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Resumen

La enfermedad quistica ovéarica (COD) es una enfermedad caracterizada por una falla
en la ovulacidn, anestro y persistencia folicular. Es una causa importante de infertilidad en
bovinos, y por lo tanto una causa de pérdidas econdmicas para la industria lechera. El estrés
es uno de los principales factores que influyen en su presentaciéon, mediando su accién a
través del cortisol, principal hormona relacionada al estrés. El objetivo de esta tesis fue
caracterizar al estrés como uno de los principales factores etiopatogénicos de COD vy la
implicancia de las metaloproteasas (MMPs), sus inhibidores tisulares (TIMPs) y las
interleuquinas 1 B y 4, en la cascada inflamatoria de la ovulacion. Se utilizaron muestras de
animales con COD espontédnea, controles preovulatorios, ovarios de frigorifico y se desarroll6
un modelo experimental de induccién de estrés mediante administraciones repetidas de
adrenocorticotrofina (ACTH) exdgena, en el proestro y estro. El modelo experimental resulté
apropiado para estudiar las etapas previas a la formacién de los quistes foliculares. Se
demostré el aumento de cortisol en los animales tratados con ACTH, asi como niveles
subluteales de progesterona (P4), suficientes como para inhibir posteriormente la ovulacion.
Se evalud la actividad de gelatinasas de MMP 2 y 9, donde se observd un incremento de las
mismas en el liquido folicular de COD Yy foliculos preovulatorios del modelo experimental.
Las metaloprotesas estudiadas (MMP2, MMP9, MMP14), y sus inhibidores tisulares (TIMP1
y TIMP2), se encontraron alterados, en sus expresiones génicas, protéicas como en su
actividad enzimadtica, en el modelo experimental y en COD. Los resultados obtenidos
permiten suponer la alteracién de los mecanismos reguladores fisioldgicos, tanto en COD,
como en el modelo experimental, posiblemente relacionados con los cambios en las hormonas
esteroideas. Este desequilibrio en la expresion de factores locales puede cumplir un rol crucial
en la etiopatogenia de COD, alterando sistémica y localmente el equilibrio del eje hipotdlamo-
hipofisis-ovario. Estos datos aportan nuevos conocimientos para dilucidar la etiopatogenia de
COD, asi como herramientas para una mejor comprension de la enfermedad en los momentos
previos a sus inicios, mejorando asi las posibilidades de diagndstico, tratamiento y

consecuentemente la eficiencia reproductiva de los rodeos.
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Abstract

Cystic ovarian disease (COD) is a disease characterized by follicular failure in
ovulation, anestrus, and follicular persistence. It is an important cause of infertility in cattle,
and therefore a cause of economic losses for the dairy industry. Stress is one of the principal
factors that influence COD presentation, mediating its action through cortisol, the main
hormone related to stress. The aim of this thesis was to characterize stress as the main
etiopathogenic factor of COD and the implication of metalloproteases (MMPs), their tissue
inhibitors (TIMPs) and interleukins 1 and 4, in the ovulation inflammatory process. Were
used samples from animals with spontaneous COD, preovulatory controls, abattoir ovaries
and from an experimental stress induction model that was developed by repeated
administrations of exogenous adrenocorticotropic hormone (ACTH) in proestrus and estrus.
The experimental model was appropriate to study early stages, prior to the formation of
follicular cysts. An increase in cortisol was demonstrated in animals treated with ACTH, as
well as subluteal levels of progesterone (P4), sufficient to subsequently inhibition of
ovulation. The gelatinase activity of MMP 2 and 9 were increased in the follicular fluid of
COD and preovulatory follicles of the experimental model. Metalloproteases studied (MMP2,
MMP9, MMP14), and their tissue inhibitors (TIMP1 and TIMP2), were altered on their genic
and proteic expression, and its enzymatic activity, in the experimental model and in COD.
Results allow supposing the alteration of the physiological regulatory mechanisms, both in
COD, as in experimental model, probably related to steroid hormones changes. Imbalance in
local factors expression can play a crucial role in COD etiopathogenesis, systemic and locally,
altering the hypothalamic-pituitary-ovary axis balance. These data provide new knowledge to
elucidate COD etiopathogenesis, as well as tools for a better understanding of the disease in
the moments before its inception, thus improving the possibilities of diagnosis, treatment and

consequently the reproductive efficiency of herds.
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1. Introduccion

1.1.El ovario bovino

1.1.1. Anatomia e histologia ovarica

En el bovino, el ovario estd constituido por una médula interna y una corteza externa,
rodeada por un epitelio cuboidal superficial (epitelio germinativo) el cual se encuentra ubicado por
encima de una capa densa de tejido conectivo, llamada tinica albuginea. A diferencia del testiculo,
el ovario permanece en la cavidad abdominal. La forma y el tamafio ovdrico varia con la especie y
la etapa del ciclo estral. En los bovinos y ovinos, tienen forma de almendra (Hafez y Hafez, 2002).
En la vaca son pequefios, miden normalmente de 3,5 a 4 cm de longitud, 2,5 cm de ancho y tienen
alrededor de 1,5 de grueso en su porcién mayor; el peso es de unos 15 a 20 g. (Sisson y Grossman,
1982). Es un 6rgano de consistencia firme, de forma irregular (Dyce y col., 1999). Durante el
desarrollo embrionario, los ovarios migran hasta alcanzar la pared abdominal ventral, en posicion
craneal con respecto al pecten del hueso pubis (Konig y Liebich, 2005). Usualmente, estdn situados
cerca de la mitad del borde lateral de la entrada pelviana, craneal a la arteria iliaca externa en las
hembras no prefadas, pero pueden estar mas craneales, en especial en las hembras prefiadas (Sisson
y Grossman, 1982). La porcién medular o central (zona vascular) del ovario es la mas
vascularizada, en contraste con la corteza (zona parenquimatosa), donde abunda el tejido conectivo
denso e irregular y estdn repartidas células epiteliales emigradas desde la superficie. La capa mas
externa de la corteza es una capa de tejido conectivo, que toma el nombre de tinica albuginea
(Frandson y col, 2003). La médula es el area compuesta principalmente por tejido conectivo en la
que se encuentran gran cantidad de fibras nerviosas, vasos sanguineos y linfaticos, asi como
también los componentes de la rete ovarii. Por su parte, la corteza contiene foliculos en distintos
estadios de desarrollo, cuerpos hemorrégicos, cuerpos ldteos y cuerpos albicans (cuerpos blancos)
inmersos en una malla de tejido conectivo muy celular que da sostén y es el origen de varios
componentes de los foliculos (células tecales) y posteriores cuerpos liteos (células luteinicas

pequeiias) (Dellmann, 1994) (Figura 1).
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Figura 1. Anatomia del ovario bovino. El ovario se compone de dos zonas: regién medular (1) (abarca la region
central del ovario y se forma de tejido conectivo, vasos y fibras nerviosas) y la regién cortical (2) que contiene
foliculos (3) en diferentes estadios, cuerpos liteos (4) y el estroma ovario. Modificado de Ferndndez Sanchez, 2008.

1.1.2. Foliculogénesis y clasificacion folicular

La configuracion de los foliculos primordiales comienza con un ovocito rodeado, en forma
incompleta, de células planas (escamosas) llamadas pre-granulosas o células foliculares. Los
mismos, constituyen el reservorio de foliculos “en reposo”, los cuales se agotan progresivamente a
lo largo de la vida fértil de la hembra (Dellman y Priedkalns, 1993; Nilsson y Skinner, 2001).
Cuando algunos de estos foliculos primordiales salen de la reserva e inician su maduracién, sus
células foliculares se transforman de un epitelio plano simple a uno cubico, dando lugar a los
denominados foliculos primarios (Dellman y Priedkalns, 1993). Una clasificacion especifica para la
especie bovina fue realizada por Braw-Tal y Yossefi (1997) (Figura 2). En ésta, los foliculos
primordiales (tipo I) estdn caracterizados por un ovocito quiescente, detenido en profase I de la
meiosis, y rodeado por un niimero limitado (<10) de células de la granulosa planas. Estos foliculos
primordiales constituyen las reservas ovdricas, a partir de las cuales los foliculos son reclutados
para su posterior desarrollo. En una primera fase de crecimiento, las células de la granulosa sufren
una transformacion y pasan de ser células planas a ser células cibicas y su nimero se incrementa.
Primeramente se forma una categoria folicular intermedia llamada foliculo de transicién (tipo I+) en
donde se pueden observar una mezcla de células de la granulosa planas y cubicas rodeando al
ovocito. Un foliculo primario (tipo II) estd caracterizado por una capa completa o una capa y media
de células de la granulosa cubicas, rodeada por una ldmina basal. En una segunda fase de
crecimiento la capa de células de la granulosa continda creciendo. Cuando éstas llegan a ser

aproximadamente 40, se evidencia el inicio del crecimiento del ovocito por un rapido aumento de su
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didmetro. El crecimiento del ovocito también induce la formacién de la zona peldcida, siendo esta
capa parcialmente formada en los foliculos preantrales pequefios (tipo III), y completa en los
foliculos preantrales grandes (tipo IV) (Braw-Tal y Yossefi, 1997). Del estroma intersticial se
derivan células de la teca que estdn presentes como células individuales en la ldmina basal de los
foliculos primarios (Hirshfield, 1991). Las primeras células de la teca interna se pueden identificar
en foliculos pre-antrales pequefios (tipo III), pero no se distingue claramente la teca interna hasta
que no se desarrolla el estado de pre-antral grande (tipo 1V). La capa externa de la teca es
densamente vascularizada, y es, por lo tanto, capaz de proporcionar al foliculo diversos factores
endocrinos.

La formacién del antro empieza cuando los foliculos alcanzan mds de 250 células de la
granulosa. Inicialmente, varios parches llenos de liquido aparecen en las células de la granulosa,
cuando estos se unen en una sola cavidad del foliculo se denomina antral (tipo V) o también
llamados foliculos de De Graaf, en los que el ovocito ocupa una posicién excéntrica rodeado de dos
o tres capas de células granulosas, que componen el denominado cimulo ovigero (Dellmann y

Eurell, 1998) (Tabla 1).

, ; Foliculo preantral Foliculos antrales
Foliculo Foliculo
primordial primario Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo
Preantral Preantral antral pequefio antral grande
pequefio. grande
Teca
Células Teca externa

granulosas interna

Precursores Ladmina
dela basal

Corona

Ldmina Vaso

radiada

Ovocito basal sanguineo

granulosa

Liquido
. folicular

Cdmulo

ovigero

Figura 2. Clasificacion folicular. Células y componentes de los diferentes estadios foliculares. ZP: Zona pelicida.
Adaptado de Ross y col., 2004.
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Capas de N°deCéls. De Didmetro Diametro del  Presenciade Teca interna Presencia de

Granulosa la granulosa Folicular(um) ovocito (um) ZonaPelicida bien definda antro Folicular

Primordial q <10 20 2031
(Tipo 1) (aplanadas)
Primario 10-40
1-115 s - 40'80 31 - = -
(Tipo 2) (ctbicas)
Preantral
Pequefio (Tipo 3) 2-3 41-100 81-130 49 - _ _
Preantral
Sy e 4-6 101-250 131-250 66-70 + + .
Antral (Tipo 5) >6 >250 >250 >88 ++ ++ +

Tabla 1. Clasificacién morfolégica de foliculos ovaricos empleada para bovinos (Adaptado de Braw-Tal y Yossefi, 1997; Aerts y
Bols, 2010)

1.1.3. Ciclo estral del bovino

Los fisidlogos clésicos, por tradicion, han tratado de discernir principios que gobiernen el
estado estable o de homeostasis. La caracteristica mas notable del aparato reproductor femenino es
la falta total de un estado estable. En virtud de su estado funcional siempre cambiante, el aparato
reproductor de la hembra constituye claramente el ejemplo principal de un sistema dindmico
(McDonald, 1975). El ciclo estral representa el patrén ciclico de la actividad ovdrica que lleva a las
hembras bovinas a pasar de un periodo no receptivo a uno de receptividad que finalmente permite el
apareamiento y el subsecuente establecimiento de la prefiez. El comienzo de los ciclos estrales
ocurre en el momento de la pubertad. En vaquillonas ocurre entre los 6-12 meses de edad,
dependiendo de la raza y generalmente a un peso de 200-250 kg en la raza Holando Argentina. La
duracién normal de un ciclo estral en vacas es de 18-24 dias. El ciclo consiste en dos fases: la fase
lutea (14-18 dias) y la fase folicular (4-6 dias). La fase litea es el periodo que sigue a la ovulacion y
es donde se presenta un cuerpo liteo (CL) estructural y funcionalmente completo, mientras la fase
folicular es el periodo que sigue a la lisis del CL (lutedlisis) hasta la ovulacidon. Durante la fase
folicular ocurre la maduracion final y la ovulacion del foliculo preovulatorio. Estas fases con
frecuencia son llamadas estro (etapa donde se produce el comportamiento estral), metaestro (etapa
donde se produce la ovulacién), diestro (etapa donde el CL es funcionalmente competente) y
proestro (etapa donde se da el crecimiento final del foliculo preovulatorio) (Forde y col., 2011)

(Figura 3).
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1.1.3.1. Regulacion endocrina del ciclo estral

Las vacas son animales poliéstricos continuos y muestran comportamiento de celo

aproximadamente cada 21 dias. Resumidamente, el ciclo es regulado por las hormonas del
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Figura 3. Diagrama del ciclo estral bovino mostrando los niveles hormonales en cada una de las etapas de las fases
folicular y luteal (Adaptado de Gasque G6émez, R. 2008. Enciclopedia bovina. Facultad de medicina veterinaria y
zootecnia. UNAM).

hipotdlamo (hormona liberadora de gonadotrofinas; GnRH, del inglés: gonadotropin-releasing
hormone), la adenohipéfisis (hormona foliculoestimulante; FSH, del inglés: follicle stimulating

hormone y hormona luteinizante; LH, del inglés: luteinizing hormone), los ovarios (progesterona
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(P4), 17-estradiol (E2), e inhibina) y el tdtero (prostaglandina F2a (PGF2a)). Estas hormonas
funcionan a través de mecanismos de retroalimentacién negativa y positiva que regulan el ciclo
estral (Roche, 1996). La GnRH controla el ciclo a través de sus acciones sobre la adenohipofisis
regulando la secrecion de las gonadotrofinas LH y FSH (Schally y col., 1971) (Figura 4). La
secrecion pulsatil de niveles basales de GnRH desde el centro ténico del hipotdlamo y el pico
preovulatorio de GnRH desde el centro ciclico del hipotdlamo previenen la desensibilizacién de su
receptor en las células gonadotropas de la pituitaria anterior. Después del transporte de GnRH desde
el hipotdlamo a la hip6fisis via el sistema porta hipofisario (Moenter y col., 1992), la GnRH se une
a un receptor de membrana acoplado a proteina G presente en las células gonadotropas (Kakar y
col., 1993). Esta unién produce la liberacion de calcio intracelular que activa la via de transduccion
de sefial de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) que culmina con la liberacion
de FSH y LH desde compartimentos de almacenaje ubicados en el citoplasma (Weck y col., 1998).
La FSH es reservada en granulos secretorios dentro del citosol por cortos periodos de tiempo,
mientras LH es almacenada por largos periodos durante el ciclo estral (Farnworth, 1995). Las
células gonadotropas de la adenohipdfisis pueden ser mono-hormonales, liberando tnicamente LH

o FSH, o bi-hormonales, liberando ambas gonadotrofinas (Molter-Gérard y col., 2000).
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Figura 4. Esquema de los principales mecanismos de regulacién enddcrina del eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal. GnRH:
Hormona liberadora de gonadotrofinas; P4: Progesterona; E2: Estrégenos; FSH: Hormona foliculo-estimulante; LH:
Hormona luteinizante.

Durante la fase folicular, un incremento en las concentraciones de E2, debido al rdpido
crecimiento y proliferacion celular que sufre el foliculo dominante (FD), sumado a la caida
concomitante de los niveles circulantes de P4 producidos debido a la lutedlisis, inducen un pico de
GnRH y permiten la aparicién de conducta sexual y la receptividad a la monta (Frandson y col.,
2003). Este pico preovulatorio de GnRH induce picos coincidentes de FSH y LH (Sunderland y
col., 1994). Solamente cuando la P4 se encuentra en concentraciones séricas basales y los pulsos de
LH se suceden cada 40 a 70 min por 2 o 3 dias, el FD puede ovular (Roche, 1996), la ovulacion se
da 10 a 14 horas después de finalizado el estro y es seguida por el comienzo de la fase luteal. Este
periodo es también conocido como metaestro y tiene una duracién de 3 a 4 dias. Esta caracterizado
por la formacién del CL a partir del cuerpo hemorragico (foliculo ovulado). Luego de la ovulacion
las concentraciones de P4 comienzan a incrementarse debido a la formacion del CL, en el cual las
células de la granulosa y de la teca interna se luteinizan y producen P4 que permitird el

establecimiento y mantenimiento de la prefiez o la reanudacién de un nuevo ciclo estral si no hubo
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fertilizacion del ovocito ovulado (Niswender, 1981). Durante el diestro, la P4 se mantiene elevada y
se suceden repetidamente ondas de crecimiento folicular estimuladas por la liberacién de FSH
desde la adenohipdfisis. Sin embargo, los foliculos dominantes que crecen durante esta fase no
llegan a ovular. La P4 que es predominante en esta fase, ejerce retroalimentacion negativa y sélo
permite la secrecion de LH en pulsos de gran amplitud pero de baja frecuencia que no desencadenan
la ovulacién de dicho foliculo (Rahe y col., 1980). Finalmente durante el proestro, la concentracion
sérica de P4 cae debido al proceso de lutedlisis a partir de la secrecion de PGF2a desde el ttero

(Hansel y Convey, 1983).

1.1.3.2. Dinamica folicular durante el ciclo estral

El perfeccionamiento de las técnicas para monitorear los niveles hormonales y la expresion
de sus receptores, asi como de la ultrasonografia para evaluar los cambios morfoldgicos en el
ovario, han permitido una mayor comprensién del desarrollo folicular en el bovino. Rajakoski
(1960), basado en estudios histolégicos de los ovarios, fue el primer investigador que postulé una
teoria planteando la existencia de ondas de crecimiento folicular durante el ciclo estral bovino. Sin
embargo, fue recién a partir del desarrollo y difusién de la ultrasonografia ovdrica cuando se pudo
documentar fehacientemente que el crecimiento folicular bovino ocurre a modo de ondas (Savio y
col., 1988; Sirios y Fortune, 1988; Adams y col., 1992). Desde ese momento se realiz6 un
importante nimero de trabajos que demuestran que el patrén de ondas se repite en casi todos los
estadios de la vida de la hembra, incluyendo el periodo pre-puber (Evans y col., 1994), la prefiez
(Ginther y col., 1989) y el periodo posparto (Savio y col., 1990; B6 y Caccia, 2002). El crecimiento,
desarrollo y maduracién de los foliculos ovaricos es un proceso fundamental para lograr una alta
eficiencia reproductiva en los animales domésticos. Como ya hemos mencionado, un nimero fijo de
foliculos primordiales es establecido durante el desarrollo fetal. El crecimiento de los foliculos
ovdricos toma un periodo de 3 a 4 meses y estd dividido en una etapa independiente y otra
dependiente de gonadotrofinas (Webb y col., 2004). El crecimiento dependiente de gonadotrofinas
en las hembras bovinas ocurre en 2 o 3 ondas de crecimiento folicular por ciclo estral (Rajakoski,
1960; Savio y col., 1988). Cada onda de crecimiento abarca la emergencia, seleccion y el
establecimiento de la dominancia folicular seguido por la atresia o la ovulacion del FD. La FSH y la
LH tienen un rol preponderante en el desarrollo folicular. El comienzo de la etapa dependiente de
gonadotrofinas estd caracterizado por la emergencia de una cohorte de foliculos, unos 5 a 20

foliculos de un tamafio mayor o igual a 5 mm, que esta en relacion con un incremento transitorio en
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las concentraciones de FSH (Adams y col., 1992; Sunderland y col., 1994). Este suceso marca el
comienzo de la dependencia de FSH de los foliculos en crecimiento (Ginther y col., 2002),
caracterizado por la aparicion de receptores de FSH (FSHR) localizados en las células de la
granulosa ya al tercer dia del inicio de la onda de crecimiento (Camp y col., 1991; Evans y Fortune,
1997). Asi, la FSH estimula su cascada de sefializacion corriente abajo que finalmente promueve el
crecimiento folicular y la proliferaciéon celular (Richards, 1994; Richards y col., 1998). Este efecto
de la FSH sobre las células de la granulosa lleva al incremento en la actividad de la enzima
aromatasa (P450arom; CYP19A1), la cual convierte los andrégenos en E2 (Hillier, 1994). De esta
cohorte de foliculos en desarrollo emerge el foliculo dominante, que es el foliculo sano de mayor
didmetro en dicha cohorte (Gougeon y Lefevre, 1983). Este aumento en su tamafio lleva a un
incremento en la cantidad de E2 e inhibina contenidas en su liquido folicular, que también se
presenta francamente aumentado (Hillier, 1994). Las elevadas concentraciones de E2 e inhibina
ejercen retroalimentacion negativa a nivel adenohipofisario reduciendo la FSH a niveles basales
(Sunderland y col., 1994; Ginther y col., 2000 a, b). Este efecto negativo de los estrogenos sobre
LH y FSH podria tener como blanco las células bi-hormonales (FSH y LH) directamente a nivel
adenohipofisario. En consecuencia, el contenido de FSH de estas células disminuye por diversos
mecanismos, pasando a ser células mono-hormonales de LH que se suman a la poblacién mono-
hormonal de LH no afectada por los E2. Estos cambios explican la capacidad de las células
gonadotropas de reservar concentraciones elevadas de LH para promover el pico preovulatorio de
LH (Molter-Gérard y col., 2000). El FD se vuelve cada vez mds sensible a la LH (Ginther y col.,
2000a) y continda creciendo a pesar de que las concentraciones de FSH decrecen. El cambio de un
crecimiento dependiente de FSH (Adams y col., 1992) a uno LH dependiente (Kulick y col., 1999)
se lleva a cabo por la presencia del receptor de LH (LHR) en las células de la granulosa (Xu y col.,
1995). Este receptor estd localizado en las células de la granulosa y de la teca interna de foliculos
sanos, en diferentes estadios del desarrollo folicular (Camp y col., 1991). A medida que el foliculo
crece los LHR de las células de la teca se incrementan y las células de la granulosa los adquieren,
siendo de esta manera, seleccionados para llegar a ser el/los FD de esa onda de crecimiento (Xu y
col.,, 1995; Bao y col., 1997; Braw-Tal y Roth, 2005). Por otra parte, se ha sugerido que
incrementos transitorios en las concentraciones de LH circulante que ocurren alrededor del
momento de seleccion folicular (Ginther y col., 2003), permite al FD continuar la produccion de E2
y crecer en un medio con bajas concentraciones de FSH (Ireland y Roche, 1983). Durante la fase

luteal temprana se dan pulsos de LH de menor amplitud y mayor frecuencia (2030 pulsos/24 h), en
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la mitad de la fase litea (mitad de diestro) los pulsos incrementan su amplitud y reducen su
frecuencia (6-8 pulsos/24 h). En ambos casos los pulsos son de una amplitud y frecuencia
insuficiente para lograr la maduracion y subsecuente ovulacion del FD (Rahe y col., 1980). Asi, el
FD producido en la fase luteal del ciclo sufre atresia, caida en la produccion de E2 e inhibina y
como consecuencia queda abolida la retroalimentacion negativa que ejercia sobre el eje hipotdlamo-
hipofisario y la secrecién de FSH puede aumentar, conduciendo a la emergencia de una nueva onda
de crecimiento folicular. La producciéon de altas concentraciones de E2 es una caracteristica
distintiva del FD (Ireland y Roche, 1982; Ireland y Roche, 1983) y antes de que aparezcan
diferencias visibles en el didmetro folicular, el futuro FD tiene mayores concentraciones de E2 en el
liquido folicular comparado con los demds foliculos en su cohorte (Fortune, 1994; Sunderland y
col., 1994; Mihm y col., 2000).

La sintesis de E2 es dependiente de la produccion de andrégenos en las células de la teca y
su subsecuente aromatizacion en las células de la granulosa, a este mecanismo dénde dos células
participan conjuntamente en la producciéon de andrégenos se lo denomina, dos células/dos
gonadotrofinas (Fortune y Quirk, 1988). La produccién de E2 por los foliculos en crecimiento
depende de la correcta frecuencia pulsatil de LH (Crowe y col., 2001a,b). La unién de LH a su
receptor en las células de la teca conduce a la conversion del colesterol a testosterona a través de
una serie de reacciones cataliticas. Una vez producida, la testosterona difunde hacia las células de la
granulosa donde es convertida a E2 por la CYP19A1 (Dorrington y col., 1975). El E2 sintetizado
tiene roles locales sobre el desarrollo folicular y sistémicos ejerciendo retroalimentacion positiva
sobre el eje hipotdlamo/hipofisario. Durante la fase folicular del ciclo, cuando las concentraciones
de P4 son bajas, estas altas concentraciones de E2 producidas por el FD inducen un pico de GnRH
desde el hipotdlamo que estimula un pico de LH hipofisario de amplitud y frecuencia suficiente
para estimular la maduracién final y la ovulacion de este FD (Sunderland y col., 1994). Las
concentraciones elevadas de E2 también inducen la expresion de manifestaciones de celo necesarias
para un apareamiento exitoso (Ireland, 1987) (Figura 5). Otros factores intra-ovdricos juegan un rol
importante en la regulacion del ciclo estral actuando indirectamente al modificar la sintesis de E2 o
directamente ejerciendo retroalimentacién negativa sobre el eje hipotdlamo/hipofisario. En este
sentido la biodisponibilidad del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1, del inglés:
insulin like growth factor 1), contribuye al crecimiento, proliferacion y capacidad esteroideogénica
del futuro FD (Mihm y col.,, 2000; Rivera y Fortune, 2003; Canty y col., 2006), afectando

indirectamente la retroalimentacién negativa del E2 sobre el eje hipotdlamo-hipofisario. Este
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mecanismo en adicién a la adquisiciéon temprana de LHR en las células de la granulosa son
considerados los mecanismos mds importantes que dirigen el proceso de seleccion del FD (Lucy,
2007). La superfamilia del factor de crecimiento transformante  (TGF-f, del inglés: transforming
growth factors [3), conformada por mas de 30 proteinas estructuralmente relacionadas, también tiene
un rol de importancia en el control del ciclo estral. La activina puede incrementar la produccion de
E2 en el liquido folicular (Knight y Glister, 2003), mientras la foliculostatina impide esta accién de
la activina, en conjunto ambas pueden alterar el mecanismo de retroalimentacion ejercido por E2
(Phillips y de Kretser, 1998). Asimismo, la inhibina, cuya expresion ha sido descripta en las células
de la granulosa de la vaca, juega un rol de importancia impidiendo la secreciéon de FSH desde la

adenohipéfisis (Findlay y col., 2002).
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Figura 5. Esquema de las concentraciones hormonales y la dindmica de crecimiento folicular durante el ciclo estral
bovino. FSH: hormona foliculo-estimulante. LH: hormona luteinizante. PGF2a: prostaglandina F2a. FD: foliculo
dominante. FA: foliculo atrésico. (Adaptado de Rippe, 2009).

