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(FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quistes (Q) de los grupos control (A), con COD
inducida (B) y con COD espontanea (C).

Expresidn genica relativa de IGFBP2 por hibridacién in situ en células de la granulosa de
foliculos primarios (FP), secundarios (FS) terciarios (FT) y quistes (Q).

Imagenes representativas de ARNm de IGFBP2 en foliculos terciarios del grupo control
(A), terciarios del grupo de animales con COD inducida (B) y en foliculos quisticos de los
grupos con COD espontanea (C) e inducida con ACTH (D).

Expresién proteica relativa de IGFBP2, medida como porcentaje de area
inmunopositiva, en células de la granulosa y la teca interna de foliculos primarios (FP),
secundarios (FS), terciarios (FT) y quistes (Q) de los grupos control (A), con COD
inducida (B) y con COD espontanea (C).

Expresién proteica relativa de IGFBP2, medida como porcentaje de area
inmunopositiva, en células de la granulosa y la teca interna de foliculos primarios (FP),
secundarios (FS), terciarios (FT) y quistes (Q) de los diferentes grupos analizados.

Imagenes representativas de la inmunomarcacién de IGFBP2 en foliculos terciarios del
grupo control (A), en foliculos terciarios (B) y quistes del grupos con COD inducida con
ACTH (C).

Cuantificacion relativa del ARNm de IGFBP3 por PCR en tiempo real

Expresidn genica relativa de IGFBP3 en células de la granulosa de foliculos primarios
(FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quistes (Q) de los grupos control (A), con COD
inducida (B) y con COD espontanea (C).

Expresidn génica relativa de IGFBP3 por hibridacién in situ en células de la granulosa de
foliculos primarios (FP), secundarios (FS) terciarios (FT) y quistes (Q).

Imdgenes representativas de la localizacién de la expresion relativa de ARNm de IGFBP3
en foliculos terciarios del grupo control (A), en quistes del grupo con COD espontdnea
(B) y quistes inducidos con ACTH (C).

Expresién proteica relativa de IGFBP3 en células de la granulosa de foliculos primarios
(FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quistes (Q) de los grupos control (A), con COD
inducida (B) y con COD espontanea (C).

Expresidn proteica relativa de IGFBP3 en células de la granulosa y de la teca interna de
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foliculos primarios (FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quisticos (Q) de animales
controles, con COD inducida y espontanea.

Imagenes representativas de la inmunomarcacién de IGFBP3 en foliculos terciarios del
grupo control (A), en foliculos quisticos de los grupos con COD inducida con ACTH (B) y
con la COD espontanea (C).

Cuantificacion relativa del ARNm de IGFBP4 por PCR en tiempo real

Expresién genica relativa de IGFBP4 en células de la granulosa y de la teca de foliculos
primarios (FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quistes (Q) de los grupos control (A),
con COD inducida (B) y con COD espontanea (C).

Expresion genica relativa de IGFBP4 por hibridacién in situ en células de la granulosa y
de la teca de foliculos primarios (FP), secundarios (FS) terciarios (FT) y quistes (Q).

Imagenes representativas de la localizacién del ARNm de IGFBP4 en foliculos terciarios
del grupo control (A), foliculos terciarios del grupo con COD espontanea (B) y en
foliculos quisticos de los grupos con COD inducida con ACTH (C) y con COD espontédnea
(D).

Expresién proteica relativa de IGFBP4, medida como porcentaje de drea
inmunopositiva, en células de la granulosa y la teca interna de foliculos primarios (FP),
secundarios (FS), terciarios (FT) y quistes (Q) de los grupos control (A), con COD
inducida (B) y con COD espontanea (C).

Expresién proteica relativa de IGFBP4 en células de la granulosa y la teca interna de
foliculos primarios (FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quisticos (Q) de animales
controles,con COD inducida y con COD espontanea.

Imagenes representativas en 40X de la inmunomarcacién de IGFBP4 en foliculos
terciarios del grupo control (A), y en foliculos quisticos de los grupos con COD inducida
con ACTH (B) y con COD espontdnea (C).

Cuantificacion relativa del ARNm de IGFBP5 por PCR en tiempo real

Expresidn genica relativa de IGFBP5 en células de la granulosa de foliculos primarios
(FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quistes (Q) de los grupos control (A), con COD
inducida (B) y con COD espontanea (C).

Expresién genica relativa de IGFBP5 por hibridacién in situ en células de la granulosa
foliculos primarios (FP), secundarios (FS) terciarios (FT) y quistes (Q).

Imdgenes representativas en de la localizacion de la expresion de ARNm de IGFBP5 en
foliculos terciarios del grupo control (A), en quistes inducidos con ACTH (B) y en quistes
espontaneos (C).

Expresion proteica relativa de IGFBP5, medida como porcentaje de drea inmunopositiva
en células de la granulosa y la teca interna de foliculos primarios (FP), secundarios (FS),
terciarios (FT) y quistes (Q) de los grupos control (A), con COD inducida (B) y con COD
espontanea (C).

Expresién proteica relativa de IGFBP5 en células de la granulosa y la teca interna de
foliculos primarios (FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quisticos (Q) de los animales
controles,con COD inducida y con COD espontanea.

Imagenes representativas de la inmunomarcacién de IGFBP5 en foliculos terciarios del
grupo control (A), en foliculos quisticos de los grupos con COD inducida con ACTH (B) y
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en foliculos quisticos del grupo con la COD espontanea (C).
Cuantificacion relativa del ARNm de IGFBP6 por PCR en tiempo real

Expresién proteica relativa de IGFBP6, medida como porcentaje de area
inmunopositiva, en células de la granulosa de foliculos primarios (FP), secundarios (FS),
terciarios (FT) y quistes (Q) de los grupos control (A), con COD inducida (B) y con COD
espontanea (C).

Expresién proteica relativa de IGFBP6 en células de la granulosa de foliculos primarios
(FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quisticos (Q) de los animales controles, con COD
inducida y con COD espontanea.

Imagenes representativas de la inmunomarcacién de IGFBP6 en foliculos terciarios del
grupo control (A), en foliculos terciarios (B) y quisticos de los grupos con COD inducida
con ACTH (C).

Cuantificacion relativa del ARNm de IGFR1 por PCR en tiempo real

Expresion proteica relativa de IGFR1, medida como porcentaje de area inmunopositiva,
en células de la granulosa de foliculos primarios (FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y
quistes (Q) de los grupos control (A), con COD inducida (B) y con COD espontdnea (C).

Expresidn proteica relativa del IGFR1 en células de la granulosa de foliculos primarios
(FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quisticos (Q) de los animales controles,con COD
inducida y con COD esponténea.

Imagenes representativas de la inmunomarcacién de IGFR1 en foliculos terciarios del
grupo control (A), foliculos terciarios del grupo con COD espontanea (B) y quistes de los
grupos con COD inducida con ACTH (C) y con COD espontanea (D).

Cuantificacion relativa del ARNm de PAPP-A por PCR en tiempo real

Imagen representativa del western blot que muestra la PAPP-A a 181KDa en foliculos
terciarios pequefios (TP), medianos (TM), grandes (TG) y quistes (Q).

Deteccion de PAPP-A mediante western blot en liquido folicular proveniente de
foliculos controles terciarios pequefios (TP), medianos (TM) y grandes (TG) y en
foliculos quisticos (Q).

Imagen representativa del western ligand blot que muestra las IGFBPs unidas a IGF1
biotinilado.

Cuantificacion de las IGFBPs en liquido folicular por western ligand blot en foliculos
terciarios pequefios (TP), medianos (TM), grandes (TG) y quistes (Q).

Fotografias en microscopio invertido de las células sembradas con DMEM:F12 y
suplementado con FHS e insulina (A), con insulina- transferrina- selenio (B), con selenio-

transferrina (C) y sin suplementos (D) a las 72 horas de cultivo.

Relacidn estrégenos/progesterona correspondientes al medio de cultivo con diferentes
suplementos obtenidos a diferentes tiempos.

Medicién de CYP19 en células de la granulosa cultivadas en medio de cultivo con
distitnos suplementos obtenidas a difentes tiempos.

Fotografias en microscopio invertido de las células de la teca sembradas con DMEM:F12
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y estimuladas con LH a las 12 h.

Figura72 Mediciéon de CYP17al en células de la teca cultivadas en medio de cultivo con distintos 106
estimulos de LH obtenidas a difentes tiempos.



RESUMEN

La enfermedad quistica ovarica (COD) es uno de los trastornos reproductivos
mas frecuentes en vacas lecheras de alta produccion. Alteraciones en la funcionalidad
del eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal serian responsables del desarrollo de la COD.
Considerando al sistema factores de crecimiento andlogos a insulina (IGF) como
importantes reguladores del crecimiento y funcionalidad folicular, evaluamos la
participacién de componentes del sistema IGF que podrian asociarse al desarrollo de la
COD. Se evidencid una disminucién del ARNm IGF1 en la granulosa de quistes respecto
a foliculos controles. Si bien no hubo cambios en la expresidn proteica de las proteinas
de union a IGF (IGFBP) 2 y 3, la expresion del ARNm disminuyd en la granulosa de
quistes respecto a foliculos controles. La actividad de IGFBP3 en liquido folicular (LF)
fue superior a las restantes IGFBPs, mientras que para IGFBP2 se mantuvo constante.
La expresién génica y proteica de IGFBP4 y 5 en células de la granulosa y la actividad en
LF disminuyd en quistes respecto a foliculos terciarios del grupo control. El ARNm de
IGFR1 y PAPP-A fue menor en la granulosa de foliculos controles respecto a quistes. A
nivel proteico, IGFR1 aumentd en la granulosa de quistes respecto a foliculos terciarios
controles y la PAPP-A aumentd en el LF de quistes comparados con los foliculos
terciarios controles. No se detectd expresiéon y actividad de IGFBP1 y 6. Estos
resultados evidenciarian que alteraciones en los componentes del sistema IGF
afectarian al normal funcionamiento del ovario participando en el desarrollo de la COD

en bovinos.



ABSTRACT

Cystic ovarian disease (COD) is one of the more frequent reproductive disorders
in dairy cows. Alterations in the function of the hypothalamic-hypophysis-gonadal axis
would be responsible for developing the COD. Considering that the insulin like growth
factor (IGF) system is an important regulator of the follicular growth and functionality,
the involvement of members of the IGF system that could be associated to the
development of COD was evaluated. A decrease in mRNA of IGF1 in granulosa cells of
cysts was detected compared to control follicles. While protein expression of IGF
binding proteins (IGFBP) 2 and 3 was not changed, mRNA expression in granulosa of
cysts was decreased related to control follicles. A higher level of IGFBP3 activity in
follicular fluid (FF) was detected compared to other IGFBPs, and IGFBP2 activity was
constant. The gene and protein expression of IGFBP4 and 5 in granulosa cells, and their
activity in FF was decreased in cysts related to control tertiary follicles. Decreased
levels of mMRNA of IGFR1 and PAPP-A in granulosa cells of control follicles compared to
cysts was detected. IGFR1 protein was higher in granulosa cells of cyst than in control
tertiary follicles and PAPP-A was increased in FF of cysts respect to controls. No
expression and activity of IGFBP1 and 6 was detected. These results would
demonstrate that alterations in components of the IGF system could alter the normal

ovarian function participating in the development of the COD in cattle.
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1.1 Histofisiologia ovarica

El ovario es considerado una glandula mixta debido a que produce una
proporcién equilibrada de hormonas esteroides (glandula endocrina) y células sexuales
fecundables en forma ciclica (glandula exocrina). De su actividad depende el
funcionamiento del aparato reproductor, la migracion de los gametos y del embrién
incipiente, asegurando su implantacién y desarrollo exitosos (Hafez y Hafez, 2000).

Dentro del ovario, el foliculo es el compartimiento que permite el desarrollo de
la doble funcién: gametogénesis y esteroidogénesis. Es una unidad fisioldgica
equilibrada cuyo funcionamiento y estructura dependen de factores extracelulares
como las gonadotropinas, que conducen una sucesion de transformaciones
subcelulares y moleculares de diversos componentes del foliculo: el ovocito, las células

de la granulosa y las células de la teca (Hafez y Hafez, 2000).

1.1.1 Ovogénesis y foliculogenesis

De acuerdo a lo establecido por la Némina Histoldgica (1994) los foliculos se
clasifican en: foliculos primordiales, primarios, secundarios, terciarios y preovulatorios
(Figura 1).

Los foliculos primordiales constituyen una reserva de foliculos en reposo que
serdn reclutados para desarrollarse o atresiarse durante la vida reproductiva de la
hembra. Estan compuestos por un ovocito rodeado por una capa de células planas
epiteliales llamadas células foliculares y carecen de células de la teca (Dellmann y
Eurell, 1998; Espinoza Villavicencio, 2007). A medida que el ovocito del foliculo
primordial aumenta de tamano, la capa de células foliculares aplanadas se convierte
en una capa simple de células cubicas o cilindricas convirtiéndose en foliculos
primarios (Dellmann y Eurell, 1998; Aerts y Bols, 2010a). La transformacién a foliculos
secundarios implica una intensa division mitotica de las células foliculares que rodean
al ovocito y consiguiente estratificacién del epitelio que originalmente era simple. A
partir de este momento las células se denominan granulosas. Alrededor de las mismas
aparece la ldmina basal, originada por secrecién de las propias células de la granulosa.
En esta etapa se completa la maduracién de la zona pellcida y se forman zonas de
contacto fisico de ésta con la membrana plasmatica del ovocito que permiten

mantener un contacto directo con el ovocito y proporcionarle los nutrientes
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necesarios. Las células del estroma ovdrico se organizan alrededor de la [dmina basal
del foliculo originando las células precursoras de la teca (Aerts y Bols, 2010a). En las
fases finales del desarrollo folicular, el ovocito detiene su crecimiento y se vuelve
competente para recomenzar la meiosis (Dellmann y Eurell, 1998). Durante esta fase,
las células de la granulosa proliferan aumentando el nimero de capas. Al mismo
tiempo, las células precursoras de la teca aparecen completamente diferenciadas
formando dos capas concéntricas. La interna, formada por células epiteloides, que
seran transformadas en células cuboides secretoras de hormonas esteroides, recibe el
nombre de teca interna. Rodeando la misma, aparece la teca externa formada
principalmente por tejido conectivo. Ambas capas de la teca reciben una abundante
vascularizacion, que se concentra fundamentalmente en la teca interna, ademas de
vasos linfaticos y terminaciones nerviosas. Los vasos sanguineos no atraviesan la
l[amina basal que rodea las células de la granulosa, determinando que tanto las células
de la granulosa como el ovocito reciban los nutrientes de la sangre por difusion a
través de la lamina basal. Progresivamente, se forman pequefias vesiculas llenas de
liquido, llamado liquido folicular (LF), entre las células de la granulosa. El LF aumenta a
medida que crece el foliculo, las vesiculas que lo contienen confluyen formando
amplias lagunas, constituyendo una cavidad denominada antro y su aparicién
caracteriza al foliculo terciario (Dellmann y Eurell, 1998). Al incrementar la produccién
de LF, el antro aumenta de tamafio y el ovocito en el interior del foliculo se desplaza
hacia una posicion excéntrica rodeado por dos a tres capas de células de la granulosa
formando el cimulo ovigero (Aerts y Bols, 2010a).

Aquellos foliculos terciarios que han alcanzado los estadios finales de
crecimiento y maduracion, y han adquirido la capacidad para ovular frente a
adecuados niveles de LH se denominan foliculos preovulatorios. Las células de la
granulosa aumentan de tamafio y adquieren inclusiones lipidicas, mientras que en las
células de la teca interna aparecen vacuolas y aumenta la vascularizacién. Estos
foliculos se caracterizan por una baja tasa mitética de las células foliculares y una alta
relacién estrogenos/androgenos y estrogenos/progesterona en el LF. Ademas, las
células de la granulosa presentan receptores de LH, alta produccién de inhibina y
elevado flujo sanguineo comparado con los foliculos atrésicos (Dellmann y Eurell,

1998).
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Figura 1: (A) Desarrollo folicular. Esquema de un corte longitudinal de ovario adulto en el cual se
observan las distintas categorias de foliculos en crecimiento, la ovulacién, cuerpo liteo y cuerpo blanco
(adaptado Ross y col. 2004) (B) Principales categorias de foliculos en reposo y en crecimiento con sus
componentes (Modificado de Enciclopedia Britanica, 2007).

Finalmente, y debido a un ascenso de los niveles de estrégenos séricos, seguido
de un pico de LH y de FSH ocurre la ruptura del foliculo preovulatorio y la liberacién del
ovocito. Luego de la ovulacion, las capas foliculares se reorganizan para convertirse en
principio, en cuerpo hemorragico y luego, en cuerpo Iuteo (CL). La principal funcién del

CL es la de secretar progesterona que permite el acondicionamiento del Utero para el
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periodo de prefez y la regulacién de las contracciones del oviducto para el transporte
del évulo hacia el utero (Dellmann y Eurell, 1998).

La foliculogénesis en los mamiferos es un proceso altamente selectivo. Una
pequefia proporcién de foliculos totales (menor al 0,1%) sobrevive a la atresia y llega a
formar un foliculo dominante. Sélo en presencia de la FSH el foliculo crecerd y evadira
la atresia. Los foliculos destinados a la atresia se caracterizan por la pérdida en la
capacidad para producir estradiol y un aumento en la produccién de proteinas de
unién a factores de crecimiento analogos a insulina (IGFBPs). Si bien el 99,9% de los
foliculos primordiales llegan a la muerte por atresia, la mayor parte de los foliculos que
superan este estadio sufren dicho proceso en diferentes momentos de su desarrollo,
siendo, en general, sélo uno el que alcance la eventual ovulaciéon (Adams y Pierson,
1995; Matsuda y col., 2012). La atresia se caracteriza por cambios degenerativos no
inflamatorios que llevan a la pérdida del ovocito, de células de la granulosa y de

receptores hormonales.

1.2 Ciclo estral

Las hembras bovinas son poliéstricas continuas y muestran conducta de celo
aproximadamente cada 21 dias (18-24 dias). El ciclo estral estd regulado por la
liberacion de hormonas del hipotalamo (GnRH, kisspeptina), de la glandula hipdfisis
(FSH y LH), de los ovarios (progesterona, estradiol e inhibinas) y del utero
(prostaglandina F2a: PGF2a). Estas hormonas actuan por retroalimentacion positiva y
negativa para controlar el ciclo estral en los bovinos (Roche, 1996; Forde y col., 2011;
Endo vy col., 2012).

El ciclo estral en los bovinos tiene en promedio 2 o 3 ondas foliculares pero sélo
la dltima resulta en ovulacién. La primera onda folicular del ciclo emerge en el dia de la
ovulacion (dia 0), el patrén de la segunda onda ocurre en el dia 9-10 para los ciclos de
2 ondas (Figura 2). En los ciclos de 3 ondas, la segunda onda emerge en los dias 7-9 y la
tercera onda emerge entre los dias 15-16. Las ondas surgen a partir de la etapa
prepuberal del bovino, y contindan durante su periodo reproductivo, que incluye la
gestacion, el posparto, la lactacidn, y en anestro. El ciclo consiste en una fase folicular

(4-6 dias), y una fase luteal (14-18 dias):
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Fase folicular. Es un periodo relativamente corto del ciclo estral que involucra
el proestro y el estro. Se caracteriza por un cambio en la dominancia de Ia
progesterona a la dominancia del estrégeno como resultado de la regresion funcional y
estructural del CL. Las concentraciones circulantes de estradiol presentan un pico
asociado con el comienzo de la receptividad sexual y finaliza con la ovulacion del

foliculo dominante (Adams y Pierson 1995, Forde y col., 2011).
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Figura 2: Diagrama del ciclo estral bovino mostrando los niveles hormonales en cada una de las etapas
de las fases folicular y luteal. (Adaptado de Enciclopedia Bovina. Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia. UNAM)

Fase luteal. Es el periodo del ciclo estral que involucra el metaestro y diestro.
Presenta un cambio en la dominancia de los estrégenos a una dominancia de la
progesterona luego de la ovulacidn. Las concentraciones de progesterona secretadas
por el CL regulan el desarrollo folicular por un mecanismo de retroalimentacion
negativa de la frecuencia pulsatil de liberacién de LH (Adams y Pierson 1995, Kinder y
col., 1996; Endo y col., 2012).

1.2.1 Ondas foliculares

El desarrollo de foliculos en el ovario es un proceso dinamico que involucra el

reclutamiento de un grupo de foliculos en crecimiento, la seleccién fisiologica de un

foliculo ovulatorio y la ovulacién o su regresion (Figura 3).
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Figura 3: Reclutamiento, seleccion y dominancia en un patrén de tres ondas de crecimiento folicular
durante el ciclo estral bovino (Adaptado de Aerts y Bols 2010b).

De acuerdo a Goodman y Hodgen (1983) la foliculogénesis puede estar dividida
en 3 etapas, el reclutamiento, la seleccion y por ultimo, la dominancia (Armstrong y
Webb, 1997; Aerts y Bols, 2010b).

El reclutamiento implica que una cohorte (5-10 foliculos en bovinos) de
foliculos terciarios es capaz de evadir a la apoptosis debido al incremento de niveles de
la FSH circulantes para continuar con el desarrollo.

La regresion del foliculo dominante durante una onda en crecimiento o en la
ovulacion al final del ciclo estral causa una elevacién de la FSH circulante. La pérdida
del foliculo dominante es acompafada por la disminucién de los niveles hormonales
sintetizados por el foliculo tales como estrégenos e inhibina resultando, a través de la
retroalimentacion negativa, en un incremento en la secreciéon de FSH por la glandula
hipofisaria. La FSH actia como un factor importante en la fase temprana del foliculo
antral, siendo responsable del reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos
antrales para la siguiente onda folicular.

Durante la seleccion, el aumento de la FSH es responsable de la iniciacion del
crecimiento folicular cuando el foliculo mas grande llega a 4-5mm y los demds son
destinados a la atresia. Los maximos niveles de FSH en la primera onda folicular del

ciclo son tipicamente expresados luego de aproximadamente 28h del estro. La
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produccidn y secrecidn de estradiol e inhibina por el foliculo en crecimiento resulta en
la disminucién de la liberacién de la FSH, a pesar de esto, estos foliculos siguen
dependientes de la FSH para su continuo crecimiento.

Otro factor que estaria involucrado en la seleccidon folicular, seria el sistema de
factores de crecimiento analogos a insulina (IGF). Los IGFs poseen actividades
paracrinas y autocrinas, que incluyen el aumento en el crecimiento de las células, en la
produccidn de estradiol y de la sensibilidad en las células de la granulosa a la FSH.

Cuando el foliculo de mayor tamafio de la onda, llega a un diametro cercano a
8,5 mm, se produce la desviacion. Hasta alcanzada esta instancia todos los foliculos en
crecimiento retienen la capacidad de convertirse en foliculos dominantes, luego de la
desviacidn, el foliculo de mayor tamafio alcanza la dominancia y los demas regresan.
Al comienzo de la desviacién folicular, este foliculo es capaz de utilizar los bajos niveles
de FSH, posiblemente potenciados por el efecto local del estradiol y del IGF1. La baja
concentraciéon de FSH impide la emergencia de una nueva cohorte de foliculos en
crecimiento y se produce la regresion de los foliculos de menor tamafio (Santiago y
col., 2005; Aerts y Bols, 2010b).

La LH posee un rol importante durante la fase de dominancia, se uniria a sus
receptores en las células de la granulosa que se expresan aproximadamente 8 horas
antes del comienzo de la desviacion y estimularia la sintesis de estradiol (Ginther y col.,
2001). El estradiol induciria cambios en el mecanismo de desviacién folicular, tales
como un aumento de la actividad de la enzima aromatasa, estimulacién de la
expresiéon de receptores para LH y aumento de la sensibilidad para las gonadotropinas

(Aerts y Bols, 2010b).

1.2.2 Regulacion del ciclo estral

El proceso reproductivo de los mamiferos esta regulado por una combinacion
de actividades del sistema neuroendocrino, tejidos diana y la presencia de sistemas de
regulacion autocrina/paracrina. La actividad ovarica estd regulada por un proceso
integrado que abarca sefales extraovdricas y factores intrafoliculares (Webb vy col.,
2004). Los ovarios actuan como una unidad aislada, cada onda folicular incluye
foliculos de ambos ovarios que responden al unisono. En las especies monotocas, solo

un foliculo es seleccionado para continuar la dominancia, de cualquiera de los ovarios.
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Si bien los factores intrafoliculares (autocrinos y paracrinos) son importantes para el
crecimiento, no hay estudios que indiquen que un foliculo afecte el estado de
salud/regresion de los foliculos vecinos directamente por un efecto de localizacion
(Austiny col., 2002).

El ciclo estral es regulado por interacciones hormonales regidas por el eje
hipotdlamo-hipdfisis-ovario (Figura 4). El eje hipotalamo-hipofisario estd constituido
por neuronas neurosecretoras localizadas en el hipotalamo y la glandula hip&fisis. Este
sistema es regulado por una hormona de naturaleza peptidica, denominada GnRH
(hormona liberadora de gonadotropinas). La GnRH, sintetizada por el hipotdlamo, es
transportada a la eminencia media y difunde a los capilares del sistema porta
hipofisario y luego a las células de la adenohipodfisis donde estimula la sintesis y
secrecion de las hormonas hipofisarias: foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH).
Estas dos hormonas, de naturaleza peptidica, son denominadas gonadotropinas ya que
su organo blanco son las génadas donde estimulan la gametogénesis y la liberacién de
esteroides gonadales (Ungerfeld 2002).

Entre las hormonas secretadas en la adenohipdfisis, la FSH y la LH cumplen un
papel relevante en el control neuroendocrino del ciclo estral. La FSH es la responsable
del proceso de esteroidogénesis ovarica, crecimiento y maduracién folicular. La FSH
ademas, induce la sensibilidad de las células de la granulosa por LH al incrementar el
namero de receptores para esta hormona. La LH interviene, ademas de la
esteroidogénesis, en los procesos de ovulacion, desarrollo del CL y luteinizacion (Eppig,
2001). Tanto la FSH como la LH son secretadas a la circulacion en forma de pulsos y son
reguladas por dos sistemas, el tdnico y el ciclico. El sistema tdnico produce el nivel
basal circulante de hormonas hipofisarias que promueven el desarrollo de los
componentes germinales y endocrinos de las génadas. El sistema ciclico opera mas
agudamente, siendo evidente por solo 12 a 24 horas en cada uno de los ciclos
reproductivos de la hembra. La funcién primaria del modo ciclico es desencadenar el
pico preovulatorio de LH y, en consecuencia, la ovulacién. Si bien la liberacion de LH y
FSH es inducida por pulsos de GnRH, las concentraciones ténicas de las mismas son
controladas por retroalimentacidon negativa desde las génadas mediante secrecién de
estrogenos, progesterona e inhibina. Ademads existe una modulacién local que incluye

a miembros de la familia del factor de crecimiento transformante B (TGF-B), como por
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Figura 4: Esquema de las interacciones hormonales entre el eje hipotalamo-hipodfisis y el ovario.
(Gartner y Hiatt, 1997).

En los foliculos terciarios, la LH interacciona con los receptores de LH (LHR) de
las células de la teca interna y junto con la enzima citocromo P450 17A1 (CYP17A1) son
los responsables de la produccién de andrégenos (Hafez y Hafez, 2000; Drummond,
2006; Palma, 2008). Los androgenos son secretados a los capilares o pueden atravesar
la ldmina basal para alcanzar las células de la granulosa. Los receptores de FSH (FSHR)
expresados por células de la granulosa, al interaccionar con FSH, estimulan a la enzima
aromatasa P450 (CYP19A1) y activan el sistema para la aromatizacion de los
andrégenos tecales (testosterona) en estréogenos, que luego son secretados al LF y los
capilares. Asi, los niveles basales de LH actian conjuntamente con FSH para estimular

la secrecién de estrégenos por parte del foliculo dominante, ya que las células de la
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granulosa de foliculos maduros son inducidas por la FSH para expresar
progresivamente LHR. De esta manera, los foliculos maduros aumentan su sensibilidad
a LH en la onda preovulatoria. Ademas, el incremento de los LHR prepara al foliculo
para el proceso de luteinizacién, posterior a la ovulacidon (Hafez y Hafez, 2000; Mihm y
Austin, 2002; Wiltbank y col., 2002). La liberacién en pulsos de LH y FSH induce las
etapas finales de la maduracién del ovocito, previo a la ovulacidn. En este sistema de
retroalimentacién positiva, un aumento en la concentracién de estrégenos circulantes
ejerce un efecto de retroalimentacién positiva en el centro ciclico del hipotdlamo,
induciendo una onda repentina de liberacion de GnRH, la cual se acompafia por la
onda preovulatoria de LH y FSH. En consecuencia, los niveles de estradiol disminuyen
inmediatamente después de la liberacidn ciclica de estas dos gonadotropinas (Hafez y
Hafez, 2000).

