja la
produccion de progesterona, lo cual provoca una lutedlisis y como consecuencia,
muertes embrionarias tempranas y tardias y retorno a nuevos ciclos estrales. También,

el bajo peso y la baja CC después de la inseminacion incrementa las perdidas
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embrionarias tardias (60 d después de la inseminacidn), las cuales suceden entre 1y
5 % menos que durante la etapa de gestacion temprana (Vifioles et al. 2012), en los
resultados de este estudio, no hubo diferencias estadisticas entre tratamientos.
Ferndndez-Foren et al. (2019) reportaron que ovejas con CC >2.75 tuvieron mayores
concentraciones de P4 plasmética que las ovejas con CC <2.25 (3.56 + 0.36 vs 2.28
+ 0.35 ng mL?, respectivamente; p<0.05). Estos resultados difieren con los del
presente estudio, en el cual no hubo diferencias significativas entre tratamientos. De
igual manera, esos autores mencionan que algunos moduladores esenciales de la
fisiologia del Utero para una buena implantacion del embrion son las hormonas
esteroidales, y cualquier cambio en la capacidad el Gtero para responder a estas
conlleva a problemas en la implantacion embrionaria. Existe evidencia de que las
ovejas con subnutricion tienen baja sensibilidad a hormonas esteroidales, bajos
niveles de P4 y sus receptores en endometrio, lo cual ocasiona un ambiente uterino
no apto para el desarrollo de exitoso de una gestacion (Sosa et al., 2009). Esto podria
explicar el retorno a estro y porcentaje de gestacion en las ovejas del tratamiento CCB,
con respecto a las ovejas del tratamiento CCA, aunque no hubo diferencias

significativas entre tratamientos.

En relacidn con estos resultados, Kenyon et al. (2014) mencionan un efecto de la CC
en la tasa de retorno posterior al servicio y que existe un minimo y un maximo de CC;
al pasar esos limites, la tasa de retorno disminuye, pero puede haber diferencias entre
razas. Asi, la fertilidad de las ovejas estéa influenciada tanto por los carneros usados
para la IA (momento de la IA, dosis, concentracion y calidad del semen usado), como
por las hembras (tipo y tiempo de duracion del tratamiento utilizado para la induccion
0 sincronizacion de estro, temporada reproductiva, CC, estado fisioloégico y edad)
(Fukui et al., 2010). El resultado obtenido en el presente estudio confirma lo reportado
por Vatankhah et al. (2012), quienes indican que ovejas con una puntuacion entre 3.0
y 3.5 en CC durante el apareamiento tuvieron una tasa de concepcion de 0.96+0.02 y
0.97%0.03, respectivamente. Ademas, las ovejas con baja CC tienen una disminucién
en los niveles de IGF (Clarke et al., 2014), lo que ocasiona un aumento en los niveles
de la hormona de crecimiento (GH) y una reduccién en la secreciéon de GnRH (Mondal

et al., 2017), lo cual afecta la secrecion pulsatil de la hormona luteinizante (LH)
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preovulatoria y, por consecuencia, la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano
(Maurya et al., 2009).

La fecundidad reportada en este estudio concuerda con lo reportado por Vatankhah et
al. (2012), quienes mencionan que con una CC de 3.5 se obtienen tasas de fecundidad
de 1.1940.05, 0.36 mayor respecto al presente estudio, en comparacion con ovejas de
CC menor (1 y 2; 0.34+0.09 y 0.77+£0.03, respectivamente) y mayor namero de
corderos nacidos por oveja expuesta al carnero. Sin embargo, segun esos autores,
con CC menores o mayores a 3.0-3.5 al momento del apareamiento hay un efecto
negativo en el porcentaje de gestacion y en el nimero de corderos nacidos. Sin
embargo, el resultado favorable obtenido en prolificidad y fecundidad en el presente
estudio, se pudo deber al protocolo de sincronizacion y la combinacién de P4-eCG, lo
cual pudo promover el crecimiento de los foliculos, ya que eCG tienen actividad de
FSH y LH y posterior ovulacion, y se obtuvo un resultado similar en los tratamientos
CCA y CCB. Esto concuerda con lo reportado por Olivera-Munzante et al. (2019) en
ovejas Merino, al utilizar protocolos con P4-eCG, con y sin suplemento proteica al dia
-10y -3 previos a la IA 'y una CC en promedio de 2.9 £ 0.2, con lo cual se obtuvo una
prolificidad de 1.24 + 0.44 y 1.37 + 0.49, respectivamente; y en fecundidad hubo una
diferencia de 0.26 entre las ovejas de P4-eCG + suplemento (0.81) y ovejas
sincronizadas solo con P4-eCG (0.55); una diferencia mayor comparada con el 0.08
obtenido en fecundidad entre las ovejas con CCA (0.50) y CCB (0.42) en el presente
estudio.

Durante la fase de seleccion del desarrollo folicular, la expresion de IGF2 esta
restringida a células de la teca en foliculos antrales para estimular la esteroidogénesis
(Webb et al., 2007) y también hay efecto folicular en las fases de reclutamiento y
dominancia, mediante procesos endocrinos, autocrinos y paracrinos (Stinckens et al.,
2010), para aumentar el crecimiento de las células de la granulosa dentro de los
foliculos ovéricos, aunado a la sinergia con FSH, lo que beneficia la maduracion de
los ovocitos y aumenta la produccién de progesterona (Spicer and Aad, 2007). Antes
no habia registro de la presencia e influencia de IGF2 en embriones preimplantacion;

sin embargo, Wang et al. (2009) aseguran que la presencia de IGF2 en el liquido
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folicular, tiene influencia positiva en la maduracion y desarrollo temprano del embrién
en etapa de blastocisto, para aumentar el nimero de células de blastocisto (Ibrahim et
al., 2015), regular la proliferacion y la diferenciacion (mediante la transformacion de
células conicas ectoplacentales en células gigantes de trofoblasto), la fusion e invasion
del trofoblasto, el cual provee nutrientes al embridon (glucosa y aminoéacidos), la
implantacion, la vascularizacion (Sferruzzi-Perri et al., 2008), la produccion de IFNT
(Sequeira et al., 2016), la funcién placentaria, el crecimiento fetal (Gibson et al., 2017)

y la diferenciacion de tejidos (Gebert et al., 2006).