1.1.3.3. Funcion del cuerpo liteo durante el ciclo estral

El CL se origina a partir de las células del foliculo ovulatorio. La LH es la mayor hormona
luteotrdpica en las vacas (Hansel, 1966), y es la responsable de estimular la luteinizacion de las

células de la granulosa y de la teca interna del foliculo preovulatorio (Alila y Hansel, 1984). Una de
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las funciones del CL es producir suficiente P4 para poder asegurar el mantenimiento de una
gestacion si el proceso de fertilizacion se llevé a cabo y existe un embrién dentro del ttero. En este
sentido, la P4 secretada por el CL produce una reduccion en la secreciéon de gonadotrofinas y
previene la aparicion del estro (Forde y col., 2011). Por otra parte, las concentraciones elevadas de
P4 durante la fase litea del ciclo alteran el patrén de expresién de genes en el utero (Forde y col.,
2009). Durante la mitad de la fase ldtea, estas concentraciones elevadas de P4 producen una
regulacion hacia abajo del receptor nuclear de P4 en el epitelio luminal del endometrio (Kimmins y
MacLaren, 2001). Si hacia el dia 16 del ciclo, no ha sido detectada en cantidad suficiente la sefial de
reconocimiento materno de la prefiez (interferén tau), se desencadena el proceso de lutedlisis del
CL. Asi, la PGF2a, el mayor agente luteolitico en rumiantes, es secretado por el utero (Baird y col.,
1976; Kindahl y col., 1976; Nett y col., 1976; Lamothe y col., 1977). El mecanismo de secrecion
involucra al receptor de oxitocina existente en el utero que liga a la oxitocina proveniente de la
neurohipdfisis y del propio CL, propagdndose la secrecion episddica de PGF2a desde el tdtero hacia
el ovario a través de un mecanismo de contracorriente que le permite pasar desde la vena uterina
directamente a la arteria ovdarica. Asi, durante la lutedlisis se reducen las concentraciones
circulantes de P4, las concentraciones de E2 se incrementan, la GnRH se libera del hipotidlamo y el

animal entra en una nueva fase folicular (Forde y col., 2011).

1.1.3.4. La ovulacion

Hasta hace poco tiempo se asumia que la ovulacién era un proceso relativamente simple,
que involucraba a un pequefio nimero de factores reguladores, activados por el pico preovulatorio
de LH. Esto se basaba en los pocos cambios metabdlicos necesarios para activar a las enzimas
proteoliticas que degradan el drea mas apical del foliculo ovulatorio (estigma). Sin embargo, los
nuevos métodos para el estudio de expresion génica, han permitido relacionar a mas de 100 genes
con el proceso de ovulacion. La mayoria de estos han sido asociados directa o indirectamente con
reacciones inflamatorias agudas en los siguientes procesos fundamentales: 1) elementos de
respuesta temprana que inician la reaccién inflamatoria; 2) eventos pro-inflamatorios que llevan a la
degradacion proteolitica de la pared folicular; 3) antiinflamatorios endégenos que promueven la
cicatrizacion y reparacion de las dreas afectadas del ovario; y 4) proteccion del tejido frente al estrés
oxidativo generado localmente durante el proceso ovulatorio. En la actualidad, numerosas

evidencias experimentales refuerzan la hipétesis de que la ovulacién es un proceso inflamatorio
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agudo, incluyendo el hecho de que determinados agentes antiinflamatorios que afectan la respuesta
aguda, tales como la indometacina, son capaces de bloquear la ovulacién (Espey, 1994; 2004).

La llamada cascada de la inflamacién consiste en la activacion de agentes que median y
moderan el proceso inflamatorio por una accién directa e indirecta sobre el tejido afectado.
Colectivamente los eventos fisiologicos provocan la vasodilatacion, hiperemia, exudacion, edema,
colagendlisis, proliferacion celular y remodelacion en el tejido. Durante las dltimas décadas, un
gran numero de moléculas cominmente asociadas a la cascada inflamatoria han sido estudiadas en
el tejido ovarico (Espey y col., 2004).

Por lo expuesto, la ovulacién es un fenémeno morfolégico que se produce durante la
transformacion de un foliculo ovérico en un CL (Espey, 1999). Los cambios que se producen en el
tejido, en particular en el sitio de ruptura, requieren una disrupcion aguda de las capas densas de los
tejidos coldgenos que consisten en la teca externa alrededor de los foliculos individuales y la tinica
albuginea que encapsula todo el ovario. Los cambios locales incluyen hemorragia en la proximidad
de la disrupcién de la superficie del ovario. Sin embargo, los cambios estructurales no se limitan
Unicamente al drea en la que se degrada la superficie folicular. El proceso ovulatorio afecta a todo el
estrato granuloso y a la teca interna adyacente (Espey, 1994).

Concomitante con la cascada inflamatoria, hay un grupo de genes relacionados con la
expresion de proteinas que actian para contrarrestar el estrés oxidativo que se genera en los tejidos
inflamados, y estos genes "protectores” se representardn como una parte separada, pero integral, de
la reaccién inflamatoria ovdrica. Las reacciones inflamatorias pueden subdividirse en elementos
proinflamatorios que causan dafio tisular como parte de un mecanismo de defensa natural y
elementos antiinflamatorios que son responsables de la reparaciéon secuencial y la curacién del
tejido dafiado (Espey y col., 2004).

Las respuestas inflamatorias se asocian con el desarrollo local de estrés oxidativo en el
tejido afectado (Li, 2002; Holmes-McNary, 2002). Como componente de las respuestas
inflamatorias de los mamiferos, las especies reactivas de oxigeno (ROS), junto con las especies
reactivas de nitrogeno (RNS), se generan especialmente en la vecindad de la mitocondria hipoxica o
reoxigenada (Davies, 1995; Mills, 1997; Li, 2002; Melov, 2002). Los superéxidos y derivados
reactivos de oxigeno, incluyendo O,, OH" y H,O,, contribuyen a la lesioén celular local mediante la
liberaciéon de proteasas y eicosanoides (Mills, 1997), la secrecion de citoquinas y quimiocinas
proinflamatorias (Bautista, 2001) y el reclutamiento de leucocitos en el tejido afectado (Laroux y

col., 2001). Para prevenir la necrosis excesiva y la apoptosis en el drea (y especialmente en las
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células endoteliales altamente sensibles), la cascada inflamatoria incluye la activacién de genes para
minimizar las consecuencias deletéreas del estrés oxidativo (Espey y col., 2004).

Cuando un foliculo ovula y comienza a transformarse en tejido luteinico, la angiogénesis es
esencial para establecer y mantener un CL metabdlicamente viable. La angiogénesis es una
secuencia de eventos que ocurre en procesos fisiolégicos normales y en una variedad de
condiciones patologicas (Bouma-ter Steege y col., 2001). Comtnmente comienza con la
vasodilatacion y un aumento de la permeabilidad vascular en el tejido afectado (Distler, 2002).
Ademas, las etapas iniciales del proceso requieren degradacion proteolitica de la matriz extracelular
(MEC) que rodea los capilares existentes. Una vez que la matriz es mas flexible y ha sido infiltrada
por las proteinas plasmaticas, las condiciones locales son favorables para la proliferacion y
migracion de las células endoteliales que componen las paredes de los capilares ya en la zona
(Distler y col., 2002). Después de la ovulacion, el CL funcional surge de la proliferacion de las
células remanentes y de un proceso que requiere una redefinicidon de los limites entre tejido luteal y
estromal (Smith y col.,, 1994). Por lo tanto, la remodelacién controlada de la MEC y de las
membranas basales son procesos fundamentales durante el ciclo estral o menstrual (Inderdeo y col

1996).

1.2.Estrés

1.2.1. Fisiologia del estrés

Los procesos fisiologicos normales se mantienen debido a un equilibrio dindmico vy
complejo denominado homeostasis, el cual constantemente es desafiado por los estresores. Estos
factores actian interna o externamente sobre el organismo induciendo un esfuerzo adicional para
mantener un estado de equilibrio con su medio interno y con el ambiente externo. Los estresores
alteran la homeostasis, provocando una respuesta conocida como estrés (Charmandari y col., 2005;
Mostl y Palme, 2002). Ante situaciones de estrés, el organismo de la mayoria de los mamiferos
reacciona activando una serie de mecanismos fisiologicos y conductuales. Cuando dichos
mecanismos resultan inadecuados (por prolongados o excesivos) se pueden presentar consecuencias
negativas sobre otras funciones fisioldgicas importantes, como por ejemplo la reproduccién
(Chrousos y col., 1998; Dobson y Smith, 2000; Dobson y col., 2001; Charmandari y col., 2005).

Para sobrellevar estas perturbaciones, el organismo posee dos sistemas neuroendocrinos de
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proteccion encargados de mediar en forma bidireccional las adaptaciones de los organismos a
situaciones potencialmente peligrosas. Uno de ellos, es el eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal (eje
HHA): un conjunto complejo de influencias directas y de interacciones de retroalimentacion entre el
hipotdlamo, la hipéfisis y las glandulas adrenales. El nucleo paraventricular del hipotdlamo,
sintetiza y secreta la hormona liberadora de corticotropina (CRH), que actia sobre la hipdfisis
estimulando la secrecién de hormona adrenocorticotropa o adrenocorticotrofina (ACTH). La ACTH
induce la liberacion de cortisol en la corteza adrenal, lo cual induce una retroalimentacion negativa
del sistema e inhibe la secrecidon de hormonas desde el hipotdlamo y la hipdfisis. Esto reduce la
secrecion de CRH y la vasopresina, y también reduce directamente la escision de
propiomelanocortina (POMC) en ACTH y B-endorfinas (Engelmann y col., 2004). La ACTH actuia
en la glandula adrenal incrementando la produccién y liberacién de corticosterona, el principal
glucocorticoide fisiolégico en ratas y ratones, y cortisol, el principal glucocorticoide en mamiferos,
como los humanos y los bovinos, incluyendo otros tipos de roedores (Nemeth y col. 2014,
Magomedova & Cummins 2016). El segundo sistema es el simpdtico-adrenérgico, donde la
adrenalina y la noradrenalina se producen en la médula adrenal como consecuencia de la
estimulacion simpdtica y los efectos locales del cortisol. Estas hormonas producen una
retroalimentacién positiva a nivel de la hipdfisis e incrementan la transformacién de la POMC en
ACTH y B-endorfinas (Engelmann y col., 2004). La ACTH ejerce sus acciones principalmente a
través de los receptores de melanocortinas (MCRs), habiéndose caracterizado 5 receptores (MCI1R-
MC5R) que son comunes a toda esta familia de péptidos (ACTH y hormona estimulante de
melanocitos) (Getting y col., 2006). Los MCRs estdn implicados en las respuestas fisiologicas de
ACTH y a-, B- y y- hormonas estimulantes de melanocitos (a -, B- y y-MSH). Su expresion ha sido
previamente analizada en diferentes tejidos bovinos (Liakos y col., 1998; Liakos y col., 2000),
incluyendo en el ovario, detectindose los 5 tipos existentes (Amweg y col., 2011). Ademas, en
ensayos in vitro, realizados por nuestro grupo de trabajo, se ha comprobado una liberacion de
cortisol en respuesta a ACTH en foliculos medianos asi como un incremento de la testosterona y del
cortisol en foliculos grandes (Amweg y col., 2011, 2013), asi como también se ha propuesto que los

glucocorticoides (GC) son producidos de novo en el ovario (Amweg y col., 2017) (Figura 6).

1.2.2. El estrés en la reproduccion

Como se detall6 previamente, para lograr que el pico de LH se produzca en el momento

adecuado, una serie de eventos, ajustadamente controlados deben ocurrir en el hipotidlamo y la
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hipdfisis. Una vez removida la actividad inhibitoria de la P4 durante la lutedlisis, se incrementa la
frecuencia y amplitud de los pulsos de GnRH, para culminar con el pico peovulatorio de LH en
respuesta al efecto de retroalimentacién positiva del E2 sobre el eje hipotdlamo-hipofisario. Los
estresores reducen la fertilidad por interferir con los mecanismos que regulan el cronograma de
estos eventos dentro de la fase folicular del ciclo estral. Esto ocurre principalmente a nivel del eje
hipotdlamo-hipofisario-gonadal, donde se reducen los pulsos de GnRH y LH por acciones tanto en

la hipdfisis como en el hipotdlamo, privando al ovario de adecuados niveles de LH (Jordan, 2003).
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Figura 6. Esquema de la regulacién enddcrina del estrés en el eje Hipotdlamo-hipdfisis-adrenal y su relacion con el ovario.
CRH: Corticotrofina; ACTH: Adrenocorticotrofina; MCRs: Receptor de melanocortinas.

Los bovinos lecheros se encuentran sometidos diariamente a numerosas situaciones
estresantes metabodlicas, ambientales y de manejo, a lo largo del ciclo productivo y reproductivo, las
cuales pueden potencialmente inhibir la productividad del rodeo y el bienestar, como resultado de la
disrupcién neuroendocrina e inmunosupresion inducida por estrés (Carrol and Forsberg 2007). Los
estresores reducen la fertilidad por interferir con los mecanismos que regulan el cronograma de

eventos dentro de la fase folicular. De hecho, se ha demostrado que el transporte de los animales
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(un estresor agudo) durante 4 a 8 hs, reduce la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH, en la fase
folicular tardia y puede afectar la ovulacién (Dobson y col., 1999; Phogat y col., 1999). En bovinos
se ha detectado una reduccion en la tasa de gestaciones cuando la inseminacién artificial y los
muestreos sanguineos se realizan en ambientes no familiares, en contraste con lo observado después
de un proceso de adaptacién a dicho manejo (Dobson y Smith, 2000; Smith y col., 2003). En
algunas situaciones, como ocurre durante el estrés crénico debido a laminitis o fiebre, la frecuencia
pulsatil de GnRH/LH puede ser mds lenta, de modo tal que el desarrollo folicular comienza, pero no
puede continuar a estadios avanzados donde se necesita la mayor frecuencia de liberacion. De esta
manera, el animal no es capaz de desarrollar ciclos estrales normales y se produce anestro. Esta
situacion ha sido descrita por nuestro grupo de trabajo en animales expuestos a luz permanente
durante mds de 10 semanas (Palomar y col., 2007). En otros casos, la frecuencia del pulso de
GnRH/LH puede ser suficiente para soportar el desarrollo folicular pero con alteraciones en la
liberaciéon de GnRH o la sensibilidad de la hipdfisis al estradiol. De esta forma, se genera una
liberacién inadecuada de LH, incapaz de producir la ovulacién y luteinizacién, ocasionando la
persistencia folicular y el desarrollo de quistes foliculares (Dobson y Smith, 1995). En adicién a lo
anteriormente expuesto, hay acciones locales en la cascada de enzimas relacionadas al metabolismo
de los glucocorticoides que pueden interferir con el proceso inflamatorio asociado a la ovulacién
(Thurston y col., 2003a). Los glucocorticoides también tienen importantes efectos clinicos,
principalmente la inhibicién de la respuesta inflamatoria. Una de las vias por las que estas hormonas
llevan a cabo esta inhibicidn es mediante la supresion de la formacion de sustancias que promueven
la inflamacién, como prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (Cunningham, 2003).

Los GC son agentes antiinflamatorios que actiian para modular la produccién y accién de
las citoquinas y prostaglandinas necesarias para la ovulacién, lutedlisis, implantacién embrionaria,
crecimiento fetal y desarrollo de la placenta (Duong y col., 2012). Las funciones de los GC en el
ovario se han descripto en diversas especies e incluyen tanto efectos estimulantes como inhibitorios
sobre las funciones ovéricas (Tetsuka y col., 2010). Los GC actian directamente sobre las células
ovdricas inhibiendo la accidn de las gonadotrofinas y la sintesis de esteroides (Michael y col., 2003;
Acosta y col., 2005; Sunak y col., 2007). Se ha demostrado en estudios in vitro que la accién de
cortisol sobre las células de la granulosa bovinas aumenta la produccién de oxitocina (Luck y
Jungclas, 1988) y la sintesis de P4 (Kawate y col., 1993) mientras que estimulos con FSH
incrementan la produccion de andrégenos en cultivos de células de la teca (Kawate y col., 1993;

Spicer y Chamberlain, 1998). Ademds, se ha demostrado que los corticoides suprimen la actividad
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de la CYP19A1 y disminuyen el nimero de LHR en ratas (Hsueh y Erickson, 1978; Schoonmaker y
Erickson, 1983), vacas (Kawate y col., 1993) y cerdas (Danisova y col., 1987). En el ovario
humano, el cortisol aumenta su concentracion en el liquido folicular luego del pico preovulatorio de
LH en los foliculos ovulatorios (Hillier y Tetsuka, 1998). Como la ovulacién es un evento
inflamatorio caracterizado por un incremento en la sintesis de citoquinas y prostaglandinas, el
aumento de los GC antiinflamatorios alrededor del periodo ovulatorio puede representar un
mecanismo fisioldgico para limitar el dafio causado por los componentes proinflamatorios antes
mencionados. En este sentido, el nivel de GCs en la pared folicular se regula a nivel local en los
foliculos ovulatorios bovinos. Este mecanismo puede proteger a los foliculos de los efectos
adversos proinflamatorios, previniendo el exceso de reacciones inflamatorias asociadas con la
ovulacién, incrementando temporalmente las concentraciones locales de los GC, constituyendo de
esta manera una parte integral del mecanismo regulatorio de la fisiologia ovérica (Acosta y col.,

2005).

1.3.Matriz extracelular: el rol de las MMPs y TIMPs en el ovario

1.3.1. La matriz extracelular y el ovario.

La MEC es una estructura tridimensional, acelular que estd presente en todos los tejidos y
es esencial para la vida. Cada dérgano tiene una MEC con una composicién tnica que se genera en
etapas tempranas del desarrollo embrionario. La funcién de la MEC va maés alld de proveer soporte
para la integridad y elasticidad de los tejidos: es una estructura dindmica que es remodelada
constantemente para controlar la homeostasis de los tejidos (Hynes y col., 1999). En los mamiferos,
la MEC se compone de alrededor de 300 proteinas, conocidas como el nicleo matricial, e incluye
proteinas como el coldgeno, proteoglicanos y glicoproteinas. Hay dos principales tipos de MEC que
difieren en cuanto a su ubicacion y composicién: la matriz de tejido conectivo intersticial, que rodea
a las células y proporciona andamiaje para los tejidos; y la membrana basal, que es una forma
especializada de MEC que separa el epitelio del estroma circundante (Bonnans y col., 2014) (Figura

7).
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El ovario es uno de los 6rganos mds dindmicos del cuerpo ya que se somete a la
remodelacién de tejidos continuamente durante cada ciclo estral. El desarrollo folicular implica la
expansion localizada del estroma ovérico y la proliferacion de las células de la teca y de la
granulosa. La degradacion proteolitica de la MEC en el momento previo a la ovulacion, es un paso
crucial en la compleja cascada de eventos iniciados luego de que se ha producido la onda
preovulatoria de LH (Fata y col., 2000; Ny y col., 2002). En ese momento, las tres capas de la MEC
que separan al ovocito de la superficie ovdrica, asi como las dos membranas basales que se
encuentran adyacentes a las células de la granulosa y al epitelio germinal deben ser degradadas a
nivel local para la liberacién del mismo (Espey y col., 1981). Después de la ovulacién, el CL
funcional surge de la proliferaciéon de las células remanentes y de un proceso que requiere una

redefinicion de los limites entre tejido luteal y estroma (Smith y col., 1994). Por lo tanto, la
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Figura 7. Esquema de los componentes de la matriz extracelular de los mamiferos. HSPGs: Proteoglicanos tipo
Heparéan Sulfato. PGs: Proteoglicanos. GAGs: Glucosaminoglicanos. (Adaptado de Bonnans y cols., 2014).

remodelacion controlada de la MEC y de las membranas basales son procesos fundamentales

durante el ciclo estral (Inderdeo y col., 1996).

1.3.2. Metaloproteasas de matriz y sus inhibidores tisulares

Las metaloproteasas son enzimas proteoliticas que necesitan de la presencia de dtomos de
zinc para su correcto funcionamiento. Las MMPs son una familia de mds de 26 enzimas que
digieren componentes especificos de la MEC, tales como coldgeno, laminina, fibronectina, y

proteoglicanos. Se caracterizan por su papel en la remodelacién tisular, la degradacién de dicha
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matriz y reparaciéon de los tejidos (Alexander y Werb, 1989; Marchenko y Strongin, 2001). Las
MMP estan reguladas estrictamente en multiples niveles, incluyendo la transcripciéon génica y a
través de mecanismos post-traduccionales, tales como la activacion de pro-MMPs y la regulaciéon
por los inhibidores humorales como a2-macroglobulina y los inhibidores endégenos, en particular
los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs: del inglés Tissular Inhibitors of
Metalloporteases). Dentro del ambiente extracelular, las MMPs latentes como pro-enzimas pueden
ser activadas por serin-proteasas como plasmina y calicreinas (Espey, 1994), proteasas de
mastocitos (Suzuki y col., 1995) y otras MMPs incluyendo aquellas asociadas a la membrana
plasmatica (Sato y col., 1994). Aunque la mayoria son activadas luego de su secrecidn, algunas
como por ejemplo la estroma-lisina-3, la MMP23 y todas las MMP asociadas a la membrana (MT-
MMPs: del inglés Trans-Membrane Metalloproteases) pueden ser activadas intracelularmente por
furina, una serin-proteasa, o por otros activadores desconocidos (Strongin y col., 1995; Cao y col.,
1996; Nguyen y col., 1998; Nagase y col., 1999; Sato y col., 1999; Smith y col., 2002). Su rol
relevante en el proceso de ovulacion es la degradacion de los componentes de la MEC. Las capas de
coldgeno en la teca externa, la tinica albuginea, y el epitelio de la superficie en el dpice del foliculo
deben ser degradados para que ocurra la ruptura del foliculo y consecuente liberacion del ovocito.
Ademds intervienen en la disolucién de la membrana basal que separa las células de la teca y de la
granulosa y cuyo componente principal es el coldgeno de tipo IV. La remodelacién de la MEC a
través de las MMPs puede tener efectos drdsticos sobre la proliferacion, diferenciacién y
supervivencia celular (Smith y col., 2002). Existen cuatro tipos de TIMP (TIMP1 al -4) que son los
principales reguladores de la remodelacién de MEC en varios 6rganos (Brew y col., 2000; Gomez y
col., 1997; Lambert y col., 2004; Woessner y Nagase 2000; Ries, 2013). Cada TIMP es codificado
por diferentes genes. Contienen 12 residuos de cisteinas que forman seis puentes disulfuro y
otorgan estabilidad a estas moléculas. Si bien los TIMPs se unen de manera no covalente con las
MMPs con alta afinidad y con una estequiometria de 1:1, algunos TIMPs son capaces de unirse a
pro-MMPs (Edwards y col., 1996; Bigg y col., 1997; Butler y col, 1999; Nagase y col., 1999). Los
TIMPI, -2 y -4 son solubles dentro del ambiente extracelular mientras que el TIMP3 tiene un
dominio especifico de unién a la MEC. Es por ello que probablemente este inhibidor tenga una
importante funcién en la preservacion de la integridad de la MEC. Estudios recientes han llegado a
la conclusién de que los TIMP también exhiben actividad similar a la de factores de crecimiento y
accion inhibidora de la angiogénesis (Lambert y col., 2004), actividades que parecen ser

independientes de la actividad inhibidora de las MMP (Brinnstrom y col 2010). La inhibicién de las
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MMPs a través de los TIMPs mantiene la estabilidad de la MEC y promueve la deposicion de
nuevos componentes de la MEC. El control de la relacion MMP:TIMP establece diversos procesos
celulares asociados con la funcién ovérica incluyendo la diferenciacién, migracidn, proliferacion,
apoptosis y expresion génica (Brooks y col., 1996). Adicionalmente, los TIMPs pueden alterar
directamente la actividad celular actuando como factores de crecimiento y/o estimulando la
esteroidogénesis, posiblemente a través de su unién con receptores de membrana (Avalos y col.,
1988; Boujrad y col., 1995). La familia de las MMPs se subdivide en funcion de su especificidad
por el sustrato y la estructura molecular en colagenasas, gelatinasas, estroma-lisinas, matriz-lisinas
y MMP de tipo membrana (Birkedal-Hansen y col., 1993; Nagase y Woessner 1999; Visse y col.,
2003; Briannstrom y col 2010). En bovinos, las descripciones se abocan principalmente a la
participacion de las MMPs y sus inhibidores en la formacién y remodelacion del cuerpo luteo,
durante el diestro (Curry y Osteen, 2001 y 2003; Zhang y col., 2003), asi como también a estudios
en momentos puntuales del ciclo estral (Bakke y col., 2002; Khandoker y col., 2002; Curry and
Smith, 2006; Portela y col., 2009; Aly y Mutlag, 2015), pero no se encuentran descripciones de este

complejo de enzimas y proteinas, a lo largo de la foliculogénesis de las vacas.

