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RESUMEN

La enfermedad quistica ovarica (cystic ovarian disease: COD) es uno de los
trastornos reproductivos mas comunes en vacas lecheras y afecta entre el 6 y el 19% de
las hembras en produccion. El impacto econdmico de esta enfermedad estd en directa
relacion con el intervalo parto concepcidon y los costos asociados. El objetivo de la
presente tesis fue validar un modelo experimental de COD en bovinos e identificar las
posibles alteraciones presentes en los ovarios de estos animales relacionadas con el
balance apoptosis/proliferacion celular y la expresion de receptores hormonales
esteroides. Se utilizaron bovinos de la raza Holando Argentino puros por cruza a los
cuales se les realizé sincronizacion del ciclo estral y luego se los traté con ACTH
sintética cada 12 horas durante 7 dias. Se realizd el seguimiento de los animales
mediante ultrasonografia y tacto rectal hasta encontrar estructuras ovaricas compatibles
con quistes foliculares. Se recolecté sangre para la determinacién de los valores de
hormonas esteroideas y gonadotroficas. Posteriormente se realiz6 la extraccion de los
ovarios mediante ovariectomia. Las muestras obtenidas fueron procesadas de acuerdo a
las distintas técnicas para estudiar el balance proliferacion/apoptosis mediante
inmunohistoquimica (expresion de ki-67, caspasa-3, bcl-2 y bax) y RT-PCR (ciclinas
D1 y E; Bax y Bcl-2); y por medio de inmunohistoquimica e inmunoblot para estudiar
la expresion proteica de los receptores de estrogenos (o y B) y de progesterona. Ademas
se recolectaron muestras de ovarios compatibles con COD en playa de faena de los
frigorificos de la zona para poder realizar la comparacion entre lo que ocurre de manera
espontanea y el modelo experimental elegido. Mediante la ultrasonografia, tacto rectal y
analisis de las hormonas en suero pudo determinarse que la induccién de los quistes fue
exitosa. Los foliculos quisticos, tanto inducidos como espontaneos presentaron niveles
de proliferacion y de apoptosis disminuidos con respecto a los foliculos sanos de
diferentes categorias para las tres capas foliculares. Ademas, se hallaron diferencias en
la expresion proteica de receptores de estrogenos y de progesterona. Los receptores de
estrogenos presentaron una relacion alterada entre subtipos con respecto a los ovarios de
los animales normales, siendo mayor la expresion de REa en los foliculos terciarios de
ambos grupos y quistes inducidos. Todas las categorias foliculares de los ovarios de
animales con COD inducida presentaron niveles inferiores de REPB en relacion a la

misma categoria de los animales control excepto los quistes foliculares, los cuales
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presentaron niveles similares a los de los foliculos terciarios. Sin embargo los niveles de
este subtipo de receptor se mantuvieron similares a los de los foliculos terciarios de los
animales control. Se observaron diferencias en la expresion de las isoformas del RP, asi
como en su cuantificacion total por inmunohistoquimica. Los quistes mostraron
menores niveles de expresion de RP total. El RP-A2 se encontr6 aumentado en los
foliculos controles y se observo una tendencia a disminuir del RP-B en los quistes
espontaneos. Existieron diferencias en cuanto a lo encontrado en animales provenientes
de frigorifico. En estos se observo un aumento significativo de los niveles de REa y una

disminucién de RE en los quistes en relacion a las otras categorias estudiadas.

Los resultados obtenidos en esta tesis y su discusion con los aportes de otros
autores, nos permiten llegar a las siguientes conclusiones: 1- El balance
proliferacion/apoptosis se vio alterado en los ovarios de los animales afectados por la
enfermedad, encontrandose baja proliferacion en las capas celulares de los foliculos
terciarios y quisticos de esos animales; con un concomitante bajo indice de apoptosis.
Esto indicaria que si bien estos foliculos no siguen creciendo, tampoco estan destinados
a la atresia, por lo menos de manera temprana; 2- La expresion de RE mostro
diferencias entre los foliculos en crecimiento normales de los ovarios control con
respecto a los mismos en los ovarios de animales con COD. Esto indica cambios en la
relacion REo/REP en los ovarios de los animales con la enfermedad, y considerando
que ambos receptores tienen distinta afinidad por el 17-B-estradiol, mediando diferentes
respuestas, esta podria ser una de las causas de las alteraciones celulares observadas en
los ovarios de los animales con la enfermedad; 3- Se evidencia un cambio en la relacion
de las isoformas del RP expresadas en los animales tratados, probablemente asociado
con las alteraciones en la proliferacion y diferenciacion celular; 4- Las diferencias entre
lo observado en los foliculos quisticos obtenidos del modelo experimental y los
provenientes de frigorifico tal vez se deban a la alta heterogeneidad en estas tltimas y a
la falta de datos sobre el estado reproductivo del animal, tratamientos previos,
gestaciones, edad de los animales, etc. Estos hallazgos resaltan la importancia de
trabajar con modelos experimentales en donde pueden controlarse algunas cuestiones
tales como la edad de los animales, estado reproductivo y el tiempo de pesistencia de

los foliculos, entre otras cosas.
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SUMMARY

Cystic ovarian disease (COD) is one of the most common reproductive disorders
in dairy cows and affects 6-19% of cattle. The economic impact of this disease is
directly related to the conception-birth interval and, the associated costs, estimated that
each event of the disease adds between 22 and 64 days in this interval and the
approximate cost is estimated at approximately U$S 130 per cow distributed in
decreased milk production and veterinary costs. The objective of this thesis was to
validate an experimental model of COD in cattle and identify possible alterations in the
ovaries of these animals related with the cell apoptosis/ proliferation balance and steroid
hormone receptor expression. We used Argentine Holstein cattle breed which were
synchronized and treated with synthetic ACTH every 12 hours for 7 days. Animals were
followed by ultrasonography and rectal examination to find structures consistent with
ovarian follicular cysts. Blood was collected for determination of the seric levels of
steroid and gonadotropic hormones. Extraction of the ovaries was performed by
ovariectomy. The samples were processed according to different techniques to study the
proliferation / apoptosis balance by immunohistochemistry (expression of Ki-67,
caspase-3, bcl-2 and bax) and RT-PCR (cyclin D1 and E, Bax and Bcl -2), and by
immunohistochemistry and immunoblotting to study the protein expression of estrogen
receptors (oo and B) and progesterone receptors. Additionally samples from ovaries
consistent with COD were collected in slaughterhouse to allow a comparison between
spontaneously and the experimentally induced disease. By ultrasonography, rectal
examination and analysis of hormones in serum was found that the induction of the
cysts was successful. Cystic follicles, both induced and spontaneous, presented
decreased levels of proliferation and apoptosis compared to healthy follicles of different
categories in the three follicular layers. In addition, differences in the protein expression
of estrogen receptors and progesterone were observed. Estrogen receptors had a
disturbed relationship between subtypes with respect to the ovaries of normal animals
with an increased expression of REa in tertiary follicles of both groups and induced
cysts. All categories of follicles of animals with induced COD presented lower levels of
ERB compared to the same categories in control animals. However, the levels of this
receptor subtype were kept similar to those of tertiary follicles of control animals. There

were differences in the expression of PR isoforms, as well as total quantitated by
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immunohistochemistry. The cysts showed lower expression levels of total RP. The RP-
A2 was found increased in the control follicles and showed a declining trend in the PR-
B in spontaneous cysts. There were differences with regard to that found in animals
from slautherhouse, where a significant increase in levels and decreased REa in RE

cysts in relation to other categories studied was found.