El gen IGF2 se expresa de manera amplia por el embrion y favorece un desarrollo
embrionario normal (Meiyu et al., 2011); ademas, tiene influencia principal en dos
etapas: la primera se asocia con el desarrollo, regulando genéticamente el nimero de
células madre determinadas, y la segunda se asocia con el crecimiento, donde se
establecen los limites del tamafio de los érganos (Burns and Bassim, 2001). En ovejas,
la expresion de IGF2 en el endometrio durante el desarrollo temprano de la gestacion,
en especial al dia 19 de gestacion, es influenciada por el tipo de raza y el embrién
(Sequeira et al., 2016). Aunque no existieron mutaciones de un solo nucleétido en las
secuencias de los exones 5 y 10 del gen IGF2 en las ovejas Sufffolk con CC
divergentes, Wei et al. (2020) reportaron que el desarrollo embrionario es un proceso
expuesto a la plasticidad y es sensible a factores como el medio ambiente en especial
la nutricion. La epigenética es un factor importante para tomar en cuenta al explicar
los resultados obtenidos en la presente investigacién, donde todas las ovejas
presentaron ambos exones de dicho gen, ya que se enfoca en el estudio de la
maquinaria molecular alrededor del cédigo genético, la cual regula su transcripcion sin
alterar la secuencia de nucleétidos (Cordero et al., 2015), y tiene un efecto en los

procesos bioldgicos y productivos de la oveja.
2.7.CONCLUSIONES

La CC no afect6 el tiempo a estro, incidencia de estro, gestacion, fecundidad,
prolificidad, niveles plasmaticos de P4; ademds, no afectd la regulacion génica ni la

secuencia de los exones 5y 10 del gen IGF2. Sin embargo, la CCA aumento el nUmero
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de foliculos >6mm a las 12 h después de retirar el dispositivo intravaginal con
progestagenos y la CCB aumento el porcentaje de retornos al dia 34 después de la

IAl, en la época reproductiva con ovejas Suffolk.
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CAPITULO lII. INFLUENCIA DE LA RESTRICCION ALIMENTICIA EN LA
REGULACION DE IGF1 Y FERTILIDAD DE OVEJAS SUFFOLK

3.1.RESUMEN

La nutricion tiene gran influencia en la eficiencia reproductiva de ovinos y existe
evidencia de que el gen o Factor de Crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF1) esta
relacionado con el estado metabolico del ovino y su eficiencia reproductiva. El objetivo
de este estudio fue evaluar la influencia de la restriccion alimenticia en la medicion de
niveles plasmaticos de IGF1 e insulina, en la regulacién del exén 3 del gen IGF1,
incidencia de estro, retorno a estro y en la gestacion en ovejas Suffolk sincronizadas
en la época reproductiva. Dos dietas se proporcionaron a las ovejas durante 40 d: r-
30 (70 % de sus requerimientos para mantenimiento), y R100 (100 % de los
requerimientos con base en su estado fisiol6gico). El estro, previa presincronizacion
con PGF2a, se sincronizd con progestagenos durante 9 d, y en el dia 7 se aplicé eCG
y PGF2a. La monta natural (MN) se realizé en las ovejas que manifestaron estro y
después se observo retorno a estro durante 34 d. El diagndstico de gestacion se
realiz6 a los 45y 60 d después de la MN. Las concentraciones plasméticas de insulina
e IGF1 se midieron durante laimplantacion y gestacion temprana. La regulacion génica
del IGF1 se analizé. Las ovejas con R100 tuvieron porcentaje de gestacion mas alto
(p<0.05) y mayores niveles plasmaticos de IGF1 al dia 34 post MN (p<0.05). Ovejas
con r-30 tuvieron niveles menores de insulina plasmatica al dia 23 post MN (p<0.05).
Todas las ovejas tuvieron presencia del gen IGF1. La restriccion nutricional en ovejas
Suffolk tuvo efecto negativo en el porcentaje de gestacion y niveles plasméaticos de
IGF1 e insulina, pero no la regulacion génica del exén 3 del IGF1 ni la incidencia de

estro y retorno a estro.

Palabras clave: mutaciones, NRC, gestacion, PCR, alimentacion.
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INFLUENCE OF DIETARY RESTRICTION ON THE REGULATION OF IGF1 AND
FERTILITY OF SUFFOLK SHEEP