1.3.2.1.Colagenasas
Las colagenasas (MMP1, MMPS, MMP13 y MMP18) son conocidas por su capacidad de

degradar las fibras de coldgeno tipo I y III (Nagase, 1997). La ovulacién es un proceso dependiente
del debilitamiento de este tipo de fibras de la MEC que se encuentran principalmente en la teca
externa, tinica albuginea y estroma cortical del ovario (Espey, 1994). Estudios realizados en ratas y
ovejas indican que la actividad colagenolitica se ve incrementada en los foliculos preovulatorios
luego de la onda preovulatoria de gonadotrofinas (Murdoch y McCormick, 1992; Reich y col.,
1985). Esta actividad es atribuida principalmente a los miembros de la subfamilia de colagenasas de
las MMPs (Bakke y col., 2004). Estudios realizados en foliculos preovulatorios indican que las
MMP1 y MMP13 aumentan en respuesta al estimulo con LH en bovinos (Bakke y col., 2004) o
gonadotrofina coriénica humana (hCG, del inglés: human corionic gonadotropin) en ratas (Reich y
col., 1991) y monos (Chaffin y col., 1999), con diferencias temporales en los eventos posteriores,

principalmente en la expresion de la MMP1 en bovinos (Bakke y col., 2004).
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1.3.2.2.Gelatinasas

Las MMP2 y 9 (gelatinasas) desempefian un papel clave en la degradacion de la ldmina
basal que separa las capas de células de la granulosa y la teca, asi como en la hidrdlisis de las
moléculas de coldgeno fibrilar desnaturalizado después de su escision inicial por las colagenasas.
En el ovario de rata, la expresion del dcido ribonucleico mensajero (ARNm) de la MMP2 es
estimulada por LH, mientras que la expresion de la MMP9 se mantiene invariable a lo largo del
periodo periovulatorio (Curry y col., 2000). Sin embargo, es probable que existan diferencias entre
especies ya que en el ovario de raton existe un incremento del ARNm para MMP9 frentea al
estimulo con LH, mientras que el ARNm para MMP2 permanece sin cambios (Hagglund y col.,
1999; Robker el., 2000). No obstante, incluso considerando los resultados de los estudios en ratones
que sugieren la participaciéon de MMP9 en la remodelacién durante la ovulacion, los estudios de
silenciamiento de genes han indicado que la MMP9 por si misma no ejerce un rol esencial en la
ovulacién (Hagglund y col., 1999). La falta de efecto podria explicarse por una redundancia en el
sistema, de modo que otras MMP podrian compensar la falta funcional de la MMP9. Un factor
clave en la regulacion de las gelatinasas dentro del ovario puede ser la citoquina interleuquina (IL)-
1, ya que la IL-1p induce la secrecién dosis-dependiente de MMPO en cultivos de ovario (Hurwitz y
col., 1993). La IL-1f, inhibe ademas la actividad del activador de plasmindgeno (PA) en células de
la granulosa de rata en cultivo (Hurwitz y col., 1995), lo que sugiere que la IL-1 interacciona tanto
con el sistema la MMP como con el de PA. Estas MMPs, las gelatinasas, son identificadas por
zimografia en gelatina como 2 proteinas distintas de 72 y 92 kDa, respectivamente (McIntush y
Smith, 1998; Curry y col., 2001; Imai y col., 2003). Para la activaciéon de la MMP?2 se requiere de
proteinasas MT-MMPs (Curry y Osteen, 2003). Las MT-MMPs poseen dominios transmembrana
cerca de su region carboxilo-terminal para su anclaje a la membrana plasmética y un dominio

extracelular que direcciona el componente proteolitico de la enzima a la cara exterior de la célula.

1.3.2.3.Metaloproteasa de transmembrana 1

La MMP14 (MT-MMP-1) es notable tanto por su capacidad de activar otras MMP (MMP2,
MMP13) y focalizar su actividad en la superficie de la célula, como por su propia capacidad para
degradar numerosos sustratos de la MEC (Strongin y col., 1995; Ohuchi y col., 1997; Knauper y
col., 1996). Se ha demostrado que la MMP14 tiene la capacidad de activar a la MMP2 (pro-

gelatinasa A) y su actividad se localiza en un complejo con el TIMP2 en la superficie celular
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(Strongin y col., 1995). La MMP14 también podria desempefiar un papel directo en la degradacion
de la pared del foliculo preovulatorio a través de su capacidad para escindir el coldgeno tipo I y III,
la fibronectina, la laminina y los proteoglicanos (Ohuchi y col., 1997). Sin embargo, el papel

especifico de la MMP14 en la mediacion de la ruptura del foliculo es desconocido.

1.3.2.4.Inhibidores tisulares de las metaloproteasas

TIMP1 y -2 son los dos inhibidores tisulares mds cominmente estudiados y son capaces de
inhibir la actividad de la mayoria de las MMPs y como tales desempefian un papel clave en el
mantenimiento del equilibrio entre la deposiciéon de componentes y la degradacién de la MEC
(Gomez y col., 1997). Ambos son secretados como glicoproteinas y se unen a la forma activa de
diversas MMPs, siendo mads afin la unién de TIMP1 a la MMP9, y TIMP2 a MMP2. Si bien, la
expresion del ARNm de TIMP2 en ovario no sufre cambios durante la ovulacién en ratones
(Indereo y col., 1996) y en ratas, en estas ultimas se observd que el ARNm de TIMP1, localizado en
el estroma y teca de foliculos en desarrollo, se incrementa notablemente después del estimulo con
hCG (Curry y col., 2001). Los niveles de ARNm de TIMPI1 alcanzan su maxima expresién en
proestro tardio en el ciclo estral del ratén (Inderdeo y col., 1996). En estudios mds detallados en
modelos de roedores inmaduros estimulados con eCG, se observd un aumento del ARNm de
TIMP1 después de la estimulacion con hCG tanto en rata (Chun y col., 1992; Curry y Nothnick,
2000) como en ratén (Hagglund y col., 1999). La localizaciéon de TIMP1 durante la ovulacién en la
rata pasa de ser de origen tecal a ser derivado de las células de la granulosa (Curry y col., 2001). Se
ha sugerido que existe una modulaciéon de TIMP1 sobre otros componentes del sistema de MMP-
TIMP debido a los niveles reducidos de expresiéon de TIMP2 y TIMP3 en ovario de ratones
deficientes en TIMP1 (Nothnick y col., 1997). Ademas de participar en la regulacion de la actividad
de las MMPs, el TIMP1, derivado de las células de la granulosa fue relacionado con la regulacion
de la esteroidogénesis. Asi, se determiné que una proteina similar a TIMP1 indujo la produccién de
P4 en células de la granulosa de rata (Boujrad y col., 1995). Por otra parte, TIMP1 estimula la
produccion de E2 en células de la granulosa de raton en cultivo (Nothnick y col., 1997), mientras
que los ratones deficientes en TIMP1 muestran la reduccion de los niveles en sangre de E2 y P4
(Nothnick, 2003). Este inhibidor tisular puede unirse a las formas activas de todas las MMPs
conocidas y a la forma latente de MMP9, asi como también podria regular la esteroidogénesis

estimulando la produccién de P4 en células de la granulosa de ratas. El TIMP2 puede unirse a
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MMPs activas e inhibir su actividad proteolitica (Boujrad y col., 1995; Woessner, 2000; Zhang y
col., 2003).

Ademas de su papel potencial en la activacion de pro-MMP2 y focalizacion de la actividad de
MMP?2 en la superficie celular, TIMP2 es mas conocido por su capacidad para unirse a las MMPs e
inhibir su actividad. La regulaciéon de MMP2 y TIMP2 durante el periodo periovulatorio también es
especifica de especie. E1l ARNm de la MMP2 y la actividad enzimética se incrementan en el ovario
de rata después de una dosis ovulatoria de hCG (Reich y col., 1991; Cooke, 1999), mientras que la
expresion en ovario de raton en respuesta a un estimulo ovulatorio es constitutiva (Hagglund y col.,
1999). La expresion de TIMP2 es constitutiva en ovarios de rata (Curry y Nothnick, 2000) y ratén
(Hagglund y col., 1999; Inderdeo y col., 1996) y en foliculos preovulatorios de ovejas (Smith y col.,
1995) después de un estimulo ovulatorio, pero se incrementa en las células de la granulosa de
macacos (Chaffin y col., 1999). Diversos estudios han reportado que las condiciones estresantes y
los GC cambian la expresion de las MMPs y los TIMPs en los diferentes tejidos (Szymanowski y
col., 2011; Buckham Sporer y col, 2007; Cury y col., 2007; Yang y col., 2002). En los bovinos

1.4.Citoquinas en el proceso ovulatorio: Interleuquina 1 (L-1) e Interleuquina 4 (IL-4)

Las citoquinas son proteinas de sefializaciéon pequenas y solubles, mds conocidas por sus
propiedades inmunorreguladoras, pero cada vez méas reconocidas como factores de crecimiento que
rigen la proliferacion, diferenciacion, funcién y destino de las células (Orsi y Tribe, 2008). Incluyen
a las interleuquinas (ILs), factor estimulante de colonias (CSFs, del inglés: colony stimulating
factors), factor de necrosis tumoral (TNFs, del inglés: tumour necrosis factors), factores de
crecimiento transformantes (TGFs, del inglés: transforming growth factors) producidas por una
amplia gama de tipos de células. Las citoquinas son fundamentales para el éxito reproductivo,
creando un ambiente inmune-permisivo, embriotréfico que apoya la gametogénesis, la fertilizacion,
el desarrollo embrionario temprano, la implantacion de blastocitos y el crecimiento fetal (Knight
and Glister, 2006; Orsi y Tribe, 2008; Forbes y Westwood, 2010; Arsenescu y col., 2011, Witkin y
col., 2011). Muchos de los efectos de las citoquinas, como son proliferacion celular, diferenciacién
celular, apoptosis, angiogénesis y produccién hormonal, se evidencian en las distintas fases del
ciclo ovulatorio, como la foliculogénesis, esteroideogénesis, la ruptura folicular y ovulacion, la
remodelacién folicular con formacion y posterior regresion del cuerpo liteo (Inza y Van Thillo,

2011) (Figura 8). Se describen evidencias de que las citoquinas no solo actian durante reacciones
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inmunoldgicas sino también regulando otros procesos fisioldgicos como la ovulacién (Dhillo y col.,
2006). Las citoquinas son mediadores que operan en redes en lugar de aislarse, exhibiendo

caracteristicas como pleiotropismo, sinergismo, antagonismo y redundancia funcional (Frankenstein
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Figura 8. Representacion esquemdtica de la implicancia de citoquinas a lo largo de la foliculogénesis. Interacciones y
localizaciones basadas en foliculogénesis humana, con inferencias a partir de modelos animales. Las capas celulares se
separan y reducen para mayor claridad. O: ovocito; PG: células pre-granulosa; G: células de la granulosa; PT: células pre-
teca; T: células de la teca. Las flechas negras indican sitios de produccién de citoquinas; Las flechas rojas sélidas indican
interacciones positivas mientras que las flechas azules interacciones negativas. Las flechas punteadas indican interacciones
presumidas; aquellas alineadas indican sinergismo potencial. Las citoquinas modulan la foliculogénesis en todas las etapas,
aumentando el nimero de citoquinas conocidas hacia la ovulacion. Destacada con un dvalo verde, una de las estudiadas en
este trabajo (Adaptado de Field y col., 2014).

y col., 2006, Orsi, 2008, Orsi y Tribe, 2008). Por tanto, el efecto de cualquier citoquina dada no
depende s6lo de su concentracién absoluta, sino mds bien de un equilibrio entre sus propios efectos

y los inducidos por otros mediadores locales, incluidas otras citoquinas (Orsi, 2008; Field y col.,
2014).
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1.4.1. Interleuquina 1§

Uno de los mediadores mds prominentes de la inflamacidn es la familia de la IL-1 (Mu y col.,
2010). El sistema IL-1 estd compuesto por dos ligandos bioactivos, IL-1a e IL-1p (Dinarello, 1994),
dos tipos de receptores, el IL-1RI y IL-1RII; y el IL-1RA, este dltimo que actia como antagonista
del receptor para IL-1, siendo su funcién principal la de regular la actividad bioldgica de 1L-1
mediante una fijaciéon competitiva en los receptores (Arend, 1991). Durante la foliculogénesis, la
IL-1 promueve la proliferaciéon y suprime la diferenciacién, mientras que durante el proceso
ovulatorio, IL-1 aumenta la produccién local de eicosanoides, esteroides, metaloproteasas y
sustancias vasoactivas para promover la ovulacién (Briannstrom, 2004). Passos y col. (2016)
evaluaron la expresion proteica y génica de los miembros del sistema de la IL-1 en los foliculos
ovdaricos bovinos y los efectos de la IL-1f sobre la activacion del foliculo primordial y la
supervivencia in vitro. Después de 6 dias de cultivo, la IL-1f (10 y 50 ng / ml) contribuy6 a
mantener la supervivencia temprana del foliculo.

IL-1B controla la transicion de las células foliculares facilitando su proliferaciéon y
diferenciacion (Brannstrom, 2004). En células de la granulosa de foliculos bovinos se determiné
que la IL-1P modifica la sintesis de progesterona y estradiol (Baratta y col., 1996) y durante la
ovulacién incrementa la produccién local de esteroides, MMPs y sustancias vasoactivas
(Brannstrom, 2004). La produccién de progesterona por las células de la granulosa bovinas aumenta

in vitro debido a la IL-1p (Baratta y col. 1996).

1.4.2. Interleuquina 4

La IL-4 se clasifica generalmente como una citoquina antiinflamatoria, pero puede tener efectos
proinflamatorios, dependiendo del tejido y tipos de estimulos (Woods y Judd, 2008). El papel
potencial de la IL-4 en la ovulacién estd intimamente asociado con su capacidad para interactuar
con el receptor alfa de 1L-4 (IL-4Ra) y suprimir la produccién de las citoquinas proinflamatorias
IL-1B y TNF-a (Bonder y col., 1998).

Se ha confirmado la expresion de IL-4 e IL-4R en la gldndula adrenal bovina y los efectos
de IL-4 sobre la liberacion de cortisol y androgenos adrenales. Esto demuestra que en condiciones
inflamatorias, existe una comunicacion estrecha entre el sistema inmune y el endocrino, donde IL-4
juega un rol importante y coordinado con la respuesta de la adrenal a dicho estrés (Woods y Judd,

2008).
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1.5. Enfermedad quistica ovarica

Dentro de los trastornos reproductivos que afectan a los bovinos, la enfermedad quistica ovarica
(COD, del inglés cystic ovarian disease) constituye una de las causas mas frecuentes de infertilidad
y subfertilidad en vacas lecheras de alta produccidn, presentdndose con menor frecuencia, en
animales destinados a la producciéon de carne (Youngquist, 1986; Lopez-Diaz y Bosu, 1992;
Garverick, 1997; Peter, 1997). Esta enfermedad es factible de presentarse en cualquier etapa de la
lactancia (Bartolomé y col., 2005). La incidencia de COD en los rodeos lecheros varia desde un 5 a
un 30% (Vanholder y col., 2006; Cattaneo y col., 2014, Ortega y col., 2015). El impacto econémico
de la COD esta en directa relacion con el alargamiento de los intervalos parto-concepcion y parto-
parto (Silvia y col., 2002; Peter, 2004), estimdndose que cada evento de la enfermedad agrega entre
22 y 64 dias al intervalo parto-concepcién. A esto se le suma una mayor tasa de descarte de
animales enfermos y un aumento directo en los costos en tratamientos veterinarios (Probo y col.,

2011).
1.5.1. Definicion

Existen numerosas revisiones en la manera de definir la COD, en este sentido, Silvia y col.
(2002) caracterizan a la enfermedad con la presencia de quistes foliculares ovaricos, con un
didmetro minimo de 17 mm, que persisten en el ovario mds de 6 dias en ausencia de CL y que
interfieren con la ciclicidad ovdrica normal. Por su parte, Wiltbank y col. (2002) la definen con la
presencia de estructuras foliculares con un didmetro mayor o igual a 20 mm, con una persistencia de
al menos 7 dias en ausencia de CL. En el 2006, Vanholder y col., la definieron con la presencia de
foliculos de un didmetro de al menos 20 mm, presentes en uno o ambos ovarios en ausencia de
cualquier tejido luteal activo y con interferencia de la ciclicidad ovarica normal. Sumandose a estas
definiciones, Bartolomé y col. (2005) establecieron una definicion que permite realizar un correcto
diagnostico a campo de la enfermedad sin la necesidad de hacer dos controles para definir el estado
de persistencia folicular. En este sentido, definieron a la COD como la presencia de uno o multiples
foliculos ovdricos, en uno o ambos ovarios, de un didmetro de 18 mm o mds, en ausencia de CL y
con falta de tonicidad uterina a la palpacion. La incorporacion del concepto de tonicidad uterina es
clave para diferenciar un foliculo preovulatorio de un quiste, y se basa en las caracteristicas del

utero durante el proestro, en el cual aumentan los receptores de oxitocina y, por ende, aumenta
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también la tonicidad en respuesta a las altas concentraciones de estrogenos. En el caso de quistes
foliculares, la falla en la ovulacién y la persistencia por varios dias determinan la pérdida de los
receptores de oxitocina y, por consiguiente, la falta de tonicidad. A la definiciéon de COD se puede
adicionar que los quistes ovdricos no son estructuras estdticas, sino que pueden persistir,
luteinizarse o atresiarse. Ademads, de manera similar a lo que ocurre en vacas con ciclos estrales
normales, las vacas con COD tienen ondas de crecimiento folicular que pueden terminar en una
ovulacion espontdnea o en la formacién de otro quiste. (Cook y col., 1990; Hamilton y col., 1995;
Garverick, 1997; Bartolomé y col., 2005). La presencia de més de una estructura quistica no es rara,
en un estudio realizado por Silvia y col. (2002), el 47% de las vacas con quistes ovaricos tuvieron 2
0 mas quistes en el momento de la deteccion. Es por ello que dichos autores consideraron que la
condicién poliquistica es mds frecuente en las vacas con quistes que la apariciéon de ovulaciones
multiples en vacas normales. Todas estas posibilidades que pueden ocurrir durante el desarrollo y

persistencia de la COD evidencia el gran y complejo dinamismo de esta enfermedad.

1.5.2. Factores predisponentes

Dentro de los factores predisponentes se describen factores generales y especificos. Dentro
de los factores generales se encuentran la herencia (Kesler y Garverick, 1982; Hooijer y col., 2001);
alta produccion de leche (Bartlett y col., 1986; Laporte y col., 1994; Hooijer y col., 2001; Rajala
and Grohn 1998); la edad, 1a tasa de COD aumenta con la edad (Garverick, 1997; Peter, 2004); el
periodo de lactancia, la incidencia es mayor entre 40 y 150 dias después del parto (Bierschwal,
1966; Romaniuk, 1972) o entre 31 y 60 dias y entre 120 y 210 dias después del parto (Bartlett y
col., 1986; Bartolomé y col., 2005); el indice de condicion corporal (CC), animales con CC
superior a 4 (escala de 0 a 5) suelen presentar quistes con una frecuencia 2,5 veces superior,
respecto a aquellas vacas cuya CC es menor o igual a 3 (Salvetti y col., 2007a); estacionalidad,
tiene una distribucién variable segin la estacion del afio (Bartlett y col., 1986; Garverick, 1997;
Peter, 2004; Lopez-Gatius y col., 2002; Nelson y col., 2010). Dentro de los factores especificos se
describen la alimentacion, la privacion aguda de energia estd asociada a la supresiéon de la
liberacion pulsatil de LH (Diskin y col., 2003); otras enfermedades, incluyendo mastitis clinica,
retencion de placenta, endometritis, metritis, hipocalcemia y anestro posparto (Kesler y col., 1980;
Bosu y Peter, 1987; Nakao y Griinert, 1990; Garverick, 1997; Cattaneo y col., 2014) y por ultimo el

estrés. El estrés se ha postulado como uno de los factores predisponentes mds importantes de la
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COD (Vanholder y col., 2006; Amweg y col., 2016). Los glucocorticoides (GC) son hormonas
inducidas por el estrés y agentes antiinflamatorios que modulan la produccién de citoquinas y
prostaglandinas en diferentes procesos reproductivos (Amweg y col., 2016). La generacion de GCs
durante la ovulacion ayudaria a limitar el proceso inflamatorio en el ovario (Hillier y Tetsuka, 1998;
Andersen, 2002; Michael y col., 2003). Sin embargo, situaciones extremas podrian afectar el
mecanismo ovulatorio normal, alterando el ciclo estral y bloqueando la ovulacién (Amweg y col.,
2017). Se ha demostrado que la ACTH aumenta la secrecion enddgena de cortisol, induciendo asi la
persistencia folicular y la formacion de quistes en el ganado (Dobson y col., 2000; Salvetti y col.,

2010; Amweg y col., 2013).
1.5.3. Etiopatogenia

La patogenia de la COD involucra un trastorno plurifuncional de la ovulacién, siendo la
hipdtesis mdas aceptada aquella que postula que su desarrollo se asocia a un desequilibrio
neuroendocrino a nivel del eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal con la concomitante falla en la
ovulacién, luego de que uno o varios foliculos de una onda de crecimiento folicular se desarrollan y
superan el tamafio ovulatorio (Dobson y col., 2000; Ribadu y col., 2000; Peter, 2004; Vanholder y
col., 2006). Si bien se sabe que existen numerosos factores que influyen en la presentacion de la
enfermedad, descriptos con anterioridad en este apartado, la etiopatogenia de la COD en vacas
lecheras es un complejo proceso que involucra disfunciones en numerosos procesos fisioldgicos del
ovario, que incluyen a la foliculogénesis, esteroidogénesis y la ovulacién. En este sentido, es
aceptado actualmente que la persistencia de los foliculos quisticos estd relacionada a importantes
cambios a nivel de componentes moleculares intraovéricos (Silvia y col., 2002, Ortega y col.,
2015). Asimismo, aunque diversos estudios han caracterizado la dindmica del crecimiento folicular,
la comprension de los cambios celulares y moleculares que ocurren dentro del ovario previo al

proceso de anovulacién aun es escasa.

1.5.3.1.Disfuncion hipotalamo-hipofisaria

En esta hipétesis, la causa principal de la formacion de quistes estaria relacionada con una
liberacion aberrante de LH desde la hipdfisis, ya sea porque el pico preovulatorio de LH estd
ausente, la magnitud es insuficiente u ocurre en un momento inadecuado durante la maduracion del
FD. (Hamilton y col., 1995; Yoshioka y col., 1996; Vanholder y col., 2006, Diaz y col., 2015). Esta

falla en la liberacion de LH parece ser causada por una alteracion en el mecanismo de

30 | Belotti E.M.



1. Introduccion

retroalimentacién positiva de los estrégenos secretados por el foliculo preovulatorio, lo cual
resultaria en una falla en la liberaciéon de GnRH y por ende, de su accién a nivel hipofisario
(Vanholder y col., 2006). Las vacas con COD y con niveles elevados de estrégenos endégenos
fallan en generar un pico de LH en respuesta a una dosis de E2 exdgeno, indicando que se ha
perdido la capacidad de responder a la retroalimentacién positiva de los E2 sobre el eje hipotdlamo-
hipofisario (Zaied y col., 1981; Refsal y col., 1988; De Silva y Reeves, 1988). En este sentido, si la
onda preovulatoria de GnRH/LH ocurre inoportunamente durante el crecimiento folicular, puede
ocasionar la pérdida de sensibilidad del hipotdlamo al efecto de retroalimentacion positiva del E2,
llevando a la anovulacién y consecuente formacion de quistes (Gliimen y Wiltbank, 2002; Giimen y
col., 2002). En un estudio realizado por Hamilton y col. (1995) se detecté una concentracion
promedio mayor tanto de LH como de E2 circulantes en las vacas con quistes, si se las comparaba
con vacas con ciclos normales o con recuperacion espontanea, sin registrar un pico preovulatorio de
LH en las hembras con COD. La secrecién aumentada de LH en las hembras bovinas con quistes
podria estimular un incremento en el E2 y este incremento podria causar un aumento en la secrecion
de LH, creando asi un efecto cascada que afectaria la respuesta ovdrica a la secrecion de LH. En
resumen, una falta de sensibilidad a la retroalimentacién positiva del E2 a nivel del hipotdlamo,
desencadenaria la falta del pico preovulatorio de LH debido al menor contenido de GnRH en el 4rea
predptica-supraquiasmdtica, y los elevados niveles de la misma en el tallo hipofisario-eminencia
media desde donde se libera LH de manera ténica. Como consecuencia, los niveles basales de LH
durante la fase de crecimiento folicular serian mds elevados (mayor frecuencia como resultado de
un mayor contenido de GnRH en la eminencia media) y al momento de la ovulacién, no habria
niveles suficientes de GnRH en el centro ciclico (drea predptica-supraquiasmatica) para inducir el
pico preovulatorio de LH desde la hip6fisis, conduciendo a la formacién de quistes. Por otra parte,
esos niveles basales persistentemente elevados de LH podrian actuar sobre los receptores de las
células de la granulosa, estimulando el desarrollo folicular mds alld del tamafio ovulatorio
(Vanholder y col., 2006; Salvetti y col., 2007a).

Con respecto al rol de los niveles de P4 en la formacion de los quistes, Hatler y col. (2003)
encontraron que el 66% de las vacas con quistes foliculares tenfan concentraciones plasmaticas
intermedias de P4 (0,1-0,93 ng/ml) al momento de la detecciéon del quiste. En otro estudio,
Vanholder y col. (2005), evidenciaron que al momento de la formacion, solamente un 25% de los
quistes fueron asociados con niveles intermedios de P4 (0,3-2 ng/ml), siendo estas concentraciones

capaces de bloquear el pico preovulatorio de LH y la ovulaciéon. Un estudio mds reciente realizado

31 | Belotti E.M.