The results in this thesis and its discussion with input from other authors, allow
us to draw the following conclusions: 1 - The proliferation / apoptosis balance was
altered in the ovaries of animals affected by the disease, they found lower proliferation
in the cell layers of tertiary follicles and cysts of these animals, with a concomitant low
rate of apoptosis. This suggests that although these follicles do not continue to grow,
they are not destined for atresia, at least so early; 2 - The expression of ER showed
differences between normal growing follicles in the ovaries of control over them in the
ovaries of animals with COD. This indicates changes in the relationship REa / REf in
the ovaries of animals with the disease, and considering that both receptors have
different affinity for the 17-B-estradiol, mediating different responses, this could be a
cause of abnormal cell observed in the ovaries of animals with the disease; 3 - It is
evidence a change in the ratio of PR isoforms expressed in the treated animals, probably
associated with alterations in cell proliferation and differentiation, 4 - Differences
between the observed cystic follicles in the experimental model obtained from
slaughterhouse and may be due to the high heterogeneity in them and the lack of data on
the animal's reproductive status, previous treatments, pregnancy, age of animals, etc.
These findings highlight the importance of working with experimental models in which
can be controlled some issues such as age of animals, reproductive state and time of

follicular persistence.
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1.1. Histofisiologia Ovarica

El ovario es considerado una gldndula mixta encargada de la produccion ciclica
de células sexuales fecundables (glandula exdcrina) y de la produccion de una
proporcion balanceada de hormonas esteroides (glandula enddcrina) que mantienen el
correcto funcionamiento del aparato reproductor, facilitan la migracion de las gametas
masculinas y del embridn incipiente asegurando su implantacion y desarrollo exitosos.
Esta glandula varia morfolégicamente entre especies, aunque basicamente esta
constituida por un parénquima en el cual se encuentra una corteza con foliculos en
distintos estadios de desarrollo, foliculos atrésicos, cuerpos luteos y glandulas
intersticiales (en algunas especies), y una médula en la cual se hallan principalmente
componentes estromales (tejido conjuntivo, vasos sanguineos, vasos linfaticos y
nervios). La ubicacion y presencia de estos componentes depende del estadio del ciclo y

ademas es propia de cada especie (Dellmann y Eurell, 1998).

El ovario de los mamiferos es, por lo tanto, un érgano heterogéneo en cuanto a la
poblacion celular presente en un momento dado, y también lo es en el tiempo, a lo largo
de la vida del individuo (Figura 1). En el ovario adulto, las gametas no son liberadas
continuamente, sino en forma recurrente a intervalos de tiempo que son especie-
especificos; por ejemplo, 4-5 dias en la rata, 28 dias en la mujer, 21 dias en la vaca, etc.
Las gametas femeninas en el ovario adulto, los ovocitos, se encuentran rodeados por
una o mas capas de células que cumplen multiples funciones, como proteccion,
nutricion y sostén, que crecen gradualmente en numero y forman eventualmente un
foliculo esférico lleno de liquido. Los foliculos se encuentran en la misma proporcion
que los ovocitos en el ovario adulto pero el tamafio es muy heterogéneo dependiendo

del momento del desarrollo en que se encuentren (Geneser, 2005).

Los mecanismos involucrados en el crecimiento de los foliculos en un momento
dado, actiian sobre un pequenio grupo de estos. De esta pequefia poblacion que comienza
a crecer, s6lo uno o unos pocos alcanzaran el tamafo méaximo especifico de la especie,
que permita la ruptura y liberacion de la gameta; el resto de los foliculos que iniciaron el
crecimiento se perderan por mecanismos que los conducen a la atresia (Hsu y Hsueh,

1994; Dellmann y Eurell, 1998).
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1.1.1. Desarrollo folicular

El foliculo ovarico cumple la funcion de proveer el sistema de soporte necesario
para que el ovocito alcance su maximo potencial y adquiera la capacidad para unirse a
una célula germinal masculina, y de este modo producir un embriéon capaz de
desarrollarse hasta llegar al nacimiento. Las células somadticas del foliculo participan de
varias maneras para cumplir esta funcion esencial para la reproduccion y la
supervivencia de las especies: proveen los requerimientos nutritivos necesarios para el
crecimiento del ovocito; controlan la maduracién celular de los ovocitos que se
encuentran en los foliculos destinados a ovular y contribuyen al proceso de atresia y
destruccion de los ovocitos en los foliculos no seleccionados. Estos efectos directos son
mediados por cambios producidos en el microambiente del ovocito, principalmente a
través de los productos de secrecion de estas células. Ademas, las células foliculares
especializadas (células del cumulo ovigero), estan metabolicamente acopladas a ¢l a
través de uniones estrechas, que permiten la entrada de nutrientes y moléculas

reguladoras al citoplasma del ovocito (Geneser, 2005).

El desarrollo de los foliculos comienza con la formacién de los foliculos
primordiales en la etapa prenatal (en la mayoria de las especies), tras el nacimiento este

proceso se interrumpe, y se reanuda en la pubertad (Geneser, 2005).

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

Los foliculos primordiales constituyen la reserva de foliculos en reposo, los
cuales seran progresivamente reclutados para desarrollarse o eliminados durante la vida
reproductiva de las hembras. En la mayoria de los mamiferos antes del nacimiento, las
ovogonias, son transformadas en ovocitos primarios, los que se caracterizan por tener
una profase meidtica prolongada. Estos son rodeados por una capa unica de células
somaticas aplanadas denominadas células foliculares. En esta fase, la superficie del
ovocito estd en estrecho contacto con la de las células foliculares y carece de células de
la teca y tejido conectivo. La capa de células foliculares apoya sobre una membrana

basal que forma el limite con el tejido conectivo estromal (Dellmann y Eurell, 1998).
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Los foliculos primordiales continuamente abandonan el reservorio para
convertirse en foliculos primarios. Esta transicion implica ciertas modificaciones
citoldgicas en el ovocito, en las células foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente.
A medida que el ovocito aumenta de tamano, la capa de células foliculares aplanadas se
convierte en una capa de células cubicas o cilindricas pero contintia siendo una capa
simple. Los ovocitos primarios continuan en estado de diploteno de la primera profase
meidtica en donde permaneceran hasta el momento de la ovulacion en la mayoria de las

especies (Figura 1) (Dellmann y Eurell, 1998).