3.2. ABSTRACT

Nutrition has a high influence on reproductive efficiency in sheep and there is evidence
that the gene or insulin-like growth factor-1 (IGF1) is related to the metabolic state of
the sheep and its reproductive efficiency. The objective of this study was to evaluate
the influence of dietary restriction on the measurement of plasma levels of IGF1 and
insulin, on the regulation of the exon 3 of the IGF1 gene, on estrous incidence, on
return to estrous and on gestation in Suffolk sheep synchronized in reproductive
season. Two diets were given to the sheep for 40 d: r-30 (70 % of their maintenance
requirements), and R100 (100 % of the requirements based on their physiological
state). The estrus, previous presynchronization with PGF2a, was synchronized with
progestogens for 9 d, and on day 7 eCG and PGF2a were applied. Natural mating (NM)
was performed in sheep that manifested estrus; afterwards a return to estrus was
observed for 34 d. The pregnancy diagnosis was made 45 and 60 days after (NM).
Plasma concentrations of insulin and IGF1 were measured during implantation and
early gestation. The gene regulation of IGF1 was analyzed. Ewes with R100 had a
higher % gestation (p<0.05) and plasma levels of IGF1 increased at day 34 post NM
(p<0.05). Sheep with r-30 had lower levels of plasma insulin at day 23 post NM (p<
0.05). All sheep had the presence of the IGF1 gene. Nutritional restriction in Suffolk
sheep had a negative effect in the percentage of pregnancy and plasma levels of IGF1
and insulin, but not on gene regulation of exon 3 of the IGF1 neither estrus incidence

or return to estrous.

Key words: mutations, NRC, gestation, PCR, feeding.
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3.3. INTRODUCCION

La fertilidad en vacas es influenciada por diversos factores y al combinarse con la
escasez de nutrientes, hay un efecto negativo en la misma (Bach, 2019). El ovocito
normal crece y se prepara para ovular cuando el balance energético en bovinos es
negativo, y durante su maduracion final y la ovulacion, reanuda su balance energético
positivo (Leroy et al., 2010). Después, el crecimiento fetal dependera del suministro
placentario de nutrientes, el cual estd determinado por la capacidad de la madre para
adquirir nutrientes y por la capacidad de la placenta para transferir nutrientes al
embrion (Sferruzzi-Perri et al., 2008). En este sentido, el gen IGF1 es un péptido
mitogénico, su secrecion esta influenciada por la desnutricion, la sensibilidad a la
hormona de crecimiento (GH) y se expresa por las glandulas uterinas de animales
ciclicos y gestantes; una de las principales funciones del IGF1 es la activacion de la
via de sefializacion para la proteina quinasa B (AKT), un estimulador del crecimiento,

proliferacion celular e inhibidor de la muerte celular programada (Mondal et al., 2017).

Rumiantes con una condicion corporal (CC) baja tienen niveles bajos de insulina e
IGF-1 que provocan un incremento en los niveles séricos de la GH como respuesta
fisiologica para conservar la masa muscular, causan una inhibicion en la secrecion
pulsétil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), y por consecuencia, de
las hormonas luteinizante (LH) y estimulante del foliculo (FSH) lo que produce un
retraso en el reinicio de la actividad ciclica reproductiva (Clarke, 2014). Durante el
desarrollo folicular y maduracion final del ovocito, la hormona insulina actia como
sefal metabdlica para la secrecion de GH e IGF (Laskowski et al., 2016), los cuales
se originan en la teca del ovario (Ruiz et al., 2011). Un aumento de IGF durante la
maduracién del ovocito produce un incremento en células del blastocisto (Byrne et al.,
2002), favorece la expansion de las células del cumulo, mejora la maduracion nuclear
y contribuye en la reduccion de la apoptosis de ovocitos (Wasielak; Bogacki, 2007).
En foliculos grandes IGF1 se encuentra en cantidades abundantes (Sudo et al., 2007),
y aumenta la sensibilidad de las células de la granulosa a FSH al final de la seleccién
folicular (Lenz et al., 2007) mediante la estimulacion en la actividad de la aromatasa y
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con ayuda del IGFL1. El foliculo dominante es el tnico capaz de utilizar los niveles bajos
de FSH para culminar su crecimiento (Fortune et al., 2004). EI mayor niamero de
transcripciones de IGF1 y sus receptores ocurre antes de la ovulacién, cuando los
niveles de estradiol son elevados; el IGF1 actla dentro del oviducto para aumentar la
secrecion de proteinas al lumen, y favorece la fertilizacion y el desarrollo temprano de

la gestacion (Ruiz et al., 2011).

Hay pocos estudios respecto a la influencia de la nutricién en niveles plasméaticos de
metabolitos y en la regulacibn de los genes IGF relacionados con variables
reproductivas en ovinos en especial en la raza Suffolk. Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar la influencia de la restriccion alimenticia en la medicion de
los niveles plasméticos de IGF1 e insulina, en la regulacién del exén 3 del IGF1, en la
incidencia del estro, el retorno al estro y en la gestacidbn en ovejas Suffolk

sincronizadas en la época reproductiva.
3.4.MATERIALES Y METODOS
Ubicacidn, ovejas y alimentacion

El estudio se realiz6 en las instalaciones del mdédulo de ovinos y caprinos del
Departamento de Zootecnia, de la Universidad Autbnoma Chapingo, Municipio de
Texcoco, Estado de México (19° 29’ 40” N y 98° 53’ 28” O) y altitud de 2250 msnm
(Garcia, 2004). En esta investigacion se usaron hembras multiparas (n=30) de raza
Suffolk con 3.6 £ 2.27 afos de edad en promedio y peso de 56.6 £ 9.99 kg. En los dos
tratamientos se distribuyeron las hembras al azar: 1) hembras alimentadas con el 100
% de sus requerimientos nutricionales de acuerdo a su estado fisiologico (n=15, R100);
2) hembras alimentadas con el 70 % de los requerimientos para mantenimiento (n=15,
r-30), de acuerdo a las tablas del NRC 2007 (National Research Council) para ambos
tratamientos. El alimento para las ovejas del R100 tuvo la siguiente composicion:
mantenimiento-empadre, 8.9 % de proteina cruda (PC) y 2.2 Mcal kg de energia
metabolizable (EM); gestacion inicial, 9 % de PC y 2.6 Mcal kg*. La composicion del

alimento para las ovejas del r-30 fue: 6.3 % de PC y 1.54 Mcal kg' de EM. La
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investigacion comprendié cuatro etapas: adaptacion, sincronizacion, empadre y

postempadre en la época reproductiva (Figura 1).

