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INTRODUCCION

Las ondas de crecimiento y regresion de los foliculos ovaricos bovinos se producen
sucesivamente en un ambiente rico en progesterona (P4). Si estas concentraciones
son mantenidas experimentalmente, el ciclo estral puede extenderse en ondas
regulares de crecimiento folicular y atresia continua. En este sentido, los tratamientos
con P4 inducen la prolongacién del desarrollo del foliculo dominante (Sirois y Fortune,
1990). Esto resulta en la generacién de un estado de persistencia folicular que
conduce a una maduracion prematura del ovocito, reduccion de la fertilidad y una alta
incidencia de pérdidas embrionarias tempranas. Ademas, la persistencia folicular es
uno de los mdltiples factores que intervienen en la etiopatogenia de la Enfermedad
Quistica Ovérica (EQO). Asi, las concentraciones intermedias de P4 inducen un
incremento en la frecuencia pulsétii de hormona luteinizante, inhibiendo el pico
preovulatorio de esta hormona y asi la ovulacion, estimulando la persistencia y
desarrollo de los foliculos dominantes con incremento en los estrogenos periféricos y
consecuente formacién de quistes (Bridges y Fortune, 2003; Diaz, et al., 2015).

En la actualidad se reconoce la importancia de los factores locales producidos a nivel
ovarico como actores fundamentales en los mecanismos que controlan el
reclutamiento de foliculos primordiales, proliferacion de células de la granulosa y de la
teca, maduracién del ovocito, esteroideogénesis y ovulacion. Dentro de estos factores
se encuentra la BMP-6 (del inglés: Bone Morphogenetic Protein: proteina morfogénica
del hueso), un miembro de la superfamilia del Transforming Growth Factor B (TGF-B).
La BMP-6 derivada de las células de la granulosa cumplen un rol autocrino/paracrino
en la promocion de la proliferacién de las células de la granulosa y en la modulacién
de la funcion folicular dependiente de FSH (Otsuka, 2010). En el ovario bovino esta
proteina asi como su ARNm estan presentes en el ovocito, células de la granulosa y
células de la teca de todas las categorias foliculares (Glister et al., 2010). BMP-6
regula la activacion de los foliculos primordiales y su viabilidad, controla el crecimiento
de los foliculos preantrales y la maduracion de los foliculos antrales (Shimasaki et al.,
2004).

OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto es que nos planteamos estudiar
mediante inmunohistoquimica (IHQ) la evolucion de la expresion de BMP-6 en las
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distintas poblaciones foliculares ovéaricas en un modelo de persistencia folicular
inducida con P4 a largo plazo.

METODOLOGIA
Grupos experimentales

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron 15 vacas raza Holando Argentino, puras
por cruza, multiparas, con ciclos estrales normales. Las cuales fueron mantenidas en
instalaciones aptas para el desarrollo de protocolos experimentales y alimentadas con
alimento balanceado comercial, heno de alfalfa y agua ad libitum.

Los animales fueron aleatoriamente asignados en tres grupos, P5, P10 y P15
(n=5/grupo), los cuales permanecieron en el estudio hasta los 5, 10 y 15 dias de
persistencia folicular, respectivamente.

