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Resumo

O objetivo deste artigo € revisar o efeito da melatonina na viabilidade embrionaria e ambiente uterino
em ovinos, tanto in vivo quanto in vitro, considerando as vias pelas quais esse hormdnio pode ter influéncia no
embrido ou 0 mecanismo de reconhecimento materno e estabelecimento de gravidez em ovelhas.
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Abstract

The aim of this article is to review the effect of melatonin on embryo viability and uterine environment
in sheep, both in vivo and in vitro, considering the pathways by which this hormone could have influences
at the embryo or the mechanism of maternal recognition and establishment of pregnancy in sheep.
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Introduccion

El establecimiento y mantenimiento de la gestacion es un proceso que integra una multitud de
eventos morfo-fisiologicos, endocrinolégicos e inmunoldgicos, entre los principales; que involucran una
comunicacion muy estrecha entre el embrion y el ambiente uterino. El conocimiento de estos eventos y de
los factores que intervienen en esta comunicacion materno-embrionaria, ha permitido en los ultimos afios
intentar mejorar la viabilidad embrionaria a través de diferentes técnicas y herramientas de manejo
nutricional, reproductivo, genéticas, ambientales y/o sanitarias, con el objetivo de aumentar la eficiencia
reproductiva y, en consecuencia, la eficiencia productiva de los sistemas.

Es dificil encontrar una tasa de prefiez 6ptima que incluya tanto ovejas como vacas, cuando
hablamos de gestacion en rumiantes. Y si hablaramos de vacas inicamente, ciertamente no seria lo mismo
vaca de cria que vaca lechera, a su vez, entre las vacas lecheras también deberiamos distinguir si hablamos
de vacas en lactancia o no, ya que los factores que provocan las fallas reproductivas tienen diferente impacto
segun el estado fisiologico y/o etapa del ciclo productivo en que se encuentre la vaca. Sin embargo, hay un
increible y amplio consenso en la literatura cientifica de este tema cuando se refiere al momento en que las
pérdidas embrionarias ocurren: entre el 25 y el 40% de las pérdidas embrionarias son observadas durante
las 3 primeras semanas de gestacion (periodo embrionario) (Hansen, 2011).

Esto nos indica que existe una relacion muy estrecha entre la eficiencia reproductiva y la viabilidad
embrionaria durante los primeros dias tras la fecundacion. Por ello, para mejorar la eficiencia reproductiva
en las ovejas, debemos enfocarnos en mejorar la supervivencia de los embriones durante las primeras
semanas de gestacion. Al respecto, existen varios factores externos e internos que influyen sobre la
eficiencia reproductiva del ganado ovino. Dentro de los factores externos, los dos mas importantes parecen
ser la estacionalidad reproductiva y la nutricion. A su vez, dentro de los factores internos nos vamos a
enfocar en el ambiente uterino que es donde se desarrolla el embrion durante las etapas mas criticas y
susceptibles de la gestacion (Spencer y Bazer, 1995; Senger, 2005).

Ambiente uterino
Desde el momento en que se produce la ovulacion, la LH es la hormona encargada de la formacion

y mantenimiento del CL (Niswender et al., 1981). Las células de la teca interna y las células de la granulosa
del foliculo ovulatorio sufren una gradual y rapida transformacion en tejido luteal (luteinizacion) dando
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lugar a la estructura denominada cuerpo luteo, que sera quien produzca y secrete P4. Dicha hormona prepara
el tero para la implantacion del embrion y el mantenimiento de la gestacion (Hafez, 1989); para ello, la
P4 ejerce un efecto inhibitorio a nivel de la secrecion de GnRH en el hipotalamo y de gonadotrofinas (FSH
y LH) en la hipofisis. Si la fecundacién no se lleva a cabo, se producira la regresion del CL, con el
consiguiente cese en la produccion de P4 para permitir el comienzo de un nuevo ciclo estral. La luteolisis
tiene lugar al final de la fase luteal y esta controlada principalmente por la prostaglandina (PG) F2a
producida por el endometrio (Wathes y Lamming, 1995).