Los efectos de la progesterona, producida por el CL en respuesta a LH, se
observan una vez que el tejido blanco ha estado expuesto a la estimulacién de los
estrégenos. Esta preparacién por los estrogenos conduce a un efecto sinérgico. A nivel
hipotaldmico, la progesterona ejerce una retroalimentacién negativa sobre el centro
ténico.

Ciertos péptidos gonadales estimulan (activinas) o inhiben (inhibinas,
foliculostatina) la secrecion de FSH a nivel de la hipofisis (Delgado y col., 2011). La
inhibina, hormona proteica, es producida por células de la granulosa e interviene en el
mecanismo de regulacion de la secrecion de la FSH. Ejerce una retroalimentacién
negativa a nivel hipofisiario, produciendo la supresién de la liberacidn de FSH sin
alterar la liberacién de LH, evidenciando que podria ser, en parte, responsable de la
liberacion diferencial de FSH y LH desde la hipdfisis. A nivel de la hipdfisis, la activina
estimula la secreciéon de la FSH (Hafez y Hafez, 2000; Aerts y Bols, 2010a). La FSH
realizaria una accidon sinérgica con los IGFs y activinas en la regulacién de la
proliferacién y diferenciacion celular asi como en la esteroidogénesis en las células

ovadricas (Lucy, 2000; Silva y col., 2009).

1.3 Enfermedad quistica ovdrica
La enfermedad quistica ovarica (de inglés cystic ovarian disease: COD) es una

de las principales causas de falla reproductiva y de infertilidad, y constituye uno de los
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trastornos reproductivos mas frecuentes en vacas lecheras (Vanholder y col., 2006).
Los quistes ovaricos ocasionan importantes pérdidas econdmicas en la produccién,
dado que provocan una prolongacién de los intervalos parto-primer celo, parto-
concepcion y parto-parto (Silvia y col., 2002). Debido a esto, se generan incrementos
en los costos veterinarios y aumentos de la tasa de rechazo (Peter, 2004; Vanholder y
col., 2006; Rizzo y col., 2011) estimandose pérdidas de US$137 por lactancia (Johnston
y col., 1997; Silvia y col., 2002). El rango de ocurrencia de la COD es entre los 33 y los
148 dias posparto. La incidencia de los quistes foliculares varia entre el 5 a 10%, si bien
se reporta hasta un 30%, el 24% de los quistes que aparecen antes de los 39 dias
posparto regresan espontaneamente (Garverick, 1997; Silvia y col., 2002; Hooijer,
2003; Peter, 2004; Nelson y col., 2010). La regresion espontanea seria del 60% si la
condicidn se considera antes de los 30 dias postparto, por lo que la incidencia es
influenciada por el momento en el que se realiza la primer examinacion posparto y por
el protocolo de fertilidad usado (Opsomery col., 1996; Hooijer, 2003).

La COD se caracteriza por la presencia de estructuras foliculares de un diametro
mayor al ovulatorio, que permanecen en el tiempo ocasionando trastornos en la
funcionalidad ovarica. Los quistes son estructuras dindmicas, descriptos como foliculos
anovulatorios Unicos o multiples, localizados en uno o ambos ovarios, que tienen un
diametro mayor a 18 mm (mayor al ovulatorio), con una persistencia superior a los 6
dias, en ausencia de tejido luteal, sin tonicidad uterina y con interrupcién de los ciclos
estrales normales (Silvia y col., 2002; Bartolomé y col., 2006). Los quistes pueden
regresar y ser reemplazados por otros quistes, pueden atresiarse o luteinizarse e
inclusive puede producirse la ovulacion de otro foliculo dominante en presencia de
estas estructuras por lo cual se establece que la COD es una enfermedad dindmica
(Hamilton y col., 1995; Silvia y col., 2002; Bartolomé y col., 2005).

Los quistes se desarrollan a partir de foliculos preovulatorios que han fallado en
ovular, persisten en el ovario y luego interfieren con la funcién normal del ovario. Los
signos clinicos mas relevantes de esta enfermedad son el anestro, manifestaciones de
ninfomania y ciclos estrales irregulares (Hooijer, 2003).

Diferentes estudios demostraron que el desarrollo de quistes foliculares estd
asociado con un desbalance endocrino en el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal

(Vanholder y col., 2006, Salvetti y col., 2007). Existe un creciente interés sobre el rol de

12



[ . |t{rOdUCCION

las hormonas metabdlicas y la funcién de factores asociados en el ganado bovino. La
insulina y el factor de crecimiento analogo a insulina 1 (IGF1) han sido postulados
como mediadores entre el estado nutricional y la funcién ovarica en bovinos (Webb y
col., 2004; Kawashima y col., 2007). Altas concentraciones de IGF1 e insulina en
circulaciéon se asocian con al corto intervalo entre el parto y la primera ovulacion
(Butler, 2000). En el ovario humano, los receptores de insulina han sido localizados en
el ovocito, en las células de la granulosa, células de la teca y estroma, sugiriendo que la
accion de la insulina en el ovario estd mediada por los receptores (Samoto y col.,
1993). Diferentes estudios in vivo e in vitro en bovinos indican que la insulina y el IGF1
estimulan tanto la sintesis de estradiol en células de la granulosa como sintesis de
andrégenos en las células de la teca (Spicer y col., 1993; Spicer y Echternkamp 1995;
Armstrong y col., 2002). Se ha postulado que el estado metabdlico del foliculo en la
etapa final del desarrollo juega un rol esencial en la seleccién del foliculo para la
dominancia. Entonces, puede suponerse que alguna falla en los sistemas IGF/ insulina

podrian llevar a la regresion folicular o a la formacion del quiste (Braw-Tal y col., 2009).

1.3.2 Factores predisponentes en la formacidn de quistes

Existen diversos factores que contribuyen con el desarrollo de quistes ovaricos
bovinos. Estos pueden clasificarse en factores generales y factores especificos (Figura
5).

Dentro de los factores generales se pueden mencionar la produccién de leche,
la edad, el momento reproductivo, la condicién corporal, la estacién del afio y como
uno de los mas relevantes, la herencia. Se ha visto que la enfermedad se presenta con
mayor frecuencia en algunas lineas de sangre de ganado. En razas destinadas a la
produccion lactea, existe una mayor predisposicion genética a COD (Hooijer y col.
2001; Peter, 2004).

La COD se observa frecuentemente en vacas de alta produccion lactea durante
la lactancia temprana. La tasa de quistes ovaricos aumenta con la edad y presenta una
distribucién variable segun la estacién del afio (Garverick y col., 1997). En diferentes
estudios se ha demostrado la ocurrencia de COD en las distintas zonas climaticas. En
regiones frias, la mayor ocurrencia de COD es en bovinos con partos ocurridos en

otofio, los cuales se corresponden con el periodo de servicio en establos durante el
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invierno. En regiones tropicales o cdlidas, se han reportado mayor nimero de casos de
animales con COD durante el verano debido al estrés por calor (Nelson y col., 2010).
Por otro lado, la condicién corporal de los animales es otro factor predisponente
importante. Las vacas con una condicidon corporal superior a 4 (escala de 0 a 5)
presentan quistes con una frecuencia de 2,5 veces superior a las que poseen una
condicién corporal menor o igual a 3 (Salvetti y col., 2007).

La tasa de quistes ovaricos aumenta con la edad, siendo muy raro su hallazgo
en vaquillonas. La mayor frecuencia de la enfermedad en el puerperio denota el efecto
de los disturbios endocrinos, caracteristicos de esa etapa de la vida de la hembra
bovina.

La alimentacién es uno de los factores especificos que pueden predisponer a la
presentacion de COD en bovinos lecheros. Las raciones ricas en proteinas utilizadas
para elevar la produccién de leche, asociadas a la falta de ejercicio, podrian ser
factores importantes en el desarrollo de la enfermedad. Durante la lactancia temprana
la mayor parte de la energia del animal es destinada hacia la produccion de leche y
requerimientos de mantenimiento, provocando un estado de balance energético
negativo (BEN) durante el cual existe una importante movilizaciéon de las reservas
corporales (Bauman y Currie, 1980; Hooijer et al, 2005).

Durante el posparto, las concentraciones periféricas de insulina, IGF-1, glucosa
(Beam vy Buttler, 1999) y leptina (Block y col., 2001; Liefers y col.,, 2003) estan
reducidas, mientras que las concentraciones de metabolitos tales como acidos grasos
no esterificados (AGNEs) (Rukkwamsuk y col., 2000) y B-hidroxibutirato (B-HB) estan
incrementadas (Leroy y col., 2004). Las bajas concentraciones sistémicas de IGF1 en el
posparto temprano podrian contribuir a la anovulacién y subsecuente desarrollo de
quistes foliculares (Zulu y col., 2002).

Las dietas altas en proteinas estimulan la producciéon de leche en la lactancia
temprana (Butler, 1997) pero se ha demostrado que el consumo de proteina por
encima de las necesidades para la produccién, genera un efecto negativo sobre la
eficiencia reproductiva (Canfield y Butler., 1990). Este efecto negativo en el
comportamiento reproductivo se deberia al incremento del gasto energético para
desintoxicar al higado del exceso de amoniaco (Staples y col., 1998).Con respecto a

otros desérdenes metabdlicos, se ha sugerido que la resistencia insulinica o la
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hiperinsulinemia no tienen un rol importante en la etiologia de la enfermedad en
bovinos. Una insuficiencia de insulina mds que una resistencia a la misma ha sido
observada en vacas con quistes, indicando una interaccién alterada entre glucosa e
insulina a nivel pancredtico (Opsomery col., 1999). Esta deficiencia de insulina se debe
principalmente a que la glandula mamaria utiliza gran parte de la glucosa circulante
para la sintesis de lactosa, descendiendo la glucemia y consecuentemente la secrecién

de insulina.

Momento reproductivo

— FACTORES GENERALES Condicion corporal

N SR A A i Estacion del afio
Herencia

INFLUENCIAEN

DESARROLLO DE QUISTES

— FACTORES ESPECIFICOS Infecciones uterinas
Estrés

Figura 5: Esquema de los factores mas relevantes que influyen en el desarrollo de la COD en bovinos.

Durante el posparto, las hembras bovinas son altamente susceptibles a diversos
procesos patoldgicos, incluyendo retencién de placenta, metritis, hipocalcemia vy
anestro posparto (Nelson y col., 2010). Las infecciones uterinas posparto causadas por
bacterias Gram (-) son capaces de sintetizar y liberar endotoxinas que estimulan la
liberacién de cortisol adrenal de forma que suprimen el pico preovulatorio de la
hormona luteinizante (LH) y en consecuencia conducen a la formaciéon de quistes
foliculares ovaricos (Bosu y Peter 1987). El mecanismo a través del cual ocurre es
desconocido (Peter y col., 1991; Suzuki y col., 2001), sin embargo, las endotoxinas
junto con sus mediadores, las interleuquinas, son responsables de la mayoria de los
efectos patdgenos. Las interleuquinas son capaces de inducir la liberacion de Ia
hormona liberadora de corticotropina (CRH) del hipotdlamo y consecuentemente la

adrenocorticotropina (ACTH) de la hipdfisis, lo cual estimula a la glandula adrenal a
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incrementar la produccién de corticoesteroides, e inhibir la formacién de receptores
de LH en células de la granulosa. Todas las acciones mencionadas resultan en un
aumento del cortisol, y la supresidn del pico preovulatorio de LH. De esta manera, se
produce un disturbio de las interacciones hormonales que controlan el funcionamiento
normal del ovario (Battaglia y col., 2000; Williams y col., 2001; Peter, 2004).

Cabe destacar que cualquier factor considerado provocador de estrés interfiere
en los mecanismos que modulan al eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal modificando la
secrecion de gonadotropinas y modificando el cronograma de eventos de la fase

folicular del ciclo estral (Salvetti y col., 2007, Amweg y col., 2013).

1.3.3 Etiologia y Patogenia

La patogenia de la COD implica un proceso complejo, con un trastorno
plurifuncional de la ovulacién, que tiene como base la predisposicién hereditaria
sumada a causas ambientales (estrés, manejo nutricional, enfermedades infecciosas y
manejo en general) (Lopez-Diaz y Bosu, 1992; Woolums y Peter, 1994b; Garverick,
1997; Peter, 1997; Zulu y Penny, 1998; Peter, 2000; Ribadu y col., 2000). La causa
primaria de la enfermedad no ha sido establecida claramente adn (Silvia y col., 2005;
Vanholder y col., 2006). Uno de los motivos que dificulta su determinacion es que en el
momento de realizar el diagndstico clinico no se conocen los procesos que condujeron
a su formacién y futura regresién de los quistes.

La hipotesis mds aceptada propone que un desequilibrio en el eje
hipotaldmico-hipofisario-gonadal se encontraria involucrado en el desarrollo de
quistes debido a su participacion en la regulacidn de diversas funciones reproductivas
(Lopez-Diaz y Bosu, 1992; Garverick, 1997; Zulu y Penny, 1998; Dobson y col., 2000;
Ribadu y col., 2000; Peter, 2004).

Existe una falla en la ovulacién luego de que uno o varios foliculos de una onda
de crecimiento folicular se desarrollan y superan el tamafio ovulatorio. Una falla en
dicho proceso resulta en una inadecuada liberacién de GnRH desde el hipotdlamo y
consecuentemente, una inapropiada liberacion de LH desde la hipdfisis y/o en un
momento inadecuado, conduciendo a una falla en la ovulaciéon. En general se
considera que las hembras bovinas con quistes foliculares poseen una secrecién basal

elevada de LH y de 17B-estradiol durante el crecimiento folicular, seguida de una
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supresion del pico preovulatorio de LH en el momento de la maduracién (Hamilton y
col., 1995).

En condiciones normales, la retroalimentacion positiva de los estrégenos
estimula al hipotdlamo a secretar GnRH. Sin embargo, en vacas con quistes se
detectaron menores niveles de GnRH en el hipotdlamo (Cook y col., 1991) sugiriendo
gue las alteraciones en la esteroidogénesis pueden asociarse a un desequilibrio en el
sistema de retroalimentacion entre las génadas y el hipotalamo (Isobe, 2007).

Por otro lado, la retroalimentacion positiva de los estrégenos que controla la
liberacion de la LH es un factor clave asociado al desarrollo de la condicién del ovario
quistico. En vacas con ciclos estrales normales, los estrégenos inducen el incremento
de la LH mediante la sensibilidad de la hipdfisis a la GnRH y el aumento de receptores
de gonadotropinas hipofisarias. En vacas con quistes, en cambio, la liberacién pulsatil
de la LH se retrasé o no sucedid, luego de tratamientos con estrégenos. Por lo que la
falta de sensibilidad a los estrégenos puede ser considerada una consecuencia mas
gue una causa de COD. La misma podria deberse a cambios en la expresién de
receptores hormonales esteroides (de estrégenos, progesterona y andrégenos) y
proteicos (LHR y FSHR) a nivel hipotdlamo-hipofisario (Odore y col.,, 1999). La
remocion del ovario quistico por ovariectomia, permite restaurar el mecanismo de
retroalimentacién y la capacidad del 17B-estradiol de generar la nueva oleada
gonadotrépica (De Silva y Reeves, 1988).

Hatler y col. (2003) observaron que al momento del diagndstico de COD en
bovinos, la mayoria de los casos estaban acompafados de concentraciones
suprabasales de progesterona. Precisamente, el efecto de niveles elevados de dicha
hormona, aunque subluteales, seria inhibir la ovulacion bloqueando el pico de LH y
aumentando su frecuencia pulsatil basal. Sin embargo, esta hipersecrecion basal de LH
no se asociaria a las causas de formacién de los quistes sino a su persistencia a lo largo
del tiempo.

A nivel celular puede ocurrir una produccion aberrante de factores de
crecimiento por parte de las células de la granulosa (Ortega y col., 2008; Rey y col.,
2010) con alteraciones en la sintesis de las proteinas de la matriz extracelular (Salvetti
y col., 2004; Ortega y col., 2007a). Se ha descripto que las variaciones en la expresion

del receptor de LH podrian ser un factor involucrado en la anovulacién del foliculo
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dominante (Vanholder y col., 2006). Asimismo, se ha descrito que la expresion proteica
y génica de receptores de FSH y LH en células de la granulosa de quistes se redujo en
comparacion con los foliculos normales (Kawate y col. 1990; Marelli y col 2014).

Por otro lado, los receptores de estrégenos y de progesterona podrian estar
involucrados en los mecanismos que llevan a la anovulacién. Cambios en la expresién
de los subtipos e isoformas y su relacidn, en las células que componen el foliculo de los
animales con COD, podrian causar variaciones en la accidn o efectos de las hormonas
sobre ellas. Un balance inapropiado de los receptores de estréogeno a y B por ejemplo,
dadas las diferencias en afinidad por el 17B-estradiol de cada uno de ellos, o Ila
capacidad de formar heterodimeros y actuar de manera diferencial a nivel nuclear,
puede causar modificaciones en el desarrollo folicular normal (Odore y col., 1999;
Salvettiy col., 2007; Alfaro y col., 2011).

Ademds de los cambios en la expresién y contenido de los receptores
implicados en la esteroidogénesis, los mecanismos que regulan el crecimiento, la
diferenciacion y la apoptosis de las células de la granulosa y la teca, poseen gran
importancia clinica. Una falla en la via de sefializacion de alguno de los procesos
citados puede estar implicada en la formacién de los quistes ovdricos (Peter y
Dhanasekaran, 2003). Estudios recientes sugieren que los procesos apoptoticos
pueden estar involucrados en la anovulacién. La disminucién en la apoptosis en células
de la granulosa podrian contribuir a la formaciéon y persistencia de foliculos
anovulatorios (Isobe y Yoshimura, 2007; Salvetti y col., 2010).

Los mecanismos de estrés mediante los cuales el eje hipotaldmo-hipofisario-
adrenal pueden afectar la funcién ovarica es otra de las posibles causas de la
formacion de quistes (Amweg et al., 2011). Mediante cultivo de pared folicular in vitro
se demostro recientemente que las células foliculares ovdricas expresan receptores de
melanocortinas, entre las que se encuentra la ACTH, hormona sintetizada en
condiciones de estrés, que podria fundamentar un efecto directo del estrés sobre la
funcionalidad ovérica (Amweg y col., 2011). Ademas, luego de la estimulaciéon con
ACTH, se evidenciaron cambios en la expresion de 11BHSD y secrecidn de cortisol en la
pared de foliculos terciarios grandes y quistes. Los quistes mostraron una alta
expresiéon constitutiva de 11BHSD1, mientras que la ACTH indujo un incremento en la

enzima en foliculos terciarios y quistes foliculares. Por otro lado, la expresion 11BHSD2
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en quistes foliculares se redujo. Esto demostraria que los quistes foliculares pueden
estar expuestos a altas concentraciones de glucocorticoides activos locales e indicaria
mecanismo regulatorio en la funcién ovarica siendo determinante el cortisol en la

patogénesis de la COD (Amweg y col. 2013).

1.4 El sistema de factores de crecimiento analogos a insulina
1.4.1 Componentes del sistema IGF

Los IGFs son importantes reguladores intraovaricos del crecimiento, desarrollo
y seleccidn folicular, atresia, diferenciacion celular, esteroidogénesis, maduracion del
ovocito y expansion del cumulo ovigero. Actuan solos o en sinergia con las
gonadotropinas (Giudice, 1992; Spicer y Echternkamp, 1995; Monget y col., 1996;
Adashi, 1998; Brogan y col., 2010).

El sistema IGF estd compuesto por diferentes elementos (Figura 6):

Dos ligandos: IGF1 y 2, péptidos estructuralmente relacionados a la proinsulina.
El IGF1 (PM 7,6 kDa) contiene 70 aminodcidos mientras que el IGF2 (PM 7,4 kDa)
contiene 67 aminoacidos. Son codificados por cromosomas diferentes y presentan un
62% de homologia en su secuencia de aminoacidos (Giudice, 1992; Cantero y col.,
2007).

Ademads de participar en la proliferacién, diferenciacién y apoptosis celular, el
IGF1 ejerce acciones anabdlicas en el metabolismo de carbohidratos y proteinas. Sin
embargo, a pesar de la elevada concentracién de IGF2 en circulacién y en LF, el IGF1
seria el principal inductor de las respuestas. Se ha demostrado que el IGF2 predomina
durante el desarrollo prenatal y después del nacimiento su funcion es gradualmente
reemplazada por el IGF1 (Cantero y col., 2007).

El higado es la principal fuente de IGF sistémico y la hormona de crecimiento
(GH) es la principal reguladora de la expresidon génica de IGF y secrecidn hepatica
(Giudice, 1992; Etherton y Bauman, 1998; Cantero y col., 2007). El IGF1 es producido
ademas por otros tejidos, donde la produccién es regulada por GH vy otros
moduladores (Figura 7). Asimismo, el IGF2 es sintetizado en varios tejidos, pero es

minimamente dependiente de GH (Giudice, 1992, Zhang y col., 2013).
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Figura 6: Componentes del sistema de factores de crecimiento analogos a insulina (IGF) (Cantero y col.,
2007).

Los ligandos sintetizados son capaces de ejercer accion endocrina y paracrina
(Giudice, 1992; Cantero y col., 2007). En bovinos, las concentraciones de IGF1
circulantes disminuyen y estan asociadas con la disminucién de la expresion del
receptor de GH en el higado durante el periparto. El rol mds importante de IGF es
amplificar la esteroidogénesis actuando en sinergia con las gonadotropinas. El
crecimiento folicular es dependiente de la secrecion de gonadotropinas y la
produccion de 17 B-estradiol e inhibina A aumentan, por lo que las concentraciones de
FSH circulantes disminuyen. En bovinos, la principal fuente de IGF1 en LF es la
circulacion y existen evidencias que indican que la maduracion folicular estd
comprometida cuando las vacas estdn en balance energético negativo y las
concentraciones de IGF1 y/o insulina estan reducidas, como ocurre en el posparto
temprano (Wathes y col., 2003; Webb y col., 2004).

Dos_receptores: El receptor tipo 1 (IGFR1) interviene en la mayoria de las

acciones de ambos ligandos. Se une con alta afinidad a IGF1, en menor grado a IGF2 y
significativamente menos a la insulina (Guidice, 1992; Jones y Clemmons, 1995;
Monget y col., 2002). El receptor tipo 2 (IGFR2), liga con alta afinidad a IGF2 y
moléculas con residuos de manosa-6-fosfato, y con baja afinidad a IGF1 (Guidice, 1992;

Jones y Clemmons, 1995; Monget y col., 2002). El receptor se activa mediante la unién
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al ligando. El IGF1 produce un cambio conformacional del receptor y lo activa (Kavrany
col.,, 2014). Si bien la insulina y el IGF1 poseen receptores diferentes, altas
concentraciones de insulina pueden reaccionar cruzados con el IGFR1, y cuando ambos
receptores estan presentes en la misma célula se pueden formar hibridos IGFR-IR, los

cuales unen tanto IGF1 como insulina (Webb y col., 2004).
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Figura 7: Diagrama esquematico del sistema IGF (adaptado de Zhangy col., 2013).

El IGFR1es una glicoproteina tetramerica comprendida por dos subunidades a y
dos subunidades B unidas por enlaces disulfuro, y esta estructural y funcionalmente
relacionado al receptor de insulina. La subunidad o es extracelular, contiene el
dominio de unioén al ligando y posee un peso molecular (PM) de 130 KDa. La subunidad
B tiene un dominio hidrofébico que atraviesa la membrana, contiene un sitio de unién
a ATP y actividad tirosina quinasa activada por el ligando. Presenta sitios para
autofosforilacidon y un PM de 90 KDa. El dominio transmembrana tiene un rol crucial en
el reclutamiento de mediadores intracelulares a través de dos residuos conservados de
tirosina (Monget y col., 2002; Belfiore y col., 2009).

El IGFR2 es un receptor tipo manosa 6 fosfato. Es una glicoproteina de cadena

simple, con el 90% de la estructura a nivel extracelular. EI dominio extracelular
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presenta una secuencia conservada repetida, un pequeifio dominio citoplasmatico
hidrofilico e incluye sitios de potencial fosforilacidon de tirosina, treonina y residuos de
serina. La principal funcidon de este receptor seria mediar el recambio de enzimas
lisosomales, ademas, ejerceria un rol importante en la degradacion de IGF2 luego de
su internalizacién (Giudice, 1992; Monget y col., 2002).

Proteinas de unidn: seis proteinas (IGFBP1 a 6) estructuralmente relacionadas,

con elevadas y diferentes afinidades por los dos ligandos (Jones y Clemmons, 1995;
Monget y col., 1996, Hwa y col., 1999). Participan en el transporte de los IGFs en la
circulacion, regulando la biodisponibilidad a sus receptores y modulando el
crecimiento celular (Cantero y col., 2007). Prolongan la vida media de los ligandos,
regulan los efectos endocrinos de los factores de crecimiento y pueden inhibir o
favorecer la accién de los IGFs en las células blanco (Giudice, 1992; Rajaram y col.,
1997; Monget y col., 2002).

Segln Monget y col. (1996) se clasificaron en dos grandes grupos:

e |GFBPs de bajo peso molecular: IGFBP1, 2, 4, 5y 6 se encuentran en sueroy
otros fluidos y tienen pesos moleculares entre 24 y 35 KDa aproximadamente. La
IGFBP1 fue originalmente identificada como una proteina de la placenta, llamada
proteina placentaria 12 (PP-12) y como a-globulina asociada a la prefiez. Es la principal
IGFBP del liquido amnidtico, se presenta no glicosilada con un PM de 25 KDa y une con
baja afinidad a IGF1. La IGFBP2 fue identificada como una IGFBP no glicosilada de
34KDa. Tanto IGFBP1 y 2 tienen un sitio de reconocimiento a la matriz extracelular.
Otras proteinas de union al ligando, la IGFBP4, 5 y 6, fueron aisladas del liquido
folicular. La IGFBP4 participa activamente con una proteasa especifica en la regulacién
de la foliculogénesis y presenta un PM de 24 KDa para la forma no glicosilada y de
29 KDa para la glicosilada. La IGFBP5 posee un PM de 31 KDa y se une con alta afinidad
a componentes de la matriz extracelular. Por ultimo, la IGFBP6 cuenta con un PM de
22,8 KDa (Rechler y Clemmons, 1998; Monget y col., 2002; Nicholas y col., 2002;
Spicer, 2004).

e IGFBPs de alto peso molecular: La IGFBP3 es la mas abundante en suero
(Belfiore y col., 2009) y se encuentra presente en un gran complejo de 150KDa,
compuesto por IGF1 o 2, y una subunidad &cido labil de 85KDa (ALS). La IGFBP3 nativa

se visualiza como una doble banda de 42-44KDa. Es la IGFBP mas abundante en
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circulacion y liquido folicular, por el contrario, en tejido ovarico se presenta en forma
escasa o nula. Dentro de las funciones que posee, en ovario facilita la presentacién de
IGF1 a su receptor manteniendo la concentracién de IGF intrafolicular (Rechler y
Clemmons 1998; Thomas y col., 2007).

La regulacion hormonal en la sintesis de las IGFBPs es especifica segun la
especie y el tipo de célula. En este sentido, la FSH regula la producciéon de IGFBP4 y 5
en células de la granulosa de ratones y cerdos pero no en bovinos. Por otro lado, la LH
y el estradiol disminuyen la produccién de IGFBP4 en células de la granulosa bovina
mientras que no tienen efecto en células de la teca (Spicer y col., 2004). En foliculos
atrésicos se encuentran altos niveles de IGFBPs con bajos niveles de IGFs y baja
actividad proteasa (Monget y col., 1993). Por el contrario, en los foliculos dominantes,
los IGFs se presentan en altos niveles al igual que los niveles de proteasas. Las
concentraciones de IGFBP3 se mantienen intactas, mientras que las concentraciones
de las IGFBP2, 4 y 5 son significativamente menores en foliculos dominantes que en
subordinados (Nicholas y col., 2002).