El contenido nutricional de los ingredientes utilizados en la alimentacion se muestra en
el Cuadro 1 y el promedio del consumo individual de nutrientes se muestra en el
Cuadro 2.

Cuadro 9. Nutrientes contenidos en el ensilado de maiz y alimento concentrado

ofrecido durante la fase experimental a ovejas Suffolk.

Ensilado Concentrado
MS (%) 24.24 85.99
PC (%) 8.20 11.40
FDN (%) 65.73 30.37
FDA (%) 49.53 8.33
EM (Mcal kg?) 2.49 2.65

La obtencién de los valores es el promedio de los resultados del analisis proximal y
andlisis Van Soest realizada en muestras de ensilado y alimento concentrado. MS=
Materia seca; PC= Proteina Cruda; FDN= Fibra detergente neutra; FDA= Fibra

detergente acida; EM= Energia metabolizable.

Cuadro 10. Promedio del consumo individual de nutrientes en ovejas Suffolk,

alimentadas con ensilado de maiz y concentrado comercial.

Requerimientos (NRC, 2007)
Gestacion inicial
(dia 4 al 34 post MN)

Mantenimiento - Empadre

-30% 100% -30% 100%
Forraje: concentrado 100:0 97.5:2.5 100:0 95:5
MS (kg) 0.77 1.1 0.77 1.3
PC (9) 68.6 98 68.6 117
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EM (Mcal kg% 1.54 2.2 1.54 2.6

MS= Materia seca; PC= Proteina Cruda; FDN= Fibra detergente neutra; FDA= Fibra
detergente acida; EM= Energia metabolizable.

Presincronizacion y sincronizacion del estro

Una presincronizacion se realizé mediante la aplicacion de dos dosis con 5 mg dosis
Lovejat de prostaglandinas 2a (PGF2a; Lutalyse, Zoetis, Michigan, USA), en los dias
-18 y -7 previos a la sincronizacion, con el objetivo de homogenizar la respuesta
ovarica. Después se colocé (Dia 0) un dispositivo intravaginal impregnado con 0.3 g
de progesterona (CIDR, Pfizer, Hamilton, New Zealand) durante nueve dias. Al
séptimo dia, se aplicaron 400 U.l. de Gonadotropina Coriénica equina (eCG; Folligon,
Intervet, USA) y 5 mg de PGF2a. La deteccidn del estro inicié 12 h después de retirado
el CIDR, luego cada cuatro horas hasta la manifestacion externa de estro, y se

utilizaron carneros celadores provistos de un mandil para evitar la copula (Figura 1).
Monta natural (MN), estro y retorno a estro

Las ovejas que manifestaron signos de estro, fueron aisladas junto con el macho
asignado para realizar la MN y se efectué una segunda MN a las 12 h. Los carneros
no realizaron mas de cuatro empadres. El primer retorno a estro se detect6 en el dia
17 posterior a la MN (intervalo de los dias 13 al 22 posteriores) y el segundo retorno
en el dia 34 (intervalo de los dias 29 al 39 posteriores), dos veces cada dia durante 30

min, y se usaron machos celadores provistos con mandil (Figura 1).
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Figura 9. Esquema de muestreos realizados para el analisis de regulacion génica para
el exon 3 del IGF1.

Sincronizacion de estro Deteccion de estros post 1Al
Fase de Psincr.
adaptacion M
+ . — " ] ] ] . * . . .

Final PGl pgyg Insercion eCG  Refrode  7d 15d  17d 2d M4

Inicio
de CIOR PG CIDR Posteriora la [Al

Dia -4 -39 -18 -1 0 T 9 1 28 45

Diagnostico de gestacion

El diagnostico de gestacion se realizo por ecografia ventral en el dia 45 después de la
MN, y el diagnéstico de gestacion se valido el dia 60 posterior a la MN, con un ecégrafo
portatil (4Vet mini, DRAMINSKI, Poland) y transductor de 4.0-9.0 MHz.

Andlisis de insulina e IGF1 séricos

Las muestras sanguineas se tomaron los dias 7, 15, 17, 23 y 34 posteriores a la MN,
en tubos estériles de 5 mL (BD Vacutainer, NJ, USA), se centrifugaron a 693 x g
(Thermo Scientific CL10, Massachusetts, USA) durante 15 min, para separar el suero
sanguineo que se almacend a -20 °C hasta su posterior andlisis. Las muestras se
analizaron en el Laboratorio Reproduccion-Endocrinologia de la UNAM-FMVZ, Ciudad
de México. Para determinar los niveles séricos de insulina se utilizd un kit de
inmunoensayo enzimatico en fase sélida (Insulin ELISA, DRG, Marburg, Germany) con
una sensibilidad de andlisis de 1.76 pLU mL™* con un coeficiente de variacion
intraensayo de 2.2 %. Para la medicidon cuantitativa de IGF1 en sangre se uso6 un kit
de inmunoensayo enzimatico (IGF-1 ELISA, ALPCO, Salem, USA), con una
sensibilidad de andlisis de 0.091 ng mL y un coeficiente de variacion intraensayo de
5.81 %.