La transformacion del foliculo primario a secundario implica diversos cambios
en las células foliculares que rodean al ovocito entre las que se destacan la intensa
division mitotica y consiguiente estratificacion paulatina del epitelio que originalmente
era simple. En este momento las células pasan a denominarse granulosas. Las uniones
estrechas permiten el acople metabdlico del epitelio, asegurando la nutricion de las
capas mas internas. Por fuera de la lamina basal que separa las células de la granulosa
del estroma, se diferencia una teca incipiente. Ademas, en esta etapa se completa la
maduracion de la zona pelucida. La zona pelucida madura posee glicoproteinas, las
cuales poseen propiedades funcionales durante la fecundacién, mucopolisacaridos,
acido sidlico y acido hialurénico. La adquisicion de la zona pelicida es una
caracteristica del foliculo secundario. A medida que los foliculos aumentan de tamafio,
van desplazdndose gradualmente hacia el interior de la corteza. Al final de esta fase
denominada preantral, el ovocito detiene su crecimiento y se vuelve competente para
recomenzar la meiosis. A medida que el desarrollo del foliculo contintia, se forman
pequenas fisuras llenas de liquido entre las células de la granulosa. Este liquido aumenta
a medida que crece el foliculo y los espacios que se forman entre las células de la

granulosa confluyen formando amplias lagunas (Figura 1) (Dellmann y Eurell, 1998).

La coalescencia de las lagunas llenas de liquido que se encuentran entre las
células de la granulosa lleva a la formacién de una cavidad denominada cavidad antral.
La aparicion de ésta caracteriza al foliculo terciario o antral. En el foliculo terciario, las
células de la teca se diferencian en dos capas: una interior, glandular y vascularizada,
llamada teca interna, y otra exterior, formada por tejido conectivo y, en algunos casos,

células musculares lisas, denominada teca externa. La membrana basal que limita la
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capa de células de la granulosa de la teca interna se encuentra muy desarrollada en este
estadio y estd compuesta por moléculas de colageno tipo IV, laminina y fibronectina. El
foliculo antral esta tapizado por un epitelio estratificado de células de la granulosa que
presentan un engrosamiento localizado en uno de sus lados llamado cimulo ovigero,
estas células mantienen una estrecha relacion con el ovocito. En los grandes foliculos
terciarios las células de la granulosa que rodean intimamente al ovocito se vuelven
cilindricas y se disponen radialmente formando la corona radiada que nutre al ovocito.
Estas células permanecen junto al ovocito incluso después de la ovulacidon en la mayoria

de las especies (Dellmann y Eurell, 1998).

Aquellos foliculos terciarios que han alcanzado los estadios finales de
crecimiento y maduracion y han adquirido la habilidad para ovular ante los adecuados
niveles de hormona luteinizante (LH) se denominan foliculos preovulatorios. Las
células de la granulosa se agrandan y adquieren inclusiones lipidicas, mientras que en
las células de la teca aparecen vacuolas y aumenta la vascularizacion (Figura 1). Estos
foliculos se caracterizan por una baja tasa mitdtica de las células foliculares y una alta
relacion estrogenos/androgenos y estrogenos/progesterona en el liquido folicular
(contrario a lo que se observa en los foliculos atrésicos asociado a pérdida de capacidad
de aromatizacion por parte de las células de la granulosa). Ademas, las células de la
granulosa presentan receptores de LH que estan ausentes 6 no funcionales en los

foliculos atrésicos, alta produccion de inhibina y alto flujo sanguineo comparado a los

atrésicos (Dellmann y Eurell, 1998).

Finalmente y debido a un ascenso de los estrégenos, seguido de un pico de LH y
de hormona foliculoestimulante (FSH) ocurre la ruptura del foliculo preovulatorio y la
liberacion del ovocito (que en este punto reanud6 la meiosis) hacia la trompa uterina.
Luego del pico preovulatorio se observa un incremento en el flujo sanguineo y por otro
lado, las células de la granulosa cercanas a la lamina basal, comienzan a soltarse debido
a la desaparicion de las uniones estrechas que las mantenian unidas. El tnico sitio donde
estas uniones no se ven alteradas es en aquellas células que estan formando parte de la

corona radiada (Dellmann y Eurell, 1998).
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Figura 1. A- En este esquema se muestra un corte longitudinal de un ovario humano adulto en el cual se observan las
distintas categorias de foliculos en crecimiento, la ovulacion, cuerpo liteo y cuerpo blanco. B- Se muestran las

principales categorias de foliculos en reposo y en crecimiento con sus componentes. (Gartner y Hiatt 1997.)

Luego de la ovulacion, las capas foliculares se reorganizan para convertirse en el
cuerpo hemorrdgico en un principio y luego en el cuerpo luteo. Los capilares y los
fibroblastos del estroma circundante proliferan y penetran la membrana basal. El cuerpo
luteo es una glandula endocrina transitoria formada por las células foliculares
remanentes del foliculo que ha sido ovulado. Su principal funcion es la de secretar
progesterona, la cual tiene numerosas funciones, entre ellas, el acondicionamiento del
utero para el periodo de prefiez y la regulacion de las contracciones del oviducto para el

transporte del 6vulo hacia el utero (Dellmann y Eurell, 1998).

1.1.2. Atresia folicular

Como consecuencia de que Unicamente un pequeio porcentaje de los ovocitos

potenciales son liberados por el ovario en cada ovulacion, la mayoria de los foliculos
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experimentan regresion en algin momento de su desarrollo. Esta regresion recibe el
nombre de atresia. Todos los foliculos independientemente del momento del desarrollo
en que se encuentren pueden experimentar atresia folicular (Hsueh y col., 1994; Quirk y
col., 2004). Cuando la atresia afecta a un foliculo primordial o primario, el contorno del
ovocito se hace irregular y las células foliculares disminuyen de volumen separandose
unas de otras. El ovocito y las células granulosas entran en aut6lisis y son reemplazadas
gradualmente por tejido conjuntivo. En los foliculos secundarios y terciarios el proceso
es similar, observandose una mayor resistencia a la degeneracion en la zona pelucida y
de este modo, las células que componen la pared folicular son degradadas antes de que
el ovocito desaparezca por completo (Hsueh y col.,, 1994). En los foliculos mas
desarrollados la gran cantidad de material en degeneracion lleva a la aparicion de
macrofagos que van a fagocitar gran parte de los restos celulares. Las células del tejido
conjuntivo invaden la zona y comienzan a producir matriz del tejido conectivo que va a
reemplazar completamente al foliculo en degeneracion. Las células de la teca interna en
muchas especies (roedores, caninos, humanos) se hipertrofian y pasan a formar parte del
parénquima ovarico como glandulas intersticiales capaces de secretar hormonas
esteroides, principalmente androgenos (Quirk y col., 2004), no ocurre esto en los

rumiantes.

Las alteraciones que sufren las células de granulosa a medida que avanza la
atresia poseen todas las caracteristicas de la muerte celular programada o apoptosis, la

cual se detalla mas adelante (Greenwald y Roy, 1994).