1. Introduccion

por Probo y col. (2011) determiné que las concentraciones de P4 en todos los animales con COD
evaluados, se mantenia en niveles intermedios (0,3 a 1,2 ng/ml). Precisamente, el efecto de estas
concentraciones intermedias de P4 (por encima de los niveles basales aunque insuficientes para
inducir la regresiéon de un foliculo dominante y el inicio de una nueva onda) seria inhibir la
ovulacién, bloqueando el pico de LH y aumentando su frecuencia pulsatil. Sin embargo, esta
hipersecrecion basal de LH no se asociaria a las causas de formacién de los quistes sino a su
crecimiento y persistencia a lo largo del tiempo. En este sentido, algunos autores definen a la
persistencia como una etapa en el desarrollo de los quistes (Cook y col., 1990; Hamilton y col.,

1995; Ortega y col., 2015).

1.5.3.2.Disfuncion ovarica

Aunque diversos estudios han caracterizado la dindmica del crecimiento folicular, atin es
escasa la informacion de las modificaciones celulares y moleculares ocurridas en el foliculo ovarico
previo al proceso de anovulacién (Wiltbank y col., 2002; Salvetti y col., 2007a; Ortega y col.,
2015). En nuestro grupo de trabajo se han descripto alteraciones en la produccién de factores de
crecimiento por parte de células de la granulosa (Ortega y col., 2008; Rey y col., 2010; Rodriguez y
col., 2015), en sus proteinas de unién (Rodriguez y col., 2011; 2013) asi como también, sintesis
aberrante de proteinas en la MEC de los quistes (Salvetti y col., 2004). Una disfuncién primaria a
nivel del foliculo puede provocar una disrupcién del eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario y causar la
formacion del quiste (Vanholder y col., 2006). De este modo, las variaciones en la expresion y en el
nimero de receptores de hormonas hipotdlamo-hipofisarias asi como de hormonas esteroides,
parecen estar implicadas en la anovulacién del FD. En este sentido, se ha sugerido que alteraciones
en la expresion de receptores de gonadotrofinas podrian ser un factor relevante en el desarrollo de
los quistes (Kawate y col., 1990; Calder y col., 2001; Wiltbank y col., 2002). De acuerdo con
Kawate y col. (1990), el numero de receptores de FSH y LH en las células de la granulosa de los
quistes se redujo en comparacion con los foliculos normales. Recientemente, Marelli y col. (2014)
estudiaron la expresion del ARNm de los receptores de gonadotrofinas, LHCGR (receptor de
hormona luteinizante/coriogonadotrofina) y FSHR, detectando menores niveles en las células de la
granulosa de quistes que aquellos detectados en todos los estadios de desarrollo folicular en los
controles. En contraste, los niveles de expresion de receptores de gonadotrofinas en células de la
teca de quistes fueron menores que los encontrados en foliculos antrales grandes. De la misma
forma, se han determinado desbalances en la expresion de los receptores de estrogeno (ESR) en los

componentes del foliculo ovarico que podrian también estar involucrados en la patogénesis de la
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formacion de quistes en vacas (Garverick 1997, Salvetti y col., 2007b, 2012, Alfaro y col., 2012),
oveja (Ortega y col., 2009), humanos (Shushan y col., 1996, Jakimiuk y col., 2002) y roedores
(Salvetti y col., 2009). Ademas, estudios realizados en vacas con COD inducida con ACTH
mostraron cambios en la expresion del receptor de estrégenos-2 en los foliculos quisticos, y no asi
en los foliculos controles, lo que coincide con los hallazgos realizados en animales con COD
espontanea. En este tltimo grupo también fue hallado un incremento en la expresion de receptor de
estrogenos-1 (Salvetti y col., 2007b, 2012; Alfaro y col., 2012; Ortega y col., 2015). Estos cambios
en los niveles de expresion de ESR-1 y ESR-2 podrian alterar el desarrollo folicular y la ovulacién
(Mosselman y col., 1996; Pettersson y col., 1997), al modificar la proliferaciéon y apoptosis celular,
la expresion de receptores hormonales, la esteroidogénesis y diversos aspectos moleculares de la
COD (Velazquez y col., 2011; 2013; Ortega y col., 2015).

Tratando de dilucidar el mecanismo de formacién de los quistes se han desarrollado estudios
evaluando la accién del estrés a nivel ovarico proponiendo que la accién de los GC sobre la funcién
ovarica podria ser antagénica a la funcién reproductiva (Acosta y col., 2005) y contribuir a la
formacion de quistes (Baravalle y col., 2007), ejerciendo un efecto directo sobre las células de la
granulosa, reduciendo la produccién de esteroides gonadales, prostaglandinas y la expresion de
receptores de LH (Kawate y col., 1990; Kol y col., 1998). Se cree también, que el cortisol
producido en condiciones de estrés podria ser almacenado en el liquido folicular e inducir cambios
notables en la esteroidogénesis y expresion de LHR a nivel de la pared folicular, contribuyendo al
desarrollo de COD (Moberg, 1991). De la misma forma, y como se describe anteriormente, la
ovulacién es un proceso inflamatorio caracterizado por un incremento en la sintesis de
interleuquinas y prostaglandinas (Espey, 1980; Ando y col., 1998). Un incremento en la produccién
de GC antiinflamatorios durante la ovulacién, en respuesta a situaciones de estrés, podria limitar
este proceso inflamatorio en el ovario (Hillier y col., 1998; Michael y col., 2003; Acosta y col.,
2005). Se ha comprobado que un estimulo con ACTH es capaz de estimular la secrecién de cortisol
en cultivos celulares de pared folicular bovina (Wiltbank y col., 2002; Amweg y col., 2011; 2013).
Ademas, la disponibilidad de cortisol activo en los tejidos blanco es regulada por la expresion
relativa de dos enzimas 11p-hidroxiesteroide deshidrogenasa-1 y -2 (11BHSD-1 y -2), que
respectivamente catalizan la activacion e inactivacion del cortisol en el ovario bovino. Amweg y
col. (2013) documentaron la expresion de estas dos enzimas en las paredes de foliculos quisticos,
donde tanto quistes espontdneos a campo como inducidos con ACTH mostraron inmunomarcacion

positiva para las dos enzimas, siendo la 11BHSD-1 la que mostré un nivel mayor de expresion en
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células de la granulosa en relacién a los foliculos terciarios controles. Asimismo, Amweg y col.
(2011) demostraron expresion de ARNm que codifica a MCRs en la pared de foliculos ovaricos, a
los cuales se une la ACTH para ejercer su efecto. Estos trabajos evidencian que los foliculos
ovaricos podrian estar expuestos a altas concentraciones activas de GC, ejerciendo asi un rol local
en la etiopatogenia de la COD. Ademds, en trabajos recientes de nuestro grupo de trabajo, se ha
propuesto al ovario bovino como productor de GC de novo (Amweg y col., 2017).

Otros componentes importantes en el control de la actividad ovérica son los miembros de la
superfamilia del TGF-P, que actian como moléculas regulatorias intraovdricas involucradas en la
proliferacién y diferenciacion celular, esteroidogénesis, maduracién ovocitaria y funcién del cuerpo
liteo. En este sentido, Stangaferro y col. (2014) evaluaron la expresion de activina, inhibina y
foliculostatina en animales con COD inducida con ACTH, con COD espontdnea y en controles. Se
determiné que existe un incremento en la expresion de la subunidad alfa de activina A/inhibina A,
la subunidad alfa de inhibina y foliculostatina en las células de la granulosa de los animales con
COD espontdnea, y una disminucién en las concentraciones de inhibina B (aff B) en el liquido
folicular. Por otro lado, Matiller y col. (2014), evaluaron la participacion de tres isoformas del TGF-
B (isoformas TGF-B1, 2 y 3) en los mismos grupos de animales y hallaron un incremento en la
expresion de TGF-B1 y TGF-B2 en los animales con COD espontédnea en relacion a los foliculos
antrales y atrésicos del grupo control. Ademads, la expresion de las tres isoformas se presentd
alterada durante la foliculogénesis en los animales con COD espontdnea e inducida con ACTH.
Estos hallazgos establecen alteraciones importantes en los sistemas activina-inhibina-foliculostatina
y del TGF- que pueden conducir a trastornos en las funciones dependientes de los mismos a nivel
folicular, favoreciendo la persistencia folicular y la formacién de quistes. Es importante destacar
que en estudios recientes se evaluaron las metaloproteasas y sus inhibidores en los quistes

foliculares, demostrando alteraciones en estas entidades patoldgicas (Mutlag y col., 2015).

La expresion y mecanismo de accion de numerosos factores intraovaricos han sido
analizados en ovarios de numerosas especies bajo circunstancias fisioldgicas, no asi en situaciones
patolégicas evidenciando una escasa informacion disponible en la bibliografia. Una de las
dificultades en el estudio de la etiologia de la COD es diferenciar las causas del desbalance
endocrino que estdn asociadas a ella. En este sentido, las muestras obtenidas en frigorifico, con las

que frecuentemente se trabaja debido a la accesibilidad en la obtencién de las mismas, suelen
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encontrarse ‘“‘contaminadas” por los numerosos e infructuosos tratamientos a los que fueron
sometidos los animales. A esto se le suma la ausencia de datos disponibles relacionados con una
historia reproductiva y de manejo, siendo estos datos fundamentales para un correcto andlisis e
interpretacion de la etiopatogenia de una enfermedad. Diversos modelos han ayudado a entender los
cambios endocrinos asociados a los trastornos ovdricos. Sin embargo, la mayoria se han utilizado
para el estudio de los quistes ya formados, sin poder establecer como un foliculo en desarrollo
puede fallar en su ovulacion, persistir en el ovario y formar finalmente un quiste. Entendiendo esto,
y considerando que se postula al estrés como un factor etiopatogénico, resulta de gran utilidad el
empleo de modelos de induccion de estrés para la evaluacion de los procesos previos a la formacion
de los quistes ovdricos en condiciones mds controladas, pudiendo correlacionar las distintas
variables entre la enfermedad de presentacién espontdnea con lo ocurrido en el modelo
experimental.

Hemos descripto la importancia del eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal manifestado a través
de las funciones de las hormonas gonadotroéficas, esteroides, y el rol preponderante de los factores
locales y sus vias de sefalizacién en el funcionamiento normal del ovario. Ademds, se han
caracterizado algunas de las rutas y cambios metabdlicos endocrinos, paracrinos y autocrinos que
interaccionan para determinar la complejidad y dinamismo que presentan los foliculos persistentes
que van a dar lugar a la aparicién de la COD.

La comprensién de los mecanismos de control implicados en el crecimiento folicular en
ovarios bovinos es altamente relevante y contribuird a explicar los procesos que ocurren durante
situaciones patoldgicas que afectan la ciclicidad ovarica normal del ganado. Ademas, esto permitird
aumentar el caudal de conocimientos hasta ahora comprendidos en la formacién inicial de foliculos
persistentes como base de la etiopatogenia de la COD y en consecuencia tomar acciones preventivas

para mejorar el sistema reproductivo y en consecuencia, productivo del sistema lechero.
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2.1. Objetivo general:

Analizar la expresion y localizacién intraovdrica especifica de las principales enzimas
efectoras de la cascada inflamatoria asociada a la ovulacién, procurando esclarecer la posible
accion del estrés como agente patogénico de la Enfermedad Quistica Ovérica (COD: del

inglés Cystic Ovarian Disease) bovina.

2.2. Objetivos especificos:

1. Caracterizar la expresion de Metaloproteasas de Matriz (MMP) 2, 9, y 14 , como
enzimas efectoras asociadas a los procesos inflamatorios de mayor relevancia funcional, en
los diferentes compartimientos del foliculo ovérico bovino, y establecer relaciones con la

dindamica folicular.

2. Caracterizar la expresion de los Inhibidores Tisulares de Metaloproteasas (TIMP) 1
y 2 como agentes reguladores de la remodelacion de la Matriz Extracelular (MEC) de
relevancia funcional en el ovario, en los diferentes compartimientos del foliculo ovérico

bovino, y establecer relaciones con la dindmica folicular.

3. Evaluar en un modelo experimental de estrés in vivo el efecto de la ACTH sobre el
foliculo preovulatorio y la dindmica folicular mediante la evaluacion de la expresion de los
genes previamente detallados asi como también citoquinas involucradas en el proceso

ovulatorio.

4. Evaluar in vitro, en cultivos de pared folicular ovarica bovina, el efecto de la ACTH

sobre la expresion de las MMP2 y MMPO.

5. Caracterizar la expresion de las proteinas detalladas previamente en muestras
provenientes de bovinos con COD, procurando establecer un patron de expresion Yy

localizacion asociado a esta enfermedad.
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3.1. Procedimientos generales efectuados con animales

Los procedimientos con animales fueron realizados de acuerdo a la guia internacional
de la FASS (Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in Research and Teaching.
Tercera Edicion. Federation of Animal Science Societies. 2010). A su vez, el protocolo fue
evaluado y aprobado por el Comité de Etica y Seguridad de la FCV-UNL en el marco del
proyecto PICT 2011: “Analisis de los componentes de la cascada inflamatoria asociados con
la ovulacion y estudio del estrés como factor etiopatogénico de alteraciones reproductivas en
bovinos” (director: Dr. Hugo Ortega) bajo el nimero 84/11. Para los modelos experimentales
se utilizaron vacas de la raza Holando Argentino, en lactancia y/o con destino de faena, que
no presentaran alteraciones reproductivas y con el aval del productor y médico veterinario de

los establecimientos lecheros de procedencia, ubicados en la zona rural cercanos a la FCV-

UNL.

3.1.1. COD espontanea

Se realiz6 la identificacion de casos de COD espontinea a través de controles
reproductivos de rutina en rodeos comerciales de la zona, mediante la cooperacion de
numerosos profesionales del drea de influencia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Litoral. Estos médicos veterinarios nos informaron al primer indicio
de alteraciones foliculares compatibles con COD, las cuales fueron verificadas por nosotros
mediante ultrasonografia (transductor lineal transrectal 5 MHz, Honda HS101V, Japén),
teniendo en cuenta para su correcto diagnéstico la definicion de COD reportada por

Bartolomé y col. (2005) (Figura 9).
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Figura 9. Diagndstico ecogrifico de COD. A: ovario con un quiste folicular, B: ovario contralateral con escaso desarrollo
folicular. En ambos ovarios no se detecta la presencia de cuerpo liteo (en la imagen se aprecia la grilla de medicion), C:
cuerno uterino con ausencia de tono a la palpacion transrectal.
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A partir del diagnéstico de COD y dependiendo de la categoria de los animales, se
tomaron dos tipos de muestras: ovarios enteros (de vacas en lactancia con indicaciéon de
rechazo por motivos no reproductivos) o liquido folicular rico en células de la granulosa (en
vacas en lactancia sin indicacion de rechazo). La obtencion de ovarios enteros se efectud
mediante ovariectomia bilateral, mientras que la obtencién de liquido folicular se realizé por
aspiracion folicular guiada por ecografia, técnicas detalladas més adelante en este apartado.

Sumado a esto, y para un posterior analisis en trabajos que se desarrollaron en paralelo
dentro de nuestro grupo, en todos los casos se tomaron muestras de sangre por puncion de
vasos coccigeos y se confecciond una anamnesis completa del animal, recabando datos sobre
la alimentacion, niveles de produccidén, manejo, indices de productividad y reproductivos.
Ademas, durante estas mismas visitas se tomaron muestras de animales controles,
considerdndose como tales, a vacas que en comparacion con el caso de COD, tenian el mismo
ndmero de lactancias, la misma edad, se encontraban en el mismo momento de la lactancia
(dias en lactancia, DEL), pertenecian al mismo lote y no presentaban ningtin tipo de

enfermedades.

3.1.2. Modelo experimental de induccion de estrés mediante la administracion de
ACTH.

Para el mismo se utilizaron 16 vacas de la raza Holando Argentino, examinadas clinica
y ultrasonograficamente por via transrectal, antes del comienzo de la experiencia para
comprobar la ausencia de alteraciones clinicas del tracto reproductor y regularidad de sus
ciclos estrales. Las mismas fueron mantenidas durante el ensayo, en sus respectivos rodeos
productivos.

El desarrollo del protocolo experimental se realizé en tres réplicas de manera tal de
poder obtener muestras para la totalidad de los estudios que se efectuaron.

Los animales destinados al desarrollo del protocolo experimental fueron
aleatoriamente asignados en dos (2) grupos. Los ciclos estrales de todos los animales fueron
sincronizados utilizando el protocolo G6G-ovsynch, con algunas modificaciones (Pursley y
col., 1995; Bello y col., 2006). Para la seleccion del protocolo de sincronizacion a utilizar se
combinaron las caracteristicas de dos protocolos muy utilizados en la produccion lechera de la
region (cuenca lechera de la provincia de Santa Fe): el G6G (de presincronizacion) y el

ovsynch (de sincronizacién de ciclos estrales).

40 | Belotti E.M.



3. Materiales y métodos

El disefio experimental consistié en la administraciéon de 150 pg de un andlogo
sintético de PGF2a (Enzaprost, Biogénesis-Bagd S.A.®) seguida de una segunda dosis de
PGF2a a las 12 horas para asegurar una completa lutedlisis (Hatler y col., 2008). Pasados dos
dias se administraron 20 ug de un andlogo sintético de GnRH (Gonaxal, Biogénesis-Bago
S.A.®) y seis dias después, correspondiéndose con el comienzo del ovsynch, se administrd
una segunda dosis de esta hormona. Siete dias después, se inyectaron dos dosis de PGF2a
separadas por 12h (Figura 10). En cada réplica se procedi6é de la misma manera. Sobre los
animales de ambos grupos se realizaron ecografias periddicas para seleccion de animales a
tratar, y toma de muestras de sangre para distintas mediciones hormonales. En el grupo
tratado con ACTH, las muestras de sangre fueron tomadas a partir del dia 15 (tomando como
dia O el comienzo del protocolo G6G-Ovsynch), previo al tratamiento de cada animal; en el
grupo control, dichas muestras se tomaron el dia 18 del protocolo. Se realizaron ovariectomias
bilaterales por flanco izquierdo al momento previo al esperado de ovulacién (dia 19).

Los animales del grupo control no recibieron tratamientos adicionales a los ya
descriptos para la sincronizacién del ciclo estral. A los animales del grupo de animales
tratados se les administr6 ACTH de acuerdo a lo descripto previamente por Biran y col.
(2015), con algunas modificaciones. El protocolo consistié en la aplicacién de 100 UI de
ACTH (formulacién realizada a partir de adrenocorticotrofina porcina liofilizada provista por
Laboratorios ELEA-Buenos Aires, Argentina) intramuscular cada 12 horas a partir del dia 15
del ciclo estral, coincidente con la primera dosis de PGF2a, hasta el dia esperado de ovulacion
(dia 18 del protocolo de la FCV-UNL). Se tomaron muestras de sangre cada 12 horas desde el
dia de la ultima aplicacion de PGF2a (dia 15 del protocolo) hasta el final del protocolo (dia 18
inclusive, previo al momento de la cirugia) en los animales controles y tratados; se
almacenaron a -80°C hasta la medicién de cortisol sérico.

Los exdmenes ultrasonograficos de los ovarios fueron realizados en todos los
animales, empleando un ecdgrafo portétil equipado con un transductor lineal transrectal de 5
MHz HS101V (Honda, Tokio, Japon). La efectividad del protocolo de sincronizaciéon fue
monitoreada mediante ultrasonografia los dias 0, 2, 8 y 15. Ademads, se realizaron ecografias
diarias desde el dia de la Gltima administracion de PGF2a hasta el dia esperado de ovulacion,
tanto en los animales controles como asi también en los tratados con ACTH (Figura 10).
Mediante el monitoreo se caracterizé el crecimiento de los foliculos preovulatorios, asi como

también los CLs (segtn corresponda).
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Figura 10 Protocolo de induccién de estrés mediante administracién de adrenocorticotrofina (ACTH). Se indican
tratamientos hormonales, seguimiento con ultrasonografia (US), momentos de muestreo de sangre (MS), y de la
ovariectomia biletaral. SF: Solucién fisioldgica.

3.2. Técnicas utilizadas para la obtencion de muestras in vivo

3.2.1. Aspiracion de liquido folicular guiada por ecografia

Para la realizacién de la aspiracion del liquido folicular se adaptd la técnica descripta
por Seneda y col. (2003) que ha sido ampliamente utilizada para la obtencién de muestras
para estudios moleculares. Con este fin, se utiliz6 un sistema de ultrasonido digital Chison
8300Vet equipado con un transductor microconvexo de 5,0 MHz montado en una sonda
transvaginal para aspiracién folicular (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Brasil). La
misma posee una guia para la colocacién de una aguja calibre 20G con bisel ecogénico que se
conecta por medio de una tubuladura de teflon a tubos contenedores conicos estériles de 50
ml. Para la aspiracién se empleé una bomba de vacio (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda.,
San Pablo, Brasil) a una presion de aspiracion de 500 mmHg. El dispositivo de aspiracion fue
introducido via vaginal hasta contactar con el fornix de la misma, y el ovario previamente
localizado por tacto rectal, fue acercado y fijado al transductor de la sonda. Luego se realiz6
la introduccién de la aguja a través de la pared vaginal y posteriormente a través de la pared
folicular para finalmente proceder al aspirado del liquido folicular. Inmediatamente después
de recolectada la muestra, se procedié a su conservacion a temperatura de refrigeracion (4-

6°C) y traslado al laboratorio para su procesamiento (Figura 11).
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Figura 11. Técnica de aspirado folicular guiado por ecograffa. A: Anestesia epidural; B: Ecdgrafo y sonda
transvaginal; C: Bomba de aspiracion; D: Momento del aspirado; E: Tubo colector falcén con liquido folicular
luego de la extraccion.

3.2.2. Ovariectomia bilateral

Para la obtencion de los ovarios se utilizaron dos técnicas diferentes de acuerdo al
momento y tipo de animales. En ciertas vacas controles y con COD se realiz6 la ovariectomia
transvaginal, utilizdndola principalmente en vacas adultas, ya que la maniobrabilidad en el
espacio vaginal es mucho mayor que en vaquillonas. En otros casos, se utilizé la técnica de
ovariectomia por laparotomia con abordaje por flanco izquierdo, principalmente en animales

de menor tamano.

3.2.2.1 Técnica por colpotomia (transvaginal)

La ovariectomia bilateral por colpotomia se realizd a través de abordaje transvaginal
con el animal en pie (Figura 12), para lo cual en primer lugar se realizé una sedacioén con 150
mg totales de clorhidrato de ketamina (Ketamina 50%, Hollyday Scott®) y se efectud
anestesia epidural baja con 100 mg totales de clorhidrato de lidocaina (Lidocaina 2%,

Chinfield®). En segundo lugar, se realizé la limpieza y desinfeccion del drea perineal y de la
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cavidad vaginal con una solucién de cloroxilenol (5%). Mediante un tensor de vagina se
posiciond a ésta craneoventralmente alejando su pared dorsal del recto, posteriormente con un
bisturi de hoja oculta se incidié unos 2 cm el techo de la vagina y el peritoneo. Se continud
con la divulsién de la incisién hasta lograr una abertura que permitié introducir una mano
dentro de la cavidad pélvica, se localizaron y retrajeron los ovarios dentro de la vagina y se
colocé una pinza hemostitica Kocher modificada ad hoc (sin dientes) en el pediculo ovarico.
A continuacién se realizé la ligadura del mismo y los vasos contenidos en €l (arteria y vena
ovdrica) por transfixién con hilo no absorbible simple (lino N°14), atravesando el pediculo
ovdrico con una aguja semicircular traumdtica enhebrada, dejando solo el hilo simple a través
del tejido. Posteriormente se desenhebro la aguja y se realizo el primer seminudo que tomo la
mitad del pediculo, luego se rodeé la totalidad del tejido a ligar con una nueva lazada y se
realizé el dltimo nudo, logrando asi una buena manipulacién, tensién y fijacién de los nudos.
Luego se procedi6é a la seccién y extraccion de ambos ovarios. Para evitar rupturas de las
estructuras foliculares, previo a la ovariectomia se realiz6 la extraccion del liquido folicular
mediante el sistema de aspiracion anteriormente descripto. Finalmente los animales fueron
tratados con antibidticos, coagulantes, antiinflamatorios/analgésicos y antiparasitarios

externos.

Figura 12. Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje transvaginal.
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3.2.2.2. Técnica de laparotomia por flanco izquierdo

Para la escision bilateral de los ovarios mediante laparotomia por flanco izquierdo con
el animal en pie, primero se realiz6 la sedacion mediante la aplicacion por via subcutdnea de
0,5 ml (0,1 mg totales) de Xilacina 2% (Xylacina 2%°® Alfasan) y luego se realizé anestesia
local infiltrativa segin la técnica de Magda modificada, utilizando 160 ml de clorhidrato de
lidocaina (2%) (Lidocaina 2%, Chinfield®). Se procedi6 a realizar una incision desde dorso-
caudal hacia ventro-craneal de la piel del flanco izquierdo, asi como del tejido subcutineo,
fascias y planos musculares que se encuentran por debajo de la misma, para permitir el acceso
a cavidad abdominal. Una vez dentro de la cavidad se continué con la técnica descripta en el
apartado anterior hasta la obtencion de los ovarios. Posteriormente se prosiguié con la sutura
de los planos musculares con hilo de nylon N°50 y puntos simples en “X”, y de la piel con
hilo de nylon N°60 realizando una sutura continua de Reverdin (Garnero y Perusia, 2002)
(Figura 13). Para finalizar, los animales fueron tratados con antibidticos, coagulantes,
antiinflamatorios/analgésicos y antiparasitarios externos y con seguimiento médico periédico

hasta su alta clinica.

Figura 13. Técnica de ovariectomia bilateral por laparotomia por flanco izquierdo. A y B: equipo de trabajo. C y D:
animales dados de alta clinico, post-quirtdrgico.

3.2.3. Obtenciéon de muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de los vasos coccigeos, para
extraccion de suero y plasma., el suero se utilizé para determinar los niveles de 17- estradiol,
Progesterona, Testosterona y Cortisol, mientras que el plasma se almacend para estudios

posteriores.
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Para la extraccion de sangre se utilizaron agujas 18G (calibre 25 mm x 1,2 mm)
acopladas a jeringas de 10 ml. Se procedié a punzar aleatoriamente la arteria y/o las venas
coccigeas medias en la region ventral de los cuerpos de las primeras vertebras coccigeas,
previa higienizacion de la region a punzar (figura 14).