Andlisis de la regulacion génica del exén 3 del IGF1

Las muestras sanguineas se tomaron en los dias -39 (respecto a la insercién del CIDR)

y el dia 34 post MN (Figura 1), mediante la puncion de la vena yugular con jeringas de
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3 mL, bajo los criterios de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999)
(SAGARPA, 2001) sobre especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de animales de laboratorio, en concordancia con las regulaciones para el uso y
cuidado de animales de investigacion, aprobado por el Consejo General Académico
de Colegio de Postgraduados, México (COLPOS, 2016). De la sangre recolectada, se
colocaron 0.5 mL en tarjetas de Tecnologia Asociada Flinders o por sus siglas en
inglés FTA Whatman (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom). Después, las
muestras se secaron 30 min y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su
andlisis. En la purificacion del DNA se utiliz6 1 mm? de la muestra contenida en las
tarjetas FTA, la cual se introdujo en un tubo para Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y se adicionaron 100 pL de reactivo purificante Whatman FTA
durante 10 min; el reactivo se desechdé mediante decantacion. Este paso se realizo
tres veces con el objetivo de purificar los acidos nucleicos almacenados en las tarjetas
FTA. Después, se agregaron 200 uL de amortiguador Tris (hidroximetil aminometano)-
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) o TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) a
temperatura ambiente durante 5 min, y el amortiguador se deseché. Este paso se

repitié dos veces.
Amplificaciéon del gen IGF1

El exdn 3 del gen IGF1 se amplific6 mediante la PCR. La mezcla de reaccion se
prepar6 en un volumen final de 12.5 pL, con 6.25 puL de mezcla maestra de reaccion
para PCR (Master Mix 2X, (Promega®© Madison, WI, USA), 0.625 pL de los iniciadores
del exon 3 del gen IGF1; For-5- GGGGTATGGCTCGAGCAGTC-3’; Rev-5'-
TTCTGAGCCTTGGGCATGT-3’, numero de acceso, X51358 (HE et al., 2012; IDT®,
lllinois, USA) y 5 uL de dihidrato de trehalosa al 10 % (en agua libre de nucleasas y
proteasas, Merck© KGaA 64271, Darmstadt, Alemania). Los tubos con el fragmento
de la tarjeta procesada y la mezcla de reaccion, ya homogenizada, se colocaron en un

termociclador (GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems; California, USA).

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial de un

ciclo a 95°C, 5 min, un “touchdown” de 6 ciclos (desnaturalizacion a 95 °C, 30 s;
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alineamiento a 68 °C, 30 s y extensién a 72 °C, 45 s), 25 ciclos (desnaturalizaciéon a
95 °C, 30 s; alineamiento a 62 °C, 30 sy extension a 72 °C, 45 s) y extension final un
ciclo a 72 °C, cinco min. Se verificé la calidad y el tamafio de los fragmentos
amplificados por electroforesis en geles de agarosa al 4.0 % con solucion
amortiguadora Tris-Acetic Acid-EDTA (TAE 1X, Merck© KGaA 64271, Darmstadt,
Alemania), GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, SFO Bay Area, USA),
amortiguador de carga Loading Dye 6x y marcador molecular ®X174 DNA-Hae Il
(New England BioLabs, MA, USA); la visualizacién de los fragmentos se realizé con
un transiluminador con luz UV (MiniBIS Pro, DNR Bio-Imaging Systems, Neve Yamin,

Israel), utilizando el software GelCapture.
Secuenciacion y andlisis de secuencias

Los amplicones obtenidos del exdn 3 del gen IGF1, se enviaron a la empresa
Macrogen (Seul, Corea del Sur), para su limpieza y secuenciacion. Una vez obtenidas
las secuencias del exdn 3 de IGF1, se realizo una busqueda en Nucleotide BLAST del
NCBI y se seleccionaron aquellas que tenian mayor similitud con las de nuestro
estudio (X51358). Con las secuencias de cada exdn y las secuencias consenso, se
analiz6 la calidad de las secuencias y se realizd un alineamiento con el algoritmo
MUSCLE® (versién 2020.2.4, Edgar, 2004) en el programa Genious®, para determinar

el grado de similitud y detectar posibles polimorfismos.
Analisis estadistico

Las variables presencia o ausencia del gen IGF1- exdn3, incidencia de estro (IE),
retorno al estro (RE) y gestacion, se analizaron mediante regresion logistica utilizando
el procedimiento Logistic. La variable tiempo a inicio de estro (TE) se analizé con el
método estadistico curvas de sobrevivencia Log-Rank, mediante el procedimiento Life
Test; la prueba de comparaciéon de medias para los andlisis fue con la prueba de Tukey
(a= 0.05). Para el analisis de los niveles de insulina e IGF1 se utilizé el modelo
estadistico de regresion Poisson, utilizando el procedimiento de GENMOD vy la

comparacion entre los tratamientos fue mediante el método de Bonferroni. En todos
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los analisis se utilizo SAS version 9.4. En cada uno de los modelos estadisticos usados

se comprobo que no existiera efecto del peso y edad en las variables de estudio.
3.5.RESULTADOS Y DISCUSION
Incidencia y tiempo al inicio de estro

Las ovejas del tratamiento R100 en promedio mostraron signos de estro a las 31.5 h
después de retirado el CIDR, 8.5 h después que las ovejas del tratamiento r-30; pero
sin mostrar diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05; Cuadro 3y Figura
2). Al igual, no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de ovejas que
mostraron signos de estro en ambos tratamientos (p>0.05; Cuadro 3), después del

protocolo de sincronizacion.

Cuadro 11. Incidencia y tiempo al inicio de estro en ovejas Suffolk.

Tratamiento n Estro % Tiempo al estro (h)
R100 15 80.0 315
r30 15 73.3 23.0

Prueba de Tukey, p>0.05.