IGFBP proteasas: enzimas que degradan a las IGFBPs disminuyendo la afinidad

de unidn por los ligandos. En bovinos, la proteasa mas relevante es la proteina
plasmatica A asociada a la prefiez (PAPP-A). Ademas de ser sintetizada por la placenta,
el ARNm para esta proteina ha sido detectado en células de la granulosa de foliculos
ovaricos humanos (Conover y col., 2001) y de animales domésticos (Mazerbourg y col.,
2001; Monget y col., 2003).

Esta proteasa cliva especialmente a IGFBP4 y se discute que degrade a IGFBP2 y
5 (Spicer, 2004). En bovinos y equinos, la PAPP-A, se caracteriza por ser una serina-
metaloproteasa y miembro de la superfamilia de las metzincinas. Ademas, se conocen
otras metaloproteasas, las calicreinas, que estan presente en el LF y pueden degradar
otras IGFBPs, incluyendo a IGFBP2, 3 y 5 (Mazerbourg y col., 2001; Conover, 2012).

La PAPP-A es una larga glicoproteina dimérica que puede encontrarse en dos
formas, unidas covalentemente a la proteina bdsica mayor de eosinéfilos (proMBP)
formando complejos inactivos, o como un dimero proteoliticamente activo disociado
de la proMBP (Mazerbourg y col., 2001; Conover, 2012).

Los niveles de las enzimas proteoliticas aumentan en los foliculos

preovulatorios de mayor tamaifio junto con la reduccidon de IGFBP2, 4 y 5, y el
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incremento en los niveles de estradiol y androstenediona. Asi, la disponibilidad de IGF
aumenta por la accién de las proteasas especificas de IGFBPs, y en consecuencia
aumenta la respuesta a FSH y sintesis de estrégenos del futuro foliculo dominante

(Rivera y Fortune, 2003a).

1.4.2 Control de la biodisponibilidad de IGFs libres en el ovario

La biodisponibilidad de los IGFs estd regulada por las IGFBPs. Los ligandos
presentan mayor afinidad de unidén a las IGFBPs (1 a 6) que a sus receptores, lo que
resulta en un secuestro de los IGFs por parte de las proteinas ligadoras disminuyendo
asi la posibilidad unirse al receptor y ejercer su accidén. Proteasas especificas clivan a
las IGFBPs generando fragmentos N-terminal que reducen la afinidad por los ligandos y
en consecuencia se incrementa la biodisponibilidad del IGF libre para unirse al receptor
especifico (Rechler y Clemmons 1998; Brogan y col., 2010; Christians y col., 2013).

La afinidad de las IGFBPs por los ligandos esta regulada por un nimero de
modificaciones postraduccionales, incluyendo fosforilacién, glicosilacion y clivaje
proteolitico (Nicholas y col., 2002).

Las respuestas bioldgicas de IGF1 y 2 en el ovario, bajo una estimulacién normal
de FSH pueden estar reguladas por las IGFBPs. Los cambios en las concentraciones de
las IGFBPs dependen de cambios en la sintesis local, la regulacién hormonal o
modificaciones postraduccionales debidas a degradacién proteolitica (Spicer y col.,
2004). Los esteroides podrian regular los niveles de IGFBP4 y 5 a través de la inhibicién
de su produccidn, induccion de la actividad proteolitica o disminucién de la produccién
de inhibidores de estas proteasas tales como las TIMP (Spicer y col., 2004).

La PAPP-A cliva a la IGFBP4 produciendo fragmentos proteoliticos con menor
capacidad de unién al ligando, por lo que se incrementa el IGF libre que
consecuentemente actla con el IGFR. Posiblemente ambas interacciones proteasa
especificas son moduladas por glucosaminoglicanos en la superficie celular. Esta
actividad proteolitica de PAPP-A depende de la presencia de IGF y es una caracteristica
de los foliculos dominantes. La disminucién de IGFBP4 y 5 inducidos por esas proteasas
causan niveles incrementados de IGFs libres para cumplir acciones a nivel de la

foliculogénesis, preparando al foliculo y el ovocito para una ovulacion y fertilizacion
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satisfactoria (Figura 8). Ademas, se postula que existen otras proteasas o inhibidores
de proteasas que estarian involucrados en la degradacién de las IGFBPs (Spicer, 2004).

Los mecanismos por los cuales la PAPP-A cliva a IGFBP4 y 5 difieren. Por un
lado, el IGF (1 6 2) es requerido para el clivaje de la IGFBP4 (Figura 9), de ese modo, la
IGFBP4 se une a IGF con alta afinidad y previene su interaccién con los receptores de la
superficie celular. Sélo cuando la IGFBP4 estd unida al IGF, se convierte en sustrato
para PAPP-A (Conover, 2012). En contraste, para la protedlisis de IGFBP5 por la PAPP-
A, no se requiere de IGF. Ademas, los residuos bdsicos en la regién del sitio de clivaje
son importantes para escindir a IGFBP4 pero no a IGFBP5 (Aad y col., 2006;
Gaidamauskas y col., 2013).
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Figura 8: Mecanismos de accién del sistema IGF en foliculos ovaricos. En células de la granulosa del
futuro foliculo dominante, FSH estimula la expresion de PAPP-A (1). Una disminucién inicial en los
niveles de las IGFBPs de bajo PM debido principalmente a la protedlisis de IGFBP4 y 5 por PAPP-A (2),
resulta en un incremento de la biodisponibilidad de IGF libre en LF (3). El IGF libre incrementado en
sinergia con FSH promueve la gran producciéon de Estradiol por el foliculo seleccionado (4). El aumento
de 17 B-estradiol circulante disminuye las concentraciones de FSH a niveles demasiado bajos como para
apoyar un crecimiento de otros foliculos subordinados y, por lo tanto se complete el proceso de
seleccion folicular (Adaptado de Rivera y Fortune 2003b).

IGFBP4

En LF de ovarios bovinos se han detectado las IGFBP 2 a 5 (Spicer vy

Echternkamp, 1995; Funston y col., 1996) y bajas cantidades de IGFBP1 y 6 (Nicholas y
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col., 2002). Se ha determinado que los niveles de expresién dependen del estado
funcional del foliculo. Asi, durante el desarrollo de la dominancia folicular, las IGFBP2 a
5 disminuyen, mientras que durante la atresia aumentan (Austin y col., 2001). La
IGFBP3 predomina en el liquido folicular, permaneciendo constante o tendiendo a
aumentar durante el crecimiento del foliculo. Algunos de los cambios en las
concentraciones de IGFBPs en el LF se deberian a cambios en la sintesis local de las
mismas (Monget y col., 2002). La unién de las IGFBPs a la matriz extracelular o a la
superficie celular depende de modificaciones en los aminoacidos en las estructuras
primarias de las IGFBPs. Por ejemplo, IGFBP2 contiene una secuencia de
reconocimiento de integrinas y permite la asociacion de IGFBP2 con células de la
granulosa y de la teca via integrinas de membrana plasmatica. La asociacion de IGFBP4
con la membrana extracelular es probablemente con sitios de unién a heparina en la

superficie (Armstrong y Webb 1997).

IGF Receptor
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Figura 9: Control de la sefializacién de IGF por medio de PAPP-A. (1) la PAPP-A es una enzima secretada
que esta asociada con los proteoglicanos de la superficie celular. (2) La IGFBP4 unida a IGF con alta
afinidad secuestrando al ligando para no interaccionar con el receptor de la superficie celular. (3) La
PAPP-A cliva a IGFBP4 (solo cuando estd unida a IGF), reduciendo su afinidad por IGF. (4) El IGF es
liberado en el espacio pericelular facilitando la unién con su receptor. (5) El IGF unido inicia la
transduccion de sefial especifica mediando la mitogénesis, efectos metabdlicos, etc. (Conover, 2012).
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In vivo, la actividad de PAPP-A en liquido folicular bovino estd inducido por
tratamientos con FSH y, durante la seleccidn folicular, la mayor actividad de la PAPP-A
ocurre de manera concomitante con el aumento de los estrégenos y el IGF1 libre en el
mismo (Aad y col., 2006). La degradacion intrafolicular de IGFBP4 por la PAPP-A es
conservada en foliculos preovulatorios de muchas especies estudiadas, por lo que se
postula que esta enzima podria tener importantes consecuencias en la maduracién
folicular (Mazerbourg y col., 2001). A los dos dias de la primera onda folicular, la
actividad proteolitica es mas alta en foliculos dominantes en comparaciéon con los
subordinados de mayor tamano, sugiriendo un rol de la proteasa especifica de IGFBP4
en el establecimiento de la dominancia folicular. El clivaje proteolitico de IGFBP4
podria participar en el incremento de la biodisponibilidad de IGFs que luego estimulan
la proliferacion celular y la esteroidogénesis. Ademads, es posible que los fragmentos
proteoliticos de IGFBP4 tengan un efecto independiente a IGF en las células foliculares.
Finalmente, el incremento de la expresién de PAPP-A coincide con eventos
proteoliticos asociados con la ovulacién, por lo que participaria clivando sustratos
criticos de este proceso (Mazerbourg y col., 2001).

Otro nivel de control de la biodisponibilidad y actividad de IGF es a través de la
proMBP, la cual se une covalentemente a PAPP-A inhibiendo su actividad. La proMBP
es un inhibidor fisiolégico de la actividad proteolitica de PAPP-A, su presencia reduce el
clivaje de IGFBP4 y disminuye la biodisponibilidad del ligando, una caracteristica de

foliculos atrésicos y andrégenos dominantes (Kwiontkiewicz y Giudice, 2009).

1.3.3 Seializacion de IGF en el ovario

La seializacién por IGF1 iniciada por la activacidén del receptor, es un resultado
de las interacciones entre moléculas del sistema IGF que median el crecimiento
folicular y la inhibicién de la apoptosis (Kwiontkiewicz y Giudice, 2009; Sanchez y col.,
2014). Dependiendo del tipo de célula, el IGF1 activa al fosfatidil-inositol-3 quinasa
(P13K) y/o a la cascada de las MAPK (LeRoith y col., 1995; Poretsky y col., 1999).

El IGF1 se une a la subunidad extracelular de su receptor e induce un cambio
conformacional que provoca la activacion del receptor tirosina quinasa y la
autofosforilacidn del residuo tirosina de la subunidad B. La fosforilacién de la tirosina

causa el reclutamiento de sustratos intracelulares que funcionan como proteinas de
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acoplamiento (IRS-1, IRS-2) o adaptadoras (SHC, Grb2) para otras proteinas
intracelulares que tienen dominios de reconocimiento especificos. A su vez, estos
sustratos unen e incorporan otras proteinas intracelulares como la PI3K y las proteinas
activadoras de GTPasas (GAP) de Ras que originan las dos vias de sefalizacién mas
comunes (Belfiore y col., 2009) (Figura 10).

La sefializacién por la via de PI3K activa a una proteina quinasa B (PKB 6 AKT),
un importante mediador de la proliferacion y supervivencia celular (Kwintkiewicz y
Giudice, 2009). La PI3K une a IRS a través de las subunidades regulatorias (p85), las que
reclutan la subunidad catalitica de PI3K (p110) en la membrana plasmatica, donde
fosforila la fosfatidilinositol 4,5 difosfato (PIP2) a fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato
(PIP3). La PIP3 a su vez, recluta la proteina quinasa AKT y sigue la activacién por la
quinasa 1 dependiente del fosfoinositol (PDK). La activacion de Akt es crucial para la
regulacién del metabolismo de la glucosa y para la regulacion del tamafio celular,
proliferacién y supervivencia mediante la regulacion de enzimas metabdlicas. Ademas,
Akt regula la traduccion del ARNm a través de la via mTOR, que posee un rol central en
el crecimiento celular y metabolismo. Akt también regula directamente la transcripcién
génica mediante la inactivacién de factores de transcripcion de la familia FoxO. En el
estado basal, las proteinas FoxO estdn localizadas en el nucleo donde activan la
transcripcién de moléculas relevantes del metabolismo, la promocion de la apoptosis y
la inhibicion del ciclo celular (Belfiore y col., 2009).

Por medio de la via de las MAPK, una quinasa reguladora extracelular (ERK)
puede regular la proliferacién, diferenciacién y la supervivencia celular. Esta segunda
via de sefializacidn involucra a Ras, una proteina de unién a GTP que es activa cuando
estd unida a GTP y es inactiva por GDP. Ras es activada mediante mSOS, que se une a
un adaptador, Grb2, el que acopla el complejo Ras/mSOS al receptor mediante la
union de las proteinas Shc y el IRS. Estas proteinas compiten por el mismo sitio de
fosforilacién del dominio transmembrana del receptor. Luego de la activacién, Ras se
recluta a la membrana y activa la quinasa serina/ treonina, Raf, la que fosforila la
quinasa MEK con especificidad dual que a su vez fosforila y activa ERK1/2. Las ERK1/2
inactivas estdn localizadas principalmente en el citoplasma donde forman un
heterodimero MEK/ERK. Luego de la activacién, ERK1/2 se traslocan al nucleo donde

fosforilan sustratos involucrados en la activacion de la transcripcion de importantes
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genes. Ademas, ERK1/2 activadas fosforilan numerosos sustratos en el compartimento
citoplasmatico implicados en el crecimiento celular y supervivencia, tales como RSKs

(Belfiore y col., 2009).

IGF-IR/IRs/HRs

Membrana

. FSH/LH

Raptor-mTOR PKA ‘

Nicleo

Expresion de
\ genes

Figura 10: Representacion grafica de las vias de transduccion de sefiales reguladas por las
gonadotropinas y los IGFs. Se estimulan receptores nucleares involucrados en el desarrollo, funcién e
integridad del foliculo (adaptacion de Belfiore y col., 2009 y Kwintkiewicz y Giudice, 2009).

Estudios recientes en ovinos y bovinos han sugerido que tanto AKT como ERK
estan reguladas durante la selecciéon del foliculo dominante (Brogan y col., 2010; Mani
y col., 2010). La administracién de inhibidores especificos para ERK o AKT en foliculos
ovinos durante la primer onda folicular del ciclo inhibié el crecimiento y la produccion
de estradiol (Ryan vy col., 2008).

La FSH y el IGF1 actuan en forma sinérgica durante el crecimiento folicular. El
IGF estimula a los receptores de FSH y LH. Las gonadotropinas estimulan la expresién
de receptores de IGF1 y estimula la sintesis de este factor (Figura 10). Se postula
entonces que el receptor de las gonadotropinas activa a la adenilato ciclasa que es
directamente responsable de la generacién de los segundos mensajeros cAMP y de la

induccion de actividad de PKA. La FSH estimula la fosforilaciéon del cAMP, éste estimula
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la expresion de PKA que regula componentes involucrados en la esteroidogénesis

(Kwiontkiewicz y Giudice, 2009).

1.3.4 Sistema IGF y foliculogénesis

La regulacion de la foliculogénesis es un proceso complejo en el cual el IGF1y 2
son relevantes por la interrelacidon entre estos y la FSH, esteroides, otros factores de
crecimiento y hormonas que controlan el desarrollo folicular (Souza y col., 2007). Los
foliculos ovdricos producen gran cantidad de factores de crecimiento que actuan
localmente. Estos pueden actuar de manera autocrina o paracrina para estimular o
atenuar la respuesta a las gonadotropinas. Los IGFs actlan en el ovario como un
mecanismo de amplificacidén local para la accién de las gonadotropinas, lo que facilita
el desarrollo folicular, mientas que las IGFBPs parecen inhibir este proceso y llevar a la
atresia (Souza y col., 2007). El crecimiento folicular y la dominancia estan controlados
por una serie de eventos hormonales que llevan a cambios en la expresién de varias
proteinas reguladoras en las células de la teca y de la granulosa incluyendo a las IGFBPs
(Ginther y col., 2002, Monget y col., 2002).

En bovinos, el IGF1 aumenta la liberacidn de la LH estimulado por la GnRH, sin
modificar el nimero de receptores para dicha hormona e interactia con el estradiol
para incrementar la respuesta a este factor liberador hipotaldmico (Souza y col., 2007).
La insulina y el IGF1 son factores de gran importancia que, en el bovino, relacionan el
crecimiento folicular y la esteroidogénesis con el estado metabdlico del animal. El
aumento en la sintesis de IGF1 estimula la actividad aromatasa e incrementa el
numero de receptores de LH, ademas de mediar las acciones de la hormona de
crecimiento sobre la funcién folicular. La amplificacion de la respuesta a la FSH
culmina, mediante los factores de regulacién autocrina (IGF1 entre otros) al final de la
seleccion folicular, con la expresion y sintesis de receptores de LH en las células de la
granulosa. Ademas, la LH estimula la actividad de la aromatasa, y mantiene la
dominancia hasta el momento de la ovulacién (Souza y col., 2007).

Los IGF1y 2 no varian durante el desarrollo folicular y atresia a diferencia de los
niveles de IGFBP2, 4 y 5 que disminuyen drasticamente durante el crecimiento folicular
hasta desarrollarse el foliculo dominante y aumentan en la atresia de bovinos, cerdos,

ovinos, humanos y caballos (Ginther y col., 2002; Monget y col., 2002; Spicer, 2004).
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Estas modificaciones son responsables del incremento y descenso en la bioutilizacion
de IGF durante estos 2 momentos, respectivamente (Figura 11). Las IGBP2 y 4 son
factores reguladores claves en la utilizacién del IGF en foliculos bovinos (Nicholas y
col., 2002, Davidson y col., 2002, Spicer, 2004).

Los IGFBP2 y 4 disminuyen a medida que los foliculos llegan a ser
preovulatorios. Dichos cambios se pueden deber a cambios en la expresidon del ARNm
ya que la expresién génica de estas IGFBPs disminuye durante el crecimiento folicular y
aumentan en la atresia. La FSH inhibe la expresion del ARNm de IGFBP2 en células de
la granulosa bovina, sugiriendo que la disminucién de estos niveles de expresion
génica en foliculos preovulatorios son dependientes de FSH (Spicer, 2004). La
disminucion en la produccién de IGFBPs podria deberse ademas, a una alta actividad
biolégica de IGF producida localmente o a un aumento de la respuesta a las
gonadotropinas del foliculo (Armstrong y Webb, 1997).

Spicer y Chamberlain (2002) observaron que el 17 B-estradiol inhibe
directamente la produccién de IGFBP4 en células de la granulosa bovina cultivadas in
vitro, pero no determinan si esta disminucion fue debida a cambios en la protedlisis. El
IGF1, la FSH y/o el 17 B-estradiol inducen la protedlisis en células de la granulosa
humana in vitro. Otras hormonas, incluyendo citoquinas y glucocorticoides, modifican
la actividad proteolitica (Spicer, 2004). In vivo, la actividad de la PAPP-A en LF esta
inducida por la FSH y durante la seleccion folicular esta actividad proteolitica aumenta
con el incremento de 17 B-estradiol y el IGF1 libre en el mismo (Aad y col., 2006).

En algunas especies la evidencia indica que la disminucion de los niveles de
IGFBP4 y 5 en foliculos preovulatorios estan dados por el incremento de la actividad
proteasa, donde niveles mas bajos de IGFBP2 no incrementan la protedlisis. En
foliculos terciarios bovinos existe una alta actividad proteasa en IGFBP4 y 5 con
reducida actividad de unién de la IGFBP4 y un aumento de IGF libres.

Se postula que los IGFBPs junto a sus proteasas especificas y sus receptores,
cumplen un rol fundamental como moduladores de la biodisponibilidad de los IGFs en
el crecimiento folicular y en situaciones patoldgicas. Los cambios en la expresién de los
IGFBPs y sus ligandos junto a cambios en la actividad de proteasas especificas y sus

receptores, proveen un mecanismo para regular la biodisponibilidad de los IGF durante
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la foliculogénesis. Una falla en esta regulacidon podria contribuir al desarrollo de la

enfermedad quistica ovarica en bovinos.

BP0,

Onda folicular

12-16 mm

5-8d PO
3-5d PO C
B
Dominancia con incremento de
receptores de LH de LlH
Seleccion del foliculo muhmns"

folicular con aumento  dominanate con disminucién (debido a la disminucién de su

de IGFBP4 y 5 (debido a las sintesis y la accién de las proteasas)
m}'“w’: y se mantiene el incremento de E2
concentraciones
GF libre y de IGF libre

Figura 11: participacidon de diferentes componentes del sistema IGF durante el crecimiento folicular

(Modificado de Spicer, 2004).
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—2 ObjetiVOS

2.1 Hipotesis de trabajo

Diversos trabajos postulan al sistema IGF como un regulador importante en la
foliculogenesis, diferenciacién celular, esteroidogénesis y otros procesos relevantes
para el correcto funcionamiento del ovario. Una alteracidn en el sistema podria alterar
alguno de los procesos mencionados y en consecuencia alterar e inhibir la ovulacién

con el posterior desarrollo de quistes.

2.2 Objetivo general de trabajo

En esta tesis nos propusimos como objetivo general estudiar la expresién y
regulacién de los componentes del sistema IGF en ovarios de bovinos con COD,
evaluando su participacion en los mecanismos involucrados en la formacién de los

quistes.

2.3 Objetivos especificos

1. Realizar una valoracién cuantitativa de los patrones de expresién de ARNm vy
proteina de las diferentes componentes del sistema IGF en estructuras foliculares
provenientes de animales con COD inducida con ACTH, CODespontanea y controles.

2. Analizar los niveles intrafoliculares de IGFBP y proteasa PAPP-A.

3. Comparar los datos obtenidos en el modelo experimental utilizado para el
estudio de los miembros de familia IGF, con los resultados provenientes de animales
con COD espontanea.

4. Desarrollar un sistema in vitro que permita estudiar efectos de estimulos

hormonales sobre las diferentes poblaciones celulares foliculares.
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3.1 Procedimientos llevados a cabo con animales

Todos los procedimientos efectuados con animales se realizaron de acuerdo a
las normativas vigentes en el tema (Guide for the care and use of agricultural animals
in research and teaching. Tercera Edicion. Federation of Animal Science Societies, 2010)
y fueron aprobados por el Comité de Etica y Seguridad de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral bajo el nUmero 32/2008.

3.1.1 Modelo experimental

Se han descripto diferentes protocolos y tratamientos aplicados en el diestro
temprano o en el proestro para lograr la induccién de quistes (Carrie’re y col., 1995;
Hamilton y col., 1995; Nadaraja y Hansel, 1976; Dobson y col., 2000; Ortega y col.,
2007b). Para nuestro trabajo se seleccioné la administracion de ACTH debido al alto
porcentaje de generacién de quistes en animales tratados. La ACTH causa la supresion
de los niveles basales de LH (Ribadu y col., 2000) asi como la frecuencia de los pulsos
de la misma (Dobson y Smith, 1995). Su administracion modifica la dindmica folicular

de bovinos llevando al desarrollo de lo quistes.

3.1.1.2 Animales

Se utilizaron 10 vaquillonas de la raza Holando Argentino puros por cruza, de
entre 18 y 24 meses de edad. Se examinaron por tacto rectal y ultrasonografia antes
del comienzo de la experiencia para comprobar la normalidad en su tracto reproductor
y la regularidad de sus ciclos estrales. Se alojaron en corrales descubiertos, la
alimentacion se basé en alimento balanceado comercial, heno de alfalfa y agua ad
libitum.

Se realizo la sincronizacidn de sus ciclos estrales mediante el protocolo Ovsynch
(Pursley y col., 1995): los animales fueron inyectados con GnRH (Receptal®, Intervet,
Argentina, 4 pg/mL, 5 mL/animal) el dia 0O, al dia 7 se les administré una inyeccién de
prostaglandina (lliren®, Intervet, Argentina, 0.2 mg/mL, 5 mL/animal) y finalmente se
administré otra inyeccion de GnRH el dia 9. Se realizd la observacidon del
comportamiento 24 h después del segundo tratamiento con GnRH para detectar el
inicio del celo y luego cada 12 h. La ovulacidn fue confirmada mediante ultrasonografia

(Sirois y Fortune, 1988) luego de la ultima inyeccidon de GnRH y fue designada como dia
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1 del ciclo estral. Durante este periodo, los animales no recibieron ningin otro
tratamiento. Para evitar los periodos criticos de estrés ambiental, las experiencias
fueron realizadas en primavera.

Los animales fueron distribuidos en 2 grupos alojados en corrales separados.

Grupo inducido: luego de la sincronizacion de celo, 5 vaquillonas se trataron

con 100 Ul de corticotrofina (ACTH) (1mg/mL de Tetracosactido [corticotropinal,
Synacthten depot, laboratorio Novartis) cada 12 h por un periodo de 7 dias seguidos,

contabilizados a partir del dia 15 del ciclo estral (Figura 12).

22 -
18 - OVARIECTOMIA
- GRUPO CONTROLl
14 -
n 4
10
6 -
2
-10 -3 -1 7 15 22 ~40 ~50
———— OVARIECTOMIA
Ovulacién GRUPO TRATADO
QUISTE FOLICULAR: Foliculo anovulatorio
mayor a 2cm persitente por 10 dias o mds en
GnRH  PGF2a GnRH ACTH ausencia de cuerpo liteo (Silvia et al., 2002)

(1mg/12hs x 7 dias)

Figura 12: Protocolo de sincronizacién de celos e induccidn de quistes ovdricos foliculares mediante

ACTH.

El comienzo del tratamiento (dia 15 del ciclo estral normal) se realizé en el
momento del ciclo en el que la onda de LH preovulatoria comienza a ser sensible a la
inhibiciéon por la hormona adrenocorticotropa exdgena (Liptrap y McNally, 1976;
Dobson y col, 2000; Ortega y col., 2007b, Amweg y col., 2013).

Grupo _control: un grupo de 5 hembras se mantuvieron en condiciones

ambientales normales, como grupo control, y recibieron 1 mL de agua destilada, cada
12 h durante 7 dias. Estos animales, una vez sincronizados, fueron sometidos a

ovariectomia durante el proestro.
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3.1.2 Grupos de estudio

Grupo COD inducida con ACTH: se utilizaron muestras de 5 animales con la

enfermedad inducida experimentalmente con ACTH como se describié previamente.

Grupo control experimental: se utilizaron muestras de 5 animales en

condiciones ambientales normales como grupo control experimental descripto
previamente.

Grupo COD espontanea: se utilizé un grupo de aproximadamente 18 animales

con diagndstico de COD de desarrollo espontdneo de establecimientos pecuarios de la
zona. Se realizé una anamnesis completa, recabando datos sobre la alimentacion,
condiciones de rodeo, medidas de manejo, enfermedades y/o tratamientos previos. Se
realizé la castraciéon de 8 animales y a los que no pudieron castrarse se les realizd
aspiracion guiada por sonda.

Grupo proveniente de playa de faena: Se procedié a la toma de muestras de

foliculos terciarios de ovarios sin alteraciones macroscépicas visibles (control) vy
foliculos con caracteristicas macroscopicas compatibles con la descripcién de quistes
foliculares (Silvia y col., 2002). Los ovarios se obtuvieron de hembras Holando
Argentino no prefiadas y sin alteraciones visibles a nivel de Utero, trompas uterinas y
ovarios. Las muestras fueron trasladadas refrigerados al laboratorio para su

procesamiento.

3.1.3 Ultrasonografia

A fin de lograr un seguimiento de los cambios ocurridos durante el ciclo estral y
diagnosticar la enfermedad, los médicos veterinarios del grupo de trabajo efectuaron
los monitoreos diarios mediante palpacidn rectal y ultrasonografia hasta el momento
de la ovariectomia. Para ello se utilizé un equipo de ultrasonografia equipado con un
transductor lineal transrectal de 5 MHz (Honda HS101V). Los parametros normales
para proestro consideraron un didmetro medio de los foliculos ovulatorios de 15-18
mm, ausencia de cuerpo luteo y presencia de tono uterino, con una duracién media
del ciclo estral de 19-21 dias. Para los casos de COD se considerd un didmetro
promedio de los foliculos quisticos mayor a 20 mm, con una persistencia igual o
superior a los 10 dias con interrupcion de los ciclos estrales normales y ausencia de

tonicidad uterina, sin que se produzca la ovulacién o la formacién de un cuerpo lateo
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(Silvia y col., 2002; Bartolomé y col., 2005). En el caso del modelo experimental de
COD, se consideré como primer dia de formacién del quiste, el dia en que el foliculo

alcanz6 20 mm o mas.