1.1.3. Regulacion de la Foliculogénesis

El sistema hipotdlamo- hipofisario coordina el proceso que destina a un foliculo
a ovular mediante el control del ciclo estral en los animales. La hormona que regula la
funcion reproductiva es un decapéptido, hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH),
y el area del cerebro responsable de su secrecion, es el niicleo arcuato que se localiza en
el hipotdlamo medio basal. La liberacion de esta hormona se encuentra influenciada por
neuronas ubicadas en otras regiones cuyas terminales nerviosas contactan con el nicleo
arcuato. Este recibe factores estimuladores como epinefrina y norepinefrina (que

aumentan su secrecion) o factores inhibidores como dopamina, serotonina y opioides
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endogenos (que disminuyen su secrecion). La GnRH actia sobre las células
gonadotrofas de la hipofisis anterior, que son las encargadas de sintetizar las
gonadotrofinas, y, tras su union a receptores de alta afinidad expuestos en la membrana,
estimula su liberacion. La respuesta inducida por GnRH, es dependiente de la activacion
de proteina kinasa C y requiere calcio. Ademas es indispensable que su secrecion se dé
en forma pulsatil, para la secreciéon normal de gonadotrofinas hipofisarias (Hillier,

2001).

La FSH y la LH comparten caracteristicas estructurales y quimicas similares. La
biosintesis y la secrecion de las gonadotrofinas estan estrictamente reguladas a través
del ciclo reproductivo. La expresion se encuentra regulada por factores hipotaldmicos
(GnRH), factores intrahipofisarios (principalmente los péptidos, las activina y la
folistatina) y la retroalimentacion gonadal (tanto de esteroides como de péptidos).
Ademas la expresion de estas hormonas puede ser modulada en muchos niveles que
incluyen alteraciones en las tasas de transcripcion, estabilizacion del mensajero,
modificaciones postraduccionales y cambios en el nimero de gonadotrofos. La FSH y la
LH son liberadas de forma coordinada y regulan el desarrollo folicular, la ovulacion y el

mantenimiento del cuerpo luteo (Hillier, 2001; Geneser, 2005).

Ademéas de requerir la pulsatilidad de GnRH, existe una regulacion de parte de
hormonas ovéricas en la hipéfisis como en el hipotadlamo. A todo este sistema de
regulacion que comprende el factor liberador de de gonadotrofinas, gonadotrofinas
liberadas por la hipofisis y sintesis y secrecion de hormonas ovéricas, se lo denomina
eje hipotalamo-hipofisario-ovarico y se muestra de manera esquematica en la figura 2
(Hillier, 2001).

El foliculo ovarico en desarrollo sintetiza androgenos y estrogenos. Estas
hormonas actian a nivel hipotalamo-hipofisario estimulando la secrecion de
gonadotrofinas de manera basal, al comienzo del desarrollo folicular y la liberacion de
un pico de estas hormonas en el momento de méximo desarrollo folicular, que conduce
al/los foliculo/s preovulatorio/s a la ovulacion. A continuacidon, la secrecion de
progesterona por parte del/los cuerpo/s luteo/s produce una inhibicion de la secrecion de
gonadotrofinas a nivel hipotalamo-hipofisario. La FSH estimula el crecimiento de los

foliculos ovaricos y la sintesis de estrogenos a través de receptores presentes en la
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membrana de las células de la teca y de la granulosa. La LH promueve la diferenciacion
de las células de la granulosa, la expulsion del ovocito y la consecuente formacion del

cuerpo luteo luego de la ovulacion (Geneser, 2005).

Hipotalamo

GnRH €«————
o e

N
N

Hipofisis
anterior
«— ol Estradiol
X 4 Progesterona R
_— ' Estradiol
FSH | Progesterona
[LH] _ _
. Owvulacion Cuerpo amarillo
Folistatina m
Inhibina e ,—_") O E} 1 J\
- U
\, |
Desarrollo folicular 1 . Eslranl:llnl ),
Progesterona
Relaxina

‘- Tejido femenino

Figura 2. Esquema que ilustra las interacciones hormonales entre el eje hipotalamo-hipofisario y el ovario. (Gartner

y Hiatt, 1997).

Los eventos de foliculogénesis, ovulacion y formacion del cuerpo luteo son
procesos complejos que envuelven muchos cambios en la funcidn, organizacion y
diferenciacion de las células de la granulosa, de la teca y del estroma ovarico. Estos
cambios son secuenciales y responden a la accion de las hormonas gonadotroéficas,
esteroides y algunos factores de crecimiento de manera que la regulacion es sumamente

estrecha (Pederson, 1970; Richards, 1978; Hirshfield, 1991; Richards y col., 2000).
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1.1.4. Factores involucrados en la foliculogénesis

Existen dos eventos importantes durante la foliculogénesis, el reclutamiento
inicial y el reclutamiento ciclico. El reclutamiento inicial se da de una forma continua y
empieza en el preciso momento en que se han formado los foliculos, mucho antes de la
pubertad y es el responsable de que los foliculos primordiales salgan de su estado de
reposo y comiencen una etapa de crecimiento. Durante el reclutamiento inicial, factores
intraovaricos u otros factores desconocidos, estimulan a un grupo de foliculos
primordiales a iniciar el crecimiento, mientras el resto permanece senescente durante
meses o0 afios. Este proceso podria deberse a la liberacion de estimulos inhibitorios que

hasta ese momento mantenian a los foliculos en reposo (McGee y Hsueh, 2000).

El reclutamiento ciclico, en cambio, comienza después de la llegada a la
pubertad como resultado de un aumento en los niveles de FSH circulante durante los
ciclos reproductivos. Esto permite que una cohorte de foliculos en crecimiento sea
rescatada del proceso de atresia. En este momento, los foliculos han completado su
crecimiento, adquirido la zona peltcida y se encuentran competentes para reasumir la
meiosis. De este modo, s6lo un nimero de foliculos sobrevivird, mientras que el resto

entrara en atresia (McGee y Hsueh, 2000).

1.1.4.1. Ondas Foliculares

El ovario bovino presenta foliculos antrales con diametros comprendidos en el
rango de 0.1 a 20 mm. Generalmente se acepta que la formacion del antro es un evento
influenciado por las gonadotrofinas y que la FSH es la principal hormona responsable.
La ultrasonografia proporciond la evidencia definitiva de que esta ultima fase del
desarrollo folicular se produce en forma de ondas a lo largo de todo el ciclo estral. Una
onda de desarrollo folicular se puede definir como el desarrollo armonico y simultaneo
de entre 8 y 41 foliculos antrales pequefios de aproximadamente 3-4 mm de didmetro
funcionando a través de estadios integrados de reclutamiento, seleccion y dominancia
folicular (Adams y col., 2008). Cabe aclarar que esos 3-4 mm de didmetro de los
foliculos estan arbitrariamente definidos y esto responde a los limites de resolucion de
los equipos ultrasonograficos convencionales, ya que no existen diferencias en la

respuesta a estimulos o expresion de receptores hormonales entre foliculos antrales

10
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pequetios de menos de 4 mm o mayores de esta medida (Jaiswal y col. 2004). Jaiswal y
col. (2004) encontraron que foliculos antrales pequefios de 1 mm de didmetro ya

presentan un patron de crecimiento compatible con las ondas foliculares.