Se extrajeron 20 ml de sangre, de los cuales 10 ml se los depositaron en tubos de Khan
sin anticoagulante, y otros 10 ml en tubos de Khan con anticoagulante EDTA en una dosis de
1 gota cada 5 ml de sangre entera, para la posterior obtencién de suero y plasma sanguineo
respectivamente. Las muestras de sangre fueron conservadas a temperatura ambiente (22-25
°C) por 30 min, luego colocadas a 4-8 °C por 1 h y finalmente centrifugadas a 1500g por 20

min. El suero y plasma obtenidos fueron separados y conservados a -80 °C hasta su analisis.

3.2.4. Recoleccion y preparacion de muestras de tejido ovarico

Los ovarios obtenidos fueron destinados a la realizacién de exdmenes histolégicos y
de determinacion de las proteinas de interés. Tanto los ovarios, como las estructuras
foliculares de interés fueron medidos y fotografiados.

Luego se obtuvieron muestras de pared folicular de foliculos preovulatorios controles

y de foliculos preovulatorios de animales tratados con ACTH para posteriores evaluaciones.

Figura 14. Extracciones de sangre por puncion de los vasos coccigeos.

46 | Belotti E.M.



3. Materiales y métodos

3.3. Evaluacion irn vitro mediante cultivos de pared folicular completa

Con la finalidad de estudiar la respuesta de la pared como un todo, incluyendo las
interacciones entre teca y granulosa, se tomaron diferentes porciones de foliculos de ovarios
bovinos obtenidos en playa de faena, las que se utilizaron como controles o fueron sometidas
a tratamientos hormonales, como previamente se describié en nuestro grupo de trabajo
(Amweg y col., 2011 y 2013).

Se realizaron visitas programadas al Frigorifico Recreo (Ciudad de Recreo, Santa Fe),
donde se procedi6 a la recoleccién de ovarios con foliculos terciarios dentro de los 20 minutos
de muerte de los animales en la playa de faena (Figura 15). Los ovarios se obtuvieron de 40
hembras bovinas de raza Holando Argentino, evaluadas visualmente como vacas no prefiadas,
sin la presencia de anormalidades macroscépicas del sistema reproductivo y sin un cuerpo
liteo activo. Inmediatamente los ovarios fueron colocados en un termo conservador con
solucion fisioldgica estéril entre 30 a 37 ° C y trasladados al laboratorio.

Bajo cabina de seguridad bioldgica, se lavaron los ovarios con buffer fosfato salino
(PBS) estéril. Previo a la diseccién de los ovarios, se mididé con calibre el didmetro de los
diferentes foliculos. Se procedié a la obtencién de los foliculos antrales grandes con la ayuda
de un bisturi. Se utilizaron un total de 6 foliculos terciarios grandes (las piezas de tejido
fueron cultivadas en medios de cultivos como se explica mds adelante en esta seccidén). Cada
foliculo se seccioné en 2 porciones de aproximadamente 100 mg cada una, una porcién
destinada al tratamiento con ACTH y otra para control basal. Los foliculos que presentaban

atresia aparente (por ejemplo: detritus en el antro) fueron descartados.

930% Figura 15. Ovarios provenientes de playa de faena. Ovarios sanos con
foliculos terciarios grandes y sin CL activo.

Las distintas porciones de tejido se colocaron en placas de cultivo (Nunc plate,

Applied Scientific®, South San Francisco, CA, USA) de 24 pocillos (1,5 ml medio/pocillo) y
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en medio de cultivo buffer bicarbonato Krebs-Ringer pH 7,4 (NaCl 118 mM, KCI 4,7 mM,;
KH,PO* 1,2 mM, MgSO* 1,2 mM, CaCl* 25 mM; NaHCO?, 2,5 mM, glucosa 11,5 mM,
albimina de suero bovino (BSA, del inglés bovine seric albumin) 0,1%y acido ascérbico 100
pg/ml; todos obtenidos de Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). El medio de cultivo,
fue equilibrado previamente durante 2 horas en una estufa de cultivo (Forma Scientific 3154
Water-Jacketed Incubator, 178 Asheville, NC, USA) gaseada con 95% O, y 5% CO, a 37°C.
Las placas preparadas de esta manera se incubaron durante 20 minutos.

Luego del pre-cultivo, una de las porciones de tejido de los distintos foliculos
terciarios se suplement6 con 100 nM de ACTH (Laboratorios ELEA®, Buenos Aires,
Argentina) en medio de cultivo, durante 7 horas a 37°C. Esta concentracién fue descripta en
estudios previos de nuestro grupo de trabajo como inductora de una respuesta de elevada
secrecion de cortisol de foliculos antrales, en cultivos de pared folicular in vitro (Amweg y
col., 2011; Amweg y col., 2013). La porcién de tejido usada como control (secrecién basal) se
incub6 de la misma manera pero sin el estimulo de ACTH. Una vez finalizado el tiempo de
incubacidn, se aspird el medio de cultivo y se extrajo el tejido de cada pocillo, para ser
procesados como se explica mds adelante y se los guard6 a -80°C hasta la realizacion de los

ensayos pertinentes (Amweg y col., 2017).

3.4. Procesamiento de las muestras

Los distintos tipos de muestra provenientes de casos de COD espontdnea a campo, del
modelo experimental, de los ovarios provenientes de frigorifico y de los animales controles
fueron procesados en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular Aplicada (LBCMA) del
Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICiVet-Litoral), Universidad Nacional del
Litoral (UNL)/CONICET.

Las muestras fueron acondicionadas para su posterior utilizacion, segun la finalidad en
las distintas técnicas aplicadas en este trabajo (Figura 16).

a) Muestras de liquido folicular (LF), obtenidas por aspiracion folicular guiada por
ecografia de COD espontdnea a campo o mediante aspirado con jeringa (1 ml) y aguja (25G)
en foliculos intactos de ovarios enteros obtenidos por ovariectomia (de ovarios: quisticos, del
modelo experimental o controles). Una vez recolectado el LF fue centrifugado (ver punto
siguiente) para separar las células foliculares contenidas en él. Luego, el LF fue conservado a

-80°C hasta su utilizacién para mediciones hormonales o en el caso de algunas enzimas
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(MMP2 y MMP9), para la evaluacién de su actividad mediante zimograffa.

b) Muestras de pared folicular, tanto de quistes foliculares espontidneos como de
foliculos preovulatorios (animales control y tratados), asi como también de ovarios obtenidos
en playa de faena (Parrott y Skinner, 1998). Todas estas muestras fueron conservadas a -80 °C
hasta su procesamiento (extraccion de proteinas para la técnica de western blot), a excepcion
de los ovarios de frigorifico (ver més adelante).

¢) Luego de la extraccion de las muestras de pared folicular y de liquido folicular, los
ovarios enteros obtenidos por ovariectomia fueron acondicionados y fijados en formaldehido
bufferado (4%) durante 8-12 hs a temperatura ambiente y se procesaron siguiendo protocolos

de rutina para su inclusioén en parafina.

Ovariectomia Aspiracion ; '
2 Ovarios de Eolleliae Sangre
(Ovarios Frigorifico ; (Suero y Plasma)
completos) (Liquido Folicular)
[ ] CcoD Cultivo A CcoD a CcoD
| espontanea Celular espontanea espontanea
\ \ /
_: Modelo | | Modelo | Modelo
|  ACTH ACTH ACTH
L - N st -._. .
— Controles — Controles — Controles

-- —_—
) | J | )

| \ .
Y Y
? . v" ELISA v' ELISA
¥ Inmunchistoquimica ¥" PCR en Tiempo v Niddidonas 7 Wisdicionas
v' Western Blot
Real hormonales hormonales

Figura 16. Esquema de la procedencia y destino de las muestras obtenidas.

3.4.1. Procesamiento del liquido folicular rico en células de la granulosa

El LF proveniente de ovarios de animales con COD espontdnea, animales tratados y
controles, luego de ser obtenido como se describié previamente, fue transportado en
condiciones de refrigeracion al laboratorio, centrifugado por 10 minutos a 2700g (centrifuga
refrigerada IEC Multi RF, Thermo, USA). Se separ6 el LF de las células contenidas en €I,

seguidamente el mismo fue separado del pellet de células foliculares y se almacené a -80 °C.

3.4.2. Procesamiento de las muestras para técnicas histolégicas
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Todas las muestras de tejidos obtenidas por ovariectomia fueron procesadas mediante
técnicas histolégicas de rutina. Luego de la fijacién las muestras fueron lavadas en buffer
fosfato salino (PBS) y procesadas siguiendo protocolos histolégicos de rutina para efectuar la
inclusion en parafina (Salvetti y col., 2010).

Se efectuaron cortes seriados de 4um de espesor con un micrétomo rotativo (Leica
Biosystems, Illinois, USA), se montaron en portaobjetos previamente tratados con 3-
aminopropil-triethoxisilane (Sigma, USA), y luego se secaron en estufa a 37°C durante 24
horas. Para hacer una caracterizacion inicial y evidenciar la morfologia de las distintas

estructuras ovaricas se utilizé la coloracion de hematoxilina-eosina.

3.4.3. Procesamiento de las muestras para la técnica de western blot

Se tomaron fracciones de aproximadamente 60 mg de pared folicular de foliculos
antrales pequefios y grandes sanos, que fueron colocadas en buffer RIPA (del inglés:
radioimmunoprecipitation assay buffer) con inhibidores de proteasas, y homogeneizadas con
un homogeneizador de mano Ultra Turrax®. El sobrenadante se obtuvo luego de centrifugar
las muestras a 14000g en centrifuga refrigerada durante 20 minutos. Una vez obtenidos los
extractos de proteinas se determind la concentracidon proteica de cada muestra mediante
espectrofotometria usando un espectrofotometro (SPECTROstar Nano, BGM / LABTECH,
Ortemberg, Alemania). Previamente a las lecturas, se utiliz6 un patréon de referencia para

realizar la curva de calibrado.

3.4.4. Procesamiento de las muestras para reaccion en cadena de la polimerasa con

transcriptasa reversa (RT-PCR)

3.4.4.1. Purificacion de ARN

El ARN total fue aislado de pellets de células foliculares provenientes de las muestras
de liquido folicular de los foliculos preovulatorios controles y de quistes foliculares del grupo
COD espontéanea, asi como también de los pellets obtenidos de los cultivos celulares, después
del tratamiento con el reactivo TRIzol LS (Invitrogen, Life Technology, CA, USA) de

acuerdo con las instrucciones del fabricante (Marelli y col., 2014).
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3.4.4.2. Transcripcion reversa

Para evitar la contaminacién con &4cido desoxirribonucléico (ADN) gendmico, las
muestras de ARN fueron tratadas con ADNasa I (Life Technologies) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las cadenas de ADN copia (ADNc) fueron sintetizadas usando
una mezcla de reacciéon conteniendo MMLV (del inglés: Moloney Murine Leukemia Virus)
buffer 5X, dithiothreitol (DTT, 100mM), inhibidor de ribonucleasas (40U/ul, RNaseOUT),
retrotranscriptasa (MMLYV, 200U), dexoxiribonucleotidos trifosfatos (ANTP) y cebadores con
secuencia al azar. Se utiliz6é para ello una cantidad constante de ARN y fueron utilizadas las
siguientes condiciones para la transcripcion reversa:

e 10 minutos a 25°C para el anillado,
e 50 minutos a 37°C para la sintesis de ADNc y
e 15 minutos a 70°C para la inactivacién de la ADNasa.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl utilizando un

termociclador estdndar (TC-3000, Techne Inc., NJ, USA). EI producto de estas reacciones

fue guardado a -20 °C hasta su utilizacion.

3.5. Cuantificacion de hormonas en suero y liquido folicular

Se determinaron los niveles diarios de cortisol y de hormonas esteroides en liquido
folicular y séricos, en los grupos controles y tratados con ACTH. Las determinaciones
hormonales para COD espontanea fueron realizadas previamente y han sido publicadas por
nuestro grupo de trabajo (Amweg y col., 2013).

Los niveles séricos de cortisol, E2, P4 y testosterona en suero y liquido folicular
fueron medidos por electroquimioluminiscencia inmunoensayo (ECLIA del inglés:
electrochemiluminescence immunoassay) utilizando kits comerciales (Roche Diagnostics
GmbH, Germany) en un sistema COBAS e411 (Roche Diagnostics), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de 0,97 pg/dl para Cortisol, 6,12
pg/mL para 17-B-Estradiol, 0,31 ng/mL para P4 y 0,01 ng/mL para Testosterona. Para validar
las pruebas de ECLIA para esteroides, pooles de liquido folicular y suero de vacas
ovariectomizadas fueron tratados con carbon para generar muestras libres de esteroides
(McNeilly y col., 1991; Diaz y col., 2015). Diluciones seriadas de E2, testosterona y P4
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) fueron preparadas usando liquido folicular o suero

libre de esteroides como diluyente. La recuperacion de dichos estdndares de esteroides que se
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agregaron a las muestras individuales antes del ensayo estuvo entre el 86% y el 97% para las
muestras con alta concentracion y entre 80% y 94% para las muestras con baja concentracion.

El coeficiente de variacion intra- e interensayo fue <6% y <5% respectivamente.

3.6. Deteccion y cuantificacion de metaloproteasas y sus inhibidores tisulares

3.6.1. Inmunohistoquimica simple

Mediante esta técnica se logré la identificacion in situ y cuantificacion de las
siguientes proteinas: MMP2, MMP9, MMP14, TIMP1 y TIMP2 en tejido ovarico de animales
controles, con COD espontdnea (excepto para MMP14) y de aquellos provenientes del
modelo experimental, utilizando anticuerpos especificos disponibles comercialmente,
detallados en la tabla 2.

Las inmunodetecciones se realizaron sobre cortes de 4 um de espesor, siguiendo el
protocolo descripto previamente por Salvetti y col. (2010), segtn se detalla a continuacion:

I- Desparafinizacién en xilol
¢ 1 pasaje de 15 minutos.
¢ 1 pasaje de 10 minutos.
I1- Hidratacion en una serie de alcoholes de graduacién decreciente:
e FEtanol absoluto (2 pasajes de 3 minutos),
e Etanol 96° (2 pasajes de 3 minutos),
e Etanol 70° (un pasaje de 3 minutos).
ITI- Lavados con PBS pH7:

e 2 lavados de 5 minutos cada uno.
IV- Tratamiento de recuperacién antigénica. Se realizé en un horno de microondas de uso
doméstico (potencia maxima 800W). Como solucién de recuperacion se usé buffer citrato
0,01M pH 6,0. Los cortes fueron colocados en un coplin sumergido en un recipiente con
agua, y fueron sometidos a la siguiente secuencia de recuperacién: 3 minutos a 100% de
potencia, 6 minutos al 40%, recarga del coplin con agua destilada, 6 minutos al 40 % y 20
minutos dentro del microondas apagado.
Para MMP?9 se utiliz6 una recuperacién intensa en el microondas, aumentando a 5 minutos
los tiempos de la potencia al 100%, se recargd el coplin con agua destilada caliente y
nuevamente otros 5 minutos al 100% de potencia. Se volvié a recargar el coplin con agua
destilada y se colocé dentro del microondas durante 6 minutos al 40%, recarga del coplin

con agua destilada, 6 minutos al 40 % y 20 minutos dentro del microondas apagado. Este
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tratamiento se utilizé para detectar MMPs o TIMPs, segtn se detalla en la tabla 2 segin
correspondiera.
V- Bloqueo de la actividad endégena de la enzima peroxidasa, sumergiendo las muestras
durante 10 minutos en una solucién al 3% de perdéxido de hidrégeno en metanol absoluto,
agregando nuevamente el mismo volumen de peréxido de hidrégeno a los 10 minutos.
VI- Lavados con PBS

e 2 lavados de 5 minutos cada uno.
VII- Bloqueo de los sitios de unidn no-especificos incubando 15 minutos a temperatura
ambiente en cdmara himeda con una solucién de suero normal de cabra al 5%, a excepcion
de MMP9, en el cual se utilizé suero normal de burro al 5 %.
VIII- Incubacién con anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C (en heladera): se
usaron anticuerpos especificos en las diluciones adecuadas segin la proteina a detectar
(tabla 2). Para los controles de especificidad se sustituy6 el anticuerpo primario por PBS-
BSA.
IX- Después de la incubacién con el anticuerpo primario la cimara se retiré de la heladera
y se dejo a temperatura ambiente durante 10 minutos.
X- Lavados con PBS

e 2 lavados de 5 minutos cada uno.
XI- Incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado monoclonal o policlonal (segin
corresponda y en la dilucién apropiada), o con el secundario Universal del kit Cytoscan
HRP Detection System, durante 30 minutos a temperatura ambiente (tabla 3).
XII- Lavados con PBS

e 2 lavados de 5 minutos cada uno.
XIII- Incubacién con complejo streptavidina (Cytoscan HRP Detection System Cell
Marque- en su concentracién comercial) o (Dako-dilucién 1:500, para MMP-9)-peroxidasa

durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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Dilucion del

Anticuerpos .
anticuerpo

Primarios Clon (Proveedor) Condiciones para IHC IHC WB

Policlonal de conejo, sc-8835-R
MMP2 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, Sin recuperacién antigénica 1en100  1en 3000
California, USA)

Policlonal de cabra sc-6840 (Santa Cruz
MMP9 Biotechnology Inc., Santa Cruz,
California, USA)

Recuperacion antigénica con buffer

. . . 1in 50 1 en 250
citrato en microondas intenso

MMP14 Policlor}al de conejo, sc-12367 (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz,
California, USA)

Sin recuperacion antigénica len75 1 en 200

TIMP1 Policlonal de conejo, sc-6832R (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz,
California, USA)

Recuperacién antigénica con buffer

. . 1 en 100 1 en 250
citrato en microondas

Monoclonal de ratén, ab1828 (Abcam, Cambridge,

TIMP2 Massachusetts, USA) Recuperacion antigénica con buffer

. i 1en 100 1 en 400
citrato en microondas

Tabla 2.Detalle de los anticuerpos primarios utilizados, y las condiciones de uso en la técnica de inmunohistoquimica (IHQ)
y western blot (WB).

XIV- Lavados consecutivos con PBS
e 2 lavados de 5 minutos cada uno.
XV- Revelado de la reaccioén con 3-3°-diaminobencidina (Kit DAB Plus, Invitrogen).
e Los cortes se observaron al microscopio para controlar el tiempo 6ptimo en cada
prueba y estandarizarlo.
XVI- Lavados con agua destilada:
e 2 lavados de 5 minutos cada uno.
XVII- Coloracién de contraste con hematoxilina activada (Biopur®).
XVII- Deshidratacién y montaje con balsamo natural de Canadd (Canadax, Biopur®) y

cubreobjetos apropiados.

En aquellos ensayos donde se empleé como anticuerpo primario anti-MMP2 y anti-
MMP14, se realizé una modificaciéon a la técnica de rutina, omitiendo la recuperacion
antigénica.

Para la evaluacion de MMP2, MMP9, MMP14, TIMP1 y TIMP2 en los grupos COD
espontdnea, controles y del modelo experimental, se digitalizaron imdgenes de cada una de las
capas de la pared folicular de foliculos primarios, preantrales pequefios y grandes, antrales,
antrales preovulatorios, atrésicos y los foliculos quisticos, estos ultimos solamente en los

grupos con COD espontanea, segin correspondiera.
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Anticuerpos Dilucion del anticuerpo
Secundarios Clon (Proveedor) IHC WB
Polyclonal . .
HRP-anti- HRP-anti-rabbit IgG sc-2004
rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, - 1:7500

California, USA)

HRP-anti-mouse IgG sc-2005

Monoc1011.a1 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, - 1:6000
HRP-anti- . .
California, USA)
mouse IgG

. Goat anti-rabbit sc-2040 .
Goat anti- (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz 1:100
rabbit IgG gy S :

California, USA)

Donkey anti-goat Sc-2042 11 1:
(Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, 100 80000
California, USA)

Donkey anti-
goat IgG-B

Tabla 3. Detalle de los anticuerpos secundarios utilizados en las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) y western blot (WB).

3.6.2. Western blot

Esta técnica fue utilizada para la determinacion de la especificidad de los anticuerpos
utilizados para ITHQ. Se realizé la electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida
(acrilamida-bisacrilamida, 29:1) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970). El tamaiio del poro para el gel de resolucién se correspondié con una concentracion de
acrilamida del 10% (MMP2 y MMP9), del 12% (MMP14) y del 15% (TIMP1 y TIMP2). Se
utilizaron homogeneizados de pared folicular de foliculos antrales medianos y grandes
(Parrott y Skinner, 1998) (Figura 17).

Se prepararon las muestras diluyendo 1:2 con buffer de muestra en condiciones
reductoras para SDS-PAGE, y posteriormente se incubaron en baifio termostatico a 95°C por 5
minutos. Se utiliz6 una cuba vertical y el buffer de corrida Tris-Glicina con 0,1 % de SDS, pH
8.3. De acuerdo a los valores obtenidos de la cuantificaciéon mediante el método fluorimétrico
(Quant-iT Protein Assay Kit, Qubit, Invitrogen, Nueva York, Estados Unidos), se sembraron
40 pg de proteinas y se realizd la electroforesis a 25 mA para el gel de apilamiento, y se
continud a 50 mA hasta la visualizacién del frente de corrida en el borde inferior del gel de
resolucion. Los marcadores de peso molecular (PM) que se utilizaron se detallan en la figura
17. Para la transferencia a una membrana de nitrocelulosa de las proteinas separadas en el gel,

se empled la solucién de transferencia tamponada Towbin modificada, compuesta por Tris-
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Glicina y 20 % de metanol. Dicha transferencia se realizé en frio, a 100V durante 2 horas y 30
minutos, condiciones utilizadas para todos los casos. Al término de este periodo se colored la
membrana con el colorante Rojo Ponceau para ver la efectividad de la transferencia. Una vez
verificada, se procedi6 al lavado de la membrana y posterior guardado de la misma a 4-6°C

hasta proceder a la inmunodeteccion de las proteinas detalladas previamente en la tabla 2.

(kDa)

225 Azul

150 & Rojo
152 W Verde
76 Amarillo

52 3 Violeta

38 Azul
31 Naranja
24 Verde

17 9 Azul Figura 17. Marcadores de peso molecular para SDS-PAGE, amplio espectro (Rainbow™,

12 W88 Rojo RPNSOOE, GE Healthcare)

Para la inmunodeteccion de las proteinas en las membranas de nitrocelulosa se empled

el siguiente protocolo:

I- Bloqueo de los sitios de unién inespecificos con buffer salino tris con tween (TBS-T) y
leche al 5%, 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion.
II- Lavado a temperatura ambiente en agitacion (agitador orbital BOECO OS-10, Germany)
con TBS-T.

e Dos lavados répidos

e Un lavado de 15 minutos

e Dos lavados de 5 minutos

III- Incubacién con el anticuerpo primario (Tabla 2) durante toda la noche en heladera. Para la
dilucidn del anticuerpo primario se utilizé buffer de bloqueo.
IV- Lavado a temperatura ambiente con TBS-T:

e Dos lavados rapidos

e Un lavado de 15 minutos

e Dos lavados de 5 minutos
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V- Incubacién con el anticuerpo secundario durante una hora a temperatura ambiente en
agitacion. Para la dilucién se utiliza buffer de bloqueo. Los datos y las condiciones de uso de
estos anticuerpos estan descriptos en la tabla 3.
VI- Lavado a temperatura ambiente con TBS-T:

e Dos lavados rdpidos

e Un lavado de 15 minutos

e Cuatro lavados de 5 minutos
VII- Preparaciéon del reactivo quimioluminiscente (GE Healthcare), colocacién de la
membrana en un recipiente con el reactivo e incubacién durante 5 minutos.
VIII- Escurrido de la membrana y colocacién entre dos hojas de papel celofén.
IX- Revelado de la membrana en cuarto oscuro con los reactivos de revelado y fijado
(Kodak); y placas radiograficas (GE Helthcare)
X- Lavado con agua destilada.

XI- Secado de la placa a temperatura ambiente.

3.6.3. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Los niveles de las citoquinas IL-1B e IL-4 en suero y liquido folicular fueron
cuantificados mediante un kit de ELISA sandwich comercial, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Thermo Scientific Inc., Waltham, Estados Unidos). Las muestras utilizadas
liquido folicular provenian de foliculos preovulatorios de los animales tratados con ACTH y
de foliculos preovulatorios controles. La placa se sensibilizé durante toda la noche con el
anticuerpo de captura y se bloqueé con una soluciéon de BSA al 4%, sacarosa al 5% en D-
PBS. Los patrones o estandares se sembraron en diluciones seriadas para realizar la curva de
calibrado. Las muestras de liquido folicular y de suero, fueron sembrados sin diluir en los
pocillos de la placa. Las muestras a evaluar y la curva de calibrado se sembraron por
duplicado, se incub6 a temperatura ambiente durante 1 hora (IL-1B) o 1 hora y media (IL-4).
Las muestras se lavaron y se afiadi6 el anticuerpo de deteccién (anticuerpo conjugado con
biotina) y se incubd durante 1 h. Después de 3 lavados con solucion de lavado, se afiadid
estreptavidina conjugada con la enzima peroxidasa y se realizé la incubacién durante 30 min.
La reaccién fue evidenciada mediante el agregado de una solucién de tetrametilbenzidina
(TMB) como cromdgeno, el cual fue incubado durante 20 minutos. La reaccién se detuvo con
solucion de H,SO4 0,16 M y se realizaron lecturas a 450 nm con un lector de microplacas para
ELISA (Microplate Reader, SPECTROstarNano, BGM / LABTECH, Ortemberg, Alemania).
El limite inferior de deteccion fue de 15,6 pg/ml para IL-4 y 19,5 pg/mL para IL-1p.
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3.6.4. Analisis de la expresion de ARNm de MMP2, MMPY, TIMP1 y TIMP2

3.6.4.1. Diseiio de cebadores especificos, clasificacion de las muestras y validacion de las
condiciones de la PCR en tiempo real

Los cebadores especificos para amplificar los genes de interés para MMP2, MMP9,
TIMP1 'y TIMP2 se disefiaron empleando el software libre Primer-Quest
(http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index).