Durante el celo y los primeros dias de gestacion ocurren alteraciones estructurales (modificaciones
en la altura, forma y secrecion de las células) a lo largo de todo el oviducto (Murray, 1995). El endometrio
también sufre una serie de transformaciones ciclicas en respuesta a la fluctuacion de los niveles sanguineos
de las hormonas ovaricas (Hafez, 1996). De esta manera, la progesterona y los estrogenos secretados por el
ovario, se unen a sus receptores especificos (RP y RE, respectivamente) de localizacion nuclear, a fin de
modular los cambios ciclicos que se producen a nivel de ttero. Existen dos tipos de RE: REa y RE, pero
los primeros son los predominantes en el tracto reproductivo (Meikle et al, 2004). Los estrogenos (E)
producen un notable crecimiento uterino. Durante la fase folicular, las glandulas crecen, penetran
profundamente en el estroma y comienzan a enrrollarse, pero su capacidad secretoria plena se da bajo la
influencia de la P4 (Niswender y Nett, 1994). Las glandulas uterinas sufren una marcada hiperplasia e
hipertrofia durante la gestacion (Gray et al., 2001). El desarrollo y la funcién del ttero dependen de
interacciones entre el epitelio y el estroma (Gray et al., 2001). El estroma dirige el desarrollo epitelial,
mientras que el epitelio influye en la organizacion del endometrio y en la diferenciacion del miometrio
(Cunbha et al., 1989; Gray et al., 2001). La P4 actua en el ttero asegurando su quiescencia y estimulando y
manteniendo las funciones secretorias endometriales esenciales para el desarrollo temprano del embrion, la
implantacion, la placentacion y el correcto desarrollo feto-placentario hasta el término de la gestacion
(Graham y Clarke, 1997).

La sensibilidad de un tejido a una hormona determinada depende de la expresion de los receptores
especificos en dicho tejido (Clark et al., 1992). La modulacion de la concentracion de estas proteinas
constituye el paso mas probable en el control de las respuestas celulares (Clark y Mani, 1994). Las
hormonas esteroideas ovaricas son importantes moduladoras de sus propios receptores. La concentracion
de los receptores

esteroideos en el tracto reproductivo de la hembra ha sido estudiada clasicamente en el

utero y estd demostrado que varia a lo largo del ciclo estral de la oveja (Miller et al., 1977). El
Estradiol 17p (E2), es el mas importante de los E debido a su potencia bioldgica, estimula la sintesis de su
propio receptor, asi como también la del RP, mientras que la P4 provoca la regulacion a la baja (o
downregulation) de ambos receptores (Clark y Mani, 1994). De esta manera, la concentraciéon uterina de
los RP y RE presenta valores maximos

alrededor del celo como respuesta a la accion estimuladora de los E y minimos durante la fase
luteal tardia debido a la accidn inhibitoria de la P4 (Miller et al., 1977).

En el caso en que la fecundacion si se produzca, tendra lugar un mecanismo de sefializacion entre
el embrion, el endometrio y el ovario a fin de evitar la regresion del CL, asegurando de esta manera la
produccion y secrecion de P4, lo que favorece el desarrollo temprano del embrion.

Desde el momento en que se produce la fecundacién, el ambiente reproductivo materno sufre
transformaciones que deberan estar en total sincronia con el desarrollo del embrién para lograr llevar a
término dicha gestacion (Martal et al., 1997), de lo contrario aumentaria la incidencia de la mortalidad
embrionaria (Roche et al., 1981).

Por ello, es el propio embrién el encargado de iniciar los mecanismos que sefialan su presencia en
el itero y que evitan la regresion del CL. Dicho proceso se ha denominado reconocimiento materno de la
gestacion (Short, 1969) y se caracteriza por que el embrion se alarga, aumenta de tamafio y secreta hacia el
lumen uterino una proteina de la familia de los interferones (IFN) llamada IFN-t, que tiene como funcion
evitar el desencadenamiento de la lutedlisis. Por lo tanto, la elongacion del embrion y su produccion de
IFN-t son eventos criticos para inhibir los mecanismos de la luteélisis, y por ende, favorecer la produccion
de P4 por el CL, asegurandose la continuidad del desarrollo embrionario (Spencer et al., 2004).

Efectos de la melatonina en el cuerpo liteo y la secrecion de P4.
Durotoye et al. (1997) han demostrado un efecto directo de la melatonina sobre el cuerpo luteo

(CL) para incrementar la produccion de P4. Ademads, observaron que la melatonina significativamente
estimul6 la produccion de P4 de las células de la granulosa, después de dos dias de cultivo in vitro, aunque
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el grado de respuesta dependié del tamafio de los foliculos originarios de esas células (in vitro). Estos
resultados demostraron que la melatonina puede actuar directamente en el CL para aumentar la produccion
de P4 y puede explicar las mejoras encontradas en la funcion luteal al final de la estacion reproductiva, al
utilizar efecto macho, en ovejas tratadas con implantes de melatonina exogena, ciclicas y no-ciclicas, que
tuvieron concentraciones plasmaticas de P4 mas elevadas que las ovejas no tratadas (Abecia et al., 2006).
En otro estudio, se obtuvieron resultados similares de este efecto luteotréfico en ovejas implantadas con
melatonina respecto de las ovejas controles (Vazquez et al., 2010). Evidencia adicional del efecto de la
melatonina sobre la secrecion de P4 fue reportada por Manca et al. (2014), quienes compararon el area
media de CL y los niveles de progesterona plasmatica provenientes de ovejas pinealectomizadas o controles
con cirugia “simulada”, donde estas ultimas presentaron niveles significativamente mayores que el grupo
pinealectomizado. Todos estos datos sugieren que la melatonina tiene influencia sobre el patrén de
desarrollo folicular y la capacidad esteroidogénica del cuerpo liteo.