Originalmente se pensd6 que el reclutamiento inicial era un proceso
independiente de gonadotrofinas. Actualmente se sabe que si bien ocurre desarrollo
folicular temprano en ausencia de FSH, es esta hormona la que estimula, junto a otros
factores, el desarrollo folicular en etapas iniciales (Bao y Garverick, 1998). A medida
que los estudios moleculares fueron avanzando, han permitido determinar que los
foliculos secundarios ya expresan receptores para FSH y requieren de su estimulacion
para formar la cavidad antral. Aun no se ha podido establecer cual o cuales son los
mecanismos que determinan el momento preciso en que un grupo de foliculos
primordiales comienzan a diferenciarse y a crecer. Durlinger y col. (2002) observaron
que la reserva ovarica de foliculos primordiales en ratones Knock Out (KO) para el gen
que codifica la hormona anti-mulleriana (AMH), se agota mdas rapidamente que en
ratones normales. Estos resultados junto con otros trabajos que evaluaron la activacion
de foliculos preantrales en bovinos y ratones sugieren que la AMH secretada por las
células foliculares de foliculos primarios, tendria como funcion inhibir la activacion de
foliculos primordiales (Gigli y col., 2005). Actualmente, la hipotesis mas aceptada
sugiere que la regulacion de la activacion folicular estd dada por la interaccion de
factores inhibidores (por ejemplo AMH) y factores activadores (BMP15 (Galloway y
col., 2002), GDF-9, (Wang y Roy, 2004), y Kit ligand (Driancourt y col., 2000)).
Cuando predominan estos Ultimos, un grupo de foliculos primordiales abandona el
grupo de foliculos inactivos y comienza el proceso de diferenciacion. Los foliculos
preantrales pueden quedar retenidos en su crecimiento por largos periodos hasta que
ocurre la segunda activacion denominada reclutamiento ciclico. Esta segunda fase de
activacion tiene caracteristicas muy diferentes a la primera ya que requiere niveles
elevados de FSH. Esta activacion en el caso particular de las especies fotoperiodicas
ocurre solamente en la temporada de transicion y reproductiva. Los primeros estudios
de la foliculogénesis fueron realizados mediante seguimientos ultrasonograficos y es
por eso que soOlo describen el patron de comportamiento de los foliculos terciarios

(antrales). A partir de este tipo de estudios se definié a la onda folicular como la

11
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activacion y crecimiento simultaneo de un grupo de foliculos terciarios que en un punto
divergen continuando uno de ellos su crecimiento y diferenciacion (foliculo dominante)
mientras que los otros (foliculos subordinados) se atresian. A fin de describir mejor la
dindmica de los foliculos antrales, el proceso se divide en tres sucesos diferentes (Figura

3, Adams et al., 2008):
1- Reclutamiento: activacion de un grupo de foliculos terciarios antrales
2- Seleccion: un foliculo se selecciona sobre los otros,
3- Dominancia: el foliculo seleccionado, ahora dominante, continua creciendo
mientras los subordinados regresan y se atresian.

Una vez que los foliculos primordiales comienzan a diferenciarse, es decir
abandonan la poblacion de foliculos de reserva tienen dos caminos posibles a seguir:
ovular o atresiarse en algin punto de su diferenciacion. Alrededor del 99% de los

foliculos que comienzan la activacion se atresian sin llegar nunca a ovular (Figura 3).

Follicle Diameter (mm)
T2

Figura 3. Esquema que ilustra las ondas foliculares a través del ciclo estral del bovino.

Adaptado de Adams y col., 2008

Los cambios moleculares que llevan a la desviacion folicular pueden ocurrir en
cualquier foliculo terciario, es decir que todos los foliculos pertenecientes a una misma
onda tienen la capacidad de ser dominantes. Esto se comprueba al remover
quirtirgicamente el foliculo dominante una vez producida la seleccién. El foliculo
subordinado que le sigue en tamafio de la misma onda pasard a dominar sobre los otros

(Adams y col., 2008). El avance de las técnicas moleculares ha producido un cambio en
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la biologia de la reproduccion. Por muchos afios se consideré que el mecanismo de
seleccion folicular estaba regulado tnicamente por factores endocrinos, hoy se sabe que
antes que los cambios en las concentraciones hormonales se hagan evidentes y mucho
antes de que los cambios de tamafio sean visibles ultrasonograficamente, el mecanismo
de seleccion estd determinado por mecanismos intraovaricos. Es posible que la LH esté
involucrada en el proceso de seleccion, ya que los sucesos de desviacion de tamafo y
aumento de LH ocurren simultaneamente (Adams y col., 2008). Ademas el foliculo
dominante expresa mas receptores para LH que los subordinados. El foliculo dominante
a comparacion de los subordinados, presenta concentraciones mayores de estradiol en el
liquido folicular (Ginther y col., 1996; Adams y col., 2008), factor analogo a insulina 1
(IGF-1) libre (debido a la disminucion de las proteinas ligadoras de IGF), activina-A e
inhibina-A antes del desvio folicular, es decir, antes que la dominancia se haga evidente
ecograficamente. En cambio, la concentracion de progesterona intrafolicular recién es
mayor en el dominante luego de producido el desvio folicular, deduciéndose que la
progesterona no participa en el proceso de desviacion folicular ya que es similar en
subordinados y dominantes en el momento en que los foliculos divergen. Por otro lado,
Donadeu y Ginther (2002) demostraron que la concentracion de androstenediona es
similar en los subordinados y en el dominante, lo que lleva a suponer que la
disminucién de estrogenos en los foliculos subordinados no es por falta de androgenos.
La mayor concentracion de 17-B-estradiol que se observa en el foliculo dominante
podria deberse a un mecanismo intrafolicular que amplifica el estimulo de la FSH
regulado por IGF (Rivera y Fortune, 2003). El foliculo dominante tiene a su vez un
sistema de retroalimentacion positivo de auto-amplificacion establecido por un
mecanismo compuesto por el 17-B-estradiol y el factor de crecimiento transformante-f3
(TGFB, sintetizado por la teca interna) que interactua con la FSH, para aumentar el
numero de células de la granulosa y acrecentar la actividad de la aromatasa (Gigli y col.,
2006). Por otra parte, la alta produccion de inhibina producida por el foliculo dominante
actla locamente (accion paracrina) inhibiendo el desarrollo de los foliculos
subordinados y en forma endocrina, por un mecanismo de retroalimentacién negativo
inhibiendo la liberacion de FSH a nivel de la hipoéfisis (Gigli y col.,, 2006). Esta
disminucion de la FSH no afecta al foliculo dominante por poseer el sistema de

amplificacion mencionado previamente. Ademas el foliculo dominante es mas eficiente
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en la obtencion de nutrientes y factores de crecimiento por contar con mayor desarrollo

de vasos sanguineos (Redmer y Reynolds, 1996; Aerts y Bols, 2008b).

Las gonadotrofinas tienen la accion fisiologica de regular la proliferacion,
diferenciacion y esteroideogénesis de las células que componen la pared folicular,
actuando los factores de crecimiento, especialmente el sistema IGF y el 17-B-estradiol,
como potenciadores y amplificadores de la accién de la FSH (Aerts y Bols, 2008ab;
Silva y col., 2009).