Cada par de cebadores fue obtenido a partir de la secuencia codificante genémica de
los genes en estudio publicada en National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para su disefio, se tuvo en cuenta el tamafio del amplicén, la
ubicacién de cada cebador (sentido y antisentido) en la hebra molde (preferentemente hacia el
extremo 3’ del ARNm), el nimero de nucledtidos de la secuencia, la temperatura de
hibridacién (o temperatura de annealing, Ta), el porcentaje de bases C-G y la formacion de
heterodimeros, homodimeros y estructuras secundarias como los ‘hairpins’. Ademas, en los
casos en que fue posible, los pares de oligonucledtidos se disefiaron de forma tal que el
sentido y el antisentido fueran complementarios a secuencias ubicadas en exones diferentes
del gen de interés, a fin de evitar amplificaciones inespecificas a partir de ADN gendmico.

Las especificidades de todos los cebadores se cotejaron por comparacion directa
contra el genoma completo de Bos taurus mediante el uso de la herramienta BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Por otro lado, se emplearon cebadores especificos para amplificar las secuencias
codificantes de los genes CYP19A1 (especifico de células de la granulosa, correspondiente a
la enzima P450arom) y CYP17A1 (especifico de células de la teca, correspondiente a la
enzima P450c17), con el objetivo de confirmar la presencia de células de la granulosa y teca
bovinas en las muestras obtenidas por aspiracion folicular. A través de esta identificacion las
muestras pudieron ser clasificadas segin la poblacién celular existente y sélo fueron
destinadas a su andlisis aquellas muestras provenientes de animales con COD espontdnea y de
animales controles que fueron positivas para ambos estratos celulares. En estos dos casos, las
secuencias de los cebadores empleados fueron obtenidas de publicaciones previas (Lagaly y

col., 2008).
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También se emplearon cebadores especificos para amplificar el gen de expresion
constitutiva (B-actina) lo que permitié llevar a cabo una cuantificacion relativa de los niveles
de ARNm de interés, detallado en publicaciones previas de nuestro grupo de trabajo

(Baravalle y col., 2015) (tabla 4).

3.6.4.2. PCR en tiempo real

Se utilizé un protocolo optimizado de PCR en tiempo real para analizar la expresién
de ARNm de MMP2, MMP9 en LF de ovarios provenientes de animales controles de
frigorifico, en aspirados de LF de quistes de COD y en células de las porciones de tejidos de
pared folicular cultivados in vitro, provenientes de ovarios de firgorifico (estimuladas y sin
estimulo de ACTH); TIMP1 y TIMP2 en LF de ovarios controles de frigorifico y aspirados de
LF de quistes de COD, usando SYBR Green I (Invitrogen) (Pfaffl, 2001). La cantidad relativa
de los ARNm de las distintas MMPs fue normalizada a una cantidad constante de ARNm del
gen de referencia [B-actina (Robinson y col.,, 2007). La PCR fue realizada usando
concentraciones definidas de cebadores sentido/antisentido detallados en la tabla 4.

Cada reaccion de PCR fue realizada por duplicado en un volumen total de 20 pl,
conteniendo 4 pl de ADNc (500 ng/ml), 4 ul de buffer de reaccion Phire 5X, 0,5 ul de cada
cebador, 10 pM de cebadores sentido/antisentido, 0,2 mM dNTPs, 1 pl SYBR Green I
(Invitrogen), 0,05 pl Phire Taq polimerasa (Thermo Fisher Scientific Company, Finland) y 14
ul de agua tratada con DEPC estéril.

Los niveles relativos de transcriptos se midieron en un sistema StepOne Real Time
PCR (Applied Biosystems, Life Technology, CA, USA) y se analizaron mediante el método
de 2! (Livak y Schmittgen, 2001).

La eficiencia de las PCRs y las cantidades relativas fueron evaluadas a través de una
curva estandar de 6 puntos. Estas curvas fueron construidas con una serie de diluciones de un
pool de ADNCc. La eficiencia fue calculada usando el programa informatico StepOne v2.2
(Applied Biosystems).

Los niveles de expresion de los genes se analizaron segun los valores de sus Cts (ciclo
umbral, 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 sefal de fluorescencia

puede ser detectada como valor de corte o umbral. La pureza de los productos fue establecida
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por curvas de disociacién, y muestras aleatorias fueron destinadas a la corrida de un gel de

agarosa para verificar el tamafio de los productos.

. Tamario
Cebador Secuencia cebador 5'—3' N°acceso NCBI . Ta (°C)
amplicon (pb)
BV-TIMP-1 L TCGTGGGGACCGCAGAAGT NM_174471.3 134pb 60

R:CTCCATGGCAGGGGTGTAGAT

F:CCCATCAAGCGGATTCAGTAT
BV-TIMP-2 R:ACTCCTTCTTTCCTCCAATGTC NM_174472.3 136pb 62

F-TCTTCGCCGGAGACAAATTCTGGA
BV-MMP-2 g ATCCAGGTTATCAGGGATGGCGTT NM_174745.2 133pb 60

F:AGGGTAAGGTGCTGCTGTTC

BV-MMP-9 ¢ CTGAAAGATGTCGTGCGTGC NM_174744.2 137pb 62
F:-GGAGGCGACCATCAGAGAAGTGC
BV-CYPITAL 5.0 AGCCGGGACATGAAGAGGAAGAG NM_174304 319pb 608
F-TAAAACAAAGCGCCAATCTCTACG
BV-CYPIOAL e s BTCYP19 341pb 55.4
BV-p-actina L COUAACCGCTCATTGCC BT030480 290pb 60

R:ACCCACACTGTGCCCATCTA

Tabla 4. Pares de primers usados para la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real. Ta: Temperatura de
anealing. Pb: pares de bases.

3.6.4.3. Secuenciacion de nucleétidos

Los productos obtenidos por RT-qPCR de los diferentes genes en estudio se enviaron
a secuenciar a un laboratorio privado (Macrogen, Setl, Korea) a los fines de confirmar su
identidad. Para esto se realizé una PCR convencional para cada uno de los genes evaluados
utilizando los cebadores detallados en la tabla 4 y con las condiciones alli especificadas.

Las secuencias obtenidas fueron inicialmente analizadas con el programa BioEdit© y
luego cotejadas con la base de datos del NCBI empleando una herramienta de BLAST para tal
fin, BLAST nucleotide (BLASTn), para confirmar la especificidad de los genes y para
determinar la ubicacién de los nucleétidos, asegurandonos asi que ellos no fueron disefiados

desde alguna regiéon homdéloga que codifique para otros genes.

3.6.5. Determinacion de la actividad de MMP2 y MMP9 por zimografia de gelatina

La actividad enzimética de MMP2 y MMP9 en LF se determin6é mediante zimografia
en geles de poliacrilamida con el agregado de gelatina, para tal fin, se enviaron muestras de
LF al Laboratorio Diagnéstico de Metabolismo Oseo y Mineral (FCV-UBA-Buenos Aires).

Inicialmente se determiné la concentracidon de proteinas de las muestras de liquido
folicular del dia esperado de ovulacién (dia 18) de los animales controles y tratados con
ACTH asi como en LF de animales con COD, por el método de Bradford (Bradford, 1976).
Se mezclaron 100 pg de cada muestra con un buffer de muestra y se sembraron en un gel
SDS-PAGE al 10% conteniendo gelatina al 0,2% (Sigma). La gelatina constituye el sustrato

de las enzimas en estudio, y copolimeriza junto al acrilamida durante la preparacion del gel.
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Luego de la electroforesis los geles fueron lavados con 50 mM Tris-HCI pH 7,5 con el
agregado de 2,5% de Triton X-100 durante 45 min, seguido de lavados con 50 mM Tris-HCl
S mM CaCl 1 uM ZnCI2 pH 7,5 con el agregado de 2,5% de Triton X-100 pH 7,5 durante 45
min. Estos lavados permitieron que las enzimas desnaturalizadas durante la electroforesis se
renaturalicen de forma reversible y recuperen parcialmente su actividad. A continuacién los
geles se incubaron en un buffer de activacién que contenia 50 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl2,
200 mM NaCl pH 7,5 a 37 °C por 24 h. Finalmente se tifieron con azul brillante de Coomassie
R-250 0,2% (w/v) durante 2 h y luego se clarificaron con una solucién decolorante (25% v/v
isopropanol plus 10% v/v de acido acético). Los controles de inhibicién se llevaron a cabo
mediante incubaciéon con EDTA 5 mM. La actividad gelatinolitica se visualizé como bandas
que luego fueron analizadas.

Las bandas generadas por la actividad gelatinolitica se analizaron por densitometria
utilizando el software Image J (NIH, Maryland, EE.UU.). La actividad zimogréfica se expreso
como porcentaje de actividad referido al control positivo (Marcador) (MMP2 o MMP9)

sembrado simultineamente en el mismo gel (De Simone y col., 2015).

3.7. Analisis digital de imagenes

Se realiz6 el andlisis digital de imdgenes de cortes histolégicos usando el programa
informdtico Image Pro-Plus 3.0.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA). Las
imagenes que se analizaron, fueron previamente obtenidas usando una cdmara digital Nikon
DS-Fi2 (Tokyo, Japan), acoplada a un microscopio 6ptico Nikon Eclipse Ni utilizando un
objetivo de 40X de aumento. La resolucién de las imdgenes fue establecida en 1200 x 1600
pixeles.

El area inmunomarcada se calculé a través de la segmentacion de colores
seleccionando los objetos con reaccién marrén moderado/intenso (dada por la reactividad del
cromégeno utilizado) como rango positivo. Dicha coloracion fue elegida con una sensibilidad
de 4 (maximo 5). Posteriormente fue aplicada una mdscara para la separacion permanente de
los colores y se realizé un histograma para determinar el porcentaje del drea marcada sobre el
area total evaluada, tal como fue descripto en trabajos previos (Salvetti y col., 2010).

Las placas obtenidas del revelado por quimioluminiscencia fueron escaneadas con un

escaner de oficina (HP Officejet J5700) con alta resolucién (600 dpi) y formato tiff.
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3.8. Evaluacion estadistica

Los diferentes pardmetros cuantificados fueron evaluados con el programa SPSS
11.0.1 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Antes de iniciar el andlisis estadistico
se comprobd la normalidad de la poblacién de datos evaluados y homogeneidad de la varianza
mediante las herramientas disponibles en el programa SPSS 11.0.1.

Las concentraciones séricas de E2, P4, testosterona y cortisol en los animales controles
y tratados durante todo el periodo experimental fueron analizadas mediante un andlisis de la
varianza (ANOVA) de dos vias para determinar los efectos del tiempo y el tratamiento, asi
como también la interaccidn entre cada tratamiento por el tiempo. Los niveles hormonales en
suero y liquido folicular en los distintos grupos de animales (tratados y controles) al momento
de la toma de muestras, fueron comparados mediante (ANOVA), y como andlisis posterior se
aplic6 el post-test de Dunnet. El nivel de significancia utilizado para ANOVA fue p<0,05.
Los resultados se expresan como la media + el desvio estandar (DE).

Para evaluar la expresion proteica mediante inmunohistoquimica, se realizé un anélisis
de la varianza de los datos aplicando pruebas paramétricas para varios grupos (ANOVA), y
como andlisis posterior se aplicé el post-test de Duncan. Se analizaron por separado las
estructuras foliculares andlogas (foliculos primarios, preantrales pequefios y grandes, antrales,
antrales preovulatorios, atrésicos y quisticos) de cada grupo en estudio. También se
compararon los quistes (inducidos o espontdaneos) con los foliculos antrales y atrésicos del
grupo control (como estructuras similares de referencia). Ademds, se evalué el
comportamiento de la expresidn proteica a lo largo de la foliculogénesis dentro de cada grupo
en estudio. La comparacion entre dos grupos de muestras se realizé mediante la prueba ¢-
Student. Esta misma prueba se utiliz6 para comparar los resultados de las mediciones de
ELISA, de PCR en tiempo Real y de la zimografia en gelatina. El nivel de significancia
utilizado para ANOVA fue p<0,05. Los valores se expresaron como el promedio * el desvio

estandar (DE).
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4.1. Resultados de los procedimientos con animales

4.1.1. Desarrollo, seguimiento y caracterizacion del modelo de induccion de estrés

mediante aplicaciones repetidas de ACTH

Durante el desarrollo del protocolo de induccién de estrés mediante ACTH, fue
posible evidenciar, mediante el seguimiento ecografico y por palpacién rectal, el crecimiento
de foliculos preovulatorios en por lo menos uno de los dos ovarios, en el 100% de los
animales tratados (n=7). Los foliculos preovulatorios se observaron como estructuras
anecogénicas presentes en la misma posicion y ovario, respetando el tamafio propio de la raza
Holando Argentino. Asimismo, con el andlisis de las imdgenes ecograficas se verificd el
correcto funcionamiento del protocolo hormonal. En ambos grupos, en los ovarios se
observaron cuerpos liteos en regresion o inactivos (Figura 18).

Al andlisis microscopico, los cortes histolégicos de ovarios de los animales controles
presentaron foliculos normales en todos los estadios de desarrollo y atresia, incluyendo un
cuerpo liteo en regresion. Los ovarios de las vacas tratadas con ACTH presentaron
estructuras en todos los estadios de crecimiento y desarrollo, incluyendo foliculos
primordiales, de transicion, primarios, preantrales pequefios y grandes, antrales, foliculos con
diferentes grados de atresia y un tnico foliculo preovulatorio. Todos los foliculos
preovulatorios presentaban una capa de células de la granulosa sanas y una teca interna muy
vascularizada. Las células de la granulosa mostraron una apariencia tipica de células normales

en dicho estadio de desarrollo (Braw-Tal y Yossefi, 1997), denotando su integridad y salud.
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Figura 18. Imagenes del seguimiento Ultrasonografico en el periodo de aplicaciones de ACTH. OI: Ovario
Izquierdo; OD: Ovario derecho, FD: Foliculo dominante; FP: Foliculo preovulatorio; CL: Cuerpo liteo; CLr:

Cuerpo liteo en regresion.

4.1.2. Efectos de las dosis de ACTH sobre la concentracion de hormonas esteroides.

Las hormonas esteroideas fueron analizadas en muestras de liquido folicular y suero

obtenidas antes de la ovariectomia, y se compararon entre los animales tratados con ACTH y

los controles. También se compararon los niveles séricos de las hormonas esteroides, respecto

del momento previo a la primera administracion de ACTH utilizando este valor como

parametro basal, y los valores subsiguientes se catalogaron desde T1 a T7, existiendo una

diferencia de 12 horas entre cada muestra.
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Los resultados obtenidos muestran que el cortisol presenté una concentracion mayor
(p<0,05) en los animales tratados con ACTH, tanto en el liquido folicular (LF), como en el
suero. Se pudo determinar que hubo un incremento progresivo en la concentracion sérica de
esta hormona, siendo mas elevado (p<0,05) en el ultimo dia de ensayo (T6 y T7),
coincidiendo con el momento del proestro (Figura 20).

Los niveles séricos de P4 fueron mayores en los animales tratados con ACTH
(p<0,05), observandose valores de hasta 1,22 ng/ml, mientras que en el LF, la concentracion
de P4 fue menor en los animales tratados con ACTH (Figura 19). En el andlisis comparativo,
la concentracion de P4 fue disminuyendo desde las 24 horas posteriores al comienzo del
tratamiento experimental hasta la ovariectomia (p<0,05) (Figura 20).

El 17-B estradiol no mostr6 diferencias entre grupos para suero y LF (p>0,05)(Figura
19), aunque se pudo determinar que en el dia 18 del protocolo aumentd su concentracién
sérica, con respecto al comienzo del tratamiento (p<0,05)(Figura 20).

Por ultimo, se observd una menor concetracion sérica de testosterona en los animales
tratados (p<0,05)(Figura 19), previo a la ovulacion, y se pudo observar una tendencia a

disminuir en relacién al tiempo basal (p=0,06). Los resultados se exponen en la figura 20.
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Figura 19. Medicién de hormonas esteroideas en el grupo control (barras blancas) y en respuesta a las dosis de ACTH
(barras negras) al momento de la ovariectomia. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes
letras indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 20. Niveles séricos diarios de hormonas esteroideas en los animales del modelo de ACTH, en relacién al
momento previo al tratamiento con ACTH (Basal: previo al inicio de la administracién de ACTH). Test estadistico de
Dunnet. Los valores representan la media + DE (p<0,05). El asterisco muestra diferencias en relacién al basal.

4.1.3. Diagnéstico, seguimiento y caracterizacion de COD espontanea

Se obtuvieron ovarios con quistes espontdneos de 15 vacas de la raza Holando
Argentino, provenientes de establecimientos lecheros cercanos a la FCV-UNL. El diagndstico
fue realizado mediante ecografia y palpacién rectal. Los foliculos quisticos presentaron un
didmetro promedio de 35+6 mm con una morfologia compatible con la descripta en la
bibliografia (Silvia y col., 2002; Wiltbank y col., 2002; Bartolomé y col., 2005; Vanholder y
col., 2006). Todas las vacas diagnosticadas con COD presentaban foliculos unicos o
multiples, pared folicular menor a 3 mm, ausencia de cuerpo ldteo y falta de tono uterino.
Microscépicamente se evidenciaron foliculos en varios estadios de desarrollo incluyendo
foliculos primarios, preantrales pequefios, preantrales grandes, antrales y atrésicos y, en todos
los casos, ausencia de tejido luteal activo. Las capas granulosa y teca presentaron células
aparentemente sanas, sin procesos degenerativos. La persistencia de los foliculos quisticos en
estas vacas no pudo ser determinado de manera exacta, pero se estimé en mds de 10 dias
debido a la falta de tono uterino a la palpacion rectal (Bartolomé y col., 2005). A nivel
microscopico, este hecho quedo reflejado en la morfologia de las células de la granulosa,
donde algunos quistes presentaron ausencia total o parcial de dicha capa como consecuencia

de wuna persistencia muy prolongada (Figura 21). Las evaluaciones histologicas e
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inmunohistoquimicas se realizaron solo en los foliculos quisticos que presentaban células de

la granulosa (n=10).

Figura 21. Izquierda: Quiste folicular obtenido por ovariectomia. Centro: Imagen ultrasonografica de un quiste
folicular. Derecha: Imagen microscopica de la pared de un quiste, tincién de Hematoxilina-Eosina (40x).

Se obtuvo informacién brindada por el personal de los establecimientos que
colaboraron aportando animales en el ensayo: edad, nimero de lactancias, padre, madre,
produccién de leche, fecha del dltimo parto, produccién de la lactancia anterior, fecha del
ultimo celo, condicién corporal, patologias, fecha de diagndstico del quiste, época del afio,
intervalo parto-diagndstico, hallazgos a la ecografia, tratamiento, respuesta al tratamiento y
relacion Energia/Proteina de la dieta. Dichos datos fueron destinados a estudios paralelos a la
presente tesis. Por otro lado se obtuvieron muestras de LF de quistes foliculares de animales
con COD espontanea de 15 animales y muestras de LF de foliculos preovulatorios de 10
animales controles. Estas muestras se destinaron a la evaluacion de hormonas esteroides,
cuyos resultados han sido publicados paralelamente en nuestro grupo de trabajo (Amweg y

col., 2015) y otras hormonas que forman parte de los resultados de la presente tesis.

4.2. Localizacion, actividad y expresion de MMPs y TIMPs en COD

La expresion de las proteinas MMP2, MMP9, TIMP1 y TIMP2 fue detectada en las
células de la granulosa y teca interna de todas las categorias de los animales controles y
quistes foliculares. Los controles negativos no mostraron inmunomarcacion en ninguna de las
categorias foliculares. Ademads, se detecté actividad enzimatica para MMP2 y MMP9 en el LF

analizado.
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4.2.1. MMP2

4.2.1.1. Expresion génica de MMP2

El resultado de la secuenciacién correspondiente al amplificado obtenido por PCR
tuvo un 98% de homologia con la secuencia de Bos Taurus reportada en el banco de datos
NCBI (National Center for Biotechnology Information) empleando los cebadores especificos
disefiados para tal fin. Los niveles de expresion relativa del ARNm correspondiente a la
MMP?2 fueron menores en quistes foliculares provenientes de animales con COD espontdnea

que en los foliculos preovulatorios controles (p<0,05). Los resultados obtenidos se muestran

en la figura 22.
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Figura 22. Niveles de expresion relativa de ARNm correspondiente a MMP2 en foliculos preovulatorios de animales
control y quistes foliculares de animales con COD espontdnea. Los valores representan la media + DS. Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05).

4.2.1.2. Expresion proteica y localizacion de MMP2 en COD

La expresion de MMP?2 fue evaluada y detectada en las células de la granulosa y de la
teca interna de los foliculos preovulatorios de animales controles como asi también en los
quistes foliculares de animales con COD espontanea (Figura 23).

La inmunomarcacion no mostrd diferencias significativas entre los quistes foliculares y los

foliculos antrales de animales del grupo control (p>0.05) (Figura 24).
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- - - -er
Figura 23. Imdgenes representativas de la inmunomarcacion de MMP2 en células de la granulosa (G) y de la teca

interna (T) de foliculos antrales de vacas controles (A) y quistes espontdneos de vacas con COD (B). Aumento: 40X.
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4.2.1.3. Actividad enzimatica de MMP?2 en el liquido folicular en COD

La actividad gelatinolitica de MMP2 fue detectada mediante zimografia en todas las
muestras de liquido folicular de los foliculos preovulatorios de los grupos control y quistes del
grupo COD espontdnea. El andlisis zimografico revelé mayor actividad en el liquido folicular

de los quistes que en los foliculos preovulatorios controles (p<0,05) (Figura 25).
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Figura 25. Analisis zimografico para MMP2. Izquierda: Imagen representativa de zimografia en gel para la deteccion
de la actividad enzimética de MMP?2. Derecha: Actividad de MMP2 en liquido folicular de foliculos preovulatorios de
los grupos Control y COD, representados como un porcentaje del control utilizado en la zimograffa en gelatina. Los
valores representan la media + el DS. Las letras diferentes representan diferencia significativa (p<0,05).
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4.2.2. MMP9

4.2.2.1. Expresion génica de MMP9

El resultado de la secuenciacién correspondiente al amplificado obtenido por PCR
tuvo un 98% de homologia con la secuencia de Bos Taurus reportada en el banco de datos
NCBI (National Center for Biotechnology Information) empleando los cebadores especificos
disefiados para tal fin.

Para MMP9 no fue posible realizar la cuantificacién de los niveles de expresion génica
ya que el 75% de las muestras expresaron dicho gen fuera del rango dindmico determinado

por la curva estandar, con valores de Ct elevados.

4.2.2.2. Expresion proteica de MMP9 en COD

Se detectd expresion proteica en el citoplasma de células de la granulosa y de la teca
de ambos grupos estudiados. En la figura 26 se muestran imégenes representativas de la
inmunomarcacion obtenida en cada caso.
Si bien se obtuvo una intensa inmunomarcacién especifica, no se observaron diferencias
significativas de MMP9 entre los quistes foliculares y foliculos antrales provenientes de

animales del grupo control (p>0, 05) (Figura 27).
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Figura 26. Imédgenes representativas de la inmunomarcacion de MMP9 en células de la granulosa (G) y de la teca
interna (T) de foliculos antrales de vacas controles (A) y quistes espontdneos de vacas con COD (B). Aumento: 40X.
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Figura 27. Niveles de expresién relativa de proteina
(medida como porcentaje del drea inmunopositiva) de
MMP9 en células de la granulosa y de la teca de animales
controles (barras negras) y con COD espontdnea (barras
moradas). Los valores representan la media + DE. Sin
Granulosa Teca interna diferencias significativas (p>0,05).

% Area inmunomarcada para MMP9

4.2.2.3. Actividad enzimatica de MMP9 en el liquido folicular en COD
La actividad gelatinolitica de MMP9 fue detectada mediante zimografia s6lo en las
muestras de liquido folicular de quistes foliculares de COD esponténea (Figura 28).
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Figura 28. Andlisis zimografico para MMP9. Izquierda: Imagen representativa de zimografia en gel para la deteccion
de la actividad enzimdtica de MMP9. Derecha: Actividad de MMP9 en liquido folicular de foliculos preovulatorios
controles v auistes espontaneos de COD. Media + el DE. Diferentes letras indican diferencias significativas (n<(0.05).
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4.2.3. TIMP1

4.2.3.1. Expresion génica de TIMP1

La secuenciaciéon del amplificado correspondiente al inhibidor tisular de
metaloproteasas 1 (TIMP-1) obtenido por PCR convencional tuvo un 100% de homologia con
la secuencia de Bos Taurus reportada en el banco de datos NCBI (National Center for
Biotechnology Information) empleando los cebadores especificos disenados para tal fin.
Los niveles de ARNm encontrados en células foliculares de animales controles fueron
significativamente mayores que los niveles encontrados en células foliculares provenientes de

animales con COD (p<0,05). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 29

4.2.3.2. Expresion proteica y localizacion de TIMP1 en COD
La expresion proteica se detectd en el citoplasma de células de la granulosa y teca de

quistes y foliculos antrales. En la figura 30 se muestran imdgenes representativas de la

inmunomarcacion obtenida en cada caso.

No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de drea inmunomarcada
entre quistes espontdneos y foliculos antrales de animales controles tanto para las células de la

granulosa como para las de la teca (p>0,05) (figura 31).
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Figura 29. Niveles de expresion relativa de ARNm correspondiente a TIMP1 en foliculos preovulatorios de animales
control y quistes foliculares de animales con COD espontdnea. Los valores representan la media + DS. Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 30. Imédgenes representativas de la inmunomarcaciéon de TIMP1 en células de la granulosa (G) y de la teca
interna (T) de foliculos antrales de vacas controles (A) y quistes espontaneos de vacas con COD (B). Aumento: 40X.
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Figura 31. Niveles de expresion relativa de proteina (medida

% Area inmunomarcada para TIMP1

10 como porcentaje del area inmunopositiva) de TIMP1 en células
de la granulosa y de la teca de animales controles (barras negras)
0 y con COD espontdnea (barras verdes). Los valores representan
Granulosa Teca interna la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).
4.2.4. TIMP2

4.2.4.1. Expresion génica de TIMP2

El resultado de la secuenciacién correspondiente al amplificado obtenido por PCR
tuvo un 100% de homologia con la secuencia de Bos Taurus reportada en el banco de datos
NCBI (National Center for Biotechnology Information) empleando los cebadores especificos
disefiados para tal fin.