Tratamiento

Los ciclos estrales de todos los animales fueron sincronizados utilizando el protocolo
G6G-ovsynch con modificaciones, que consistid en la administracion de 150 ug de un
analogo sintético de PGF2a seguida de una segunda dosis de PGF2a a las 12 horas
para asegurar una completa luteolisis. Pasados dos dias se administraron 20 ug de un
analogo sintético de GnRH y seis dias después, correspondiéndose con el comienzo
del ovsynch, se administré una segunda dosis de esta hormona. Siete dias después,
se inyectaron dos dosis de PGF2a separadas por 12h, dando fin al protocolo de
sincronizacion. Los grupos P5, P10 y P15 fueron mantenidos con niveles subluteales
de P4 hasta los 5, 10 y 15 dias después del momento esperado de ovulacion,
respectivamente. Para ello se utilizaron dispositivos intravaginales con 750 mg de P4
colocados un dia después de la ultima PGF2a. Los dispositivos fueron mantenidos por
8 dias momento en el cual fueron reemplazados por nuevos. Para evitar cambios
bruscos en las concentraciones de P4, los nuevos dispositivos fueron introducidos un
dia antes de removido el dispositivo usado. Para realizar un correcto diagnéstico de la
persistencia folicular y evaluar la respuesta al tratamiento, se realizaron examenes
diarios mediante tacto rectal y ultrasonografia utilizando un ecégrafo portatil Honda
HS101V acoplado a un transductor lineal transrectal de 5 MHz.

Muestras

Las muestras de ovarios completos fueron obtenidas mediante la técnica quirargica de
ovariectomia bilateral por flanco izquierdo. La cual se realizé a los 5, 10 y 15 dias de
persistencia en los grupos P5, P10 y P15, respectivamente. Luego, los ovarios enteros
fueron fijados en formaldehido bufferado (4%) durante 8-12 hs a temperatura ambiente
y se procesaron siguiendo protocolos de rutina para su inclusion en parafina. Sobre
cortes histolégicos de los ovarios obtenidos en las cirugias se realizé la técnica de IHQ
indirecta. Seguidamente, se procedi6 al analisis digital de imagenes de los cortes
histologicos usando el programa informatico Image Pro-Plus 3.0.1 (Media Cybernetics,
USA) (Diaz et al., 2015).

Analisis estadistico

Los diferentes parametros cuantificados fueron evaluados con el programa SPSS
11.0.1 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), utilizando un analisis de varianza
factorial, modelo lineal general (MLG), univariante para evaluar el efecto que tuvo el



tiempo y la categoria folicular, asi como su interaccion, sobre la expresion de BMP-6
en células de la granulosa de los tres grupos experimentales.

RESULTADOS

Se hall6 un efecto positivo de la categoria folicular (p<0,05) sobre la expresion de
BMP-6, siendo ésta mayor en las categorias de foliculos primarios y preantrales
pequefios en relacion a los foliculos persistentes, antrales y atrésicos (p<0,05).
Sumado a esto, se encontrd un efecto positivo del tiempo sobre la expresion de BMP-
6, siendo significativamente mayor a los 15 dias de persistencia (p<0,05). Ademas, no
se encontré una interaccion entre categoria folicular y tiempo (p=0,487) sobre la
expresion de BMP-6 en células de la granulosa a partir de los 5 dias de persistencia
(Figura 1)
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Figura 1: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de
BMP-6 en células de la granulosa a los 5, 10 y 15 dias de persistencia folicular. C: efecto
de la categoria folicular, T: efecto del tiempo de persistencia, C*T: interaccién entre
categoria folicular y tiempo de persistencia. Diferentes letras indican diferencias
significativas entre las distintas categorias foliculares (p<0,05). Los valores representan la
media.

CONCLUSIONES

Los resultados aqui obtenidos demuestran que existe una modificacion en los niveles
de expresion de BMP-6 durante el desarrollo de la persistencia folicular inducida,
evidenciandose un efecto positivo tanto de la categoria folicular como del tiempo de
persistencia. En este sentido, la mayor expresibon de BMP-6 se observé en los
primeros estadios de desarrollo folicular (foliculos primarios y preantrales pequefios) y
hacia el final del periodo de persistencia. Considerando que BMP-6 cumple un rol
importante durante la dindmica folicular estimulando la proliferacion de las células de
la granulosa y modulando la funcion folicular dependiente de FSH, podemos inferir que
las modificaciones en sus niveles de expresioén pueden ser eslabones fundamentales
en el proceso de formacion de los foliculos persistentes y patologias asociadas a ellos
como desequilibrios enddcrinos, pérdidas embrionarias y EQO.
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