Figura 10. Curva de supervivencia para el inicio del estro en ovejas Suffolk de los
tratamientos R100 y r-30. Prueba de Tukey. Long Rank (p=0.3675).
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El foliculo dominante produce grandes cantidades de estradiol, el cual tiene una
retroaccion positiva con GnRH (Lenz et al., 2007) y, por lo tanto, un aumento en la
secrecion de LH y FSH; esta ultima estimula una mayor sintesis de la proteina A
placentaria asociada al embarazo (PAPP-A), que provoca una disminucion de las
proteinas de unién de baja afinidad 4 (IGFBP4) y 5 (IGFBP5), y aumenta la
disponibilidad del IGF1 producido en células de la granulosa, las cuales van a actuar
de manera autocrina y paracrina para estimular el ovocito, con lo cual pueda satisfacer
sus necesidades anabdlicas de manera eficiente (Wasielak; Bogacki, 2007). Una
alimentacion con alto contenido de energia aumenta los niveles de insulina e IGF1, lo
cual acelera el proceso de meiosis dentro de las células del cumulo, aumentando la
tasa de crecimiento del foliculo dominante y del foliculo preovulatorio (Laskowski et
al., 2016; Sakaguchi et al., 2002). Todos estos estudios concuerdan con los resultados
obtenidos en el presente estudio, ya que las ovejas con una mejor alimentacion en
calidad y energia fueron las ovejas del tratamiento R100, las cuales obtuvieron
mayores niveles de insulina e IGF1, posiblemente debido a una mayor eficiencia en el

desarrollo folicular, para generar mayor numero de foliculos preovulatorios.
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Contrario a lo reportado en la literatura, las ovejas del r-30 mostraron signos de estro
en un tiempo mas corto; este resultado pudo deberse a la subnutricibn en el
tratamiento, ya que los niveles de insulina bajan, y causan un retraso en el reinicio de
la actividad ciclica reproductiva, una reduccion en la secrecion pulsétil de LH y una
reduccion en la produccién de estrégenos por el foliculo dominante (Laskowski et al.,
2016). No obstante, un descenso en el mecanismo inhibitorio en la produccion
intraovarica de IGF1 puede ayudar a regular la funcion folicular y mantener los niveles
intrafoliculares de IGF1 (Ruiz et al., 2011), para mantener un funcionamiento
adecuado del foliculo.

La presencia de IGF1 en células del ovario tiene efectos mitogénicos, en las células
de la granulosa y luteas estimula la producciéon de progesterona, aumenta la
produccion de estradiol y de la proliferacion celular, y en células de la teca estimula la
produccion de andrégenos, pero disminuye la calidad de los ovocitos (Gong et al.,
2002). Esta informacion de la literatura concuerda con el porcentaje de retornos a estro
del presente estudio, ya que las ovejas con mayor nivel de IGF1 fueron aquellas del
tratamiento R100; sin embargo, a pesar de que se cubrieron los requerimientos
nutricionales de acuerdo a su etapa fisiologica, tuvieron un mayor porcentaje de
retornos a estro. Esto difiere con lo reportado por Zhang et al. (2018), quienes
mencionan que el ofrecer una dieta con bajos niveles energéticos durante la fase de
desarrollo embrionario, aumenta la secrecion de PG2a y baja la produccién de
progesterona, lo que provoca una lutedlisis y, como consecuencia, muertes
embrionarias y retorno a nuevos ciclos estrales (Lozano et al., 2003). En el presente
estudio, los mayores niveles de insulina e IGF1, resultado de una alimentacion
adecuada en la etapa de empadre, no tuvieron efecto en el tiempo ni en la
manifestacion del estro en ovejas Suffolk, con el uso de un protocolo de sincronizacion

con progestagenos.
Retorno a estro

No se observaron diferencias significativas en el primer retorno (dia 17) a estro

después de la MN entre los tratamientos (R100 vs. R-30; p>0.05, Cuadro 4); a pesar
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de la diferencia de 20 puntos porcentuales y sin efecto de las covariables edad (p=
0.2135) y peso (p= 0.8018). En el dia 34 post MN, hubo un retorno a estro de 9.0 %
en ovejas del tratamiento R100 y 0 % en el tratamiento r-30, sin diferencias
significativas (p>0.05, Cuadro 4) y sin efecto de las covariables edad (p= 0.8611) y
peso (p= 0.8767).

Porcentaje de gestacion

En el porcentaje de ovejas gestantes hubo diferencias significativas entre los
tratamientos (R100 y r-30; p<0.05, Cuadro 4), sin efecto de las covariables edad (p=

0.4205) y peso (p= 0.3393) en los resultados de la variable porcentaje de gestacion.

Cuadro 12. Porcentajes de retorno a estro y gestacioén en ovejas Suffolk.

. RE RE ,
Tratamiento n ) ) RE % Gestacion %
17 dias % 34 dias %
R100 15 26.7 2 9.12 33.32 86.72
r30 15 6.72 02 6.72 46.7°

Columnas con diferente literal son significativamente diferentes (Regresion logistica,

p<0.05). RE=retorno a estro.
Niveles de insulina

Entre tratamientos hubo diferencias significativas (p<0.05) en los niveles de insulina

en sangre al dia 23 después del empadre (Cuadro 5).

Cuadro 5. Promedio de niveles séricos de insulina en ovejas Suffolk.

Tratamiento 7 post MN 15 post MN 17 post MN 23 post MN 34 post MN

ng/mL
R100 23.282 37.108 33.432 34.752 17.842
r30 16.882 17.272 21.02 16.25° 16.632
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Columnas con diferente literal son significativamente diferentes (Prueba de Bonferroni,

p<0.05) con respecto a diferencias en niveles séricos de insulina entre tratamientos.
Niveles de IGF1

Entre tratamientos hubo diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos en los

niveles de IGF1 en sangre al dia 34 después de la MN (cuadro 6).