La expresion del ARNm correspondiente al inhibidor de metaloproteasa 2 (TIMP2)
fue significativamente mayor en foliculos preovulatorios provenientes de animales controles
que en foliculos quisticos de vacas con COD (p<0,05). Los resultados obtenidos se muestran

en la figura 32.
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Figura 32. Niveles de expresion relativa de ARNm correspondiente a TIMP2 en foliculos preovulatorios de animales
control y quistes foliculares de animales con COD espontdnea. Los valores representan la media + DS. Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05).

4.2.4.2. Expresion proteica y localizacion de TIMP2

Se detecté inmunoexpresion para TIMP2 en citoplasma de células de la granulosa y de

la teca interna tanto de quistes como de foliculos antrales. En la figura 33 se muestran

imagenes representativas de la inmunomarcacion obtenida en cada caso.

La inmunomarcacién fue mayor en el citoplasma de foliculos antrales del grupo

control con respecto a los foliculos quisticos (p<0,05) (Figura 34), tanto en las células de la

granulosa como de la teca interna.
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Figura 33. Imédgenes representativas de la inmunomarcaciéon de TIMP2 en células de la granulosa (G) y de la teca
interna (T) de foliculos antrales de vacas controles (A) y quistes espontdneos de vacas con COD (B). Aumento: 40X.
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Figura 34. Niveles de expresion relativa de proteina (medida
como porcentaje del drea inmunopositiva) de TIMP2 en
células de la granulosa y de la teca de animales controles
(barras negras) y con COD espontdnea (barras verdes). Los
valores representan la media + DE. Las barras con diferentes
Granulosa Teca interna letras indican diferencias significativas (p<0,05).

% Area inmunomarcada para TIMP2

4.3. Localizacion, actividad y expresion de MMPs y TIMPs en el modelo de induccion de

estrés mediante administracion de ACTH.

La expresion de las proteinas MMP2, MMP9, MMP14, TIMP1 y TIMP2 fue detectada
en las células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares estudiadas en
los grupos de ACTH y controles. Los controles negativos no mostraron inmunomarcacion en
ninguna de las categorias foliculares. La actividad enzimatica de las MMP2 y MMP9 fue
detectada en LF de ambos grupos experimentales. A través de western blot se pudo corroborar
que los anticuerpos empleados en IHQ fueron especificos para cada proteina en estudio. Las
imagenes del inmunoblotting se muestran junto con los paneles de imagenes de IHQ para

cada proteina evaluada (Figuras 40, 46, 51, 56 y 61).
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4.3.1. MMP2

4.3.1.1. Actividad enzimatica de MMP2 en el liquido folicular obtenidos de los grupos
correspondientes al modelo de ACTH

La actividad gelatinolitica de MMP2 fue detectada mediante zimografia en todas las
muestras de liquido folicular evaluadas, tanto de los foliculos preovulatorios de los grupos
control asi como los del grupo tratado con ACTH. El andlisis zimografico reveld mayor
actividad en el LF de los animales tratados con ACTH respecto de los controles (p<0,05)

(Figura 35).
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Figura 35. Andlisis zimografico para MMP2. [zquierda: Imagen representativa de zimografia en gel para la
deteccién de la actividad enzimdtica de MMP2. Derecha: Actividad de MMP2 en liquido folicular de foliculos
preovulatorios de los grupos Control y ACTH, representados como un porcentaje del control utilizado en la
zimograffa en gelatina. Los valores representan la media + el DS. Las letras diferentes representan diferencia
significativa (p<0,05).

4.3.1.2. Expresion proteica y localizacion de MMP2 en el modelo de ACTH

La expresion de MMP2 fue detectada en el citoplasma tanto de las células de la
granulosa, como asi también en el de las células de la teca interna de los foliculos ovaricos.
En cada grupo experimental se realiz6 el andlisis de la expresion de esta proteina a lo largo de
la foliculogénesis. En el grupo control, la expresion de esta proteina fue mayor de las células
de la granulosa de los foliculos preovulatorios que de los foliculos antrales y atrésicos
(p<0,05). En la teca interna, las células mostraron mayor expresion de MMP2 en los foliculos
preovulatorios en comparacion con todas las otras categorias foliculares (p<0,05) (Figura 36).

El grupo tratado con ACTH, presenté menor expresion en las células de la granulosa
de los foliculos atrésicos, en relacion a los foliculos primarios y preantrales. Los foliculos
preovulatorios mostraron mayor inmunomarcacion que los foliculos atrésicos (p<0,05). No se

encontraron diferencias en las células de la teca interna (Figura 37).
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Figura 36. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP2 en el grupo
control del modelo experimental. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) o nimeros
(teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 37. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP2 en el grupo
tratado con ACTH del modelo experimental. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de
todas las categorias foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa)
o nimeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05).
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De la comparacién entre el grupo tratado con ACTH y el grupo control, se puede
apreciar que las células de la granulosa de los foliculos primarios y antrales del grupo tratado
con ACTH mostraron mayor expresion que las del grupo control de las mismas categorias.
Los foliculos preovulatorios del grupo tratado con ACTH presentaron mayor
inmunomarcaciéon que los foliculos antrales del grupo control (p<0,05). En las células de la
teca interna, los foliculos antrales y foliculos atrésicos del grupo tratado con ACTH mostraron
una mayor expresion que los del grupo control. Asimismo, las células de la granulosa de los
foliculos preovulatorios del grupo tratado con ACTH mostraron mayor marcacion que los
foliculos antrales del grupo control (p=0,05) y que los antrales del grupo tratado con ACTH
(p<0,05) (Figuras 38, 39, 40 y 41).
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Figura 38. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP 2 en células de la
granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control:
negro; ACTH: gris). Los valores representan la media + DE. * indica diferencias significativas entre dos categorias
foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes letras indican diferencias significativas dentro
de la misma categoria de (p<0,05).
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Figura 39. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP 2 en células de la
teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control:
negro; ACTH: gris). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes nimeros indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria de (p<0,05).
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Figura 40. Diferentes estructuras foliculares pequefias del ovario, inmunomarcadas para MMP2 en animales de los
grupos control y tratados con ACTH. La barra indica 25 pum. G: granulosa, T: Teca interna. A: En el inmunoblot se
observa una banda en la zona correspondiente al peso molecular de MMP2 (63 kDa).
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Figura 41. Diferentes estructuras foliculares grandes del ovario, inmunomarcadas para MMP2 en animales de los
grupos control y tratados con ACTH. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: Teca interna.

4.3.2. MMP9

4.3.2.1. Actividad enzimatica de MMP9 en el liquido folicular.

La actividad gelatinolitica de MMP9 no fue detectada mediante zimografia en las
muestras analizadas en ambos grupos (Figura 42).

Marcador (Control) (ACTH)

Actividad de

MMP9 Figura 42. Andlisis zimogrifico para MMP9. Imagen

representativa de zimograffa en gel para la deteccién de la
actividad enzimdtica de MMP9.

4.3.2.2. Expresion proteica y localizacion de MMP9.

La expresion de MMP9Y fue observada en las células de la granulosa y teca interna de

todas las categorias foliculares analizadas. En cada grupo experimental se realizé el andlisis
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de la expresion de esta proteina a lo largo de la foliculogénesis. En las células de la granulosa
del grupo control se detecté una mayor expresion en los foliculos antrales y preovulatorios en
comparacion con los preantrales grandes (p<0,05), mientras que en las células de la teca
interna, la expresion fue mayor en los foliculos antrales y los preovulatorios que en los
preantrales grandes y los foliculos atrésicos (p<0,05) (Figura 43)

En el grupo tratado con ACTH, la expresion de esta enzima fue mayor en las células
de la granulosa de los foliculos preovulatorios que en los foliculos preantrales pequefios y
grandes (p<0,05). En la teca interna, las células de los foliculos preovulatorios tuvieron mayor
expresion que los foliculos preantrales grandes y atrésicos (p<0,05) (Figura 44).
No se hallaron diferencias en las diferentes categorias foliculares cuando se realizé la

comparacion entre grupos (p>0,05) (Figuras 45, 46, 47 y 48).
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Figura 43. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP9 en el grupo
control. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los
valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) o ndmeros (teca interna) indican
diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 44. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP9 en el grupo
tratado con ACTH. El anilisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) o nimeros (teca
interna) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 45. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP9 en células de la
granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control:
negro; ACTH: gris). Los valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 46. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP9 en células de la
teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control:
negro; ACTH: gris). Los valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 47. Diferentes estructuras foliculares pequefias del ovario, inmunomarcadas para MMP9 en animales de los
grupos control y tratados con ACTH. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: Teca interna. A: En el inmunoblot se
observa una banda en la zona correspondiente al peso molecular de MMP9 (92 kDa).
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Figura 48. Diferentes estructuras foliculares grandes del ovario, inmunomarcadas para MMP9 en animales de los
grupos control y tratados con ACTH. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: Teca interna.

4.3.3. Expresion proteica y localizacion de MMP14

La expresion proteica de MMP14 se observé en el citoplasma de células de la

granulosa y teca interna de todas las categorias analizadas de los animales controles y del
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Figura 49. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP14 en el grupo
control. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los

valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).
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modelo de ACTH.

No se encontraron diferencias significativas entre las categorias foliculares evaluadas

(Figuras 49 y 50), ni entre los grupos estudiados (p>0,05) (Figuras 51, 52, 53 y 54).
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Figura 50. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP14 en el grupo
tratado con ACTH. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 51. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP14 en células de

la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(Control: negro; ACTH: gris). Los valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 52. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de MMP14 en células de la

teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control:
negro; ACTH: gris). Los valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 53. Diferentes estructuras foliculares pequefias del ovario, inmunomarcadas para MMP14 en animales de los
grupos control y tratados con ACTH. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: Teca interna. A: En el inmunoblot se
observa una banda en la zona correspondiente al peso molecular de MMP14 (63 kDa).
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Figura 54. Diferentes estructuras foliculares grandes del ovario, inmunomarcadas para MMP14 en animales de los
grupos control y tratados con ACTH. La barra indica 25 um. G: granulosa, T: Teca interna.

4.3.4. Expresion proteica y localizacion de TIMP1

La expresion de TIMP 1 se detectd en células de la granulosa y teca interna de todas

las categorias foliculares evaluadas. En el grupo control (Figura 55), no se observaron
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Figura 55. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de TIMP1 en el grupo
control. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los
valores representan la media + DE. Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias significativas
(p<0,05).
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diferencias significativas en la expresion de esta proteina en las células de la granulosa de
todas las categorias foliculares analizadas (p>0,05). Las células de la teca interna mostraron
mayor expresion en los foliculos antrales preovulatorios que en los foliculos preantrales
grandes y atrésicos (p<0,05).

En el grupo tratado con ACTH, se evidencié mayor expresiéon de TIMP1 en las células
de la teca interna de los foliculos preovulatorios que en los foliculos atrésicos (p<0,05). En
contraste, las células de la granulosa de este grupo no mostraron diferencias significativas

entre las diferentes categorias foliculares analizadas (Figura 56).
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Figura 56. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de TIMP1 en el grupo
tratado con ACTH. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican
diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 57. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de TIMP1 en células de la
granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control:
negro; ACTH: gris). Los valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).
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No se apreciaron diferencias en el porcentaje de darea inmmunomarcada al comparar

las diferentes categorias foliculares entre grupos (p>0,05) (Figuras 57, 58, 59 y 60).
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Figura 58. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de TIMP1 en células de la
teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control:
negro; ACTH: gris). Los valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 59. Diferentes estructuras foliculares pequefias del ovario, inmunomarcadas para TIMP1 en animales de los
grupos control y tratados con ACTH. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: Teca interna. A: En el inmunoblot se
observa una banda en la zona correspondiente al peso molecular de TIMP1 (23 kDa).
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Figura 60. Diferentes estructuras fohculares grandes del ovario, inmunomarcadas para TIMP1 en animales de los
grupos control y tratados con ACTH. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: Teca interna.

4.3.5. Expresion proteica y localizacion de TIMP2.

La expresion de TIMP2 se evidencié en el citoplasma y nucleo de las células de la
granulosa y teca interna de las diferentes categorias foliculares, no encontrandose diferencias
significativas entre las células de la granulosa de las diferentes categorias foliculares del
grupo control. En las células de la teca interna, en cambio, el porcentaje de drea
inmunomarcada fue mayor en los foliculos antrales preovulatorios, en relacién a las otras
categorias foliculares (p<0,05) (Figura 61). En el grupo tratado con ACTH, la expresion
proteica de TIMP2 fue similar entre las células de la granulosa de todas las categorias
foliculares analizadas. En la teca interna, se detecté una mayor expresion de este inhibidor en
los foliculos preovulatorios en comparacién con las otras categorias foliculares evaluadas
(p<0,05) (figura 62). Esta proteina presentd niveles similares de expresion al ser comparada
entre ambos grupos evaluados, tanto en las células de la granulosa, como en las células de la

teca interna (p<0,05) (Figuras 63, 64, 65 y 66).
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Figura 61. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de TIMP2 en el grupo
control. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los
valores representan la media + DE. Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias significativas
(p<0,05).
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Figura 62. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TIMP2 en el grupo
tratado con ACTH. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican
diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 63. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de TIMP2 en células de la
granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control:
negro; ACTH: gris). Los valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 64. Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de TIMP2 en células de la
teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control:
negro; ACTH: gris). Los valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05)
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Figura 65. Diferentes estructuras foliculares pequefias del ovario, inmunomarcadas para TIMP2 en animales de los
grupos control y tratados con ACTH. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: Teca interna. A: En el inmunoblot se

observa una banda en la zona correspondiente al peso molecular de TIMP2 (24 kDa).
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Figura 66. Diferentes estructuras foliculares grandes del ovario, inmunomarcadas para TIMP2 en animales de los
grupos control y tratados con ACTH. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: Teca interna
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4.4. Evaluacion de citoquinas en suero y LF proveniente de animales pertenecientes al

modelo experimental de ACTH.

4.4.1. Concentracion de IL-4 en liquido folicular y suero

Se evalud la concentracién de esta citoquina tanto en suero, como en el liquido
folicular del foliculo dominante de ambos grupos, en muestras provenientes de los animales
de los grupos control y tratados con ACTH. Como se puede observar en la figura 67, no se
hallaron diferencias en la concentracién de IL-4 entre animales control y tratados con ACTH,

tanto en suero como en liquido folicular (p>0,05).
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valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).

4.4.2. Concentracion de IL-1§ en liquido folicular y suero

Se evalué la concentracién folicular (en el foliculo dominante de ambos grupos) y
sérica de IL-1B en muestras de los animales del grupo control y tratados con ACTH. Como se
puede observar en la figura 68, no se hallaron diferencias en la concentraciéon de IL-10 entre

los grupos evaluados, tanto en suero como en liquido folicular (p>0,05).
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Figura 68. Concentracién de IL-1§ en liquido folicular y en suero de animales control y tratados con ACTH. Los
valores representan la media + DE. Sin diferencias significativas (p>0,05).

4.5. Evaluacion de MMP2 y MMP9 en cultivos de pared folicular

Se realizaron cultivos de pared folicular completa de ovarios proveniente de
frigorifico, obtenidos de foliculos antrales, sometiendo a un grupo (n=6) a un estimulo con
ACTH, y a otro grupo sin dicho estimulo (n=6), con la finalidad de evaluar la expresion

génica de MMP2 y MMP?9 in vitro.

4.5.1. Expresion génica de MMP2 en el modelo con ACTH in vitro

Para evaluar la expresion génica de MMP2, se determiné el rango lineal de trabajo
mediante la construccion de una curva estdndar con diluciones seriadas de tejido control (Pool
de cultivos de pared folicular de ovarios obtenidos de frigorifico), con una eficiencia de 101%
y un R’= 0,993. Todas las muestras evaluadas como asi también las diluciones seriadas
utilizadas en la construccion de la curva estandar fueron analizadas por duplicado.

Si bien se detecté expresion de ARNm que codifica para MMP2 en los cultivos de
pared folicular in vitro, la expresion génica de esta proteina no presenté diferencias entre los

cultivos de pared folicular basales y de los estimulados con ACTH (p>0,05) (Figura 69).
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4.5.2. Expresion génica de MMP9 en el modelo con ACTH in vitro

Para evaluar la expresion génica de MMPY, se determiné el rango lineal de trabajo
mediante la construccién de una curva estandar con diluciones seriadas de tejido control (Pool
de cultivos de pared folicular de ovarios obtenidos de frigorifico), con una eficiencia de
97,6% y un R’= 0,997. Todas las muestras evaluadas como asi también las diluciones seriadas
utilizadas en la construccién de la curva estandar fueron analizadas por duplicado.

Para MMP9 no fue posible realizar la cuantificacion de los niveles de expresion génica
en cultivos de pared folicular estimulados con ACTH, ya que el 100% de las muestras
expresaron dicho gen fuera del rango dindmico determinado por la curva estandar, con valores

de Ct elevados.
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5.1. Modelo de induccion de estrés mediante administracion de ACTH en el periodo

preovulatorio y su relacion con la enfermedad quistica ovarica.

La patogenia de la COD es un proceso complejo, con un trastorno plurifuncional de la
ovulacién, que tiene como base la predisposicion hereditaria sumada a causas ambientales y
metabolicas. Debido a la gran cantidad de factores involucrados en la formacién de quistes
ovdricos, la causa primaria de la enfermedad no ha sido claramente establecida atn. En el
momento en que se realiza el diagndstico (anatomica, histolégica y/o clinicamente) se
desconocen los procesos que condujeron a su formacién y futura regresion-recambio de los
quistes (Salvetti y col., 2007). Los quistes foliculares han sido inducidos en bovinos por una
variedad de tratamientos que han llevado al desarrollo de diversos modelos experimentales.
Tales tratamientos incluyen la administraciéon de estrégenos exdgenos (Wiltbank, 1966;
Nadaraja y Hansel, 1976; Carrie’re y col., 1995), combinaciones de progesterona y estradiol
(Erb y col., 1973; Winters y col., 1986; Cook y col., 1991; Hamilton y col., 1995), antisuero
contra LH bovina (Nadaraja y Hansel, 1976), testosterona (Fathala y col., 1978) o ACTH
exdgena (Liptrap y Mc Nally, 1976; Refsal y col., 1987; Kawate y col., 1996, Amweg et al.,
2013).

En base a estos conocimientos, ha sido claramente documentado que la mayor
dificultad a la hora de estudiar la COD en bovinos es el desconocimiento de los estadios
iniciales debido a que la formacién de quistes s6lo puede ser estudiada luego de que el
foliculo atraves6 numerosos cambios morfoldgicos y fisioldgicos desconocidos (Roth y col.,
2012). Como se relat6 anteriormente, la ovulacién semeja a un proceso inflamatorio
focalizado (Espey, 1994; Bukovsky y Caudle, 2008), y los estresores pueden inhibir dicho
proceso, llevando a una anovulacién o retardo en los eventos fisiolégicos normales. Es por
ello que en esta tesis planteamos el desarrollo de un modelo experimental de induccién de
estrés mediante la administracion de ACTH previo al momento esperado para la ovulacion, a
modo de evaluar cambios incipientes que pueden estar implicados en la etiopatogenia de la
enfermedad quistica ovérica.

El modelo experimental utilizado, adaptado de uno desarrollado previamente por
Biran y col. (2015), nos ha permitido realizar la evaluacién hormonal completa asi como
también evaluar proteinas fundamentales en el proceso ovulatorio y determinar cambios en el

ovario debidos al estrés. En el modelo utilizado encontramos un incremento en la
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concentracion sérica e intrafolicular del cortisol en los animales tratados con ACTH en
relacion a los controles, lo cual coincide con los hallazgos de Biran y col. (2015). Estudios
previos realizados en bovinos han demostrado que el tratamiento con ACTH eleva los niveles
séricos de P4 y cortisol durante el estro (Hein y Allrich, 1992). Esto coincide con trabajos
realizados con vaquillonas (Ribadu y col., 2000) y cerdas (Brandt y col., 2009) en los cuales
pudo determinarse que la administracion de ACTH exdégena durante el estro eleva la
concentracion del cortisol sérico. Por otro lado, la administracion de ACTH durante la fase
folicular del ciclo, en vacas no lactantes (Alam y col., 1986) o posparto (Gwazdauskas y col.,
1972) reflejé un aumento de cortisol en respuesta al tratamiento. También se vieron aumentos
de cortisol y P4 circulantes posteriores a la inyecciéon de ACTH en vacas ovariectomizadas
(Hein y Aldrich, 1992). En cabras tratadas con ACTH durante el proestro, se indujo
persistencia de foliculos mas alld de los 10 dias del momento esperado de ovulacién con
aumentos de P4 sérica y del cortisol luego de la inyeccion de ACTH, aunque reportan una
rapida caida de los niveles de esta ultima hormona en el suero (Sato y col., 2011). Los
glucocorticoides, como el cortisol, tienen una potente actividad antiinflamatoria e
inmunosupresora. Su accion puede deberse a la modulacion entre formas activas e inactivas
de corticoesteroides, como ha sido descripto previamente (Thurston y col., 2007, Tetsuka y
col., 2010), aunque hay evidencia de que esta hormona puede ser secretada en drganos extra-
adrenales (Davies & MacKenkie 2003, Taves y col., 2011; Vukelic y col., 2011; Kostadinova
y col., 2014). Cléasicamente se ha descripto que los glucocorticoides son sintetizados
exclusivamente en la glandula adrenal, en respuesta a la estimulaciéon de la ACTH. Sin
embargo, numerosos estudios han probado que estas hormonas pueden ser sintetizadas
localmente en otros 6rganos y tejidos (Taves y col., 2011), incluyendo el ovario bovino
(Amweg y col, 2017). En respuesta al estrés, la ACTH se une especificamente al receptor de
melanocortinas 2 (MC2R). Los efectos de la ACTH son mediados a través de su unién al
MC2R, lo que da lugar a la activacion de la cascada de sefializacion interna que es esencial
para la expresion de las enzimas esteroidogénicas y la produccién de cortisol (Xing y col.,
2010; Novoselova y col., 2013). El efecto intraovérico de la ACTH ha sido demostrado en
peces, donde esta hormona suprime la producciéon de gonadotrofinas estimulada por estradiol
en los foliculos ovdricos, y la expresion del MC2R demostrada en ovarios y testiculos
sugieren un rol para ACTH en la regulacion de la funcién gonadal a través de los MCRs
(Alsop y col., 2009). En concordancia con estos resultados, nuestro grupo de investigacioén ha

demostrado en bovinos la expresion génica de los 5 tipos de receptores de melanocortinas
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(MCIR al MC5R) en las células de la pared de foliculos de diferentes tamafios. MC2R se
encontré principalmente en las células de la teca de los foliculos terciarios. Ademads, se
observo expresion de este receptor en el CL bovino (Amweg y col., 2011). Los niveles
elevados de cortisol en el grupo tratado con ACTH son coincidentes con los cambios hallados
en otros modelos experimentales similares realizados en vaquillonas (Ribadu y col., 2000), en
cerdas (Lang y col., 2004; Einarsson y col., 2007; Brandt y col., 2009), en vacas posparto
(Gwazdauskas y col.,, 1972), en vacas no lactantes (Alam y col., 1986), en vacas
ovariectomizadas (Hein y Aldrich, 1992) y en modelos de induccion de quistes con ACTH
(Amweg y col., 2013) y de persistencia folicular (Diaz y col., 2015), asi como también en los
quistes foliculares de COD espontdnea (Dobson y col., 2000; Sato y col., 2011). Diversos
estudios demostraron que los tratamientos con cortisol por 7 dias en ovinos, no bloquean la
liberacion de GnRH y por lo tanto no inhiben el pico de LH preovulatorio, pero si lo lograron
cuando se realizaron infusiones de una combinacién de cortisol y estrogenos (Daley y col.,
1999). Por otra parte, estudios realizados en nuestro laboratorio han permitido demostrar que
la administracion de ACTH en cultivos de pared folicular estimul6 la secrecion de cortisol por
parte de las células ovéaricas (Amweg y col., 2011). Estos resultados permiten reforzar la
hipétesis que postula al ovario como una fuente extra-adrenal de glucocorticoides, mediante la
estimulacion de los receptores que son especificos para la ACTH (MC2R), presentes en la
teca de los foliculos antrales; y a la ACTH un metabolito necesario y fundamental en las
alteraciones de las vias de sintesis de esteroides gonadales, implicadas en la patogenia de las
enfermedades reproductivas.

En el modelo experimental que utilizamos, describimos que la concentracién de P4
disminuy6 en los foliculos preovulatorios de animales tratados con ACTH en relacién a los
controles. Por otra parte se detecté un incremento en la concentracion sérica de esta hormona,
la cual alcanzé niveles subluteales al momento de la ovariectomia. Dobson y col. (2000) y
Ribadu y col. (2000) describen valores similares de P4 sérica en vaquillonas tratadas con
ACTH exOgena durante el proestro. Estudios previos demostraron que, en respuesta a
tratamientos con ACTH, en vacas ovariectomizadas, aumentan las concentraciones séricas de
P4 circulante (Hein y Aldrich, 1992; Yoshida y Nakao 2005). Esto también fue observado en
vacas secas al ser tratadas con ACTH durante la fase folicular del ciclo estral (Alam y col.,
1986). Inyecciones de ACTH durante el estro en cabras, generaron valores subluteales de P4
sérica hacia el dia 21 del ciclo estral (Sato y col., 2011). Tambien ha sido documentado en

modelos experimentales en cerdas tratadas con ACTH durante el proestro, patrones similares
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con niveles subluteales de P4 circulante, (Lang y col., 2004; Einarsson y col., 2007; Brandt y
col., 2009).