3.2 Obtencion de las muestras

Una vez detectada la condicién de COD en animales inducidos con ACTH o
durante el proestro en los animales controles se procedid a la ovariectomia bilateral
por el flanco. En los casos de animales con COD espontanea se realizd una
ovariectomia bilateral transvaginal. En aquellos casos en los cuales no pudo realizarse
la ovariectomia debido a que no se autorizdé dicha intervencién, se procedid a la

obtencidn del LF de los quistes por aspiracién guiada por ecografia.

3.2.1 Obtencidon de muestras del modelo experimental por ovariectomia bilateral
mediante abordaje por el flanco.

La extraccién de los ovarios se realizd6 mediante abordaje por el flanco
izquierdo con el animal en pie (Figura 13). En primer lugar se realizé la sedacién
mediante la aplicacidon por via subcutanea (SC) de 5 mL de una formulacion que
combina 5 mg/mL de Clorpromazina y 2 mg/mL de Difenhidramina (Stresin LA®,
Laboratorio Rio de Janeiro) y luego se realizd anestesia local infiltrativa mediante la
técnica de Magda modificada, utilizando 160 mL de clorhidrato de lidocaina al 2%
(Lidocaina 2%, Vetue®). Se procedié a realizar una incisién desde dorso-caudal hacia
ventro-craneal de la piel del flanco y los planos musculares que se encuentran debajo
de la misma, de una longitud suficiente para permitir el acceso a cavidad abdominal.
Una vez localizados, ambos ovarios fueron extraidos ligando previamente por
transfixion los vasos sanguineos que lo irrigan, y procediendo luego a la sutura de los
planos musculares y de la piel (Garnero y Perusia, 2002). Finalmente los animales
fueron tratados con antibidticos (Penicilina-Estreptomicina 20.000 Ul/kg/dia, durante 5
dias; Penicilina—estrepto®, Laboratorio Rio de Janeiro), coagulantes (Ciclonamina
6mg/kg + Vitamina K 0,02 mg/kg; Coagulante Chinfield®, Laboratorio Chinfield),
antiinflamatorios (Flunixin meglumina 2,2mg/kg/dia, durante 3 dias; Algimine 5%®,
Zoovet) y antiparasitarios externos aplicado en forma de aerosol para cubrir la herida y

4 cm alrededor de la misma (Fenitrotién 6,63 %, Curavet’ plata aerosol, Zoovet).
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Figura 13: Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje por flanco izquierdo (Adaptada de
Stangaferro, 2013).

3.2.2 Obtencidon de muestras de animales con COD espontanea diagnosticada a
campo por ovariectomia bilateral mediante abordaje transvaginal

Una vez detectada la COD, en vacas con indicacién de rechazo, se obtuvieron
los ovarios por ovariectomia bilateral a través de abordaje transvaginal con el animal
en pie de acuerdo a lo descripto por Garnero y Perusia (2002) (Figura 14). En primer
lugar se sedd al animal con 150 mg totales de clorhidrato de ketamina (Ketamina 10%,
Alfazan®) y se efectud anestesia epidural baja con 100 mg totales de clorhidrato de
lidocaina (Lidocaina 2%, Vetue®). Luego se realizd la limpieza y desinfeccion del area
perineal y de la cavidad vaginal con una solucion de cloroxilenol 5%. Se realizd una
incision en el fondo de la vagina (parte dorsal o techo de la misma) utilizando un bisturi
de hoja oculta, perforando ésta y el peritoneo con la ayuda de un tensor de vagina. Se
procedid a acceder a la cavidad pélvica, localizar el Utero y retraerlo junto con los
ovarios, dentro de la vagina (Garnero y Perusia, 2002). Se procedié a la seccién y
extraccién de ambos ovarios, ligando previamente por transfixién los vasos sanguineos
que lo irrigan. Para evitar rupturas de las estructuras foliculares, previo a la
ovariectomia se realizd la extraccidon de LF mediante el sistema de aspiracién folicular
guiado por ecografia. Finalmente los animales fueron tratados con antibidticos,
coagulantes, antiinflamatorios y antiparasitarios externos tal y como fuera descripto

previamente en ovariectomia bilateral mediante abordaje por el flanco.
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Figura 14: Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje transvaginal (Adaptada de Stangaferro,
2013).

3.2.3 Obtencidon de muestras de animales con COD espontanea diagnosticada a
campo por aspiracion folicular guiada por ecografia

Para la realizacidon de la aspiracién de LF se adapté la técnica descripta por
Seneda y col. (2003) que ha sido ampliamente utilizada para la obtencién de muestras
para estudios moleculares (Figura 15). Se utilizé un sistema de ultrasonido digital
Chison 8300 vet equipado con un transductor microconvexo de 5,0 MHz montado en
una sonda transvaginal para aspiracion folicular (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda.,
Brasil). La misma posee una guia para la colocacion de una aguja calibre 20 G con bisel
ecogénico que se conecta por medio de una tubuladura de teflén a tubos
contenedores cdénicos estériles de 50 mL. Una vez montado el dispositivo, fue
introducido via vaginal hasta contactar con el fondo de la misma y, paralelamente, el
quiste folicular fue localizado por tacto rectal. Para la aspiracidon se empled una bomba
de vacio (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Brasil). Una vez recolectada la muestra
de LF, se colocd a temperatura de refrigeracion (4-6°C) y fue trasladada al laboratorio

para su procesamiento.

Figura 15: Técnica de aspiracidn folicular guiada por ecografia (Adaptada de Stangaferro, 2013).
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3.3 Procesamiento de muestras

En el laboratorio, se tomaron muestras para los diferentes ensayos:

a) Muestras de pared folicular completa de quistes y de foliculos terciarios de
ovarios normales, obtenidos en frigorifico (Figura 16). Se incluyeron, foliculos
pequefios menores a 5 mm de diametro; foliculos medianos entre 6 y 10 mm; y
foliculos grandes mayores a 10 mm (Parrott y Skinner, 1998). Estas muestras fueron
conservadas a —80 °C hasta su procesamiento para extraccion de proteinas destinadas
a evaluaciones por western blot y extraccién de ARN total para su posterior analisis por
PCR en tiempo real.

b) Muestras de células de la granulosa de quistes y de foliculos terciarios de
ovarios normales, obtenidos en frigorifico. Se incluyeron, foliculos pequefios menores
a 5 mm de didmetro; foliculos medianos entre 6 y 10 mm; y foliculos grandes mayores
a 10 mm (Parrott y Skinner, 1998). Para ello se obtuvo el LF rico en células de la
granulosa con jeringa de 1 mL y aguja 25 G y se conservd a -80°C hasta su posterior
extraccidn de ARN total para PCR de punto final y PCR en tiempo real.

c) Muestras de la teca de foliculos terciarios provenientes de ovarios normales
(mismas categorias detalladas previamente) y de quistes a los que previamente se les
extrajo el LF rico en células de la granulosa. Estas muestras se lavaron con agua DEPC
para eliminar posibles restos de células de la granulosa y se conservaron a -80°C hasta
la realizacion de la extraccién de ARN total destinadas a PCR de punto final y PCR en
tiempo real.

d) Muestras de células de la granulosa de foliculos preovulatorios de ovarios
sanos provenientes de frigorifico, destinadas a cultivos celulares descriptos mas
adelante.

e) Muestras de ovarios provenientes de animales con COD diagnosticada a
campo, obtenidas por ovariectomia, destinadas a la técnica de inmunohistoquimica y
de hibridacién in situ. Para ello se fijaron en formaldehido tamponado al 4% y se
procesaron siguiendo protocolos de rutina para su inclusion en parafina (Ortega et al.,
2009).

f) Muestras de ovarios provenientes de animales con COD inducida mediante
ACTH y controles en proestro obtenidas por ovariectomia fijadas e incluidas en

parafina como se describié previamente.
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g) Muestras de liquido folicular obtenidas por aspiracién folicular de foliculos
controles y quistes espontaneos provenientes de animales de establecimientos
pecuarios. Las muestras se centrifugan a 2000g y el LF sobrenadante es recuperado
luego de la separacién de las células de la granulosa contenidas en el pellets y que
fueron utilizadas para la extraccién de ARN total. Se conservd a — 20°C y fue destinado
a mediciones hormonales, western blot y ligand blot.

h) Sangre. Previamente a la ovariectomia o aspiracion folicular, se obtuvieron
muestras de sangre de los animales del grupo control y con COD inducida y COD
espontanea. La sangre fue procesada para obtener suero, el cual fue conservado a -

20°Cy posteriormente enviado para determinaciones hormonales.
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Figura 16: Ovarios controles (A) y ovarios con COD (B).

3.3.1 Procesamiento de las muestras destinadas a técnicas histoldgicas

Se efectuaron cortes seriados de 4 um de espesor con un microtomo rotativo,
se montaron en portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropilltrietoxisilane
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y fueron secados en estufa a 37°C por 24 hs. Para una
caracterizacion inicial y evidenciar la morfologia general se utilizéd la coloracién de
hematoxilina-eosina. Las diferentes categorias foliculares se clasificaron de acuerdo
con la Némina Histoldgica (1994) en primarios, secundarios, terciarios y quites. Para
los cortes destinados para hibridacién in situ se procedié del mismo modo pero en

condiciones libres de ARNasas.

3.3.2 Procesamiento de las muestras destinadas a western blot
Se utilizaron fracciones de aproximadamente 60 mg de pared folicular de los
distintos tipos de foliculos (terciarios pequefios, medianos, grandes (controles) y

quisticos). Se colocaron en una solucién buffer de RadiolnmunoPrecipitation Assay
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(RIPA) con inhibidores de proteasas y fueron homogeneizadas con un homogeneizador
de mano UltraTurrax® T25 Basic (IKA WERKE GMBH & CO. KG, Staufen, Alemania).
Luego de centrifugar las muestras a 14.000 g durante 20 min a 42C, se obtuvo el
sobrenadante con el extracto de proteinas y se determind la concentracion de los
mismos mediante método fluorimétrico (QubitTM, Invitrogen, CA, USA) segun las
indicaciones del fabricante. Ademas, se realizé western blot sobre muestras de LF
proveniente de foliculos terciarios pequefios, medianos y grandes de animales
controles sanos y en el caso de animales con la enfermedad, se analizé el LF

proveniente de quistes.

3.3.2.1 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

La especificidad de los anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica y la
cuantificacién de la PAPP-A presente en LF fueron evaluados por western blot. Para
ello, las muestras fueron resueltas por SDS-PAGE utilizando geles discontinuos de
poliacrilamida (LaemmlLi, 1970). El tamafio del poro para el gel de resolucion se
correspondid con una concentracion de acrilamida-bisacrilamida del 12% para IGFR1 y
las IGFBPs, en cambio para PAPP-A la concentracion correspondidé a 8%. Se utilizaron
homogeneizados de pared de foliculos controles para el andlisis de especificidad de
anticuerpos contra las IGFBPs y el IGFR1, en condiciones no reductoras. Para el analisis
de la PAPP-A, se prepararon muestras de LF obtenido de foliculos controles y quistes
diluyendo 1:2 con buffer de muestra en condiciones reductoras para SDS-PAGE y
posteriormente se incubaron en bafio termostatico a 95°C por 5 min.

Segun los valores obtenidos de la cuantificacién por fluorimetria, se calcularon
los volumenes a sembrar adecuados para 40 ug de proteinas para IGFR1 y las IGFBPs.
En el caso del LF se realizaron diluciones 1:20 para el analisis de PAPP-A sembrando un
volumen constante de muestra. Se realizé la electroforesis en una cuba vertical con
buffer de corrida Tris-Glicina con 0,1 % de SDS, pH 8,3 durante 45 min a 25 mA para el
gel de apilamiento, y se continué a 50 mA hasta la visualizacidn del frente de corrida
en el borde inferior del gel de resolucién. Se utilizd un marcador de PM de amplio
espectro (Rainbow™, RPN80OOE, GE Healthcare)

Para la transferencia a una membrana de nitrocelulosa de las proteinas

separadas en el gel, se empled la solucién de transferencia tamponada Towbin
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modificada, compuesta por Tris-Glicina y 20 % de metanol. Dicha transferencia se
realizd en frio, a 100V durante 2 h 30 min para los geles al 12% y 2 h para los geles al
8%. Al término de este periodo se colored la membrana con el colorante Rojo Ponceau
para ver la efectividad de la transferencia, se lavaron las membranas con agua
destilada y luego con buffer Tris salino- Tween (TBS-T) hasta la desaparicién del

colorante.

3.3.3 Procesamiento de las muestras para RT-PCR
3.3.3.1 Extraccion de ARN total

El ARN de las muestras de pared folicular como las de las células de teca y
granulosa fue extraido usando el reactivo comercial Trizol LS (Invitrogen) de acuerdo a

las instrucciones del fabricante.
e

e Se homogeneizaron muestras de aproximadamente 50 mg en 1 mL de reactivo
Trizol LS (Invitrogen) con un homogeneizador de mano UltraTurrax. Para el
caso de células se utilizaron 750 ul del reactivo y se homogeneizaron por
vortex.

e Seincubd durante 5 min a 25°C.

e Se adiciond cloroformo para separar la fase acuosa de la organica y se
centrifugé a 12000g durante 20 mina 4 °C.

e El sobrenadante fue transferido a un eppendorf estéril

e Posteriormente se precipité el ARN con un volumen equivalente de
isopropanol incubando durante toda la noche a -20°C y se separd por
centrifugacién a 12000g.

e EIl ARN obtenido se lavd con etanol 75% por 10 min a 4°C

e Seresuspendid con agua DEPC precalentada a 60°C

e Se cuantificd por espectrofotometria a 230, 260 y 280nm

3.3.3.2 Transcripcién reversa
Con el fin de eliminar posibles contaminaciones del ARN con ADN gendmico, se
realizé un tratamiento con ADNasa (Invitrogen). La transcripcidon reversa se realizd

mediante la adicién de una mezcla de cebadores con secuencias al azar, dNTPs, buffer
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para la enzima MMLV 5X, DTT (100mM), inhibidor de ribonucleasas ARNasaOut
(40U/ul) y la enzima MMLV RT (200U) (Invitrogen). Se utilizé para ello una cantidad
constante de ARN y fueron utilizadas las siguientes condiciones:
+*» 10 min a 252C para el anillado
+*» 50 min a 372C para la sintesis del ADNc
¢+ 15 min a 702C para la inactivacion de la enzima
Todas las reacciones se llevaron a cabo para un volumen final de 20 ul

utilizando un termociclador estandar (TC-3000, Techne Inc., NJ, USA).

3.3.4 Determinaciones hormonales

En trabajos previos se evaluaron los perfiles hormonales en liquido folicular de
las muestras obtenidas, identificando los quistes estrégeno-activos que permitieran su
utilizacién para el estudio de la COD (Amweg et al., 2013).

Mediante kits comerciales de ELISA (Estradiol EIA, DSL-10-4300; Progesterona
EIA, DSL-10-3900; Testosterona EIA, DSL-10-4000; Diagnostic Systems Laboratories,
Webster, TX, USA), de acuerdo a las indicaciones del fabricante, se midieron las
concentraciones de 17B-estradiol, progesterona y testosterona, presentes en el LF y en
el suero, obtenidos de los animales controles y con COD espontdnea e inducida con
ACTH. La sensibilidad del ensayo fue 7 pg/mL para 17B-estradiol, 0.13 ng/mL para
progesterona y 0.04 ng/mL para testosterona. El LF de los foliculos destinado a cultivos
celulares fue enviado a un laboratorio externo (LABIMED Analises clinicas, Santa Maria,

Brasil) para medicion de 17B-estradiol y progesterona mediante quimioluminiscencia.

3.4 Analisis de los miembros del sistema IGF
3.4.1 Inmunohistoquimica

Para el analisis proteico de las IGFBPs en muestras de ovarios de animales
controles y de animales con la enfermedad, se realizé6 la técnica de
inmunohistoquimica indirecta utilizando anticuerpos especificos comerciales (tabla 1).
Para analizar IGFBP2 y 3 se utilizaron secciones de ovarios de animales del grupo
control, de animales con COD inducida y con COD espontdnea obtenidas en playa de
faena. Para el resto de los componentes del sistema IGF se analizaron secciones de

ovarios de animales del grupo control y con COD espontdnea detectada a campo.
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Las inmunodetecciones se realizaron sobre cortes de 4 um de espesor,
siguiendo el protocolo descripto previamente por Ortega y col. (2009), segun se detalla

a continuacion:

. Desparafinizacion en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15
min cada uno.

. Hidratacion en una serie de alcoholes de graduacion decreciente, a
partir de etanol absoluto (dos pasajes de 3 min), etanol 962 (dos pasajes de 3 min) y
finalmente etanol 702 (un pasaje de 3 min).

) Hidratacion en PBS pH 7,2 durante 5 min

. Tratamiento de recuperacidén antigénica. Se realizdé en un horno de
microondas de uso doméstico (potencia maxima 800 W). Como solucién de
recuperacion se usoé buffer citrato de sodio 0,01 M pH 6,0. Los cortes fueron colocados
en un coplin dentro de un recipiente con agua, y fueron sometidos a la siguiente
secuencia de recuperacién: 3 min a 100% de potencia, 12 min a 40% y 20 min dentro
del microondas apagado.

. Bloqueo de la actividad enddgena de la enzima peroxidasa. Se
sumergieron las muestras durante 10 min en una solucion al 3% de perdxido de
hidrégeno 30 volumenes en metanol absoluto, agregando nuevamente el mismo
volumen de perdxido de hidrégeno a los 10 min

. Dos lavados en PBS durante 5 min.

. Bloqueo de los sitios de unidén no-especificos. Se incubaron las
muestras 20 min a temperatura ambiente en cdmara himeda con una solucién de
suero normal de cabra al 5%.

° Incubacién con anticuerpo primario. Segun la proteina a detectar
(tabla 1), se incubaron las muestras con el anticuerpo de interés en la dilucidn
adecuada durante toda la noche a 42C en cdmara humeda. Para los controles de
especificidad se sustituyd el anticuerpo primario por suero normal de cabra.

. Luego de la incubacion con el anticuerpo primario, la cdmara con las
muestras se retird de la heladera y se dejo a temperatura ambiente durante 10 min.

) Dos lavados consecutivos con PBS, 5 min cada uno

. Incubacién con el anticuerpo secundario policlonal biotinilado

preabsorbido en la dilucién apropiada, durante 30 min a temperatura ambiente.
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° Dos lavados consecutivos con PBS, 5 min cada uno.
. Incubacion con conjugado extravidina-peroxidasa (Sigma- Aldrich) en

una dilucién 1:200, durante 30 min a temperatura ambiente.

° Tres lavados consecutivos con PBS, 5 min cada uno.
° Revelado de la reaccidon con 3,3’diaminobencidina (DAB, Dako).
. Lavados con agua destilada, 2 de 5 min cada uno. Luego se realizd la

coloracion de contraste con hematoxilina activada (Biopur®), deshidratacion y montaje

con balsamo natural de Canada (Canadax, Biopur) y cubreobjetos apropiados.

Tabla 1: Condiciones de anticuerpos utilizados en inmuhistoquimica.

 aweeso dn Pooedrcomecsl  Oluien |
o pdmares

_ Policlonal conejo PAAH1. Novozymes GroPep Ltd., Australia 1:250
_ Policlonal conejo PAAI1. Novozymes GroPep Ltd., Australia 1:250
_ Policlonal conejo PAAJ1. Novozymes GroPep Ltd., Australia 1:250
_ Policlonal conejo PAAG1. Novozymes GroPep Ltd., Australia 1:100
_ Policlonal conejo PAAF1. Novozymes GroPep Ltd., Australia 1:75
_ Policlonal conejo PAAE1. Novozymes GroPep Ltd., Australia 1:200
_ Policlonal conejo SC-712. Santa Cruz Biotechnology, Inc. Europa 1:100
e

_ Policlonal AM-B1. LETH, Argentina 1:200

Para el anticuerpo anti- IGFBP6, se realizé una modificacién en la técnica de
rutina. La recuperacion antigénica se realizd con solucién EDTA 1mM pH 8 en iguales
condiciones de microondas.

La inmunomarcacién fue visualizada en el citoplasma para todas las proteinas
analizadas y se cuantificé en las capas de células de la granulosa y de la teca interna
sobre imagenes digitalizadas y utilizando el programa Image Pro-Plus 3.0, como se
describe mas adelante.

Se digitalizaron imdgenes de foliculos primarios, secundarios y terciarios para el

grupo control. En el caso de ovarios obtenidos de animales con la enfermedad
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espontanea e inducida, se analizaron foliculos primarios, secundarios, terciarios y

quistes para su posterior comparacion.

3.4.2 Hibridacioén in situ

Para el andlisis del ARNm se utilizaron sondas biotiniladas especificas para cada
secuencia de nucleétidos que codifican a las IGFBPs (tabla 2). Se analizaron las
diferentes estructuras foliculares en secciones de ovarios de animales controles y de
animales con la enfermedad inducida y espontdnea. Para analizar el ARNm de IGFBP2 y
3 se utilizaron secciones de ovarios de animales del grupo control, con COD inducida y
con COD espontanea obtenidas en playa de faena. Para el resto de los componentes
del sistema IGF se analizaron secciones de ovarios de animales del grupo control, con
COD inducida y con COD espontanea detectada a campo.

Las detecciones se realizaron sobre cortes de 4 um de espesor obtenidos en
condiciones libre de ARNasas y siguiendo el protocolo descripto seglin se detalla a

continuacion:

. Los cortes previamente almacenados a -80°C, fueron colocados a
temperatura ambiente por 10 miny luego 10 min a 60°C

. Desparafinizacion en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15
min cada uno.

. Hidratacion en una serie de alcoholes de graduacion decreciente, a
partir de etanol absoluto (dos pasajes de 3 min), etanol 962 (dos pasajes de 3 min) y
finalmente sucesivos lavados con agua destilada estéril.

. Hidratacion en TBS estéril durante 10 min

. Bloqueo de la actividad enddgena de la enzima peroxidasa,
sumergiendo las muestras durante 10 min en una solucion al 3% de peréxido de
hidrégeno 30 volumenes en metanol absoluto, agregando nuevamente el mismo
volumen de perdxido de hidrégeno a los 10 min

. Dos lavados con TBS durante 10 min.

. Tratamiento de recuperacidén antigénica. Se realizdé en un horno de
microondas de uso doméstico (potencia maxima 800 W). Como solucién de

recuperacion se usoé buffer citrato de sodio 0,01 M pH 6,0. Los cortes fueron colocados
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en un coplin dentro de un recipiente con agua, y fueron sometidos a la siguiente
secuencia de recuperacion: 3 min a 100% de potencia, 12 min al 40% y 20 min dentro
del microondas apagado.

. Tres lavados en TBS durante 5 min.

. Blogqueo de los sitios de unién no-especificos incubando 15 min a
temperatura ambiente en cdmara himeda con una solucién de suero normal de cabra
al 5% estéril.

. Hibridacidn especifica con la sonda. Se aplicaron 25 pl de la solucién de
hibridacién a cada muestra con la concentracidn de sonda determinada (tabla 2). Se
colocé un parafilm sobre cada corte con la solucion de hibridacion para evitar posibles
evaporaciones y se colocaron las muestras en cdmara himeda precalentada a la
temperatura de hibridacion detallada para cada sonda (tabla 2), durante toda la
noche. El control de marcacion inespecifica se incubd con la solucion de hibridacidn sin
sonda.

) Lavados consecutivos con TBS, uno de 10 min y tres de 2 min cada uno.

. Se realizaron lavados rigurosos en condiciones estériles. Un lavado de
5 min con solucidn salina de citrato (SSC) 2X 50% formamida y 0,05% Tween 20. Dos
lavados de 10 min con SSC 2X. Un lavado de 10 min con SSC 1X previamente
calentados a la temperatura recomendada. Luego, a temperatura ambiente, un lavado
de 5 min con SSC 0,1X y un lavado de 5 min con agua destilada estéril.

. Dos lavados consecutivos con TBS estéril, 5 min cada uno.

. Incubacién con conjugado extravidina-peroxidasa (Sigma-Aldrich) en

una dilucién 1:200, durante 40 min a temperatura ambiente en cdmara humeda.

) Tres lavados consecutivos con TBS estéril, 5 min cada uno.
. Revelado de la reaccion con DAB (Dako).
) Lavados con agua destilada, 2 de 5 min cada uno. Luego se realizd la

coloracion de contraste con hematoxilina activada (Biopur®), deshidratacion y montaje

con balsamo natural de Canada (Canadax, Biopur) y cubreobjetos apropiados.

La marcacién se cuantificd en las capas de células de la granulosa y de la teca
interna sobre imagenes digitalizadas y utilizando el programa Image Pro-Plus 3.0, como

se describe mas adelante.
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Se digitalizaron imagenes de foliculos primarios, secundarios y terciarios para el
grupo control. En el caso de ovarios obtenidos de animales con la enfermedad
espontanea e inducida, se analizaron foliculos primarios, secundarios, terciarios y

quistes para su posterior comparacion.

Tabla 2: Secuencia de sondas utilizadas en hibridacién in situ

TCACATCCTCCTCGCATCTCTTCTATCT Llewellyn y col., 2008

GGCCCTGTGCTTGCTCG
GCGCCAGCCCCGAGCAGGTTGCAGA 45 200 Llewellyn y col., 2007
CAATGGCGAGGAGCACTCTG
GAGTCGGAAGAAGACCACAGCATGG 45 300 Llewellyn y col., 2007
GGAGCACAGAGAACCAGGCT
AAGACGGGAGTGAAGCTTCCGGGG 45 200 Moser y col., 1992
GGCCTGGAGCCGAAGGGGGAG
CTACTCGCCCAAGATCTTCCGGCCCA 42 200 Moser y col.,, 1992

AGCACACCCGCATCTCCGA

3.4.3 Western blot
Para la inmunodeteccion de las IGFBPs, el IGFR1 y la PAPP-A se realizd el

siguiente protocolo:

e Bloquear los sitios de union inespecificos con TBS-Tween 20 (TBST) BSA 5 % 2hs 30 min
para IGFBPs y TBST-leche 10% 5 h para PAPP-A, a temperatura ambiente, en inmersidn
y agitacién.

e Cinco lavados de 5 min a temperatura ambiente con TBST

e Incubar con el anticuerpo primario durante toda la noche en heladera. Para la dilucién
del anticuerpo primario de las IGFBPs se utilizd buffer de bloqueo. Para la dilucion del
anticuerpo PAPP-A se utilizdé TBST-BSA 2,5%

e Cinco lavados de 5 min a temperatura ambiente con TBST

e Incubar con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa 1:2000 (HRP-anti
rabbit- IgG; Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA) durante 1 hora 30 min a
temperatura ambiente. Para la dilucién se utilizé buffer de bloqueo.

e Cinco lavados de 5 min a temperatura ambiente con TBST
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e Deteccién por quimioluminiscencia usando el sistema ECL-Plus (GE Healthcare)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

e Preparar la membrana entre dos hojas de papel celofan.

e Exponer la membrana a placas radiograficas (GE Healthcare) y revelar en cuarto oscuro
con soluciones de revelado y fijacion (Kodak).

e Lavar con agua destilada y secar la placa a temperatura ambiente.