1.1.5. Caracteristicas de la dinamica ovarica en el ciclo reproductivo en la hembra

bovina

La hembra bovina es un animal poliéstrico anual con ciclos de 21+/- 4 dias y con
celo de 6 a 18 horas de duracion. La ovulacion tiene lugar 24 a 30 horas después de

comenzado el estro, en la etapa de metaestro.

En el momento del nacimiento las unicas células germinales que se encuentran
en el ovario de la hembra bovina son los ovocitos primarios, es decir células germinales
cuya meiosis iniciada en el periodo prenatal se encuentra detenida en la profase de la
primera division meidtica. Al nacimiento las terneras poseen una dotacién de entre
42.000 y 325.000 foliculos primordiales, la cual se reduce a 1.000-5.000 a los 10-15
afios de edad (Gigli y col., 2006). Por ultrasonografia se demostrd que las ondas de
crecimiento folicular comienzan ya a las dos semanas de vida en las hembras bovinas
(Evans y col., 1994), es decir que es posible observar el crecimiento folicular
independiente de gonadotrofinas en hembras pre-piberes. La sucesion recurrente de
ondas foliculares se produce a lo largo del tiempo, en diferentes estadios fisioldgicos
desde el periodo pre-puberal, ciclo sexual puberal y adulto, prefiez y el periodo
posparto. Las ondas se desarrollan al azar en los dos ovarios, excepto en la prefiez y el
posparto temprano en donde la presencia del cuerpo luteo de prefiez determina el
reclutamiento solamente en el ovario contralateral. Cada onda folicular recluta entre 8§ a
41 foliculos antrales que han adquirido competencia meiodtica por un pico secundario de
FSH relativo a los niveles normales de concentracion de esta hormona que es variable
entre animales. En este momento se inicia la expresion y actividad de aromatasa,

inhibinas, activinas y P450-Scc en células de la granulosa. La ‘“ventana de
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reclutamiento” o sea el momento de la emergencia folicular, es de 2 dias en el bovino
(Gigli y col., 2006). Los foliculos antrales pequefios en el bovino, que presentan un
tamafio de 0,1-0,2 mm, tienen una primera etapa de crecimiento hasta los 4 mm, con
proliferacion de las células de la granulosa regulada por FSH (no dependiente) y por
factores de crecimiento (regulacidon paracrina); una segunda etapa en la cual crecen de 4
a 9 mm y que es dependiente de FSH y factores de crecimiento (en estos se inicia la
expresion y actividad de la 3-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (3-B-HSD) y la 17-a-
hidroxilasa en células de la granulosa y teca interna) y una tercera etapa de 9 mm a
tamafio preovulatorio (1020 mm) dependiente de la LH, factores de crecimiento y
concentraciones basales de FSH (Evans, 2003). Los foliculos mayores de 10 mm son
capaces de ovular (foliculo estrégeno-activo) en presencia de niveles basales de
progesterona. Los foliculos antrales pequefios de 0,2 mm requieren 40 dias para llegar al
estado preovulatorio. Las hembras Bos taurus y Bos indicus presentan generalmente dos
a tres ondas de crecimiento folicular en su ciclo sexual. La proporcion de hembras Bos
taurus 'y Bos indicus con dos o tres ondas de crecimiento folicular es muy variable, no
teniendo relacion con la raza, edad y con el nivel de fertilidad de las mismas (Evans
2003; Gigli y col., 2006). El nimero de ondas de crecimiento folicular durante el ciclo
estral esta determinado por la longitud de la fase luteal; si la progesterona declina
mientras el foliculo dominante de la segunda onda esta en la fase de crecimiento pos-
desviacion o en su fase estatica temprana (3—4 dias después de su desarrollo méximo)
este foliculo ovulara; sino sufrira atresia y se originara una nueva onda (Lucy y col.,
1992; Lucy, 2007). En los ciclos estrales de 2 o 3 ondas, la emergencia de la primera
onda folicular, ocurre generalmente alrededor del dia de la ovulacion. La emergencia de
la segunda onda ocurre en el dia 9-10 para los ciclos de 2 ondas y el dia 8-9 para los de
3 ondas. En los ciclos de 3 ondas, la tercera onda emerge en el dia 15-16. Curiosamente,
esta dinamica folicular se mantiene al menos durante los 2-3 primeros meses de
gestacion, habiéndose observado en vacas gestantes la presencia de ondas periddicas
que surgen cada 9-10 dias (Adams y col., 2008). Logicamente, estos foliculos nunca
llegan a ovular debido al efecto inhibidor de la progesterona producida por el cuerpo
luteo de gestacion. En las ondas foliculares anovulatorias, los foliculos regresan sin
ovular. El foliculo dominante presente en el inicio de la luteolisis serd el foliculo

dominante ovulatorio y la emergencia de la préxima onda (primera del nuevo ciclo) se
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demorara hasta el momento de la ovulacion. En las ondas foliculares no ovulatorias las
concentraciones de estradiol circulante se mantienen bajas lo cudl indica que, a pesar de
que el tamafio preovulatorio puede ser alcanzado, el foliculo dominante no alcanza las
caracteristicas funcionales preovulatorias tales como la produccién de 17-B-estradiol
(Ginther y col., 2003). El foliculo dominante (foliculo estrégeno-activo) de la tltima
onda continlia su crecimiento y la biosintesis de estradiol, hasta que se alcanza el nivel
suficiente de estradiol circulante, para producir el feed back positivo sobre el area de
control ciclico del hipotalamo que aumenta los pulsos de GnRH/ LH/ FSH, e inducen el
pico preovulatorio de LH y FSH y por lo tanto el proceso de la ovulacion. Después del
pico de LH este feedback se interrumpe y las células de la granulosa sintetizan
progesterona y se luteinizan. Por eso el mecanismo que regula la dindmica folicular esta

basado en las respuestas diferenciales a la FSH y LH.

1.2. Balance Proliferacion/Apoptosis
1.2.1. Proliferacion celular en el ovario

Uno de los muchos cambios que ocurren en la funcion de las células de la
granulosa es el subito pasaje de una fase de intensa proliferacion que caracteriza a los
foliculos preovulatorios hacia una fase no proliferativa y de diferenciacion terminal de

las células luteales (Robker y Richards, 1998).