Existe una fuerte asociacion entre las concentraciones séricas subluteales de P4 y la
persistencia de foliculos preovulatorios, lo que podria contribuir a una insensibilidad
hipotaldmica a los E2 y la consiguiente falla en la ovulacién (Silvia y col., 2002; Hatler y col.,
2003; Diaz y col., 2015). Como es sabido, la P4 actia a nivel de los receptores de hormonas
esteroideas existentes en las células ovéricas (Curry y Smith, 2006). En vacas con ciclos
estrales normales, las bajas concentraciones de P4 después de la lutedlisis natural promueven
el desarrollo de foliculos dominantes, y las ondas foliculares adicionales son inhibidas (Sirois
y Fortune, 1990). Hamilton y col. (1995) observaron que aquellas vacas que por alguna razén
mantienen concentraciones de P4 con niveles cercanos a los de la fase lutea del ciclo estral,
tienen ondas adicionales de crecimiento folicular, probablemente relacionado al hecho de que
dichas concentraciones de P4 podrian inhibir la liberacion de GnRH desde la hipdfisis,
modificando los niveles de FSH y aumentando la frecuencia de los pulsos de LH, pero no su
amplitud (Sirois y Fortune, 1990, Kawate y col., 1996). En las células de la teca, los
progestagenos, pregnenolona o progesterona, son los precursores para la sintesis de
androstenediona. La unién de LH a sus receptores en las células de la teca estimula la
actividad de la enzima CYP17A1, la cual convierte los progestigenos en andrégenos (Bao y
col., 1997). La alta vascularizaciéon presente en la teca interna de los foliculos antrales,
permite una constante exposicion a niveles elevados de colesterol-LDL sanguineo por parte
de las células de la teca interna que de este modo tienen disponible el sustrato para la sintesis
de progestdgenos y andrégenos en todas las etapas del desarrollo folicular. Posteriormente los
andrégenos se metabolizan a estrogenos en las células de la granulosa por la CYP19A1 en
foliculos preovulatorios (Fortune y Quirk, 1988; Bao y Garverick, 1998). En la via
esteroidogénica de la corteza adrenal, la CYP17A1l es una enzima reguladora crucial. Su
estimulacion mediante ACTH en cultivos de células adrenocorticales bovinas provoca un
aumento en la concentracién de esta enzima. Las alteraciones en los niveles de CYP17A1
resultan en cambios pronunciados del patron de produccion de esteroides derivados de dicha
enzima, como pueden ser el cortisol o la 17a-hidroxi-progesterona (Zuber y col., 1986). Por
ello es que se podria hipotetizar que el tratamiento con ACTH durante el proestro bovino,
podria participar en el incremento de los niveles séricos de P4. Los niveles bajos en el liquido
folicular refuerzan la teoria del origen extraovérico de la P4, probablemente debido a la

produccion aumentada en la corteza adrenal.
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En otros estudios, la administracién de manera continua de dosis bajas de P4 llev6 a
concentraciones subluteales de esta hormona en sangre, que fueron efectivas para suprimir la
aparicion del pico preovulatorio de LH y por ende la ovulacién en vacas lecheras (Kindahl y
col., 1979; Roche y Ireland, 1981; Kesner y col., 1982; Lee y col., 1988; Lucy y col., 1990;
Sirois y Fortune, 1990; Adams y col., 1992; Savio y col., 1993; Stock y Fortune, 1993; Noble
y col., 2000; Hatler y col., 2008; Diaz y col.; 2015).

Los animales con COD usualmente presentan alteraciones en la expresion del receptor
de P4, que sumado a los niveles subluteales de P4, puede inducir cambios en los mecanismos
de proliferacién/apoptosis en las células foliculares (Salvetti y col., 2010). Recientemente
hemos descripto similitudes en el desbalance entre la relacién proliferacién/apoptosis entre
COD esponténea y foliculos con mas de 10 dias de persistencia en el ovario, donde se observo
un incremento en los mecanismos de supervivencia de las células foliculares y una
disminucién en la proliferacion celular. Estos cambios podrian deberse a los cambios
hormonales endocrinos y paracrinos que se describe para COD y para los foliculos
persistentes, en los estadios tardios de los mismas (Belotti y col., 2017).

No se encontraron diferencias en la concentracion de E2 entre los dos grupos
experimentales, tanto en liquido folicular de los foliculos preovulatorios como en suero. Hein
y Allrich (1992) determinaron que en bovinos, la administraciéon de ACTH en el comienzo del
estro no modificé los valores de E2 sérico, sin embargo, detectaron un aumento en su
concentracion hacia el final del estro, tanto en animales controles, como en tratados. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en este trabajo, donde se detecté una mayor
concentracion de E2 en el dia 18 del ensayo (momento previo a la ovulacion), en ambos
grupos. Estos resultados son similares a los encontrados en cerdas inyectadas con ACTH
durante el estro por Lang y col. (2004). La concentracion de E2 en el proestro en los animales
del ensayo fue consistente con los hallazgos de otros estudios de nuestro grupo en modelos de
induccién de quistes mediante ACTH y de persistencia de foliculos mediante P4, durante el
proestro y estro (Amweg y col., 2013; Diaz y col., 2015).

La concentracién de testosterona sérica mostré una disminucién en el grupo de
animales tratados con ACTH en relacién al grupo control, sin diferencias en el liquido
folicular entre grupos. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Biran y col. (2015)
quienes midieron los valores de androestendiona (precursor de la testosterona). Sin embargo,
estos autores solo realizaron mediciones en liquido folicular, sin reportar datos sobre las

concentraciones séricas. Ha sido previamente descripto que la testosterona se encuentra
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aumentada en los foliculos persistentes en sus estadios mds tardios (mds de 10 dias de
persistencia en el ovario) y quistes de animales con COD, probablemente debido a los
cambios morfofuncionales que ocurren en las células de la teca y la granulosa de dichas
estructuras foliculares, pero al analizar los datos de esos estudios al momento esperado de la
ovulacién (a excepcion de COD, donde no se puede obtener este dato), tanto la testosterona
como los estrégenos séricos no presentaban diferencias entre grupos (Dobson y Smith, 1995;

Amweg y col., 2013; Diaz y col., 2015).

5.2. MMP2 y MMP9 en el Modelo Experimental de induccion de estrés mediante ACTH
y COD.

El crecimiento dindmico y extenso del foliculo dominante o preovulatorio, y la
posterior liberaciéon del ovocito, ocurren luego de una remodelacién concomitante de la
membrana basal de las células de la granulosa (Bjersing y col., 1974; Espey y col., 1994) y la
fragmentacion de la MEC que rodea el foliculo (Morales y col., 1983; Curry y col., 2001). En
el ovario, se ha postulado que MMPs y TIMPs desempenan un papel critico en los cambios
que se producen en la MEC durante el desarrollo folicular (Garcia y col., 1997; McCaffery y
col., 2000) tanto en condiciones fisiologicas como patoldgicas (Vu y Werb, 2000; Coussens y
col., 2002; Curry y Osteen, 2003; Stilley y Sharpe-Timms, 2012). Es por esto que una
alteracion de los mecanismos involucrados en la reparacion/degradacion de la MEC por parte
del sistema MMP/TIMP podria derivar en la dificultad de los foliculos para la liberacion del
ovocito y como consecuencia ser parte de la etiopatogenia de la COD en bovinos. En el
presente trabajo se evalud la expresion y localizacién de diferentes MMPs y TIMPs, como asi
también los niveles de expresion de ARNm y actividad gelatinolitica de MMP2 y MMPO9, en
el modelo experimental de induccién de estrés mediante administracion de ACTH y en
animales con COD espontanea, con el fin de comprender su participacion en la enfermedad
ovdrica.

Hemos descripto variaciones en la expresion génica y proteica, asi como en la
actividad enzimadtica de las gelatinasas, entre los diferentes grupos estudiados, permitiendo
relacionar estas alteraciones con los cambios que se producen en el ovario. Numerosos
trabajos han enfocado sus estudios en la expresion y comportamiento de las MMPs y TIMPs
en los foliculos dominantes, cuerpos liteos y/o en quistes, de diferentes especies (Curry y

col., 2001; Curry and Osteen, 2001; Imai y col., 2002; Khandoker y col., 2002; Curry and
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Osteen 2003; Li y col., 2004; Mutlag y col. 2014; Li y Shen 2015). Sin embargo, esta tesis es
la primera ocasidon en que se evalian estas metaloproteinasas e inhibidores a lo largo de la
foliculogénesis, en el ovario bovino.

MMP2 y MMP?9 son las gelatinasas que estan involucradas en la ruptura del coldgeno
tipo IV (el mayor consituyente de las membranas basales). Se cree que en el ovario de los
mamiferos, los mayores productores de MMPs y TIMPs son las células de la granulosa y de la
teca (Smith y col., 1994; Zhao y Luck, 1996). En el presente estudio pudimos localizar la
MMP?2 en el citosol de las células de la granulosa y teca interna de los foliculos ovéricos.
Ademads pudo detectarse marcacién en algunos nucleos de células de ambas poblaciones
celulares. Estos hallazgos coinciden con reportes previos que han demostrado la presencia de
estas proteasas en células de la granulosa y de la teca de foliculos ovéricos de ratas (Curry y
col., 2001) y en los nucleos de células endoteliales y neuronales de humanos (Sinha y col.,
2014). En este sentido, si bien no han sido completamente dilucidados cudles son los
sustratos, la funcién y los mecanismos de regulacion de MMP2 en el nicleo, existe suficiente
evidencia sobre la expresion de esta metaloproteasa en dicho compartimento y la posibilidad
de que sea activa (Sinha y col., 2014). En este trabajo s6lo hemos evaluado la expresion de
MMP?2 en el citosol y su actividad en liquido folicular, ya que son sus funciones en relacién a

la remodelacién de la matriz extracelular las de interés a los objetivos de la presente tesis.

Es conocido que las células de la granulosa y teca interna de los bovinos producen
MMPs con actividad gelatinolitica in vitro (Smith y col., 2005; Portela y col., 2009). La
expresion génica de ARNm para MMP2 en cultivos de pared de foliculos antrales grandes de
ovarios bovinos, realizado durante esta tesis, no mostro diferencias entre los cultivos sin
estimulacion y los estimulados con ACTH. Como se ha demostrado previamente, las células
de la pared folicular de los bovinos tienen capacidad de secretar hormonas esteroideas, como
el cortisol (Amweg y col., 2011), y también P4, E2 y testosterona, al ser estimuladas mediante
ACTH en ensayos in vitro (Amweg y col., 2013). Smith y col. (2005), comprobaron que en
respuesta a LH, los cultivos de células de pared folicular de bovinos, presentan mayor
expresion génica para MMP2 y actividad gelatinolitica aumentada. En el modelo
experimental utilizado pudo determinarse una mayor expresion proteica de MMP2 en las
células de la granulosa y teca interna de los foliculos antrales del grupo tratado con ACTH,
sin diferencias entre grupos para la categoria de foliculos preovulatorios y sin diferencias para
la MMP9. Adicionalmente, se encontré una mayor actividad de MMP2 en el LF de foliculos

preovulatorios en los animales expuestos a ACTH en relaciéon al grupo control, no
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detectindose en cambio actividad de MMP9 en ninguno de los grupos. La actividad gelatinasa
de MMP?2 ha sido detectada previamente en cultivos de células de la teca y de la granulosa de
bovinos (Smith y col., 2005). Trabajos previos también han puesto de manifiesto que la
actividad de MMP2 aumenta en el LF de foliculos preovulatorios de vacas cuando estas
estructuras alcanzan el maximo tamafio antes de la ovulacion (Imai y col., 2003). Lo mismo
fue reportado en ovejas, donde la actividad gelatinolitica de MMP2 se vio aumentada en LF
de foliculos preovulatorios en momentos previos a la ovulacién (Gottsch y col., 2000;
Driancourt y col.,, 1999; Curry y Osteen, 2003). Ha sido descripto que los niveles
intrafoliculares de MMP2 y MMP9 aumentan durante la atresia en ovejas (Huet y col., 1998).
Un alto grado de atresia folicular usualmente se acompafia de altos niveles de MMP2 y 9 en
células ovaricas de mujeres (Shalev y col., 2001; Ben-Shlomo y col., 2003). Khandoker y col.
(2001) demostraron que los foliculos atrésicos bovinos contienen una elevada actividad de
MMP2 y MMPO en el LF. Imai y col. (2003), ponen en hipdtesis la participacion de MMP2 y
MMPO en la génesis y progresion de la atresia y degeneracion folicular.

Numerosos autores han demostrado la expresion génica y proteica de MMP9 en el
ovario de diversas especies incluyendo humanos (Lind y col., 2006), ratones (Inderdeo y col.,
1996), cobayos (Li y Shen., 2015), ratas (Cooke y col., 1999), cabras (Garcia y col., 1997),
ovejas (Murdoch y col., 1986) y vacas (Zaho y Luck, 1996; Smith y col., 2005; Portela y col.,
2009). En la presente tesis, la expresion génica de los cultivos de pared folicular estimulada
con ACTH no fue factible de ser evaluada, posiblemente debido a la categoria folicular
utilizada, ya que otros autores describen expresion de ARNm para MMP9 en foliculos
antrales de 2 a 5 mm de didmetro (Portela y col., 2009) y en foliculos atrésicos de 2 a 6 mm
(Khandoker y col., 2001) en bovinos, y en el desarrollo de CL inmediatamente después de la
ovulacién (Kliem y col., 2007). Por otro lado, es importante destacar que es posible que el
tiempo transcurrido luego del estimulo con ACTH fuera insuficiente, impidiendo cuantificar
cambios en la expresion génica de las gelatinasas.

La sintesis de MMPs es regulada primariamente a nivel trasncripcional, por
numerosos factores estimulantes y supresores, a través de multiples vias de sefializacion.
Ademais del estrés celular, los cambios en la forma y en las proteasas propiamente dichas,
existen multiples factores reguladores de dicha sintesis, que incluyen: ésteres de forbol,
senales derivadas de integrinas, citoquinas y factores de crecimiento como las interleuqinas,
interferén, EGF, VEGF, TNFa, TGFB y un inductor extracelular de las MMPs (Goldman y

Shalev 2004). La regulacion postranscripcional también fue documentada (Sternlicht y Werb,
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2001; Goldman y Shalev 2004). Las citoquinas, los factores de crecimiento y hormonas
pueden modular la estabilidad de los transcriptos de ARNm (Sternlicht y Werb, 2001;
Goldman y Shalev 2004). En ratas, la expresion de ARNm de MMP2 es estimulada por LH,
mientras que la expresion de MMP9 no se modifica a lo largo del periodo periovulatorio
(Curry y col., 2000). Parecen existir ciertas diferencias entre roedores, ya que en el ovario de
raton, para la MMP9 el incremento de ARNm es estimulado por LH, mientras que MMP2 no
se modifica (Hugglund y col., 1999; Robker y col., 2000b).

La delecion del gen para MMP9 en ratas y ratones demostrd que esta enzima no tiene
un rol esencial en la ovulacidn en estas especies, indicando que la ausencia de efecto se puede
explicar por la redundancia en el sistema de las MMPs, pudiendo las otras enzimas
involucradas compensar la falta de MMP9 (Brénnstrom y col., 2010). Rispoli y col (2013)
determinaron que la exposicion de células del cimulo ovigero y de ovocitos bovinos a estrés
caldrico in vitro, provocé una disminucién en la expresiéon y actividad de MMP9 (Rispoli y
col., 2013).

En los animales evaluados en el modelo experimental de induccién de estrés mediante
ACTH no se encontraron diferencias en la expresion proteica de MMP9 entre los foliculos de
diferentes categorias de ambos grupos (controles y tratados). Cabe destacar que la mayor
informacién sobre actividad y expresion de MMP9 en otras especies estd descripta en la
formacién del cuerpo ldteo temprano, post-ovulacion, en peces (Thome y col, 2010), ratas
(Curry y col., 2001; Nothnick y col., 1996), cerdos (Ribeiro y col., 2006), vacas (Goldberg y
col., 1996; Imai y col., 2003), caballos (Riley y col., 2001), monos (Chaffin y Stouffer., 1991)
y humanos (Duncan y col., 1998; Oksjoki y col., 2004). No se pudo determinar la actividad de
MMP?9 en el liquido folicular de los animales tratados con ACTH, lo que puede deberse a que
la mayor actividad enzimdtica para esta gelatinasa en bovinos se ha detectado en LF de
foliculos antrales pequefios o de foliculos quisticos (Imai col., 2003), asi como también en LF
de foliculos atrésicos de bovinos (Khandoker y col., 2001; Portela y col., 2009), de ovinos
(Huet y col., 1998), de cobayos (Li y Shen, 2015), de pollos (Zhu y col., 2014), de primates y
de roedores (Curry y Osteen, 2003).

El cortisol suprime la expresion y actividad de gelatinasa de MMP9 secretada por un
estimulo de IL-la, en células de la superficie del ovario de humanos, cultivadas in vitro,
mediante su unioén al receptor de glucocorticoides (Rae y col., 2009). La IL-1 aumenta el
potencial de generacion local de cortisol a través de la regulacién de 118HSD1 en células de

la superficie del ovario de mujeres (Yong y col., 2002) lo que sugiere un mecanismo para
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localizar y limitar el dafio proteolitico a la superficie ovérica durante la ovulacién (Rae y col.,
2009). Como hemos mencionado, en nuestro grupo de estudio, recientemente se determind la
presencia de receptores de glucocorticoides en las células de pared folicular de bovinos, asi
como la hipétesis de que el ovario podria producir cortisol de novo (Amweg y col, 2013; 2016
y 2017). Estos resultados nos permiten suponer que los elevados niveles de cortisol
encontrados principalmente en el LF de los animales tratados con ACTH, podrian alterar el
mecanismo de expresion y de activacion de MMPO en el periodo preovulatorio.

En cuanto a la expresion génica de MMP2, Mutlag y col. (2015) reportaron que los
niveles de ARNm son menores en vacas infértiles con quistes en comparacién con vacas
fértiles, sugiriendo que la expresion génica anormal podria ser un importante marcador de
quistes foliculares ovéricos en vacas lecheras (Mutlag y col., 2015). Estos resultados
coinciden con los hallazgos del presente estudio en donde se determind que la expresion
relativa de ARNm de MMP?2 fue significativamente menor en los foliculos quisticos que en
los foliculos antrales de animales controles.

En cuanto al andlisis de estas gelatinasas en quistes ovdricos, Mutlag y col. (2015)
evaluaron la expresion proteica de MMP2 en muestras de ovarios de vacas obtenidas de
frigorifico y encontraron una intensa inmunomarcacién de MMP2 en células de la granulosa y
teca interna de foliculos antrales. Por otro lado, observaron una inmunomarcacion débil de
dicha proteina en foliculos ovdricos provenientes de vacas infértiles que presentaban quistes.
En contraposicion con sus hallazgos, en este trabajo encontramos que la inmunomarcacion de
MMP?2 fue similar entre foliculos antrales de vacas controles y quistes foliculares de vacas
con COD espontédnea, tanto en células de la granulosa como de la teca. Estas discrepancias
pueden ser debidas a diferencias metodoldgicas en la cuantificacién de la inmunomarcacion.

Hemos detectado un aumento significativo de la actividad de MMP2 en LF de
foliculos quisticos en relacion a la detectada en foliculos preovulatorios de animales controles.
Muchos autores han sugerido un papel importante de las MMPs en el crecimiento y desarrollo
de los foliculos de la especie bovina. En efecto, la actividad gelatinasa detectada en LF para la
pro-MMP2 y MMP?2 ha sido propuesta como posible marcador de foliculos saludables, atn en
procesos de atresia y regresion normal (Curry y Osteen, 2003; Imai y col., 2003).

Los niveles proteicos de MMP9 en animales con COD fueron evaluados en células de
la granulosa y teca de foliculos antrales controles y quisticos, y no se hallaron diferencias
significativas en ninguna de las poblaciones celulares estudiadas. Como se menciond

anteriormente, respecto a la actividad de MMP9 en LF de bovinos, algunos autores han
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reportado su actividad y expresiéon s6lo en foliculos en crecimiento. En LF de estructuras
quisticas de didmetro mayor a 25 mm la actividad de MMP9 estuvo significativamente
aumentada en relacion a foliculos de menor tamafio, sugiriendo un rol de esta metaloproteasa
en la formacion de los quistes (Imai y col., 2003). Recientemente, Ranjbaran y col., (2016)
demostraron que la actividad de MMP9 en LF de mujeres con sindrome de ovario poliquistico
(PCOS, de las siglas en inglés Policystic ovary sindrome) fue mayor en comparacién a lo
hallado en mujeres sanas, lo que refuerza la teoria anterior. Asimismo, encontramos una
notable actividad gelatinolitica en LF de quistes, lo que sugiere un posible rol en el
mantenimiento de la estructura anovulatoria. Dicho incremento de la actividad enzimadtica de
MMP9 incluso podria deberse a la baja concentracién de los inhibidores disponibles en LF
para regularla. Otros estudios realizados en bovinos han demostrado que las actividades
enziméticas de MMP2 y MMPO y los niveles de ARNm son significativamente superiores en
foliculos atrésicos en relacion a aquellos encontrados en foliculos en desarrollo (Khandoker y
col., 2001). Células de la granulosa de bovinos cultivadas bajo la influencia de FSH o IGFI,
como estimulantes del desarrollo folicular, mostraron menores niveles de expresion de
MMPY, por lo que los autores postularon que su participaciéon no seria relevante en el
desarrollo folicular normal (Portela y col., 2009). Estos hallazgos, junto con nuestros
resultados destacan una posible asociacién entre las condiciones de desarrollo anormal de los
foliculos quisticos y el aumento de la actividad gelatinasa de las MMPs en vacas con COD.
Sin embargo, varios factores intra y extraovdricos, ademds de las MMPs y TIMPs, juegan un
rol importante en la regulaciéon de la foliculogénesis, por lo que el rol preciso de MMP2 y

MMP9 en el desarrollo de quistes foliculares requiere mayores verificaciones.

5.3. MMP14 y TIMPs en el Modelo Experimental de induccion de estrés mediante
ACTH y COD.

Las gelatinasas que resisten a la activaciéon por proteinas séricas (MMP2, por
ejemplo), son activadas por un mecanismo que envuelve a inhibidores tisulares (TIMP2) y
una proteina de transmembrana (MT-MMP), la MMP14, quien hace las veces de reguladora
(Stronging y col., 1995). La expresion de ARNm de MMP14 se describi6 en células de la teca
y estroma adyacente de bovinos, y posteriormente a un estimulo con hCG en granulosa
(Bakke y col., 2002). En tumores de humanos, se ha descripto que la union de MMP2 y

MMP14 desencadena mecanismos para la neovascularizacion (Nagase y Woessner., 1999).

110 | Belotti E.M.



5. Discusion

En ratas y ratones su expresion también se localizé en ambas capas de la pared folicular, pero
con una disminucién en las células de la granulosa y un aumento en células de la teca,
posteriormente a inyecciones de hCG (Liu y col., 1998; Hagglund y col., 1999). Esta proteina
de transmembrana se expreso en todas las categorias de foliculos estudiados, sin embargo no
se observaron diferencias entre las células foliculares del grupo control y las del grupo tratado
con ACTH. La expresion proteica de MMP14 fue descripta en foliculos preovulatorios de
bovinos (Liu y col., 1998; Bakke y col, 2002), y en otras especies, como ratas, ratones,
humanos y monos (Puttabyatappa y col., 2014). TIMP2 tiene la capacidad de unirse a MMP2
para inhibir su actividad gelatinolitica (Goldber y col., 1989; Olson y col., 1997; Zhang y col.,
2003). Paraddjicamente, una de las maneras de activar a MMP2 es a través de la unién de un
dominio C-terminal de TIMP2 que se une a la pro-MMP2, formando un complejo no-
inhibitorio “pro-MMP2:TIMP2”, Este complejo es reconocido y ligado por el dominio
extracelular de MMP14. Este triple complejo se ubica en la superficie celular, actuando de
esta manera para regular o activar MMP2 (Strongin y col., 1995; Zhang y col., 2003). Se ha
demostrado que la actividad de TIMP2 aumenta en respuesta a la oleada de gonadotrofinas,
apoyando la hipétesis de que su expresion puede ayudar a regular la reestructuracion de la
MEC en el ovario, la ruptura del foliculo y la transicién a cuerpo liteo y su funcién (Goldman
y Shalev, 2004). En los animales tratados con ACTH, la expresion proteica de TIMP2 fue
similar con la del grupo control, y para ambos grupos la mayor expresién de este inhibidor se
observé en los foliculos preovulatorios. TIMP2 es una proteina que regula la actividad de
MMP?2 a través de la formacién de un complejo con la proMMP2 permitiendo su unién a
MMP14, clivando el propéptido y activando la enzima. Es por esto que una disminucién o
exceso de TIMP2 implicaria un desbalance en dicho sistema, imposibilitando la activacién de
MMP2 (Curry y Osteen, 2003). Este proceso ocurre porque los niveles bajos de TIMP2
aumentan la formacién del complejo trimolecular (es decir, MMP14 /TIMP2 / pro-MMP2)
que resulta en la activacion de MMP2, mientras que altas concentraciones de TIMP2 se unen
a todos los MMP14, de modo que no haya MMP14 libre disponible para activar MMP2
(Strongin y col., 1995). Si bien en la presente tesis no encontramos variaciones en la
expresion de MMP14 o TIMP2 entre grupos, si pudo detectarse una mayor expresion de
MMP2 en la granulosa de los foliculos antrales y en la teca de los foliculos antrales y
atrésicos de los animales tratados con ACTH. Es probable que a niveles similares de TIMP2 y
MMP14, una mayor expresion de pro-MMP2 explique en parte la mayor actividad observada

en el LF de los animales del grupo ACTH.
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En cuanto a la expresion proteica de TIMP1, los trabajos de Peng y col. (2015) en
cabras revelaron una mayor inmunomarcacién del inhibidor en células de la teca y de la
granulosa de foliculos antrales grandes y cuerpos liteos. En nuestro modelo experimental no
vimos diferencias entre los grupos estudiados ni entre las categorias foliculares evaluadas.
Después del pico preovulatorio de gonadotrofinas en ovejas, la expresion del ARNm que
codifica para TIMP1 (Smith y col., 1994) aumenta aproximadamente diez veces y la
inmunomarcacién de TIMP1 es localizada principalmente en las células de la granulosa de los
foliculos preovulatorios (MclIntush y col., 1996). Los niveles de TIMP1 aumentaron en
mujeres sometidas a técnicas de reproduccién asistida en comparacién con mujeres sin
estimulo hormonal, mientras que TIMP2 no se modificé y no hubo relacién entre los 