3.4.4 Western ligand blot

Para el estudio de las proteinas ligadoras activas se utilizd volumen constante
de muestras de LF (Nicholas y col., 2002) y se procedid a realizar electroforesis en gel
de poliacrilamida al 12% siguiendo la metodologia detallada previamente. Una vez

obtenida la membrana de nitrocelulosa se siguio es siguiente protocolo:

e Bloqueo de los sitios inespecificos con albumina sérica bovina (Sigma- Aldrich)
al 5% en TBST

e Cinco lavados sucesivos de 5 min con TBST a temperatura ambiente

¢ Incubaciéon durante toda la noche con el ligando biotinilado IGF1 (Novozymes
GroPep) con una concentracién de 750 ng/mL

e Cinco lavados de 5 min con TBST a temperatura ambiente

e Incubacién con Extravidina-peroxidasa (Sigma- Aldrich) diluida 1:5000 en
solucion de bloqueo

e Lavados de 5 min con TBS- Tween 20, 5 veces

e Deteccidn por quimioluminiscencia usando ECL-Plus system (GE Healthcare) en
hyperfilm- ECL film(GE Healthcare) colocar la membrana en un recipiente con
el reactivo e incubar 5 min

e Escurrir la membrana y colocarla entre dos hojas de papel celofan

e Revelar la membrana en cuarto oscuro con los reactivos de revelado y fijado
Kodak; y placas radiograficas (GE Healthcare)

e Lavado con agua destilada

e Secado de la placa a temperatura ambiente.
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Las diferentes IGFBPs fueron identificadas en base a sus diferentes PM (tabla 3)

Tabla 3: Peso molecular de las IGFBPs en muestras de LF (Nicholas y col., 2002)

IGFBP2 34
IGFBP3 40-44
IGFBP4 24-29
IGFBP5 31

3.4.5 Diseio de cebadores especificos

Basados en secuencias ya publicadas y utilizadas para la amplificacién de
fragmentos de ARN correspondientes a IGF1, su receptor, sus proteinas ligadoras y su
proteasa especifica PAPP-A, se disefiaron cebadores especificos (tabla 4). Para el
disefio y posterior verificacién de su especificidad, se utilizé la aplicacion PrimerSelect
del programa LASERGENE (DNAStar, WI, USA). Todos los oligonucledtidos utilizados
fueron provistos por Invitrogen. A su vez, la especificidad de los mismos se cotejo por
comparacion directa de su secuencia contra el genoma completo de Bos taurus

mediante el uso del programa BLAST (http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/BLAST/).

Por otro lado, se disefiaron cebadores para amplificar las secuencias codificantes
de las enzimas CYP19a1l (especifica de células de la granulosa) y CYP17al (especifica de
células de la teca) siguiendo el procedimiento anteriormente detallado. Las reacciones
de amplificacion con estos cebadores permitieron seleccionar las muestras sin
contaminacién cruzada entre las células provenientes de las distintas poblaciones
foliculares. Las amplificaciones de CYP19a1l a partir de ADNc obtenidos de células de la
teca y de CYP17al a partir de muestras de la granulosa, indicaron contaminacién
cruzada entre estas poblaciones foliculares por lo que dichas muestras debieron ser
descartadas.

A su vez, se emplearon cebadores especificos para amplificar el gen de expresién
constitutiva correspondiente a la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) con el objeto de normalizar los niveles de expresion en relacidon al mismo.

En la tabla 4 se describen las secuencias de los cebadores utilizados.
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Tabla 4: Secuencia y condiciones de cebadores utilizados en PCR.

Longitud del

Ref i
producto (pb) efrerencia

Cebador Secuencia (5°-3)

- For TCG CAT CTC TTC TAT CTG GCC CTG T s PP
Rev GCA GTA CAT CTC CAG CCT CCT CAG A AT ycok 2002}

- For TCA AGA AGT GGA AGG AGC CCT - —
Rev AAT CCA TTC TTG TTG CAG TTT ALY GO )

S For CAC CGG CAG ATG GGC AA 16 —
Rev GAA GGC GCA TGG TGG AGA T ALYt

— For ACA GAC ACC CAG AAC TTC TCC TC - I
Rev GCT TCC TGC CCT TGG A i

IGEBP4 For GCC CTG TGG GGT GTA CAC 342 Plath-Gabl I, (2001
Rev TGC AGC TCA CTC TGG CAG i )

IGFBPS5 FOF TREGER G GICANG GAG 257 Plath-Gabl 1. (2001)
Rev TCC TCT GCC ATC TCG GAG RIERARIEhY 0

—_— For AGA AAG AGG ATT TGC CTT TGC - —_— |
Rev TCC GGT AGA AGC CCC TAT G PlativGablery el. (2001)

PAPPZA For TGGAGAACGCTTCGCTCAACTG 197 Disefiado en el laboratorio
Rev ACGCTGGGTCCTGTCTGGCTTT GenBank:XM_613511.6
iGFR For CACGCCTTGGTCTCCTTGTCCT 519 Disefiado en el laboratorio
Rev CGTCACTTCCTCCATGCGGTAAAT GenBank: NM_001244612.1
For CAC CCT CAA GAT TGT CAG CA X
GAPDH 103 Shibayay col. (2007)

Rev GGT CAT AAG TCC CTC CAC GA

— For GGAGGCGACCATCAGAGAAGTGC - P—
Rev CAGCCGGGACATGAAGAGGAAGAG ABEY YOl

yp10 For TAAAACAAAGCGCCAATCTCTACG a1 —r—
Rev GGAACCTGCAGTGGGAAATGA agalyy col. )

3.4.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final

Para analizar la expresion génica de IGFBP2 y 3 e identificar y caracterizar las
poblaciones celulares se realizd6 PCR de punto final para CYP17A1 (teca) y CYP19A1l
(granulosa). Las muestras con mas de una poblacién, las muestras de teca en que se
detectd expresién de CYP19A1 y las de granulosa que expresaron CYP17A1 fueron
descartadas.

Las PCR se realizaron de acuerdo a las condiciones estandarizadas para cada par
de cebadores. El nimero de ciclos y cantidades de ADNc empleados como molde
fueron determinados en experiencias previas. Cada reaccién de PCR se llevd a cabo en
un volumen final de 25 ul conteniendo ADNc constante (tabla 5), cebador sentido (20
uM), cebador antisentido (20 uM), 2,5 ul de buffer Tagq 10X (50 mM KCl; 20 mM Tris-
HCl, pH 8,4), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP; y 2 U Taq polimerasa (5 U/ul)
(todos los reactivos fueron provistos por Invitrogen) usando un termociclador (TC-

3000G, Techne Inc., NJ, USA). El programa utilizado incluyé un tiempo inicial de
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desnaturalizacidon de 3 min a 94°C seguido de 35 (CYP17A1 y CYP19A1), 32 (IGFBP2) y
30 (IGFBP3) ciclos de 45 seg a 94°C para la desnaturalizacién del ADNc, 30 seg a 60,8°C
(CYP17A1), 55,4°C (CYP19A1), 52°C (GAPDH), 58°C (IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3), 60°C
(IGFBP4, IGFBP6), 63°C (IGFBP5) y 1 minuto 30 seg a 72°C para la extensién a partir de
los cebadores. Un ultimo paso a 72°C durante 10 min fue necesario para la extension
final de todos los productos amplificados. Se realizaron conjuntamente en cada
ensayo, controles negativos reemplazando el ADNc por agua bidestilada estéril.

Los productos de todas las PCR fueron sembrados en geles de agarosa al 2%
conteniendo solucion tamponada TAE 1X (40 mM Tris-acetato; 0,5 mM EDTA, pH 8,0) y
colorante de acidos nucleicos GelRed 1X (Biotium, CA, USA). Paralelamente a las
muestras, se sembrd 1 pl del marcador de pares de bases (Ladder 100 pb, PBL
Productos Bio-Légicos, Buenos Aires, Argentina) con el objetivo de determinar la
correspondencia del producto amplificado con el tamano esperado. La electroforesis
se efectud a voltaje constante de 80 V.

Las bandas obtenidas se visualizaron en el gel bajo luz UV de un
transiluminador (Labnet, Edison, Estados Unidos) y se tomaron fotos usando una

camara digital (Olympus C-5060, Olympus America INC., USA).

3.4.7 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Para el estudio de la expresién génica de los diferentes miembros del sistema
IGF se optimizé un protocolo de PCR en tiempo real usando SYBR Green | (Invitrogen).
Para algunas de las IGFBPs que se habian analizado por PCR de punto final (IGFBP1, 4,
5y 6) se realizd una validacion de dichos resultados por PCR en tiempo real. Para ello
se tomaron muestras al azar de cada grupo analizado y se realizé la técnica de PCR en
tiempo real como se detalla a continuacidn. Los resultados fueron analizados y
comparados obteniendo niveles similares de expresién en ambas técnicas. Se utilizé
como gen de referencia interno el GAPDH.

Los niveles relativos de transcriptos se midieron en un StepOne Real Time PCR
System (Applied Biosystems, Life Technology, CA, USA) y se analizaron mediante el
método de 22" (Livak y Schmittgen 2001).

Todas las mediciones fueron realizadas por duplicado y las eficiencias de las

reacciones se evaluaron por medio de una curva estandar de 6 puntos y calculadas
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usando el software StepOne v2.2. Estas curvas estandares se construyeron a partir de
diluciones seriadas de un pool de ADNc. Las cantidades de ADNc usadas se muestran
en la tabla 5.

La concentracién de ADNc se cuantific6 previamente por el método
fluorimétrico (Qubit, Invitrogen) y se utilizaron 4 pl de ADNc para cada reaccién. Para
GAPDH vy las IGFBPs se utiliz6 una mezcla conteniendo buffer tag 10X (1X), MgCl,
50 mM (3 mM), dNTPs 25 mM (0,2 mM), SYBR Green (0,5uM) y enzima Taq
polimerasa 5 U/ul (2 U/25 ul). El protocolo utilizado consté de una desnaturalizacién
inicial 95°C por 10 min, 38 ciclos de una desnaturalizacién 95°C por 15 seg, anillado de
62°C (IGF1), 58°C (IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3), 60°C (IGFBP4, IGFBP6), 63°C (IGFBP5), y
52°C (GAPDH) por 20 seg, extension de 72°C por 30 seg y lectura a 74°C por 10 seg.
Para PAPP-A se utilizd una mezcla conteniendo buffer high 10X (1X), MgCl, 50 mM
(3 mM), dNTPs 25 mM(0,2 mM), SYBR Green (0,5 uM) y enzima Taq pegasus 5 U/ul
(2 U/25 pl). El protocolo utilizado consté de una desnaturalizaciéon inicial 94°C por 2
min, 40 ciclos de una desnaturalizacion 92°C por 15 seg, anillado de 60°C por 25 seg,
extensidon de 72°C por 30 seg y lectura a 84°C por 10 seg. En todos los ensayos se
incluyé un control negativo.

Los niveles de expresidn de los genes se analizaron segun los valores de sus Cts
(del inglés: cycle threshold) los que fueron calculados por el software StepOne v2.2
(Aplied Biosystems). Dicho valor corresponde al ciclo en el que la sefial de
fluorescencia puede ser detectada como valor de corte o umbral. Para confirmar la
pureza de los productos se realizaron curvas de disociacion y por electroforesis en

geles de agarosa al 2% fueron analizadas muestras al azar.

Tabla 5: Cantidad de ADNc a sembrar

Cebador IGF1  IGFBP1 IGFBP2 IGFBP3 IGFBP4 IGFBP5 IGFBP6 PAPP-A GAPDH  CYP17al  CYP19al

Ng sembrados
15 90 10 20 15 15 15 8 15 10 10

3.4.8 Secuenciacién nucleotidica
Para verificar la especificidad de los productos amplificados por PCR se realizé

secuenciacién. Los mismos fueron enviados a un servicio para tal fin (Macrogen
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Sequencing Service, Korea). Las secuencias obtenidas fueron verificadas empleando la

herramienta MegAlign del programa LASERGENE (DNAStar, WI, USA).

3.5 Analisis de imagenes

Las imagenes fueron analizadas usando el analizador digital de imagenes Image
Pro-Plus 3.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA).

Las imagenes de los preparados histoldgicos fueron digitalizadas mediante una
camara color de video CCD (Motic 2000, Motic China Group, China) montada a un
microscopio de luz convencional (Olympus BH2, Olympus Co., Japan) usando un
objetivo de 40X (Ortega y col., 2009; 2010). La resoluciéon de las imdagenes fue
establecida en 1200 x 1600 pixeles. El area marcada se calculd a través de la
segmentacion de colores seleccionando los objetos con reaccién marrédn
moderado/intenso (dada por la reactividad del cromégeno utilizado) como rango
positivo. Dicha coloracién fue elegida con una sensibilidad de 4 (maximo 5).
Posteriormente fue aplicada una mascara para la separacion permanente de los
colores y se realizd un histograma para determinar el porcentaje del drea marcada
sobre el drea total evaluada, tal como fue descripto en trabajos previos (Rey y col.,
2010). El porcentaje de area marcada en forma positiva para los anticuerpos o las
sondas de oligonucledtidos, fueron calculados por no menos de 20 imagenes de cada
seccion (teca y granulosa).

Las placas obtenidas del revelado por quimioluminiscencia fueron escaneadas
con un escaner de oficina (HP Officejet J5 780) con alta resolucién (1200 dpi) y formato
tiff. Los niveles de cada proteina fue analizada por densidad éptica integrada (DOI), los
cuales fueron comparados entre las muestras de LF de foliculos provenientes de

animales controles y con quistes ovaricos (Rey y col., 2010).

3.6 Cultivos celulares
3.6.1 Muestras

Se utilizaron muestras de ovarios que fueron obtenidas en playa de faena y
transportadas al laboratorio en solucién fisiolégica (9 g NaCl/L) a 30°C.

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron lavadas con solucién fisioldgica,

etanol 70° y por ultimo, un lavado con solucién fisioldgica para eliminar los restos de
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etanol. Todas las soluciones utilizadas para dichos lavados fueron previamente
acondicionadas en bafio termostdtico a 35°C (Figura 17 A).

Se seleccionaron foliculos con caracteristicas coincidentes a las de foliculos
preovulatorios (foliculo de diametro superior a 8 mm provenientes de ovarios sin

cuerpo luteo, con LF cristalino y teca vascularizada; Figura 17 B).

3.6.2 Obtencidn de células de la granulosa

Para obtener las células de la granulosa destinadas a cultivo primario, se realizé
la puncidn folicular de 6 foliculos preovulatorios. Con una aguja de 18 G y jeringa de
1 mL se punzaron dichos foliculos y extrajo el liquido folicular que se almacené a -80°C
para su posterior analisis hormonal. Sin retirar la aguja del foliculo, se inyecté PBS
estéril al foliculo y se realizaron cuidadosos lavados sin que la aguja se retire del
foliculo (Figura 17 C). Las células resuspendidas en PBS fueron centrifugadas a 500 g
por 5 min. Se descartd el sobrenadante y el pellet de células se lavé en PBS estéril. Se
centrifugd nuevamente, se descartd el sobrenadante y finalmente se resuspendieron
las células en 2 mL de medio Dubelco’s Modified Eagle’s Medium: F-12 Ham (DMEM:
F12) con 0,1 % BSA, 0,1 % anfotericina, 1 ng/mL FSH, Androtenediona 107M, 0,1 %
penicilina/strepetomicina, 0,01 ng/mL insulina (Figura 17 D).

Se filtré la suspensién celular en un filtro de malla de acero 150 um y se
prosiguio con el recuento celular mediante la técnica de exclusion del azul de tripan en
camara de Neubauer. Se destinaron las células a diferentes ensayos de medios de
cultivos. Una vez finalizados los ensayos se obtuvieron las células, se resuspendieron
en el reactivo comercial Trizol (Invitrogen) para la extraccion de ARN total y el medio

de cultivo se almacend a -80°C para su medicidon hormonal.

Figura 17: Procesamiento para obtencion de células de la granulosa

59



3 . [\]3teriales Yy Métodos

3.6.2.1 Ensayo de medios de cultivo para células de la granulosa
Los medios a ensayar fueron:

+* DMEM: F12 con 1 ng/mL de FSHy 0,01 ng/mL de insulina

+» DMEM: F12 con 1 ng/mL de FSH sin insulina

+» DMEM: F12 con 0,01 ng/mL insulina sin FSH

+* DMEM: F12 sin suplementos hormonales

+* DMEM:F12 con 1 ng/mL FSH y 0,01 ng/mL insulina

+» DMEM:F12 sin suplementos

«» DMEM:F12 con 4ng/mL de selenio y 2,5ug/mL de
transferrina

«» DMEM:F12 con 4 ng/mL Selenio, 2,5 pug/mL transferrina y
0,01 ng/mL insulina.

Se cultivaron 50.000 células vivas por pocillo y se incubaron 24, 48 y 72 h. Se
realizd un recuento celular con azul de Tripan en diferentes tiempos y se obtuvieron
las células para el analisis del ARNm de CYP17A1 y CYP19A1l. El sobrenadante del

cultivo se almacend a -80°C para su posterior medicidon hormonal.

3.6.3 Obtencion de células de la teca

Para la obtencion de las células de la teca, primero se separd el foliculo de
interés con la ayuda de un bisturi (Figura 18 A y B). Una vez apartado el foliculo del
resto del ovario, se aspird el LF mediante punciéon folicular como se indicé
anteriormente y se lo almacené a -80°C para su posterior andlisis. Se lavd
enérgicamente el foliculo con PBS estéril para eliminar las células de la granulosa y con
ayuda de pinzas de diseccidn, se extrajo suavemente la capa de células de teca (Figura
18 C). Estas muestras se lavaron en medio DMEM:F12 sin suplementos y las células
fueron disgregradas con colagenasa (dilucion 1:10) 1 h a 37°C (Figura 18 D).
Posteriormente, se filtré la suspension celular a través de una malla de acero de
150 um y se centrifugé el filtrado por 5 min a 500 g. Se descarté el sobrenadante vy el
pellet se resuspendi® en 1mL de medio DMEM: F12 con 0,1%

penicilina/streptomicina, 0,01 % gentamicina, 1pug/mL de selenio, 2 ng/mL de
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transferrina y 10 % de suero fetal bovino (Figura 17 E). Se incub6 a 39°C, 5% CO; por
24 h.

A

Figura 18: Procesamiento para obtencién de células de la teca

3.6.3.1 Estimulo hormonal en células de la teca

Luego de 24 h de cultivo a 39°C, las células de la teca se trataron con tripsina y
se sembraron en placas de 24 pocillos con una densidad de 30.000 células vivas por
pocillo. Se destinaron pocillos para 9, 24 y 48 h con diferentes dosis de LH como
tratamiento hormonal. Las dosis ensayadas fueron: LH 10 ng/mL, LH 100 ng/mL y LH
1000 ng/mL. Finalizados los tiempos indicados se prosiguié a la obtencidon de las
células para su posterior obtencion de ARN y analisis por PCR en tiempo real de
diferentes marcadores, y el medio se almacend a -80°C para su posterior estudio

hormonal.

3.7 Evaluacion estadistica

Los diferentes pardmetros cuantificados fueron evaluados con el programa
SPSS 15.0.1 para Windows (Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La prueba de
homogeneidad de la varianza entre grupos se realizé mediante un test de Levene y la
normalidad se verificd por el test de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias estadisticas
entre los grupos homogéneos se analizaron por un test ANOVA de una via y como
analisis post hoc se aplicd test de Duncan. Para el andlisis de 2 grupos independientes
se utilizé t student. El nivel de significancia utilizado fue p < 0,05 en todos los casos. Los

valores se expresaron como el promedio * el desvio estandar (DE).

61



RESULTADOS



[ . ReSU|tadOS

4.1 Induccién de la enfermedad quistica ovarica

El modelo de induccion de quistes utilizado para el desarrollo de esta tesis fue
probado en un estudio previo, donde se comprobé la induccidon de los quistes
foliculares en los animales tratados con ACTH con un persistencia de los quistes
superior a 10 dias (Amweg et al., 2013). El éxito de la induccién de COD fue confirmado
mediante la morfologia ovarica y cuantificaciéon de las concentraciones hormonales
(Amweg et al., 2013). El monitoreo ecografico diario durante un ciclo estral completo
en animales controles reveldé una dindmica folicular normal. Los quistes fueron
observados por ultrasonografia, como estructuras anecogénicas con un espesor de
pared menor a 3 mm. La deteccidn de los quistes se inicié a partir del dia 32 £+ 4y el
didmetro medio de los quistes fue de 23 £ 2 mm, mayores al diametro maximo de los
foliculos ovulatorios (p < 0,05). Por otro lado, los quistes foliculares espontaneos
fueron similares a los quistes inducidos con ACTH (p > 0,1). Los foliculos preovulatorios
del grupo control tuvieron un didametro promedio de 12+ 2 mm en el dia 18 cuando se
realizé la ovariectomia. Microscépicamente, en ovarios de animales con COD, se
observaron foliculos sanos en desarrollo, foliculos con diferentes grados de atresia y
quistes en uno de los ovarios, con una capa completa de células de la granulosa, sin

observarse presencia de CL en todos los casos (Figura 19).

4.1.1 Diagnéstico y obtencion de muestras provenientes de casos con COD
espontanea identificados a campo

De los 18 casos identificados con COD espontdnea se utilizaron se obtuvieron
muestras de LF mediante aspiracién guiada por ecografia en 10 casos y muestras de
ovarios mediante ovariectomia bilateral en 8 casos (Figura 20).

En cuanto al diagndstico ecografico y la morfologia folicular, los quistes
espontdneos presentaron un didmetro promedio de 26 + 4 mm (Figura 20). Los
animales diagnosticados con COD espontanea presentaban foliculos Unicos o
multiples, ausencia de CL, pared folicular con menos de 3 mm de espesor, y falta de
tono uterino, caracteristicas compatibles a la descriptas en la bibliografia (Silvia y col.,
2002; Wiltbank y col., 2002; Bartolomé y col., 2005; Vanholder y col., 2006).
Microscépicamente se observaron foliculos en diferentes estadios de desarrollo

incluyendo foliculos primarios, secundarios, terciarios y atrésicos, y en todos los casos,
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se observd ausencia de tejido luteal activo. Las capas de granulosa y teca presentaron
células de morfologia conservada, sin procesos degenerativos. Las evaluaciones
histoldgicas e inmunohistoquimicas se realizaron Unicamente en los foliculos quisticos

gue presentaban células de la granulosa.
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Figura 19: Caracteristicas morfoldgicas de los foliculos preovulatorios y los quistes en el momento de la
ovariectomia. Se muestran las imagenes de ultrasonografia seleccionadas y las caracteristicas
histoldgicas. Los valores estdn representados como la media + DE. Las barras con letras diferentes son
significativamente diferentes (p <0,05). G: granulosa; Tl: teca interna, TE: teca externa (Adaptado de
Stangaferro, 2013).

65



4. Resultados

|I|ll|ull il HH’HHll.H. i Hmnnlm uplllhfﬂl]Wﬂﬂ]T

e G:12 R: Bem S8TCz3:BRT:8 | M:0RID ocM1 2 3 4

Figura 20: (A) Imagen ecografica de un quiste espontdaneo en el momento de la aspiracion folicular
guiada por ecografia. (B) Ovarios de una vaca con COD espontanea obtenidos mediante ovariectomia
bilateral (Adaptado de Amweg, 2013).

4.2 Concentracion de las hormonas esteroides en suero y LF al momento de la
ovariectomia

Se determinaron las concentraciones de 17 B-estradiol, progesterona vy
testosterona en el suero y en el LF de animales controles y animales con COD al
momento de la ovariectomia (Figura 21).

Los niveles séricos de progesterona evidenciaron un aumento significativo en
los animales controles (p < 0,05), aunque con valores subluteales (< 1 ng/ml). Las
concentraciones de testosterona mostraron una tendencia a aumentar en los animales
con quistes espontaneos (p = 0,06), mientras que las concentraciones de 17 B-estradiol
no evidenciaron diferencias entre las estructuras analizadas.

Por otro lado, en el LF, la concentracién de 17 B-estradiol fue similar en todos
los grupos con una tenencia a disminuir en los quistes inducidos en relacién a los
foliculos preovulatorios controles (p = 0,055). La concentracidon de progesterona fue
inferior en los foliculos quisticos inducidos y espontaneos en relacién a los foliculos
controles (p <0,05). Por otra parte, la concentracién de testosterona mostré un
aumento en los quistes espontaneos en relacién a los foliculos preovulatorios

controles (p < 0,05).
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Figura 21: Concentraciones de 17 B-estradiol, progesterona y testosterona en suero y LF de foliculos
grandes y quisticos al momento de la ovariectomia. Las barras representan la media + DE para cada
hormona en el suero y en el liquido folicular. Las diferentes letras indican diferencias significativas
(p<0,05).

4.3 Analisis de los miembros del sistema IGF

Se realizd el andlisis de la expresién génica de las IGFBPs mediante PCR de
punto final, en cambio para IGF1, IGFR1 y PAPP-A se realizd PCR en tiempo real. Para
poder validar los resultados obtenidos mediante PCR de punto final y homogeneizarlos
para su publicacion, se tomaron muestras representativas al azar y se realizé PCR en
tiempo real de las diferentes IGFBPs. Los niveles detectados fueron similares para
ambas técnicas (p>0,05). Como gen de referencia se utilizé el GAPDH, el cudl mostré
niveles de expresion similares para los diferentes grupos evaluados (p > 0,05).

El nivel de expresién de ARNm in situ para los diferentes componentes del
sistema se observaron en forma de granulos marrones en el citoplasma de las células

evaluadas. En los controles negativos de la técnica, se observd ausencia de marcacion
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en todos los casos. De la misma manera, en el analisis de la expresion proteica
mediante inmunohistoquimica, se observé marcacién positiva como depédsitos
marrones en el citoplasma celular y no se observé marcacién especifica en los cortes

destinados como controles negativos de la técnica.

4.3.1 Evaluacién de la expresion de IGF1
4.3.1.1 Evaluacidén de IGF1 mediante PCR en tiempo real

La expresién del ARNm de IGF1 analizada en la pared de foliculos terciarios
provenientes de ovarios de animales controles y con COD; evidencid niveles similares

entre los diferentes grupos analizados por PCR en tiempo real (p > 0,05; Figura 22).
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Figura 22: Expresion relativa de ARNm de IGF1 por PCR en tiempo real en pared completa de foliculos
terciarios pequefios (TP), medianos (TM) y grandes (TG) del grupo control y en foliculos quisticos (TQ).
Los valores 2°*“ se representan como la media * DE.

4.3.1.2 Caracterizacion y evaluaciéon de IGF1 mediante hibridacién in situ

La expresion in situ del ARNm de IGF1 se analizé en secciones de ovarios
provenientes del grupo control, de animales con COD inducida con ACTH y con COD
espontanea. En animales del grupo control se observaron niveles de expresién génica
de IGF1 similares en células de la granulosa de todas las estructuras analizadas (Figura
23 A).

Por otro lado, en animales con COD inducida y espontanea el comportamiento
fue similar, sin cambios en células de la granulosa de los grupos analizados (Figura 23 B

y C).
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Figura 23: Expresion genica relativa
de IGF1 en células de la granulosa
de foliculos primarios (FP),
secundarios (FS), terciarios (FT) y
quistes (Q) de los grupos control
(A), con COD inducida (B) y con
COD espontanea (C). Los valores se
representan como media + DE.

Cuando se realizé la comparacién entre estructuras analogas de diferentes

grupos se observdé una menor expresiéon del ARNm de IGF1 en las células de la

granulosa de todas estructuras foliculares de animales con COD inducida comparados

con los foliculos de animales del grupo control y aquellos de los animales con COD

espontdnea (p < 0,05).

Las células de la granulosa de foliculos terciarios de ovarios provenientes de

animales del grupo control evidenciaron una mayor marcacién respecto a los quistes

con COD inducida con ACTH (p < 0,05; Figura 24 y 25). Por su parte, las células de la

teca no mostraron marcacion positiva para la sonda de IGF1 (Figura 25).
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Figura 24: Expresién genica relativa de IGF1 por hibridacién in situ en células de la granulosa de foliculos
primarios (FP), secundarios (FS) terciarios (FT) y quistes (Q). Las barras representan la media + DE. Las
diferente letras y el asterisco denotan diferencias significativas (p < 0,05).

Figura 25: Imagenes representativas de la
localizacién y expresién relativa de ARNm de
IGF1 en foliculos terciarios del grupo control
(A) y en foliculos quisticos de los grupos con
COD inducida con ACTH (B) y con COD
espontdnea (C). El precipitado marrén de DAB
muestra la detecciéon de ARNm de IGF en los
citoplasmas de las células de la granulosa.
Magnificacidn 40X.
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4.3.2 Evaluacion de la expresion de IGFBP1
4.3.2.1 Evaluacion de IGFBP1 mediante PCR en tiempo real

La expresion del ARNm para IGFBP1 se analizé en la pared de foliculos
provenientes de ovarios de animales controles y de animales con COD espontdnea. Se

evidenciaron niveles similares en todos los grupos analizados (p > 0,05; Figura 26).

o
]

IS
1

“AAC
niveles de ARNm (2 Al t)

o
L

TP ™ TG Q

Figura 26: Cuantificacidn relativa del ARNm de IGFBP1 por PCR en tiempo real en pared completa de
foliculos terciarios pequefios (TP), medianos (TM) y grandes (TG) del grupo control y en foliculos
quisticos (Q). Los valores de 2*“' se representan como la media + DE.