En los foliculos primordiales, el ovocito esta rodeado por una capa de células
foliculares que no se dividen y que estd detenida en la fase GO del ciclo celular. Los
foliculos primarios dejan ese estado quiescente e inician una fase de lento desarrollo en
el cual las células de la granulosa entran de lleno en el ciclo celular aunque la
proliferaciéon es muy lenta al comienzo (Hirshfield, 1991). Ya en este momento
comienzan a agruparse alrededor de estos foliculos, elementos del estroma compuestos
por fibroblastos, células indiferenciadas y algunas fibras las cuales posteriormente
constituirdn las tecas foliculares. Sin embargo, cuando las células de la granulosa poco
proliferativas de los foliculos preantrales adquieren una mayor sensibilidad a la FSH y a
la LH, y empiezan a producir estrogenos, la exposicion a estas hormonas produce un
estallido rapido de la proliferacion que resulta finalmente en la formacion de los grandes

foliculos preovulatorios (Rao y col., 1978; El-Hefnawy y Zeleznik, 2001). Las células
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de la granulosa de estos foliculos en rapido crecimiento no solo se dividen de manera
vertiginosa sino que también se van diferenciando al adquirir receptores para
gonadotrofinas, principalmente para LH (Uilenbroek y Richards, 1979). Por fuera de la
membrana basal las células de la teca también proliferan en respuesta a los estimulos de
factores de crecimiento secretados por las células de la granulosa y a las gonadotrofinas
y van diferenciandose en teca interna y teca externa (Duleba y col., 1997). La
diferenciacion de las células de la teca interna es completamente dependiente de LH y
de algunos factores de crecimiento como IGF-I (Duleba y col., 1997). La onda
preovulatoria de LH induce entonces cambios importantes tanto en la estructura como
en la funcidon de estos foliculos en crecimiento. La LH termina el desarrollo folicular
causando que las células de la granulosa salgan del ciclo celular (Rao y col., 1978;
Hirshfield, 1991) e inicien un programa de diferenciacion terminal (luteinizacion)
(Richards y col., 1986; Richards, 1994). Este evento ocurre dentro de las 4 horas
posteriores al pico de LH en la rata y se relaciona con ciertos cambios en las moléculas
reguladoras especificas de la progresion del ciclo celular (Robker y Richards, 1998; El-
Hefnawy y Zeleznik, 2001). Luego de la ovulacion, las células de la granulosa llegan al
grado de méxima diferenciacién cuando se luteinizan para forman un cuerpo lateo

maduro.

La hipofisectomia en ratas adultas lleva a una alteracion en este patrén de
proliferacion/diferenciacion normal, ocurriendo un desarrollo folicular lento que solo
llega hasta la fase preantral (Robker y Richards, 1998). Lo mismo ocurre en ratones
hipogonadales carentes de gonadotrofinas (Mason y col., 1986a,b) o de FSH (Kumar y
col., 1997). Si se administran las hormonas de las que carecen estos animales de manera
secuencial, los procesos de foliculogénesis, ovulacion y formacion de cuerpo luteo se
reanudan como sucede en los animales normales. Estos modelos ilustran que, si bien el
desarrollo folicular temprano y la lenta proliferacion de las células granulosas en este
momento ocurren en ausencia de gonadotrofinas y hormonas esteroides, estas hormonas
y sus receptores son indispensables para el desarrollo normal, especialmente en los
estadios finales de crecimiento répido que conducen a la formacioén del foliculo

preovulatorio y posteriormente del cuerpo lateo (Hirshfield y col., 1991)
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1.2.1.1. Mecanismos de control del ciclo celular en el ovario.

La regulacion del ciclo celular dentro de cualquier célula es compleja y envuelve
el balance de muchas moléculas reguladoras, y puede ser alterado por numerosas
sefiales externas que actuan en multiples pasos del ciclo. En el ovario, el estradiol, FSH
y LH son sefiales esenciales para el crecimiento de los foliculos preovulatorios y la
subsiguiente diferenciaciéon como cuerpos luteos. Cada hormona actia a través de
receptores especificos y por via de sefiales intracelulares. Adicionalmente la FSH y la
LH actian controlando distintos niveles de AMPc y su activacion mediante la via de la
kinasa A (Jonassen y Richards, 1980; Richards y Kirchick, 1984). Las principales
familias de proteinas reguladoras que juegan un rol importante en la progresion del ciclo
celular son: las ciclinas, las kinasas dependientes de ciclinas (cdk), sus proteinas
sustrato, los inhibidores de cdk (p27, p21, pl6, p18), y las proteinas p53 y pRB. Estas
familias tienen la maquinaria reguladora basica responsable de catalizar la transicion del
ciclo celular y atravesar los puntos de control (Golias y col., 2004). Dentro del contexto
hormonal que regula la proliferacion de las células ovaricas, hay que tener en cuenta no
solo las hormonas que actian sino también en qué concentraciones se encuentran estas
hormonas. El AMPc y la proteina kinasa A juegan un importante rol en la aceleracion
de la proliferacion de las células de la granulosa asi como también en terminar el
desarrollo folicular e iniciar la diferenciacion terminal. De este modo, los niveles bajos
de AMPc generados en respuesta a la FSH inducen niveles elevados de ciclina D2 y
también incrementa la ciclina E (Robker y Richards, 1998). En contraste, el pico de LH
y los niveles elevados de AMPc rapidamente disipan la expresion de ciclina D2 y

seguidamente la de ciclina E incrementando los niveles de p27 y p21.

Por otra parte, los estrogenos son conocidos por ser potentes mitdgenos. En el
utero, el estradiol induce la expresion de las ciclinas D1, D3, E y A. En el ovario, esta
hormona induce la expresion de la ciclina D2 y E en las células de la granulosa con una
reduccion concurrente en los niveles de p27. La regulacion negativa de los inhibidores
de cdk y la estimulacion simultanea de las ciclinas toman cuenta de que el estradiol es
un agente mitogénico muy potente comparado con la FSH en estas células (Robker y
Richards, 1998). Ciertos estudios han demostrado que la ciclina D1 puede unirse

directamente al receptor de estrogenos e intensificar la transcripcion de genes
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especificos (Zwijsen y col., 1997). Finalmente, existen muchas hormonas adicionales
que actian en el ovario afectando la proliferacion y diferenciacion celular como por
ejemplo la activina, que es producida en niveles elevados por las células de la granulosa
de los foliculos preovulatorios y estimula la sintesis de ADN (Miro y Hillier, 1996) y el
IGF-I que probablemente juegue un rol mas importante en la diferenciacion celular que

en la proliferacion (Baker y col., 1996).

1.2.1.2. Marcadores de proliferacion celular

La fraccion de crecimiento de un tejido esta definida como el cociente entre las
células que se estan dividiendo y el numero total de células de ese tejido. Muchas
metodologias han sido utilizadas para determinar el indice de proliferacion celular, entre
las que se encuentran el conteo de figuras mitoticas, citometria de flujo, incorporacion
de nucledtidos modificados en el ADN sintetizado de novo (timidina tritiada y
bromodeoxyuridina (BrdU)) y la identificacion de antigenos asociados al ciclo de

division celular (PCNA y Ki-67) entre otros (Woosley, 1991; Baravalle y col., 2007).