Efectos de la melatonina en el tero y oviducto.

Varios autores han enfocado su trabajo en los efectos de la melatonina en el utero, tanto en la
poblacion de receptores uterinos, en la secrecion de PGF2a e incluso en la hemodinamica utero-placentaria
durante la gestacion. Al respecto, Gimeno et al. (1980) reportaron que la melatonina, in vitro, bloquea la
produccion de PGF2a por el utero. Ovejas tratadas con melatonina durante el anestro tuvieron niveles mas
altos de progesterona plasmatica durante la fase lutea inducida por efecto macho, comparada con las ovejas
no tratadas (Abecia et al., 2006), lo cual podria estar reflejando una fuerte regulacion de la expresion de
receptores de progesterona (RP) en el grupo implantado con melatonina. Considerando que, se ha reportado
el hallazgo de receptores de melatonina regulados por esteroides en uteros de ratas (Zhao et al., 2000; 2002),
un rol de la melatonina en la fisiologia endometrial podria ser explicado a través de cambios en los
receptores esteroideos del utero. En este sentido, hemos sido los primeros en reportar que el tratamiento
con melatonina induce cambios en la sensibilidad endometrial de los esteroides en ovejas subnutridas, ya
que observamos un aumento en la expresion de RP en el epitelio glandular profundo acompafiado de una
diminucion de la expresion de receptor de estrogenos (RE) en el estroma profundo del endometrio de ovejas
subnutridas tratadas con melatonina. Aunque en general, ni la melatonina ni el tratamiento nutricional
tuvieron un efecto en la expresion de RE y RP durante el anestro estacional (Vazquez et al., 2013). Cabe
destacar que, las ovejas subnutridas y con implante de melatonina estuvieron asociadas a tasas de viabilidad
embrionaria més altas durante el anestro (Vazquez et al., 2013). Ademas, el tratamiento con melatonina
tendi6 a aumentar el porcentaje de células positivas a PR en el epitelio glandular profundo y la mayor
intensidad de tincion de PR se observo en el epitelio glandular luminal y superficial (Vazquez et al., 2013).
También, nuestros resultados determinaron que la expresion de la transcripcion del ARNm de PR tendia a
ser mayor en la estacion reproductiva (ER) que en el anestro estacional (AE) (P = 0.08) y era menor en las
ovejas tratadas con melatonina en comparacion con las no tratadas (P <0,01). Esto fue evidente durante la
ER tanto en el control como en las ovejas subnutridas (P<0.05). La expresion de ERo también tendio (P =
0,09) a ser mayor en el ER que en el AE. No se encontraron efectos de la estacion, la nutricion, la melatonina
y su interaccion para la expresion de IGF-I. Aunque, la expresion de IGF-II e IGFIR fue afectada por la
melatonina y su interaccion con la nutricion (P<0.01) (Datos no publicados).

A nivel de oviductos, la melatonina exdgena no tuvo efecto sobre la expresion de ARNm de PRy
ERa, pero aument6 el IGF-I y el IGF-II, principalmente en ovejas subnutridas (P<0.05). Curiosamente, la
melatonina también mejor6 la viabilidad embrionaria tanto en ovejas control como subnutridas (Vazquez
et al., 2009). Por lo tanto, se podria plantear la hipotesis de que la melatonina podria ser parte de un
mecanismo compensatorio para aumentar la supervivencia de los embriones en ovejas subnutridas, a través
de la mejora del medio oviductal (Vazquez et al., 2018). En la actualidad y hasta donde sabemos, esta fue
la primera vez que estos parametros se evaluaron en el endometrio y en los oviductos de ovejas, durante la
estacion reproductiva y el anestro estacional.

Estudios adicionales son necesarios para lograr un mejor entendimiento de los mecanismos
reguladores y/o moduladores a través de los cuales la melatonina colabora con la supervivencia embrionaria
durante las etapas iniciales de la gestacion, las cuales marcan un momento critico en el que actian los
factores que pueden comprometer el desarrollo embrionario.
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