4.3.2.2 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP1 mediante hibridacion in situ e
inmunohistoquimica.

La expresion del ARNm de IGFBP1 no se observod en ninguna categoria folicular
de los diferentes grupos estudiados. Por otro lado, la sintesis proteica de esta proteina

no evidencié marcacion en las estructuras de interés.

4.3.3 Evaluacion de la expresion de IGFBP2
4.3.3.1 Evaluacion de IGFBP2 mediante PCR en tiempo real

La expresion del ARNm para IGFBP2 analizada en muestras de pared de
foliculos provenientes de animales controles y con la enfermedad no evidenciaron

diferencias significativas entre los grupos analizados (p > 0,05; Figura 27).
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Figura 27: Cuantificacidn relativa del ARNm de IGFBP2 por PCR en tiempo real en pared completa de

foliculos terciarios pequefios (TP), medianos (TM) y grandes (TG) del grupo control y en foliculos
quisticos (Q). Los valores 2" se representan como la media + DE.

4.3.3.2 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP2 mediante hibridacion in situ

La expresion del ARNm de IGFBP2 se analizé en pared de foliculos provenientes
de ovarios del grupo control y de animales con COD inducida con ACTH y con COD
espontanea.

Para los animales del grupo control se observaron niveles similares de ARNm en
todas las estructuras estudiadas (Figura 28 A). Por su parte, los animales con quistes
inducidos experimentalmente con ACTH, evidenciaron una disminucién de la expresién
génica de esta proteina ligadora en quistes respecto a los foliculos en crecimiento
(p <0,05; Figura 28 B). Ademas, en el grupo de animales con COD espontanea se

observaron niveles similares de ARNm para IGFBP2 en todas las estructuras analizadas

(Figura 28 C).
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Células de la granulosa

Al realizar la comparacién entre estructuras analogas de diferentes grupos se
observé una mayor expresion génica de IGFBP2 en células de la granulosa de foliculos
del grupo control respecto a los foliculos de animales con COD en todas las categorias
foliculares estudiadas (p < 0,05; Figura 29). Ademas, los quistes inducidos con ACTH y
espontaneos evidenciaron la menor marcacién respecto a los terciarios controles
(p <0,05; Figura 29 y 30). En ningun caso se observé expresion de ARNm para IGFBP2

en células de la teca (Figura 30).
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Figura 29: Expresion genica relativa de IGFBP2 por hibridacién in situ en células de la granulosa de
foliculos primarios (FP), secundarios (FS) terciarios (FT) y quistes (Q). Las barras representan la media +
DE. Las diferentes letras y el asterisco denotan diferencias significativas (p < 0,05).

Figura 30: Imagenes representativas de ARNm de IGFBP2 en foliculos terciarios del grupo control (A),
terciarios del grupo de animales con COD inducida (B) y en foliculos quisticos de los grupos con COD
espontdnea (C) e inducida con ACTH (D). El precipitado marrén de DAB indica los citoplasmas de las
células de la granulosa de los distintos foliculos con inmunomarcacién positiva. Magnificacion 40X.
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4.3.3.3 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP2 mediante inmunohistoquimica
La expresién de IGFBP2 se analizé en pared de foliculos provenientes de ovarios

del grupo control y de animales con COD inducida con ACTH y con COD espontdnea.
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Figura 31: Expresidn proteica relativa de
IGFBP2, medida como porcentaje de
area inmunopositiva, en células de la
granulosa y la teca interna de foliculos
primarios  (FP), secundarios (FS),
terciarios (FT) y quistes (Q) de los grupos
control (A), con COD inducida (B) y con
COD espontanea (C). Las Dbarras
representan la media £ DE. El asterisco
denota diferencias significativas (p <
0,05).
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Células de la granulosa « Células de la teca

Los foliculos provenientes de ovarios del grupo control no mostraron
diferencias significativas para la expresién de IGFBP2 en células de la granulosa
durante la foliculogénesis (p > 0,05; Figura 31 A). En las secciones de los ovarios de
animales con COD inducida experimentalmente se evidencidé una disminucién en la
expresion de IGFBP2 en las células de la granulosa de foliculos terciarios respecto a las
estructuras en crecimiento estudiadas (p < 0,05; Figura 31 B). Por ultimo, en foliculos
de ovarios provenientes de animales con COD espontanea, la expresion de IGFBP2 en
células de la granulosa fue similar en todos los foliculos analizados (p > 0,05; Figura 31
C). En ningun grupo analizado se observaron diferencias significativas en la expresién

de IGFBP2 en las células de la teca.
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Figura 32: Expresidn proteica relativa de IGFBP2, medida como porcentaje de area inmunopositiva, en
células de la granulosa y la teca interna de foliculos primarios (FP), secundarios (FS), terciarios (FT) vy
quistes (Q) de los diferentes grupos analizados. Las barras representan la media + DE. Las barras con
diferentes letras denotan diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 33: Imagenes representativas de la inmunomarcacién de IGFBP2 en foliculos terciarios del grupo
control (A), en foliculos terciarios (B) y quistes del grupos con COD inducida con ACTH (C). Magnificacidn
40X. La evaluacién de la especificidad del anticuerpo se realizé mediante western blot y evidencié una
Unica banda a 34 KDa.
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Cuando se realizd la comparacién entre estructuras analogas de diferentes
grupos, la inmunomarcacion en células de la granulosa evidencié una disminucién en
los foliculos terciarios con COD en comparacion con los foliculos terciarios controles
(p <0,05; Figura 32 y 33). Por el contrario, en células de la teca no se evidenciaron

diferencias para la expresion de IGFBP2 (p > 0,05; Figura 32).

4.3.4 Evaluacién de la expresién de IGFBP3
4.3.4.1 Evaluacién de IGFBP3 mediante PCR en tiempo real

La expresion génica de IGFBP3 analizada en pared de foliculos de animales
controles y con COD evidencié niveles similares en todas las estructuras estudiadas

(p > 0,05; Figura 34).
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Figura 34: Cuantificacion relativa del ARNm de IGFBP3 por PCR en tiempo real en pared completa de
foliculos controles terciarios pequefios (TP), medianos (TM) y grandes (TG) y en foliculos quisticos (Q).
Los valores de 2% se representan como la media * DE.

4.3.4.2 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP3 mediante hibridacion in situ

En células de la granulosa de foliculos provenientes de animales del grupo
control se observd un aumento de la expresidon génica de IGFBP3 en los foliculos mas
desarrollados respecto a los primarios (p < 0,05, Figura 35 A).

En ovarios provenientes de animales con COD inducida experimentalmente se
determinaron niveles de expresidén génica de IGFBP3 en células de la granulosa
similares en todas las categorias foliculares evaluadas (p > 0,05; Figura 35 B).

Por otro lado, los animales con COD espontdnea presentaron una expresion de

ARNm correspondiente a IGFBP3 disminuida en células de granulosa de quistes
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respecto a las de foliculos secundarios y terciarios del mismo grupo (p < 0,05, Figura 35

C).
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La comparacién entre estructuras andlogas de diferentes grupos evidencidé una
expresion similar de ARNm para IGFBP3 entre estructuras de la misma categoria
folicular en animales controles y con la enfermedad. Sin embargo, en células de la
granulosa de quistes espontdneos se determind una disminucion en la expresiéon
génica respecto a los foliculos terciarios controles (p < 0,05, Figura 36 y 37).

En las células de la teca no se evidencié marcacién especifica (Figura 37).
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Figura 36: Expresion génica relativa de IGFBP3 por hibridaciéon in situ en células de la granulosa de
foliculos primarios (FP), secundarios (FS) terciarios (FT) y quistes (Q). Las barras representan la media
DE. El asterisco denota diferencias significativas (p<0,05).

B - g - -4 - -
R ot & o 2% L
“ r: (“" e ..f" 4 r*v’ i’ ‘i ‘Q 1 “" .u‘ ty
Y X PR % o, et
3 » »
- nd -" » . -
- - ” o'. .
-~ %
.w‘-‘ 7 <
e > iy
Aae TRLe X . T- 2 B
e 27" &
[
M »
» * *‘¢ ’
'.;. h t_9 ‘0\' Figura 37: Imagenes representativas de la
i '3.“b )\, localizacién de la expresion relativa de
v e Bat - o A ARNm de IGFBP3 en foliculos terciarios del
S 4 & .
e % ” g grupo control (A), en quistes del grupo con
s .o "% 7,')» COD espontanea (B) y quistes inducidos con
v - ah’ v Ll ACTH (C). El precipitado marrén de DAB
Ao A * i ! evidencia la inmunomarcacién de los
4 W T LA citoplasmas de las células de la granulosa.
Magnificaciéon 40X
C

79



[ . ReSU|tadOS

4.3.4.3 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP3 mediante inmunohistoquimica

La expresion de IGFBP3 en el grupo control fue similar en las células de la
granulosa de las diferentes estructuras analizadas (p > 0,05; Figura 38 A). Asimismo, la
expresion de IGFBP3 en células de la granulosa no evidencid diferencias entre las
estructuras evaluadas en foliculos de animales con COD inducida experimentalmente
(Figura 38 B) y con COD espontanea (Figura 38 C) (p > 005).

Por otro lado, los niveles de expresidén en células de la teca fueron menores que
en células de la granulosa para todos los grupos estudiados (p < 0,05; Figura 38). Los

niveles en las células de la teca de las diferentes categorias fueron similares.
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Figura 39: Expresion proteica relativa de IGFBP3 en células de la granulosa y de la teca interna de
foliculos primarios (FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quisticos (Q) de animales controles, con COD
inducida y espontdnea. Las barras representan la media + DS.

, . "' . ’ ’
N i ) ) - ' ' 5
p . ' Ty
.
A B
'> - -ia
p a %
‘e . oo o 1 » >4 3 - 44KDa
, . % o B S 40KDa
s .
C ‘

Figura 40: Imagenes representativas de la inmunomarcacién de IGFBP3 en foliculos terciarios del grupo
control (A), en foliculos quisticos de los grupos con COD inducida con ACTH (B) y con la COD espontanea
(C). La reaccion positiva se evidencia por la presencia del depdsito marrén en los citoplasmas de las
células. Magnificacién 40 X. La especificidad del anticuerpo se analizé por western blot, observandose
dos bandas a 40 y 44 KDa correspondientes a IGFBP3.
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Al comparar entre estructuras foliculares andlogas se observaron niveles
similares de expresion de IGFBP3 en células de la granulosa en los diferentes grupos
estudiados (p > 0,05; Figura 39 y 40). De la misma manera, las células de la teca interna

no evidenciaron diferencias entre los grupos analizados (p > 0,05; Figura 39 y 40).

4.3.5 Evaluacion de la expresion de IGFBP4
4.3.5.1 Evaluacion de IGFBP4 mediante PCR en tiempo real

La expresidon génica de IGFBP4 analizada en pared folicular proveniente de
ovarios de animales controles y con COD evidenciaron niveles similares de ARNm

correspondiente a IGFBP4 en todas las estructuras analizados (p > 0,05; Figura 41).
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Figura 41: Cuantificacion relativa del ARNm de IGFBP4 por PCR en tiempo real en pared completa de
foliculos controles terciarios pequefios (TP), medianos (TM) y grandes (TG) y en foliculos quisticos (Q).
Los valores 2°*“ se representan como la media * DE.

4.3.5.2 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP4 mediante hibridacion in situ

En animales del grupo control se observé una disminucion de la expresion del
ARNm codificante para IGFBP4 en células de la granulosa de foliculos terciarios
respecto a foliculos en los menores estadios de desarrollo (p < 0,05; Figura 42 A). Por
otro lado, en animales con COD inducida experimentalmente las células de la
granulosa de los foliculos en desarrollo presentaron un patréon de expresién génica de
IGFBP4 similar al de los controles. Ademas, se evidencié una menor expresién aun en
quistes respecto a las demas estructuras analizadas (p <0,05; Figura 42 B). Por su
parte, los animales con COD espontdnea no mostraron diferencias entre las diferentes

estructuras (p > 0,05; Figura 42 C).
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La expresion génica de IGFBP4 fue mayor en células de la granulosa respecto a

las células de la teca para todas las categorias foliculares de los tres grupos analizados

(p < 0,05; Figura 42).
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Entre estructuras analogas de los diferentes grupos, se observd marcacion
similar en todas las categorias foliculares analizadas (p > 0,05; Figura 43). Sin embargo,
se evidencid una menor expresion del ARNm para IGFBP4 en células de la granulosa de

quistes inducidos experimentalmente respecto a los quistes espontaneos (p < 0,05;

Figura 43y 44).

83



[ . ReSU|tadOS

Ademds, se observd una disminucidon en la expresidon génica en quistes

inducidos comparados con los foliculos terciarios del grupo control (p < 0,05; Figura 43

y 44).
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Figura 43: Expresidn genica relativa de IGFBP4 por hibridacién in situ en células de la granulosa y de la
teca de foliculos primarios (FP), secundarios (FS) terciarios (FT) y quistes (Q). Las barras representan la
media * DE. Las diferentes letras y el asterisco denotan diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 44: Imdagenes representativas de la localizacién del ARNm de IGFBP4 en foliculos terciarios del
grupo control (A), foliculos terciarios del grupo con COD espontanea (B) y en foliculos quisticos de los
grupos con COD inducida con ACTH (C) y con COD espontanea (D). El precipitado marréon de DAB
muestra los citoplasmas de las células de la granulosa con expresion positiva.

4.3.5.3 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP4 mediante inmunohistoquimica

En ovarios de animales del grupo control se observé una marcacion similar en
todas las categorias de foliculos analizadas (p > 0,05; Figura 45 A). En animales con
COD inducida con ACTH, se determiné una menor expresion de IGFBP4 en los quistes
respecto a los foliculos primarios del mismo grupo (p < 0,05; Figura 45 B). El grupo de
animales con COD espontanea evidencidé una marcacion similar en todos los foliculos
estudiados (p > 0,05; Figura 45 C).

Por otro lado, las células de la granulosa mostraron la mayor expresién en

comparacion con las células de la teca interna (p < 0,05; Figura 45).
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Cuando se realizd la comparacién entre estructuras analogas de diferentes
grupos se observaron similares niveles de inmunodeteccién en células de la granulosa
en todas las categorias foliculares (p > 0,05; Figura 46).

Se observé una disminucién de la inmunomarcacién de IGFBP4 en quistes
inducidos experimentalmente respecto a foliculos terciarios controles (p < 0,05; Figura
46 y 47). Ademas, las células de la teca interna de foliculos quisticos inducidos con
ACTH evidenciaron la menor expresiéon de IGFBP4 respecto a foliculos terciarios de

animales controles (p < 0,05; Figura 46 y 47).
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Figura 46: Expresion proteica relativa de IGFBP4 en células de la granulosa y la teca interna de foliculos
primarios (FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quisticos (Q) de animales controles,con COD inducida y
con COD espontanea. Las barras representan la media + DE. Las diferentes letras y las barras con
asterisco indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 47: Imagenes representativas en 40X de la inmunomarcacién de IGFBP4 en foliculos terciarios del
grupo control (A), y en foliculos quisticos de los grupos con COD inducida con ACTH (B) y con COD
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espontanea (C). La especificidad del anticuerpo se analizé por western blot, observdndose una banda a
29KDa correspondientes a IGFBP4 glicosilada.

4.3.6 Evaluacidn de la expresién de IGFBP5
4.3.6.1 Evaluacién de IGFBP5 mediante PCR en tiempo real

La expresidn génica de IGFBP5 analizada en la pared de foliculos terciarios de
animales controles y quistes de animales con COD evidencié una expresidon génica

similar en los diferentes grupos analizados (p > 0,05; Figura 48).
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Figura 48: Cuantificacion relativa del ARNm de IGFBP5 por PCR en tiempo real en pared completa de
foliculos controles terciarios pequefios (TP), medianos (TM) y grandes (TG) y en foliculos quisticos (Q).
Las barras representan como la media de los valores 2%+ DE.

4.3.6.2 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP5 mediante hibridacion in situ

En animales controles se evidencié una disminucién en la expresién del ARNm
de IGFBP5 en células de la granulosa de foliculos terciarios respecto a foliculos de
menor desarrollo (p < 0,05; Figura 49 A). Por otro lado, en animales con COD inducida
experimentalmente se evidencidé una menor expresién génica de IGFBP5 en células de
la granulosa de quistes comparada con foliculos primarios y secundarios (p <0,05;
Figura 49 B).

En animales con COD espontdnea se evidencid la menor marcacion en células
de la granulosa de foliculos quisticos respecto a foliculos primarios (p < 0,05; Figura 49

C).
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Células de la granulosa

Cuando se realizé la comparacién entre estructuras analogas de diferentes
grupos se evidencid una menor expresion génica en células de la granulosa de quistes
inducidos experimentalmente respecto a los quistes espontaneos (p < 0,05; Figura 50 y
51). Ademas, se evidencié una disminucién en los quistes inducidos comparados con
los foliculos terciarios del grupo control (p<0,05; Figura 50 y 51).

La expresion génica de IGFBP5 fue detectada en células de la teca de
determinados foliculos quisticos y en foliculos terciarios los niveles detectados fueron

bajos o nulos, por lo que no se puedo realizar la cuantificacién (Figura 50y 51).
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Figura 50: Expresion genica relativa de IGFBP5 por hibridacién in situ en células de la granulosa foliculos
primarios (FP), secundarios (FS) terciarios (FT) y quistes (Q). Las barras representan la media £ DE. Las
diferente letras y las barras con asterisco denotan diferencias significativas.
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4.3.6.3 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP5 mediante inmunohistoquimica

La inmunomarcacion de IGFBP5 en células de la granulosa del grupo de

animales controles, disminuyo en foliculos terciarios en comparacion con los foliculos

primarios (p <0,05; Figura 52 A). Por otro lado, en animales con COD inducida se

evidencio una disminucién de la marcacion especifica para IGFBP5 en las células de la

granulosa de quistes y foliculos terciarios respecto a foliculos primarios y secundarios

(p < 0,05; Figura 52 B). Asimismo, en el grupo de los animales con COD espontanea, las

células de la granulosa de los quistes mostraron menor inmunomarcacién que los

foliculos primarios (p < 0,05; Figura 52 C).
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Figura 52: Expresidon proteica relativa de
IGFBP5, medida como porcentaje de area
inmunopositiva en células de la granulosa
y la teca interna de foliculos primarios
(FP), secundarios (FS), terciarios (FT) vy
quistes (Q) de los grupos control (A), con
COD inducida (B) y con COD espontanea
(C). Las barras representan la media + DE.
Las diferentes letras y los asteriscos
indican diferencias significativas
(p <0,05).
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Se determind una mayor expresion en las células de la granulosa en
comparacion con las células de la teca interna en todos los grupos analizados (p < 0,05;
Figura 52). En ningun caso se observé diferencias en células de la teca de las categorias
foliculares analizadas (p > 0,05; Figura 52)

El analisis comparativo entre los diferentes grupos evidencié una disminucién
en la expresién de IGFBP5 en las células de la granulosa de quistes inducidos
experimentalmente respecto a quistes espontaneos (p < 0,05; Figura 53 y 54). A su vez,
las células de la granulosa de los quistes inducidos mostraron una disminucién en la

expresion de esta proteina respecto a los foliculos terciarios controles (p < 0,05; Figura

53y 54).
[ Controles
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Figura 53: Expresion proteica relativa de IGFBP5 en células de la granulosa y la teca interna de foliculos
primarios (FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y quisticos (Q) de los animales controles,con COD
inducida y con COD espontanea. Las barras representan la media * DE. Las diferentes letras y las barras
con asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05).

92



4. Resultados

«
»
£ % & - [ , .'4-’.. “ ¢
“c"< '.'. *" NG 7'\ it e, Yt "‘w& E .'..' .. N Q.‘ ~
’“.’ “H ¥ -w-“ Y. .!\\ = '.t‘ o O £ Ll T E LA .
Al"' .!." ! \ ‘“l. "" y & » 5 > '.
*_” O 3 P ATy i WY “ N e S "we'
N » ~~As‘ e e L g ’ A > e !
vl 3 L b P | W " ot
=T - - b I * s ) ¢ | i h . ’ s 5
- o el Lt e, g r @
= - 5 " P ' « P " ,.’ g g s
ot & A Ve : s
r
- . - ' C WAL
. P go "
¥ ‘. e ) : : ‘,“ ‘
" £
- p ' ’ \ |
\. b ,.. § ‘ - ) .(.."
Cadar s \
A &> Ty o
o T - P 4 \ [
» -
-, 1
I 4 LY
Al e
Y !
o'y r' " u‘ s S
: , m l‘i . o
i " xf’ )
y o . ; é 4
.
.
» . € . )
-
.
C . >

Figura 54: Imagenes representativas de la inmunomarcacién de IGFBP5 en foliculos terciarios del grupo
control (A), en foliculos quisticos de los grupos con COD inducida con ACTH (B) y en foliculos quisticos
del grupo con la COD espontanea (C). Magnificacién 40X. La especificidad del anticuerpo se evalué por
western blot, observandose una banda a 31KDa correspondientes a IGFBP5.

4.3.7 Evaluacién de la expresion de IGFBP6
4.3.7.1 Evaluacién de IGFBP6 mediante PCR en tiempo real

La expresidn génica de IGFBP6 analizada en la pared de foliculos provenientes
de ovarios de animales controles y con quistes evidencid niveles similares para todas

las estructuras analizadas (p > 0,05; Figura 55).
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Figura 55: Cuantificacidn relativa del ARNm de IGFBP6 por PCR en tiempo real en pared completa de

foliculos controles terciarios pequefios (TP), medianos (TM) y grandes (TG) y en foliculos quisticos (Q).

. -AACt
Las barras representan como la media de los valores 2 + DE.

4.3.7.2 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP6 mediante hibridacion in situ
La expresion del ARNm de IGFBP6 no se observod en ninguna categoria folicular

de los diferentes grupos estudiados.

4.3.7.3 Caracterizacion y evaluacion de IGFBP6 mediante inmunohistoquimica

Los animales del grupo control evidenciaron marcacién similar en células de la
granulosa de todas las estructuras analizadas (p > 0,05; Figura 56 A). Por otro lado, se
evidencido mayor expresion de IGFBP6 en células de la granulosa de quistes y foliculos
terciarios respecto a foliculos en el menor estadio de desarrollo en animales con COD
inducida (p < 0,05; Figura 56 B). En animales con COD espontdnea se determind que los
foliculos primarios expresaron los menores niveles de IGFBP6 en células de la
granulosa (p < 0,05; Figura 56 C).

Al comparar estructuras andlogas de diferentes grupos se observé la mayor
inmunomarcacién para IGFBP6 en estructuras correspondientes a animales con COD
espontdnea (Figura 57 y 58). Ademas, se evidencié una mayor expresién de IGFBP6 en
células de la granulosa de quistes respecto de los foliculos terciarios controles
(p <0,05; Figura 57 y 58).

Las células de la teca presentaron ausencia de marcacion especifica (Figura 58).
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Figura 57: Expresion proteica relativa de IGFBP6 en células de la granulosa de foliculos primarios (FP),
secundarios (FS), terciarios (FT) y quisticos (Q) de los animales controles, con COD inducida y con COD
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espontanea. Las barras representan la media + DE. Las diferentes letras y las barras con asterisco
denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 58: Imagenes representativas de la inmunomarcacién de IGFBP6 en foliculos terciarios del grupo
control (A), en foliculos terciarios (B) y quisticos de los grupos con COD inducida con ACTH (C).
Magnificaciéon 40X. La especificidad del anticuerpo se determind por western blot, detectando una
banda a 32KDa correspondientes a IGFBP6.

4.3.8 Evaluacién de la expresion del IGFR tipo 1
4.3.8.1 Evaluacidn de IGFR tipo 1 mediante PCR en tiempo real.

La expresién génica de IGFR1 analizada en células de la granulosa y de la teca
de foliculos provenientes de animales controles y con quistes evidencid una
disminucion en células de la granulosa de quistes comparados con los foliculos
terciarios controles de mayor tamafio (p < 0,05; Figura 59).

En las células de la teca la expresion del receptor fue similar en las estructuras

foliculares evaluadas (p > 0,05; Figura 59).
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Figura 59: Cuantificacion relativa del ARNm de IGFR1 por PCR en tiempo real en células de la granulosa y
de la teca de foliculos controles terciarios pequefios (TP), medianos (TM) y grandes (TG) y en foliculos
quisticos (Q). Las barras representan la media de los valores 2°*“ + DE. Las diferentes letras indican
diferencias significativas (p < 0,05).

4.3.8.2 Caracterizacion y evaluacién de IGFR tipo 1 mediante inmunohistoquimica.

Se realizd el andlisis de la expresién del receptor para los animales del grupo
control y animales con COD. En las células de la granulosa de foliculos terciarios de
animales controles se evidencié un aumento en la expresion del receptor respecto a
los foliculos de menor desarrollo (p <0,05; Figura 60 A). En animales con la COD
inducida se detectaron niveles de expresién del receptor similares en células de la
granulosa de foliculos terciarios de mayor tamafio y quistes que, a su vez, fueron
superiores en relacién a foliculos de menor grado de desarrollo (p < 0,05; Figura 60 B).
Del mismo modo, las células de la granulosa de los foliculos terciarios de animales con
COD espontanea presentaron mayor expresion de IGFR1 que aquellos con menor
desarrollo, siendo los quistes las estructuras con la mayor expresidén respecto a las

restantes estructuras analizadas en el grupo (p < 0,05; Figura 60 C).
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Figura 61: Expresidn proteica relativa del IGFR1 en células de la granulosa de foliculos primarios (FP),
secundarios (FS), terciarios (FT) y quisticos (Q) de los animales controles,con COD inducida y con COD
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espontanea. Las barras representan la media + DS. Las diferentes letras y la barra con el asterisco
indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 62: Imagenes representativas de la inmunomarcacién de IGFR1 en foliculos terciarios del grupo
control (A), foliculos terciarios del grupo con COD espontdnea (B) y quistes de los grupos con COD
inducida con ACTH (C) y con COD espontanea (D). Magnificacion 40X. La especificidad del anticuerpo se
determind por western blot, detectando una banda a 130KDa correspondientes a IGFR1

La comparacion entre estructuras analogas de diferentes grupos evidencié un
aumento en la expresién del receptor en células de la granulosa de quistes
espontaneos con respecto a los foliculos terciarios del grupo control y terciarios con
COD inducida (p < 0,05; Figura 61 y 62). Por otro lado, se observé un aumento en la
expresion del IGFR1 en la granulosa de las estructuras foliculares de animales con COD
espontdnea comparada con las estructuras de los animales con COD inducida (p < 0,05;
Figura 61y 62).

Las células de la teca presentaron ausencia de marcacion especifica para IGFR1

(Figura 62).
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4.3.9 Evaluacién de la expresién de la enzima PAPP-A
4.3.9.1 Expresion del ARNm de PAPP-A mediante PCR en tiempo real

La expresion de ARNm para PAPP-A fue detectada en células de la granulosa de
foliculos quisticos y foliculos terciarios grandes del grupo control, determinandose la
ausencia de expresién en foliculos terciarios pequenos y medianos. Ademas, se
determind una ausencia de expresidon en células de la teca en los grupos analizados
(Figura 63). Los niveles detectados en células de la granulosa fueron menores en

quistes comparados con foliculos terciarios grandes (Figura 63).
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Figura 63: Cuantificacion relativa del ARNm de PAPP-A por PCR en tiempo real en células de la granulosa
de foliculos controles terciarios grandes (TG) y en foliculos quisticos (Q). Las barras representan la media
de los valores 2"*“ £ DE. Las barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p < 0,05).