Cuadro 6. Promedio de niveles séricos de IGF1 en ovejas Suffolk.

Tratamiento 7 post |.A. 15postlLA 17 postl.A 23 postl.A 34 postl.A

ng/mL
R100 12.612 12.162 12.512 10.852 12.462
r30 8.402 8.712 9.612 9.562 9.69°

Columnas con diferente literal son significativamente diferentes (Prueba de Bonferroni,

p<0.05) con respecto a diferencias en niveles séricos de IGF1 entre tratamientos.

Los efectos de IGF1 durante la implantacion y el desarrollo temprano de la gestacion,
se caracterizan por disminuir la apoptosis, aumentar la proliferacion celular y mejorar
la transformacién y diferenciacion celular (Meiyu et al., 2011). Sin embargo, no se ha
podido demostrar si existe una correlacion de los niveles periféricos de IGF1 con los
niveles de IGF1 en liquido luminal uterino y si estos niveles periféricos pueden tener
influencia en el embrion (Bilby et al., 2006). Una alta correlaciéon se ha demostrado
entre los niveles de expresion de ARNm de progesterona y niveles de expresion de
ARNm de IGF1, de lo cual se infiere que la expresion endometrial de IGF1 esta
regulado por los niveles de progesterona en el endometrio uterino; por esta razon, las
hembras gestantes presentan niveles mas altos de IGF1 en el endometrio uterino en

comparacion con animales que no estan gestantes (Sequeira et al., 2016).

En el presente experimento, un 20 % de ovejas del tratamiento R100 mostraron signos
de retorno a estro después de la MN; sin embargo, estas ovejas resultaron prefiadas

en el diagnostico de gestacion. Esto se pudo deber probablemente a un error en la

74



metodologia del diagndéstico de estro o alguna disminucion en los niveles de
progesterona que provocara manifestacion externa de estro (Vifoles et al., 2012), ya
gue los niveles de IGF1 eran similares a las ovejas que no retornaron y diagnosticadas
como gestantes. Un 46.7 % de ovejas del tratamiento r30 no mostraron signos de estro
posterior a la MN; estas ovejas no resultaron prefiadas al momento del diagnéstico de
gestacion, probablemente debido a muertes embrionarias en los primeros 20 dias
posteriores a la concepcién sin mostrar signos de retorno a estro o a la presencia de
muertes fetales entre los dias 21 a 40 después de la concepcion (Bazer et al., 2011),
ya que estas ovejas tuvieron niveles menores de IGF1 en comparacién con las ovejas
del grupo R100. De esta manera, los niveles elevados de insulina e IGF1 en sangre al
dia 23 y 24 (implantacion y desarrollo temprano de la gestacion) después de la MN del
presente estudio, respectivamente, se asociaron con un mayor porcentaje de

gestacion en las ovejas pertenecientes al tratamiento R100.
Identificacion del exdn 3 en el gen IGF1 y sus polimorfismos

En todas las ovejas de ambos tratamientos se encontr6 el exén 3 (171 pb, Figura 3)
del gen IGF1, sin algun polimorfismo evidente en las secuencias analizadas del exon
de dicho gen (Figura 4). Las secuencias del exén 3 del gen IGF1 de este estudio
tuvieron un 100 % de similitud con la secuencia X51358; proveniente de Estados

Unidos.

Figura 11. Amplificacién del exén 3 en el gen IGF1 en ovejas Suffolk sincronizadas;
carril MM (1): marcador molecular, carriles 2 al 14: muestras amplificadas (171 pb) y

carril neg (15)= testigo negativo.
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Figura 12. Alineacion de secuencias del exdn 3 en el gen IGF1 (tamafio del producto
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La ingesta de alimento durante la gestacion altera las marcas epigenéticas, las cuales
mantienen una regulacién en la expresion de genes impresos. Esta regulacion lo hace
mediante la metilacién del ADN (adicion de un grupo metilo al nucleétido citosina,
teniendo como préximo nucle6tido una guanina; es decir, un sitio CpG), la modificacion
de histonas y el ARN no codificante (Zhou et al., 2019). Una desregularizacion en la
metilacién puede provocar silenciamiento de estos genes 0 una sobreexpresion de los

mismos, provocando efectos indeseables e incluso susceptibilidad a enfermedades
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(Wei et al., 2020). El desarrollo de embriones sea in vivo o in vitro es afectado por la
expresion de los genes IGF1 e IGF2 y la disponibilidad de nutrientes en la dieta, pues
se ha demostrado que una alimentacion de baja calidad nutricional disminuye la
transcripcion de los IGF, y hay un efecto negativo en el desarrollo embrionario (Gerbert
et al., 2006). La epigenética es probable que sea un factor que influy6 en los resultados
de este estudio, ya que todas las ovejas presentaron el gen y en el analisis del exén 3
no se encontraron mutaciones o, si hay otro cambio, puede estar presente en alguna

otra region del gen IGF1.
3.6.CONCLUSIONES

La restriccion nutricional, comparada con ofrecer una dieta que cubra los
requerimientos nutricionales de ovejas Suffolk segun su etapa fisiolégica, no mostro
diferencias significativas en la incidencia de estro, retorno a estro, ni afecto la
regulacion génica del exén 3 del IGF1. Sin embargo, e independiente de los factores
genéticos, el ofrecer una dieta baja en nutrientes con 70 % de los requerimientos para
mantenimiento durante la sincronizacién de estros, la MN y las etapas de implantacién
y gestacion temprana (15-34 dias posteriores a la fertilizacién), causé un efecto
negativo en los niveles séricos de insulina e IGF1 y en el porcentaje de gestacion en

ovejas Suffolk en la época reproductiva.
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CONCLUSIONES GENERALES

Con base en los estudios realizados, se concluye lo siguiente:

En los Ultimos 16 afios hay un incremento en la publicacion de articulos que analizan
la relacion de los IGF con la reproduccidn ovina. Existe una tendencia en aumentar la
probabilidad de publicar en revistas evaluadas con puntuacién CiteScore elevados, si

se usan técnicas en genética molecular.