4.3.9.2 Expresion de PAPP-A analizada mediante western blot
La deteccion de la PAPP-A secretada fue evaluada mediante western blot en

muestras de LF provenientes de animales controles y con COD espontanea (Figura 64).
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Se observé un aumento en la inmunomarcacion de la PAPP-A en liquido
folicular de quistes respecto a foliculos terciarios pequefios y medianos del grupo

control (p < 0,05; Figura 65).
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Figura 65: Deteccion de PAPP-A mediante western blot en liquido folicular proveniente de foliculos
controles terciarios pequefios (TP), medianos (TM) y grandes (TG) y en foliculos quisticos (Q). Las barras
representan la media + DE. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

4.4 Evaluacion de la actividad de las IGFBPs

El contenido de las IGFBPs activas presentes en el LF fue identificado mediante
western ligand blot. Se detectaron segun los PM y se identificaron bandas para IGFBP2
a 34 KDa, una doble banda en 40 y 44 KDa correspondiente a IGFBP3, una de 24 KDa y
otra de 29 KDa para IGFBP4 no glicosilada y glicosilada respectivamente, y por ultimo,
para IGFBP5 se determiné una banda a 31KDa (Figura 66).

Los resultados de la cuantificacién de los niveles presentes en LF de IGFBPs
activas se observan en la figura 67. Se observo que los niveles de IGFBP2 y 3 fueron los
mas elevados en todas las estructuras analizadas. Los niveles de IGFBP2
permanecieron constantes en el LF de los diferentes foliculos evaluados (p > 0,05).
Para IGFBP3 se observaron niveles superiores en foliculos quisticos respecto a los
foliculos terciarios pequefios (p < 0,05). En contraste, la IGFBP5 y la forma glicosilada
de IGFBP4 mostraron niveles mayores en foliculos terciarios pequenos que en foliculos
terciarios grandes y quisticos (p <0,05). Los niveles de la forma no glicosilada de

IGFBP4 fueron similares en las diferentes estructuras analizadas (p > 0,05).
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Figura 66: Imagen representativa del western ligand blot que muestra las IGFBPs unidas a IGF1
biotinilado. Se determinaron segun el peso molecular: IGFBP2 (34KDa), IGFBP3 (40-44KDa) IGFBP4 no
glicosilada (24KDa), IGFBP4 glicosilada (29KDa) y IGFBP5 (31KDa).
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Figura 67: Cuantificacion de las IGFBPs en liquido folicular por western ligand blot en foliculos terciarios
pequefios (TP), medianos (TM), grandes (TG) y quistes (Q). Las barras representan la media + DE. Las
diferentes letras denotan diferencias significativas (p < 0,05).

4.5 Cultivos celulares. Ensayos preliminares.
La utilizacion de cultivos celulares en esta tesis se planted para el estudio de la

modulacion de la produccién de IGF1 como consecuencia de diferentes estimulos
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hormonales (LH, FSH, insulina y 17 B-estradiol). Para ello, inicialmente se deben
optimizar las condiciones de cultivo con medios libres en su formulacién de estos
componentes para luego analizar las posibles modificaciones en los patrones de
expresion proteica y de ARNm de IGF1 como respuesta a estimulos hormonales sobre
poblaciones celulares provenientes de foliculos ovaricos de animales controles y con
COD. De esta manera, caracterizar diferencias entre animales controles y con COD que
aportarian informacion relevante para la comprensién de los procesos involucrados en
la sintesis y secrecion de IGF en el contexto de la enfermedad e inferir sobre

potenciales acciones sobre la funcionalidad ovarica y mecanismos de su regulacién.

4.5.1 Ensayo de medios de cultivo para células de la granulosa

El recuento de células sembradas en diferentes medios: DMEM:F12 vy
suplementado con FHS e insulina (FSH-I), con Insulina- Transferrina- Selenio (ITS), con
Selenio- Transferrina (Se-T) y sin suplementos (Negativo), mostré una relacién de
recuento a diferentes tiempo (R) 2 veces mayor para las células cultivadas en un medio

suplementado con selenio y transferrina (Figura 68, tabla 6).

Figura 68: Fotografias en microscopio invertido de las células sembradas con DMEM:F12 vy
suplementado con FHS e insulina (A), con insulina- transferrina- selenio (B), con selenio- transferrina (C)
y sin suplementos (D) a las 72 horas de cultivo. Magnificacion 40X.

Tabla 6: Recuento de las células sembradas

Medio Recuento 24h | Recuento 72h R: rcto
suplementado (cél/ ml) (cél/ ml) 72h/rcto24h
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La relacion de estrogenos/ progesterona fue mayor para el medio
suplementado con ITS en cultivos cortos, en cambio a largo plazo los mejores
resultados se observaron ademas del suplementado con ITS, en los suplementados con
selenio-transferrina y sin suplementos (Figura 69).

2000 -
1500

1000

R E2/Pg (ua)

500 -

FSH-I s/supl ITS Se-T  FSH-I s/supl ITS Se-T FSH-I s/supl ITS Se-T

24h 48h 72h
Figura 69: Relacién estrégenos/progesterona correspondientes al medio de cultivo con diferentes
suplementos obtenidos a diferentes tiempos.

Los resultados por PCR en tiempo real evidenciaron una mayor expresion de
CYP19 en el medio suplementado con selenio-transferrina y el suplementado con ITS a

las 24 h (Figura 70).
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Figura 70: Medicion de CYP19 en células de la granulosa cultivadas en medio de cultivo con distitnos
suplementos obtenidas a difentes tiempos. Se graficé la media con el método de 2™*.

4.5.2 Ensayo de numero de células a sembrar
Los resultados del ensayo donde se sembraron entre 10.000 y 50.000 células
vivas por pocillo en dos tiempos diferentes (48 y 72 h), evidenciaron una relacidn

estrégenos/ progesterona superior para los pocillos correspondientes a 10.000 células
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sembradas (tabla 7). Ademas, esta relacién se mantuvo constante con el tiempo,
concluyendo que seria el niumero de células a sembrar de eleccidon para futuros
ensayos.

Tabla 7: Relacién estrégenos/ progesterona para las diferentes concentraciones de células
sembradas por pocillo.

Muestra E2/Pg
10.000 48hs 21,04
20.000 48hs 8,85
30.000 48hs 8,46
40.000 48hs 8,92
50.000 48hs 7,43
10.000 72hs 21,58
20.000 72hs 8,05
30.000 72hs 9,56
40.000 72hs 7,48
50.000 72hs 9,65

4.5.2 Estimulo in vitro con LH de las células de la teca

Se utilizaron foliculos de ovarios provenientes de frigorifico. Se realizd un

ensayo de estimulo con LH de las células de la teca cultivadas in vitro (Figura 71).

Figura 71: Fotografias en microscopio invertido de las células de la teca sembradas con DMEM:F12 y
estimuladas con LH alas 12 h.

Los resultados de los niveles relativos de CYP17al en un Unico ensayo, podrian
evidenciar que a pesar que el medio sin estimulos permitié la mayor expresion de
CYP17al a las 12 h en las células de la teca, el estimulo de LH 100ng/ml a las 24h

tendria el mayor efecto (Figura 72).
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Figura 72: Medicién de CYP17al en células de la teca cultivadas en medio de cultivo con distintos
estimulos de LH obtenidas a difentes tiempos. Se graficé la media con el método de 2°“.
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5.1 Induccion experimental de la enfermedad quistica ovarica. Relacién con los
hallazgos en la enfermedad manifestada espontaneamente en bovinos.

La enfermedad quistica ovérica y los foliculos persistentes asociados se
encuentran involucrados en la disminucion de la fertilidad del ganado bovino de leche
(Roth y col., 2012). Existe consenso en el hecho de que los quistes se desarrollan a
partir de foliculos preovulatorios que fallan al ovular, persisten en el ovario e
interfieren de esta manera con la funcionalidad ovdrica normal (Vanholder y col.,
2006). Diferentes estudios demostraron que el desarrollo de los quistes esta asociado
a un desbalance en el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (Silvia y col., 2002; Hatler y
col., 2003). El estudio de la etiopatogenia de la COD en estos animales posee algunas
limitaciones como el inconveniente de determinar el tiempo de permanencia de los
quistes al momento de su diagndstico. Ademas, las circunstancias que afectan la
funcion del ovario al momento del diagndstico pueden ser diferentes de las que
prevalecian al momento de la formacién del quiste. Por otro lado, son escasas las
posibilidades de conocer y seguir los casos clinicos por un largo periodo debido a que
los productores requieren de tratamientos inmediatos para sus animales (Ribadu y
col., 2000, Probo y col., 2011, Roth y col., 2012).

Para lograr un correcto estudio, se han utilizado diversos modelos
experimentales de induccion de quistes foliculares mediante diferentes tratamientos.
Entre ellos se describen combinaciones de progesterona y estrégenos (Erb y col., 1973;
Winters y col., 1986; Cook y col., 1991; Hamilton y col., 1995), estrégenos (Wiltbank,
1966; Nadaraja y Hansel, 1976; Carrie’re y col., 1995), testosterona (Fathala y col.,
1978), antisuero contra LH bovino (Nadaraja y Hansel, 1976) y administracién de ACTH
(Liptrap y Mc Nally, 1976; Refsal y col., 1987; Kawate y col., 1996). En la presente tesis,
el modelo seleccionado para el desarrollo de quistes foliculares bovinos fue el de
induccion con ACTH. El tratamiento con esta hormona estimula al eje hipotalamo-
hipofisario-adrenal provocando importantes cambios en la actividad folicular ovarica.
Probablemente dichas modificaciones sean causadas por una interrupcidon en la
secrecion pulsatil normal de la LH que conduce a una reducida aunque prolongada
secrecion de 17 B-estradiol capaz de inhibir el pico de LH por retroalimentacién
negativa (Dobson et al., 2000). En un trabajo previo se logré realizar un seguimiento

por ultrasonografia y palpacién rectal en bovinos identificados con COD, y asi detectar
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el desarrollo de quistes (Ortega y col., 2008; Amweg y col., 2013). Asi, el modelo
experimental utilizado para la inducciéon de quistes con ACTH, permitié en esta tesis
obtener quistes foliculares de animales en los que se conoce el tiempo de emergencia

del quiste y lograr un andlisis mas exacto de su estructura y funcién.

5.2 Analisis de los niveles hormonales en animales con la enfermedad inducida y los
detectados en forma espontanea.

Al momento de la ovariectomia se midieron los niveles de hormonas esteroides
en suero de animales controles y animales con COD y en LF de los foliculos
preovulatorios (controles) y quistes. El patrén entre los niveles séricos e
intrafoliculares de 17 B-estradiol y progesterona en animales controles como en los
animales con COD, fueron similares. Si bien no se hallaron diferencias en las
concentraciones intrafoliculares de 17 B-estradiol entre los distintos grupos analizados,
se observo una tendencia a disminuir en los animales con quistes. Esta disminucién de
17 B-estradiol y los altos niveles de testosterona detectados podrian relacionarse con
las modificaciones detectadas a nivel histolégico (Salvetti y col., 2010). Se conoce que a
medida que los foliculos persisten en el tiempo, se pierden numerosas células de la
granulosa vy, las remanentes cambian o pierden la capacidad de producir determinadas
hormonas. Las células encargadas de transformar los andrégenos provenientes de la
teca interna en estrégenos, mediante un proceso de aromatizacion, son las células de
la granulosa (Hafez y Hafez, 2000). En este sentido, seria comprensible que el LF de los
guistes contenga menores niveles de 17 B-estradiol y mayores niveles de testosterona
gue los foliculos del grupo control debido que a medida que aumenta la persistencia
de los foliculos se incrementa la pérdida de las células de la granulosa y por lo tanto, la
posibilidad de aromatizacién de los andrégenos. Ademas, considerando que los quistes
espontaneos podrian tener una persistencia superior a la de los quistes inducidos, se
justificaria la deteccion de una concentracion de testosterona aun mayor en dicha
categoria. Diferentes autores describieron que el 17 B-estradiol permanece
aumentado hasta el dia 30 de la persistencia folicular, y propusieron que esta
hormona, junto con la inhibina, ejerce una fuerte retroalimentacién negativa sobre la
secrecién de FSH (Baird y col., 1991), impidiendo que se inicie una nueva onda de

crecimiento folicular (Dobson y col., 2000). Por lo tanto, el menor nivel de 17 B-
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estradiol estaria relacionado ademas, a la disminucidn del nUmero de receptores de LH
y una baja actividad aromatasa como consecuencia de una menor cantidad de células
de la granulosa al momento de la obtencién de los ovarios.

Si bien los niveles séricos de progesterona en animales con COD fueron
menores que en animales controles, se mantuvieron niveles subluteales en ambas
poblaciones estudiadas. Estos resultados junto a las concentraciones de 17 B-estradiol,
podrian reflejar la ausencia de luteinizacidon y la persistencia del foliculo sin llegar a la

ovulacién (Amweg y col., 2013).

5.3 Analisis de los componentes del sistema IGF
5.3.1 Expresion de IGF1 en animales controles y con COD espontdnea e inducida

experimentalmente.

El higado es la principal fuente de IGF (Lucy, 2000; Velazquez y col., 2008), sin
embargo, los niveles de IGF1 y 2 pueden ser regulados localmente en diferentes
tejidos, entre ellos, el ovario. La expresion de IGF1 y 2 en células de la granulosa seria
ampliamente regulada durante la seleccién del foliculo dominante (Fortune y col.,
2004). Si bien se han demostrado los efectos de ambos ligandos sobre la proliferaciéon
y diferenciacion de células de la granulosa, el IGF1 ejerceria las principales funciones
(Hastie y Haresing, 2006a) proponiéndolo como el factor mas relevante en la
regulacién de la foliculogénesis en bovinos (Armstrong y col., 2000).

El desarrollo folicular estd regulado principalmente por la FSH y la LH, aunque
existen evidencias de que los factores de crecimiento como el sistema IGF, actdan en
sinergia con las gonadotropinas y pueden actuar localmente en las células del foliculo
amplificando o atenuando la diferenciacién celular (Spicer y col., 2000; Davidson y col.,
2002). Se ha demostrado que la expresion de IGF1 (Hsu y Hammond, 1987; Samaras y
col., 1996) y su ARNm estd modulada por la FSH (Hastie y Haresing, 2006a). Altos
niveles de FSH disminuyen (Spicer y Chamberlain, 2000) o no afectan la expresion de
IGF1 (Wathes y col., 1995). En cambio, otros autores demostraron que IGF1 actuaria
sinérgicamente con FSH para estimular la proliferacidon y la esteroidogenesis de las
células de la granulosa in vitro (Hammond y col., 1991).

Diferentes estudios evidencian concentraciones variables entre IGF en

circulaciéon y en LF, siendo en LF menores (Echternkamp y col., 1990; Spicer y col.,

110



I 5 DiSCUSién

1991), iguales (Spicer y col., 1992), o superiores (Spicer y col., 1992; Ortega y col.,
2008) que las concentraciones de IGF1 periféricas. Esto indicaria que las
concentraciones provenientes del higado pueden, en parte, modificarse
significativamente sin afectar los niveles de IGF1 intrafolicular directamente (Spicer y
col., 1992), probablemente por la sintesis local del ligando en el ovario.

Si bien ha sido claramente establecido que el IGF1 estd expresado en las células
de la granulosa de roedores y cerdos, la expresion del ARNm de IGF1 en rumiantes es
controversial. En ovinos, se detectd expresién de ARNm de IGF1 en células de la
granulosa y de la teca (Leeuwenberg y col., 1995) otros autores evidenciaron expresion
sélo en células de la granulosa de foliculos sanos (Hastie y Haresing, 2008). En bovinos,
existen estudios que demuestran la presencia (Spicer y col., 1993; Leewenberg y col.,
1995; Spicer y Echternkamp 1995; Yuan y col., 1998, Armstrong y col., 2000) o la
ausencia (Perks y col., 1995; 1999; Armstrong y col., 1998) del ARNm codificante para
IGF1 en células de la granulosa. In vitro, se demostré que las células de la granulosa
bovina no luteinizadas no producen IGF1 en medios de cultivos libre de suero
(Gutierrez y col., 1997), sin embargo, otros autores fueron capaces de detectar
expresion ARNm de IGF1 en células de la granulosa cultivadas in vitro (Spicer y col
1993, Spicer y Echternkamp, 1995). En nuestro trabajo observamos expresién de
ARNm codificante para IGF1 en células de la granulosa bovina, sin obtener niveles
detectables en células de la teca, en acuerdo a lo reportado por otros autores (Spicer y
Echternkamp 1995; Armstrong y col., 2000, Hastie y Haresing, 2006a).

Se ha sugerido que ademas de estar involucrado en la patogénesis, el IGF1 est3
involucrado en el mantenimiento de la COD en bovinos (Zulu y col., 2002; Probo y col.,
2011). En estudios previos de nuestro grupo, se detectaron niveles séricos de IGF1
similares en animales controles y animales con COD tanto inducida como espontanea.
En cambio, los niveles intrafoliculares mostraron una disminucién en animales con
COD comparados con los controles (Ortega y col.,, 2008) en concordancia con lo
publicado por otros autores (Beam y Butler, 1997, 1998; Zulu y col., 2002). Las bajas
concentraciones reportadas en LF podrian correlacionarse con la baja expresion del
ARNm detectadas en esta tesis en animales con COD. Las diferencias obtenidas entre
los niveles séricos que se mantienen constantes y la menor concentraciéon a nivel

folicular, se podrian deber a una menor internalizacion del IGF1 sintetizado en higado.
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Esto llevaria ademads a una falla en la regulacidn de su sintesis en el ovario por parte de
las células de la granulosa cuando se encuentran disminuidas en quistes, sin descartar
la regulacién por parte de las IGFBPs con accién local en el ovario (Sdnchez y col.,

2014).

5.3.2 Expresion de las IGFBPs en animales controles y con COD espontanea e

inducida experimentalmente.

La actividad bioldgica de los IGFs esta controlada por su asociacidon con una
familia especifica de proteinas de unién que se encuentran unidas a la matriz
extracelular, a la membrana de las células o libres en el LF. Estas IGFBPs poseen un
efecto inhibitorio bloqueando la unién de los ligandos a sus receptores, o un efecto
estimulador protegiendo la degradacién de los IGFs (Grimard y col., 2013). Dichos
efectos dependen de cambios postraduccionales como fosforilaciones, degradacion
proteolitica o unidn a la matriz extracelular (Monget y Bondy, 2000).

Utilizando hibridacion in situ, el ARNm de IGFBP2, 3, 4 y 5 fue localizado en
células de la granulosa, en consistencia con lo reportado en estudios realizados en
ovinos (Hastie y Haresign, 2006a) y bovinos (Armstrong y col., 1998; Thomas y col.,
2007). A pesar de haber determinado una ausencia en la expresion del gen en células
de la teca, se detectaron las proteinas IGFBP2, 3 y 5 en dicha poblacién celular. Los
resultados obtenidos podrian sugerir un mecanismo de accidn paracrina de las IGFBPs
y asi favorecer la accion modulatoria en ambas poblaciones celulares (Van Kleffens y
col., 1999; Wathes y col., 2003; Santiago y col., 2005).

Las cantidades relativas de ARNm de las IGFBPs analizadas por PCR en tiempo
real son similares en la pared folicular de quistes y foliculos terciarios controles.
Estudios desarrollados en cerdos, determinaron que el ARNm de IGFBP4 se expresa en
células de la granulosa (Grimes y col., 1994) y en humanos, tanto células de la
granulosa como de la teca (El-Roeiy y col., 1994). En ovinos (Besnard y col., 1996a) y
bovinos (Armstrong y col., 1996) se ha reportado la expresién del ARNm que codifica a
IGFBP2 y 4 se encuentra restringida a células de la granulosa y de la teca,
respectivamente. En esta tesis, detectamos expresion génica de IGFBP2 y de IGFBP4 en
células de la granulosa, mientras que en células de la teca sélo hallamos niveles

significativamente menores de IGFBP4, contrariamente a lo observado por otros
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autores quienes detectaron la principal expresion de IGFBP4 en células de la teca
(Armstrong y col., 1998; Roberts y Echternkamp, 2003).

La expresion de ARNm para IGFBP2 en células de la granulosa bovina fue mayor
en foliculos subordinados que en los dominantes bovinos (Yuan y col., 1998; Schams y
col., 2002) de la misma manera que lo obtenido con la proteina (Santiago y col., 2005).
Nosotros observamos que la expresion del ARNm para IGFBP2 fue similar en todos los
estadios foliculares, hallandose una disminucidn en quistes respecto a los terciarios
controles. Los resultados obtenidos se contraponen a lo reportado por otros autores
gue detectaron niveles menores de ARNm de IGFBP2 en foliculos sanos de un tamafio
superior a 8 mm respecto a foliculos con menor didmetro (Roberts y Echternkamp,
2003). A nivel proteico, el patrén de marcacion hallado fue diferente al descripto
previamente, detectandose niveles similares en todas las categorias foliculares
analizadas. Estos resultados indicarian que en quistes existe una modulacién
diferencial de la sintesis proteica que permite mantener niveles constantes respecto a
los demas foliculos.

Se detectaron niveles similares de ARNm de IGFBP3 y su proteina en los
diferentes estadios foliculares en concordancia con trabajos previos desarrollados
durante la foliculogénesis (Santiago y col., 2005). Sin embargo, en quistes se detectd la
menor expresion génica y proteica respecto a foliculos terciarios controles. Por otro
lado, es la proteina con mas actividad detectada en LF. Conjuntamente estos
resultados indicarian que la accién local de IGBP3 no es un producto de la sintesis in
situ sino que podria haber una contribucion sistémica en concordancia a lo reportado
por otros autores (Echternkamp y col.,, 1994; Wathes y col., 2003; Santiago y col.,
2005).

En cuanto a los niveles del ARNm de IGFBP4, determinamos una disminucién en
foliculos terciarios respecto a foliculos en el menor estadio de desarrollo. En
concordancia, otros autores detectaron niveles disminuidos de ARNm de IGFBP4 en
células de la granulosa de foliculos dominantes de diferentes especies respecto a
foliculos menos desarrollados (Sanchez y col., 2014). Por otra parte, se detectaron
disminuidos los niveles de ARNm de IGFBP4 y de su proteina en quistes respecto a los
foliculos terciarios controles, lo que estaria relacionado con la baja expresion génica.

Ademads, esta disminucion en quistes podria deberse a un aumento en la expresion de
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la enzima PAPP-A encargada de la protedlisis de las IGFBPs, indicando a la IGFBP4
como la mas sensible a degradacion por PAPP-A. Se ha sugerido que la produccidn de
IGFBP4 debida a cambios en la expresién intrafolicular de ARNm, esta correlacionada
ademas, con la regulacion de LH y degradacién de esta proteina ligadora (Mazerbourg
y col., 2001; Hastie y Haresign, 2010). Para respaldar el control ejercido por las
hormonas esteroides en la produccion de IGFBPs, Spicer y Chamberlain (2000)
observaron que el 17 B-estradiol inhibe la produccién de IGFBP4 en células de la
granulosa bovina in vitro, pero no determinaron si esta inhibicién se debe a
modificaciones en la protedlisis de IGFPB4. Sin embargo, otros autores demostraron
que en humanos, el IGF1, la FSH y/o 17 B-estradiol inducen la protedlisis de la IGFBP4
en cultivo de células de la granulosa (lwashita y col., 1998). Nuestros resultados
mostraron una tendencia del 17 B-estradiol a disminuir en LF de quistes inducidos y
una disminucién de IGFBP4 en este tipo folicular, por lo que favoreceria la hipdtesis
que el 17 B-estradiol estaria influyendo en la protedlisis de esta proteina en vez de
estar inhibiendo la sintesis de esta IGFBP.

La expresion génica de IGFBP5 en este trabajo, se detectd en células de la
granulosa y en muy bajas cantidades en células de la teca de ciertos quistes. En las
restantes categorias foliculares se determiné una ausencia de expresion de ARNm para
IGFBPS5.

Tanto FSH como LH son capaces de inhibir la expresion del ARNm de IGFBP5. En
este sentido se determind en foliculos ovinos, una disminucién de los niveles del
ARNm (Besnard y col., 1996; Hastie y Haresign, 2006a) y la proteina (Monget y col.,
1993; Spicer y col., 2002) en foliculos que incrementan su diametro (Hastie y Haresign,
2010).

Los niveles de ARNm de IGFBP4 y 5 en células de la granulosa observados en
esta tesis, disminuyen con el crecimiento folicular en el grupo control, igualmente a lo
reportado en ovinos (Hastie y col., 2004; Hastie y Haresign, 2006a). Por otro lado,
detectamos una expresion proteica reducida de IGFBP4 y 5 en células de la granulosa
de quistes inducidos experimentalmente comparada con la expresion detectada en
quistes espontaneos. Esta diferencia entre niveles proteicos se podrian deber a las

diferencias en las condiciones ambientales y de manejo entre el modelo experimental
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y los animales a campo, o la diferencia del tiempo de persistencia de los quistes, lo
cuales podrian influenciar la expresién estas IGFBPs.

Si bien la expresidon de IGFBP2 y 3 fue similar en todas las categorias foliculares
analizadas, los niveles de ARNm fueron menores en quistes respecto a foliculos
terciarios controles. En cambio, el comportamiento de los niveles proteicos de IGFBP4
y 5 se corresponden al comportamiento del nivel de sintesis del ARNm de dichas
IGFBPs. Dichos resultados podrian estar indicando un control hormonal en la sintesis
de algunas IGFBPs y proteinas asociadas como las proteasas (Spicer, 2004; Aad y col.,
2006; Sudo y col., 2007), evidenciando que IGFBP4 y 5 serian mas sensibles a la
degradacion proteolitica que las demads IGFBPs.

En cuanto a la informacién sobre la expresion y regulacion del ARNm y
proteinas IGFBP1 y 6 es muy limitada en ovarios de rumiantes. En el presente estudio,
no se evidenciaron cambios en los niveles de ARNm de IGFBP1 y 6 en la pared de
foliculos terciarios y quisticos analizados. Debido a que se detectaron bajos niveles de
ARNm de estas proteinas ligadoras mediante la técnica de PCR en tiempo real, no se
analizo la expresion del ARNm de estas IGFBPs por hibridacidn in situ.

Algunos autores reportaron que las concentraciones de IGFBP1 en suero y LF
son detectados principalmente en mujeres con sindrome de ovario poliquistico
(Thierry van Dessel y col., 1999). En nuestro trabajo, no se detectd IGFBP1y 6 en LF por
western ligand blot similar a lo detectado por otros autores (Nicholas y col., 2002)
evidenciando la baja expresién en el ovario o que estas IGFBPs no podrian ser
sintetizadas en el foliculo pero serian internalizadas como resultado de cambios en la
membrana basal en algun tipo folicular, especialmente en atrésicos (Nicholas y col.,
2002). Por otro lado, Silva y col. (2011) evidenciaron expresion de ARNm de IGFBP1 en
muy bajos niveles, a diferencia de Zhou y col. (1996) que no detectaron expresion de
esta proteina en cerdos. Estudios recientes en ovinos (Hastie y col., 2004) y bovinos
(Schams y col., 2002) localizaron ARNm de IGFBP1 en foliculos de diferentes estadios
de desarrollo, aunque con niveles extremadamente bajos. De esta manera se sugiere
que esta IGFBP no seria relevante en la fisiologia del ovario (Kamangar y col., 2006).
Dichos resultados podrian explicar la ausencia de la proteina en los foliculos analizados
a pesar de detectar el ARNm para dicha IGFBP en la pared folicular o bien a una

pérdida en la deteccidon dada por el método utilizado (IHQ). En bovinos no se observd
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expresion de IGFBP6 (Silva y col., 2009) a diferencia de lo observado en nuestro trabajo
donde evidenciamos una expresién aumentada en células de la granulosa de quistes
respecto a foliculos terciarios controles, con menores niveles que las demds IGFBPs.
Estos resultados evidenciarian que tanto IGFBP1 y 6 serian las de menor importancia

en la regulacion de las funciones ovaricas.

5.3.2.1 Andlisis de la actividad de IGFBPs en animales controles y animales con COD

Se ha detectado la sintesis a nivel intrafolicular de la mayor parte de las IGFBPs
(Armstrong y col., 1998; Voge y col., 2004) ademas de IGFBPs activas en LF (Nicholas y
col., 2002). Por su parte los IGFs estan regulados por las concentraciones de estas
IGFBPs presentes en el LF que dependen del estadio de desarrollo y de la condicién de
este foliculo (Armstrong y Webb 1997).

Las IGFBPs ejercen una funcion determinante en la regulacion de la
biodisponibilidad del ligando. Los IGFs poseen mayor afinidad por las IGFBPs que por
sus receptores especificos, es por ello que las IGFBPs son capaces de unir e inactivar a
los IGFs circulantes dejandolos inaccesibles para la unidén a sus receptores especificos
(Mazerbourg y col., 2001; Brogan y col.,, 2010, Sanchez y col.,, 2014). Se han
documentado variaciones en las concentraciones de las IGFBPs en LF durante el
crecimiento y desarrollo folicular en bovinos (de la Sota y col., 1996; Stewart y col.,
1996), ovinos (Perks y Wathes, 1996), y cerdos (Yuan y col., 1996).

Debido a que existe una estrecha relacion entre las concentraciones de IGFBPs
y la fertilidad (Grimard y col., 2013), diferentes autores postularon que IGFBP2, 3,4y 5
son las principales IGFBPs reguladas durante el crecimiento folicular, presentando sus
menores concentraciones durante la dominancia (Stewart y col., 1996; Armstrong y
col., 1998; Hastie y Haresign, 2006a). La dominancia se asocia con la disminucion de las
concentraciones en LF de las IGFBPs de bajo peso molecular, como son IGFBP4 y 5
(Austin y col., 2001). Sin embargo, en nuestro trabajo, la IGFBP3 aparece como la
proteina ligadora activa mas importante en el LF en concordancia a lo postulado por
otros autores (Monget y col., 1993; Stewart y col., 1996). La concentracién de IGFBP3
en LF se vio incrementada en foliculos controles mientras aumentaban el tamafio, con
la mayor concentracidon observada en quistes. Las diferencias de IGFBP3 detectadas

entre la sintesis in situ y las concentraciones en LF, apoyan la hipdtesis de un origen

116



I 5 DiSCUSién

extracelular de esta proteina de uniéon dado que es la mds importante en circulacién,
en acuerdo a lo reportado previamente (Echternkamp y col.,, 1994; Santiago y col.,
2005; Rey y col., 2010).

Por otro lado, observamos una disminucién en la actividad de IGFBP5 con el
crecimiento del foliculo, determinando los menores niveles en los quistes. Resultados
similares fueron obtenidos con la IGFBP4 glicosilada (29 KDa), sin observar cambios en
la forma no glicosilada (24 KDa) consistente con lo postulado por otros autores
(Monget y col., 1993, Spicer, 2004, Aad y col., 2006). Estos resultados podrian deberse
a que estas IGFBPs serian las mds sensibles a la accién de enzimas proteoliticas
especificas.

La evidencia indica que los cambios encontrados en las IGFBPs del LF se dan
debido a, en parte, cambios en la sintesis local y ocurren a través de una combinacién
de cambios en la expresién génica (Nicholas y col., 2002; Davidson y col., 2002; Spicer,
2004). Otra causa podria ser la modificacién postraduccional mediante la degradacién
proteolitica de las IGFBPs que regulan los cambios en la sintesis local y en la protedlisis,
o una utilizacion selectiva de las IGFBPs desde la circulacidon durante el crecimiento del
foliculo (Armstrong y col., 1998). Ademas, existen inhibidores de las proteasas que
estarian regulados temporalmente y hormonalmente para participar indirectamente
en la bioutilizacion de los ligandos IGFs (Spicer, 2004).

Por otro lado, la actividad de las IGFBPs fue negativamente correlacionada con
las concentraciones de 17 B-estradiol en LF (Stewart y col.,, 1996) y otros autores
evidenciaron que las IGFBPs inhiben directamente la sintesis de 17 B-estradiol en
células de la granulosa de rata (Uiy col., 1989). Por lo tanto, el aumento en la actividad
de IGFBP3 en foliculos quisticos respecto a foliculos controles evidenciado en esta
tesis, se podria correlacionar con la disminucidn de 17 B-estradiol observada en quistes

respecto a foliculos controles.

5.3.3 Andlisis de IGFR1 en animales controles y en animales con COD.

El IGFR1 media las acciones bioldgicas de IGF1 y 2, teniendo un rol importante
en el desarrollo folicular (Echternkamp y col., 2004; Yang y col., 2013). En esta tesis,
detectamos expresion de ARNm codificante para IGFR1 en células de la granulosa

coincidente con lo encontrado por otros autores (Hastie y Haresing, 2008, Sanchez y
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col., 2014). Por otro lado, si bien se detectd expresion génica en células de la teca de
foliculos controles y quistes, la expresién fue menor a la obtenida en células de la
granulosa consistente con lo observado en estudios previos en ovinos (Perks y col.,
1995; Hastie y Haresign, 2006a) y bovinos (Perks y col., 1999; Armstrong y col., 2000).

Mediante PCR en tiempo real se evidencié un incremento de los niveles de
ARNm de IGFR1 en las células de la granulosa, en la medida que aumentaba el
didmetro del foliculo en concordancia con lo encontrado por otros autores (Wandji y
col., 1992; Perks y col., 1995; Spicer y col., 1994; Schams y col., 2002, Hastie y
Haresign, 2006a). Sin embargo, en otros trabajos se han detectado niveles constantes
(Perks y col., 1999; Armstrong y col., 2000) o disminuidos (Perks y col., 1995; Hastie y
Haresign, 2006a) de ARNm de IGFR1 en células de la granulosa con el incremento del
tamano de los foliculos en diferentes especies. La discrepancia entre los resultados
encontrados podria estar asociada a diferencias metodoldgicas, de modelos, de razas
utilizadas o diferencias en la expresion segun la especie.

En porcinos (Caubo y Tonetta, 1989), y en bovinos (Stewart y col., 1996; Schams
y col.,, 2002), se ha detectado expresidon proteica en células tecales de foliculos
terciarios, siendo, en todos los casos, menores que las concentraciones en células de
granulosa. En cambio, en nuestro trabajo observamos la principal expresion en células
de la granulosa sin evidencia de expresion de este receptor en células de la teca
igualmente a lo publicado por otros autores (Wandji y col., 1992; El-Roeiy y col., 1993,
Armstrong y col., 2002).

Analizando la inmunolocalizacién proteica del IGFR1 en las diferentes
categorias foliculares de ovarios controles y con COD espontdnea e inducida con ACTH,
evidenciamos que el receptor se expresa en las células de la granulosa de todos los
estadios foliculares. El patron de marcacién fue creciente a medida que aumenta el
tamafio del foliculo, igualmente a lo descripto por otros autores (Wandji y col., 1992;
Lucy, 2008; Silva y col., 2009).

Si bien en algunos estudios se observé que el numero de receptores de IGF1 en
células de la granulosa no se alteraba con el tamafio del foliculo (Stewart y col., 1996),
otros autores reportaron cambios en el foliculo dominante (Sanchez y col., 2014). En
nuestro trabajo detectamos un aumento en los niveles de transcripto de IGFR1 en la

granulosa de foliculos terciarios mayores a 10 mm. Estos resultados son consistentes
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con los reportados por otros autores que evidenciaron un mayor numero de
receptores en las células de la granulosa de foliculos superiores a 8 mm respecto a
foliculos con un didmetro inferior a 1-5 mm (Spicer y col., 1994).

A pesar de los bajos niveles de ARNm de IGFR1 en los foliculos quisticos, se
detectaron los mayores niveles de expresién proteica. Probablemente estas
diferencias se deban a modificaciones postraduccionales o niveles alterados en la
expresidon de reguladores de este receptor. La activacion del receptor de IGF participa
en la transduccion de sefiales que median el crecimiento y la inhibicién de la apoptosis
(Kwiontkiewicz y Giudice, 2009). El IGFR1 puede actuar mediante 2 vias, la cascada de
sefializacion sefializacién Ras/MAPK y/o la via del PI3K/Akt (LeRoith y col., 1995;
Poretsky y col., 1999). En trabajos realizados en nuestro laboratorio se observaron
variaciones en ciertos moduladores de la cascada de sefalizacién PI3K (Hein y col.,
2013). La modulacién diferencial de los componentes de esta via de sefalizacion o la
posibilidad de que PI3K sea reclutada y activada por hormonas o factores de
crecimiento como el sistema IGF, que utilizan esta via comln para ejercer su
respuesta, podrian estar implicados en las variaciones de los niveles de IGFR1
detectados en este trabajo.

Diversos estudios sugieren una regulacion de diferentes componentes del
sistema IGF por las gonadotropinas (Spicer y col., 1994; Hastie y Haresing, 2006a;
2006b; 2008; Kwintkiewicz y Giudice, 2009). Frente a niveles reducidos de FSH, la
expresion del ARNm del IGFR1 se incrementa en foliculos sanos (Hastie y Haresing
2006a). Por otro lado, en presencia de bajos niveles de LH, la expresion de ARNm de
IGFR1 disminuye gradualmente. Por lo tanto, la expresién de los ARNm de los
receptores seria dependiente tanto de la FSH como de la LH (Hastie y Haresing 2006b).
Ademads, estudios in vitro demostraron que las células de la granulosa tratadas con el
factor de crecimiento epidermal (EGF), 17 B-estradiol y FSH, aumentan la expresion de
IGFR1 de modo que las células de granulosa adquieren dicho receptor durante la
diferenciacién folicular (Spicer y col., 1994). En este sentido, en animales con quistes,
se produce una alteracién hormonal que incluye una inadecuada produccion de FSH,
frecuencias de los pulsos de LH alteradas, inhibicién del pico preovulatorio de esta

gonadotropina que impiden un funcionamiento ovarico normal (Battaglia y col., 2000;
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Williams y col., 2001; Peter, 2004). Por lo tanto la expresiéon del receptor podria verse
modificada por el ambiente hormonal alterado en animales con COD.

Algunos estudios sugieren que el 17 B-estradiol estimularia la proliferacién
celular mediante la activacion del IGFR1 independiente de los ligandos (Song y col.,
2004, Kamanga-Sollo y col.,, 2013). Sin embargo, otros autores postulan que la
actividad de este receptor es dependiente del ligando, el IGF se une, produce un
cambio conformacional provocando su activacién (Kavran y col., 2014). Asi, los altos
niveles de IGFR1 en quistes podrian estar estimulados por los niveles de 17 B-estradiol,
tendientes a aumentar en estas estructuras (Amweg y col.,, 2013), cuando las
concentraciones de IGF1 son bajas como hemos demostrado previamente en quistes
(Ortega y col., 2008). Esto indicaria una posible regulacién de la expresién de IGFR1
dependiente del ligando cuando éste se encuentra presente, transformarse a
independiente del ligando, en condiciones patoldgicas cuando el ligando se encuentra
en bajas concentraciones, donde la expresion estaria estimulada por el 17 B-estradiol.

De esta manera, el aumento del receptor se deberia a la necesidad de
incrementar la posibilidad de respuesta frente a los bajos niveles de IGF1 detectados
en quistes (Ortega y col., 2008). Asi, los quistes serian capaces de mantener las
respuestas a IGF1, tales como la proliferacién (Salvetti y col., 2010) y la
esteroidogénesis activas (Ortega y col., 2008; Amweg y col., 2013). Por lo tanto, a
medida que el foliculo bovino se desarrolla o se forma el quiste, el ambiente hormonal
se volveria propicio para incrementar la expresién de IGFR1 de manera que el foliculo
sea capaz de responder mas sensiblemente a los ligandos (Perks y col., 1999). En este
sentido, se postula que el desarrollo folicular bovino estaria determinado por la
cantidad de IGF1 libre en LF mas que por la expresidn del receptor en células de la

granulosa (Sudo y col., 2007).

5.3.4 Andlisis de PAPP-A en animales controles y animales con COD

La biodisponibilidad de los IGFs es el resultado de una relacion entre las IGFBPs
y sus proteasa (Mazerbourg y col., 2001; Boldt y Conover., 2007; Ning y col., 2008). Las
proteasas especificas han sido detectadas en el LF de ovinos con concentraciones y
actividad variable durante la foliculogénesis (Besnard y col., 1996a). La PAPP-A se

caracterizd como la principal proteasa reguladora de los niveles de IGF1 libre en el
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foliculo dominante bovino (Mazerbourg y col., 2001; Spicer y col., 2004; Sanchez y col.,
2014).

Si bien se detectd la expresion del ARNm de PAPP-A en la teca de foliculos
humanos (Rhoton-Vlasak y col.,, 2003), otros estudios reportaron expresion en las
células de la granulosa humanas (Hourvitz y col., 2000, Alexiadis y col., 2006) y en
roedores (Matsui et al 2004). En bovinos, se reportdé mayor expresion del ARNm de
PAPP-A en células de la granulosa de foliculos dominantes que subordinados (Santiago
y col., 2005). En esta tesis detectamos expresion de ARNm en células de la granulosa
de foliculos terciarios y quistes, consistente con lo publicado por otros autores
(Mazerbourg et al., 2001; Santiago et al., 2005; Sanchez et al., 2014). Sin embargo, no
observamos expresion en células de la teca como lo que evidenciaron Aad y col. (2006)
en bovinos donde la expresién génica se observé en ambas poblaciones celulares.
Ademads, en células de la granulosa de foliculos terciarios pequefios y medianos no
detectamos expresiéon de ARNm de PAPP-A, evidencidndose expresion Unicamente en
terciarios con un tamafio superior a 10 mm. Estos resultados concuerdan con lo
publicado por algunos autores que reportaron expresién del ARNm de PAPP-A en
células de la granulosa de foliculos dominantes con diametro superior a 18mm
(Santiago y col., 2005) y difieren de lo publicado por Aad y col. (2006) donde se reportd
expresion de ARNm de PAPP-A en foliculos de 5 mm de diametro.

La expresion del ARNm de PAPP-A fue detectada en células de la granulosa en
acuerdo a lo reportado previamente por otro autores (Mazerbourg y col., 2001; Aad y
col., 2006; Santiago y col., 2005). Ademas, la proteina secretada fue detectada en el LF
igualmente a lo observado por otros autores (Mazerbourg y col., 2001; Monget y col.,
2003; Rivera y Fortune, 2003b).

En diversas especies, como en bovinos, la disminucién en los niveles de las
IGFBP4 y 5 en foliculos dominantes se debe al incremento en la actividad proteasa
(Spicer y col., 2004). Elevadas concentraciones de proteasas especificas para IGFBP4 y
5, con una baja actividad de unién de IGFBP4 y grandes cantidades de IGF1 libre son
algunos de los cambios que suceden en el crecimiento folicular bovino (Spicer y col.,
2004). En este sentido, la expresion de la PAPP-A, como componente principal de la
degradacion de IGFBP4 en el LF (Besnard y col., 1996b; Monget y col., 2003), mostré

una tendencia a aumentar con el desarrollo del foliculo (Santiago y col., 2005). El
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foliculo dominante presenta la mayor capacidad de sintesis de PAPP-A, la que
mantendria las menores concentraciones de IGFBP4 (Mazerbourg y col., 2001; Riveray
Fortune, 2001; Fortune y col.,, 2004). Consecuentemente, se favoreceria la mayor
disponibilidad de IGF1 durante el crecimiento folicular (Spicer et al., 1993; 1996;
Fortune et al., 2004). Por otro lado, el aumento de los niveles de PAPP-A en el LF de
quistes respecto a los foliculos terciarios de menor tamaiio, junto a la disminucién de
IGFBP4 obtenida en el LF de los quistes, estarian evidenciando una mayor actividad
proteolitica de esta enzima, que llevaria a la disponibilidad de los bajos niveles de IGF1
en quistes (Ortega y col., 2008) para mantener la esteroidogénesis, la diferenciacién y
persistencia folicular.

La diferencia obtenida entre la expresién génica en algunas estructuras
foliculares, y la deteccidn de la PAPP-A secretada en todos los foliculos analizados,
indicaria que la deteccion de la proteasa en el LF seria el resultado de una sintesis local
y una liberacién proveniente de la sintesis de otros tejidos para actuar de manera
enddcrina y paracrina (Pifion y Kaski, 2006; Conover, 2012). Ademas, estas diferencias
podrian reflejar una mayor estabilidad de la proteina liberada al LF al momento de la
deteccién o bien a una secrecién regulada por los bajos niveles de IGF1 detectados en
quistes (Ortega y col., 2008). En este sentido, la expresion de PAPP-A estaria regulada
por la presencia de los ligandos o por diferentes inhibidores presentes en el LF bovino
(Spicer, 2004). Por lo tanto, los cambios en la actividad de la PAPP-A podrian ocurrir sin
cambios en los niveles de ARNm (Santiago y col., 2005). Otro forma de regulacion de la
actividad de la PAPP-A ademads de la biodisponibilidad de IGF, es la actividad de las
proMBP, que unen covalentemente a PAPP-A inhibiendo su actividad (Kwintkiewicz y
Giudice, 2009). Asi, la actividad de PAPP-A podria modificarse sin que se detecten
cambios en los niveles de la proteina. Por otro lado, se reportd una correlacidon
significativa entre el ARNm de la enzima aromatasa y el ARNm de PAPP-A en células de
la granulosa de foliculos sanos de diferentes tamafios (Spicer, 2004). De esta manera,
la baja expresion del ARNm de PAPP-A en quistes foliculares podria estar relacionada a
la baja expresidn de aromatasa debida a la baja poblacién de células de la granulosa en
esta estructura. Ademds, se reportd que las concentraciones de PAPP-A vy
17 B-estradiol estan estrechamente correlacionadas (Spicer, 2004), por lo que la alta

expresion proteica de PAPP-A estaria mds relacionada con altos niveles de
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concentracion de 17 B-estradiol, el cual mostré expresién similar en foliculos controles

y quistes (Amweg y col., 2013).

5.4 Cultivos

La proliferacién de las células de la granulosa desempefia un rol importante en
la foliculogénesis. Las gonadotropinas y los estrégenos son los principales moduladores
del crecimiento celular durante el periodo preovulatorio (Colman Lerner y col., 1995).
El cultivo de células de granulosa bovina ha sido ampliamente estudiado y se han
desarrollado diferentes sistemas in vitro para la evaluacién de la regulacién fisioldgica
del crecimiento folicular y la ovulacién, entre otros procesos (Gutierrez y col., 1997).
Las células de la granulosa bovina son capaces de proliferar in vitro en presencia de
diferentes factores de crecimiento y en presencia o ausencia de suero fetal bovino. En
este sentido, una combinacion adecuada de factores de crecimiento y hormonas serian
suficientes para promover a las células a ingresar a la fase de sintesis (S) de ciclo
celular (Colman-Lerner y col., 1995). En diversos estudios que involucran cultivos
celulares de granulosa han proporcionado suero durante las primeras horas del cultivo
o tratado previamente las placas de cultivo para facilitar la adhesién celular y asi
incrementar la viabilidad celular (Langhout y col., 1991; Gong y col., 1994). Bajo las
condiciones mencionadas, las células se podrian luteinizar espontdneamente,
independientemente de las gonadotropinas y rapidamente pierden su fenotipo celular
de granulosa incluyendo la pérdida de la actividad CYP19A1 (Roberts y Echternkamp,
1994). En este trabajo se realizd el cultivo in vitro de células de la granulosa en un
medio libre de suero donde observamos bajos niveles de progesterona y altos niveles
de 17 B-estradiol, que indicarian que las células lograron sobrevivir por periodos
extendidos sin luteinizarse.

El sistema de cultivo para células de la granulosa utilizado actualmente en
diferentes trabajos incorpora FSH e insulina, solos o combinados, para lograr un
crecimiento eficaz y para mantener las células sin luteinizarse (Gutierrez y col., 1997,
Ferreira y col., 2011). La insulina estimula la sintesis de ADN, ARN, proteinas vy lipidos,
interviene en la regulacién de funciones celulares (Rao y col., 1990; Barrio y col., 2003),
induce la captacion de glucosa y aminoacidos y posee actividad mitogénica y

antiapoptotica (Rao y col., 1990; Pereira, 2013). Se ha propuesto que la insulina ejerce
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un efecto antioxidante en el medio de cultivo, eliminando los posibles iones Fe** del
medio de cultivo, previniendo su reduccion a Fe?* y la consiguiente generacion de
radicales libres, de los cuales es conocido que poseen efectos perjudiciales sobre las
células (Gutteridge, 1989). Si bien se postula que IGF1 e insulina estimulan la
proliferacién celular, tratamientos combinados con ambas hormonas no aumentarian
el nimero de células de la granulosa (Spicer y col.,, 2002). En cambio, las
gonadotropinas solas no ejercen efectos en el nimero de células pero incrementan la
sensibilidad de las células de la granulosa por el efecto mitético de la insulina.
Igualmente, la FSH estimula el nimero de células y el porcentaje de viabilidad (Spicer y
col., 2002). La FSH ejerce un rol determinante en el desarrollo folicular junto a la LH, y
controla la secrecién de hormonas ovaricas como el 17 B-estradiol y progesterona. Se
postula que la FSH promueve el desarrollo folicular tardio, incluyendo la expresién del
receptor de LH en las células de la granulosa (El-Hayek y col., 2014). Debido a que las
hormonas mencionadas son esenciales en el desarrollo y crecimiento del foliculo es
gue su uso es altamente frecuente en el cultivo de células de la granulosa.

Si bien el medio de cultivo utilizado en la actualidad es eficiente, su uso para
estudios de estimulos hormonales es limitado. Debido a la necesidad de evaluar las
consecuencias de estimulos de las hormonas previamente citadas, nos propusimos
evaluar suplementos alternativos en el medio de cultivo de modo de reemplazarlos en
el medio de cultivo base y lograr un crecimiento celular eficaz. Para ello, se utilizé
transferrina y selenio como nuevos suplementos. La adicién de la transferrina sola o
con adicién de insulina o selenio al medio de cultivo, estimularia el crecimiento celular
(Barrio y col., 2003). El selenio regula la actividad de la glutation peroxidasa,
previniendo la generacién de radicales libres superdxidos, que dafian las membranas;
por ello el selenio podria imitar los efectos antioxidantes de las células somaticas
(Barrio y col., 2003). Por otro lado, el selenio es un nutriente esencial para diferentes
tipos de células cultivadas in vitro. La transferrina y el selenio son oligoelementos con
actividad antioxidante. Una combinacion de ellos en medios de cultivo causan una
reduccion de radicales libres y peroxidacién de lipidos (Lee y Menon, 2005). En nuestro
trabajo observamos que el mayor crecimiento celular fue el medio suplementado con
selenio y transferrina, indicando a estos suplementos como los de eleccion para el

desarrollo de un medio de cultivo para estimulos hormonales.
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Si bien las células de la granulosa mantienen niveles constantes de
progesterona y actividad aromatasa, se mantienen sensibles a la FSH, IGF1 e insulina;
sin embargo adquieren aspecto de fibroblastos (Spicer y col., 2002). En cambio en
nuestro sistema de cultivo, las células mantienen la morfologia esférica, con niveles
constantes de progesterona y alta concentracion de 17 B-estradiol, que indicaria que
las células no estan luteinizadas. Por otro lado, la expresién de CYP19A1 evidencié un
incremento en los medios suplementados con insulina- transferrina- selenio y con
selenio y transferrina, determinando que este Ultimo suplemento seria el de eleccién
para independizarse del efecto de las hormonas.

A pesar que faltarian mas estudios que soporten la importancia de nuestro
hallazgo, nuestros resultados demostrarian que logramos desarrollar un sistema de
cultivo libre de suero para las células de granulosa bovina en la cual se mantiene la
expresion y actividad de la CYP19A1. Ademas, logramos obtener un crecimiento celular
eficiente de manera que estas células son capaces de permanecer sensibles a
concentraciones fisioldgicas de FSH y factores de crecimiento para el estudio posterior
con tratamientos hormonales de FSH, LH e insulina.

Con respecto a células de la teca, aunque no logramos obtener un nimero
suficiente de ensayos, en base a ensayos preliminares podemos suponer que la
concentracién de 100 ng/mL seria la de mayor influencia en la expresion de CYP17A1.
En base a las concentraciones conocidas de LH sérico en hembras bovinas durante la
fase luteal y la fase preovulatoria (<10 a >10 ng/mL respectivamente), (Spicer y col.,
2002), evaluamos niveles iguales y superiores a los mismos para ver el efecto sobre las
células de la teca a diferentes tiempos.

Los resultados obtenidos para células de la granulosa y de la teca son
preliminares y es necesario continuar estudiando y evaluando diferentes
concentraciones y estimulos para lograr entender la influencia del sistema IGF y su

interaccion con otras hormonas en el desarrollo de la patogenia de la enfermedad.
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Los resultados obtenidos, sumado a los aportes de otros autores ampliamente
discutidos en este trabajo, nos permiten llegar a las siguientes conclusiones:

En la tesis se utilizé un modelo experimental para la inducciéon de quistes con
ACTH que permitié obtener quistes foliculares conociendo el tiempo de emergencia de
esta estructura. Se encontraron ciertas diferencias entre el modelo utilizado y los casos
espontaneos de quistes que podrian explicarse principalmente por el tiempo de
persistencia. El modelo permite el estudio de cambios o alteraciones fundamentales
ocurridos en la formacién temprana del quiste, para lograr ampliar el conocimiento de
las causas de su formacidon y formular estrategias preventivas.

Cabe destacar que la caracterizacién hormonal de los animales utilizados
evidencio niveles disminuidos de 17 B-estradiol y los altos niveles de testosterona en
quistes que podrian ser una consecuencia del menor numero de células de la
granulosa, encargadas de la aromatizacidon de los andrégenos en estrégenos, en los
diferentes momentos de la obtencién de los ovarios.

En este trabajo, demostramos que las células de la granulosa son la principal
fuente de sintesis en el ovario de los diferentes componentes del sistema IGF.

En quistes se obtuvo una disminucion de la expresién de su ARNm en células de
la granulosa respecto a foliculos controles que justificarian los niveles proteicos de
IGF1 disminuidos detectados en trabajos previos.

Los niveles de IGFBP2 y su actividad fueron similares en todas las estructuras
analizadas, sin embargo su expresién génica fue menor en quistes, indicando una
modulacion diferencial que permite mantener niveles de proteina constantes en las
diferentes estructuras foliculares.

Los niveles de IGFBP3 son similares en las estructuras analizadas, sin embargo,
su expresién génica fue menor en quistes comparados con terciarios controles. La
actividad de esta proteina de unidn se incrementd en quistes respecto a foliculos
controles, lo que indicaria que la accién local no es accidn Unicamente de su sintesis
local.

La sintesis de IGFBP4 y 5 se encuentra disminuida en quistes respecto a los
foliculos controles, ademas, las actividades de ambas IGFBPs presentaron los niveles
menores en estas estructuras, por lo que estas IGFBPs serian las de mayor influencia

en el bovino y las mads sensibles a la degradacién proteolitica.
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No se detectd expresion de IGFBP1 y la IGFBP6 se detectd en menores niveles
gue las otras IGFBPs. Ademads, las actividades de ambas IGFBPs no se lograron
detectar, indicando que son las proteinas de unién menos relevantes para la
regulacién de IGFs en el ovario bovino.

El aumento del receptor en estructuras quisticas respecto a foliculos del grupo
control, se deberia a la necesidad de incrementar la posibilidad de respuesta frente a
los bajos niveles de IGF1 detectados en dichas estructuras. Los resultados demuestran
gue la expresién de IGFR1 estaria regulada directamente por los ligandos en casos
donde la funcionalidad del ovario es normal y podria serlo por el 17 B-estradiol en
casos donde el ovario presenta su funcién alterada o el ligando es insuficiente para
mantener las respuestas.

El incremento en la expresién de PAPP-A en quistes indicaria la necesidad de
liberar el IGF1 asociado a las proteinas de unién en el liquido folicular debido a las
bajas concentraciones del ligando presentes en los mismos. La actividad de esta
enzima podria estar regulada por los ligandos o por inhibidores presentes en liquido
folicular.

En relacién a los cultivos primarios de células de la granulosa y de la teca, los
resultados no son claros aun, por lo que sera necesario continuar estudiando y
evaluando diferentes concentraciones y estimulos para lograr un mejor entendimiento
de la influencia del sistema IGF y su interaccion con otras hormonas en el desarrollo de
la patogenia de la enfermedad. Es por ello que se optimizaron condiciones de cultivos
celulares que permitirian un abordaje de estos estudios.

Como conclusién final podriamos sugerir al sistema IGF como un modulador
intraovarico esencial para las funciones reproductivas. Alteraciones en alguno de sus
componentes podrian estar afectando mecanismos regulatorios relacionados a

funciones ovaricas como la ovulacién, la esteroidogenesis y la patogenia de la COD.
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