Se identificaron los exones 5y 10 del gen IGF2 y ex6n 3 del gen IGF1 en todas las
ovejas Suffolk con CCB y CCA, y alimentadas con 100 y 70 % de sus requerimientos
nutricionales, respectivamente, sin encontrar diferencias en la secuencia de su ADN.
Asimismo, la CC no afectdé el tiempo a estro, incidencia de estro, gestacion,
fecundidad, prolificidad y niveles plasméticos de P4. Sin embargo, la CCA aumento el
namero de foliculos >6mm a las 12 h después de retirar el dispositivo intravaginal con
progestagenos, y la CCB aumentd el porcentaje de retornos al dia 34 después de la
IAl en la época reproductiva con ovejas Suffolk. Ademas, una dieta baja en nutrientes
para ovejas con 70 % de los requerimientos para mantenimiento durante las etapas
de sincronizacion, empadre y postempadre, la MN y las etapas de implantacion y
gestacion temprana durante la época reproductiva, tuvo un efecto negativo en los
niveles séricos de insulina e IGF1 y el porcentaje de gestacion. Pero no hubo efecto

en incidencia de estro y retorno a estro.

Los estudios de la presente tesis se consideran como los primeros en su tipo que
proporcionan informacién inicial y esencial del efecto del IGF1 e IGF2 en ovejas de
raza Suffolk y son un punto de partida para el desarrollo de futuras investigaciones
referente al tema, e incluso de lineas de investigacion. Para futuras investigaciones se
recomienda aumentar el nimero de ovejas por cada tratamiento, y busqueda de
transcritos de ARN en tejidos especificos como foliculos ovaricos y placenta. En la
nutricion de las ovejas, realizar una restriccion de nutrientes por mayor tiempo durante
la gestacidn de las ovejas y agregar un tratamiento para un total de tres: ovejas con
82



restriccién nutricional, ovejas con 100 % de requerimientos, y ovejas con un porcentaje

mayor de sus requerimientos nutricionales.

83



	PORTADA

	HOJA DE FIRMAS

	RESUMEN
	ABSTRACT
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	CONTENIDO
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	INTRODUCCIÓN GENERAL
	Objetivos
	Hipótesis
	Referencias

	CAPÍTULO I. ESTUDIO BIBLIOMÉTRICO DE FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A LA INSULINA EN LA REPRODUCCIÓN DE BOVINOS Y OVINOS
	1.1. RESUMEN
	1.2. ABSTRACT
	1.3.  INTRODUCCIÓN
	1.4. MATERIALES Y MÉTODOS
	1.5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	Crecimiento de la literatura
	Publicaciones más citadas
	Países de publicación o Cooperación entre los países
	Revistas de publicación
	Identificación de las temáticas de investigación

	1.6. CONCLUSIONES
	1.7. REFERENCIAS

	CAPÍTULO II. INFLUENCIA DE LA CONDICIÓN CORPORAL EN LA RESPUESTA REPRODUCTIVA Y LA REGULACIÓN GÉNICA DEL IGF2 EN OVEJAS SUFFOLK
	1.
	2.
	2.1. RESUMEN
	2.2. ABSTRACT
	2.3. INTRODUCCIÓN
	2.4. MATERIALES Y MÉTODOS
	Ubicación, ovejas y alimentación
	Presincronización y sincronización del estro
	Evaluación del desarrollo folicular
	Inseminación artificial intrauterina (IAI), estro y retorno a estro
	Gestación, fecundidad y prolificidad
	Análisis de progesterona
	Análisis de la regulación del gen IGF2
	Amplificación del gen IGF2
	Secuenciación y análisis bioestadístico de secuencias
	Análisis estadístico

	2.5. RESULTADOS
	Desarrollo folicular
	Incidencia y tiempo al inicio del estro
	Retorno a estro
	Prolificidad y fecundidad
	Niveles de progesterona y ovulación
	Identificación de los exones 5 y 10 del gen IGF2 y sus polimorfismos

	2.6. DISCUSIÓN
	2.7. CONCLUSIONES
	2.8. AGRADECIMIENTOS
	2.9. REFERENCIAS

	CAPÍTULO III. INFLUENCIA DE LA RESTRICCIÓN ALIMENTICIA EN LA REGULACIÓN DE IGF1 Y FERTILIDAD DE OVEJAS SUFFOLK
	3.1. RESUMEN
	2.
	3.2.  ABSTRACT
	2.
	3.
	3.1.
	3.2.
	3.3.
	3.3.  INTRODUCCIÓN
	3.4. MATERIALES Y MÉTODOS
	Ubicación, ovejas y alimentación
	Presincronización y sincronización del estro
	Análisis de la regulación génica del exón 3 del IGF1
	Amplificación del gen IGF1
	Secuenciación y análisis de secuencias
	Análisis estadístico

	3.5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	Incidencia y tiempo al inicio de estro
	Retorno a estro
	Porcentaje de gestación
	Niveles de insulina
	Niveles de IGF1

	3.6. CONCLUSIONES
	3.7. AGRADECIMIENTOS
	3.8. REFERENCIAS

	CONCLUSIONES GENERALES