1.2.2. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un evento que se caracteriza por la
formacion de fragmentos celulares sellados, cuerpos apoptéticos, en ausencia de un
proceso inflamatorio lo cual evita la liberacion descontrolada del contenido intracelular
con el consiguiente dafio a los tejidos vecinos, tal como ocurre en la necrosis. Como
consecuencia del complejo mecanismo bioquimico involucrado en la apoptosis, se
producen alteraciones estructurales especificas, tales como, formacion de ampollas
(“blebbing”) en la superficie celular, retraccion celular, condensacion de cromatina, con
persistencia de la integridad de la membrana plasmatica. Este ultimo hecho diferencia
claramente a la apoptosis de la necrosis. Ademas de estos cambios morfoldgicos a nivel
celular, ocurren cambios bioquimicos a nivel nuclear. La caracteristica principal es la
fragmentacion del ADN como consecuencia de la activacion de sefiales intracelulares
que concluyen en la activacion de una endonucleasa Ca>/Mg”>" dependiente
produciendo clivajes en el ADN de forma regular entre las unidades nucleosomales.

Como resultado de la activacion de esta enzima se generan fragmentos de multiplos de
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200 pares de bases, que se visualiza como un patron caracteristico de bandas en geles de
agarosa (Hsueh y col., 1994). La apoptosis es un proceso altamente regulado que puede
ser inducido, estimulado e inhibido en diferentes etapas. La cascada de apoptosis puede

ser dividida en tres etapas secuenciales: iniciacion, ejecucion y muerte.

- La etapa de iniciacion incluye a la induccién de la cascada apoptotica, que
puede ser provocada, por ejemplo, por interacciones entre ligandos y receptores (TNF-
a; Fas y Fas-L) que llevan a los primeros eventos proteoliticos por activacion de
caspasas iniciadoras. Las caspasas son una familia de cisteina-proteasas (sitio activo, la
cisteina) intracelulares que clivan a moléculas diana cuyos sitios especificos se
encuentran situados a continuacion de un residuo de acido aspartico. El nombre deriva
del inglés “cysteine aspartases”. Las caspasas se encuentran en las células en forma
inactiva, llamada procaspasas (zimogeno). La activacion requiere su clivaje, el cual

puede ocurrir en forma autocatalitica o bien ser inducido por otras caspasas activas.

- La etapa de ejecucion comienza con la activacion de las caspasas ejecutoras.
Dentro de esta etapa ocurre la activacion de la caspasa-3. Su activacion es llamada
«punto de no retornoy, ya que una vez activadas estas proteasas ejecutoras degradan una

variedad de proteinas que ocasionan dafios irreversibles en la célula.

- La etapa de la muerte apoptdtica, es el resultado de una cascada de eventos
muy compleja que finalmente lleva al colapso del nticleo celular y de la célula misma.
Aun en la etapa final, la célula no libera componentes intracelulares, evitando de esta

manera la reaccion inflamatoria (Greenwald y Roy, 1994).

1.3. Hormonas esteroides y sus receptores
1.3.1. Caracteristicas generales

En los mamiferos, las gonadas y la glandula adrenal producen cinco grupos
principales de hormonas esteroides: estrogenos, progestagenos, androgenos,
glucocorticoides y mineralocorticoides. Todas estas hormonas regulan un gran nimero
de procesos fisiologicos en las células blanco equipadas con los correspondientes

receptores (Beato y Klug, 2000).
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Los esteroides sexuales juegan un papel importante en el desarrollo y
diferenciacion de los 6rganos reproductivos y en el mantenimiento de la fertilidad. Los
progestdgenos, androgenos y estrogenos son sintetizados por el ovario de manera
secuencial con cada uno sirviendo de substrato para el esteroide subsiguiente en el
camino. Las hormonas esteroides, a través de los receptores nucleares, regulan eventos

transcripcionales (Beato y Klug, 2000).

Estos receptores forman parte de la superfamilia de los receptores nucleares los
cuales comparten ciertos elementos estructurales (Figura 4). Estos incluyen el Dominio
de Unién al ADN (DNA Binding Domain: DBD) que es una zona altamente
conservada; el Dominio de unién al Ligando (Ligand Binding Domain: LBD) que esta
moderadamente conservada; y dos dominios de transactivacion: AF1, localizado en el
dominio A/B y AF2, localizado en el dominio E/F (Beato y Klug, 2000; Drummond y
col., 2002).

DBD LBD
Unién al DNA Unién al Ligando
Dimerizacién Dimerizacién

AF1 AF2

Transactivacion Region de Transactivacion
bisagra

Uniona Sefal de localizacién nuclear
hsp90

Figura 4. Estructura de los receptores hormonales nucleares. (Drummond y col., 2002)

1.3.1.1. Progesterona

La progesterona, mediante sus receptores, juega un rol crucial en la ovulacion,
implantacion y mantenimiento de la prefiez (Graham y Clark, 1997; Ogle y col., 1998).
Los receptores de progesterona (RP) comprenden al menos tres isoformas que se
originan del mismo gen. RP-A es una forma truncada de RP-B originada de un sitio de
comienzo de transcripcion diferente, a la cual le faltan 164 secuencias aminoacidicas de
la region de transactivacion NH2 terminal de RP-B (Kastner y col., 1990). En general,
RP-B es un potente transactivador y RP-A es un inhibidor dominante de RP-B y de
otros receptores nucleares (Tung y col., 1993; Vegeto y col., 1993). RP-C es otro

producto NH2 terminal truncado, pero es mucho mas pequefio que RP-A (Wei y Miner,
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1994). Tiene un sitio de unidn a la hormona pero solo posee el segundo dedo de zinc del
dominio de unién al ADN, y por lo tanto no interactia directamente con el ADN. De
este modo RP-C puede actuar como un supresor selectivo de la accion de la
progesterona mediante la union de la hormona en la fraccion citosélica reduciendo la
unién de esta a los receptores activos (Wei y Miner, 1994). En resumen, las isoformas
RP-A y RP-C pueden tener una influencia inhibitoria sobre la actividad transcripcional
de RP-B. La expresion de las distintas isoformas se solapa espacial y temporalmente en
los organos reproductivos de las hembras (Conneely, 2001; Gava y col., 2004). La
expresion de los receptores de progesterona es inducida por los estrogenos en la
mayoria de los tejidos blanco y declinan en respuesta a la progesterona. En los foliculos
preovulatorios maduros, la LH induce la expresion de RP en las células de la granulosa.
La importancia de los RP en la fertilidad de la hembra esta subrayada por la infertilidad
en los ratones KnockOut (KO) para RP (Lydon y col., 1995). Si bien los ratones
muestran histolégicamente ovarios normales, estos fallan en ovular atn luego de una
estimulacion exogena, como lo indica la presencia de foliculos preovulatorios intactos
en el ovario y la ausencia de ovocitos en el oviducto y cuernos uterinos (Lydon y col.,

1995; Gavay col., 2004).

1.3.1.2. Estrogenos

Los estrogenos son hormonas esteroides que regulan el desarrollo,
diferenciacion y funcion en una gran variedad de tejidos en los animales. El tipo de
estrogeno presente varia de acuerdo a las especies siendo generalmente el 17-p-estradiol
el dominante. Los efectos biologicos de los estrogenos estan mediados por los
receptores de estrogenos (RE) a y PB. Estos receptores actuian como factores de
transcripcion activados por ligando. El mecanismo clésico de accion de RE envuelve la
unidn de los estrogenos a los receptores en el nucleo, luego de lo cual los receptores
dimerizan y se unen a elementos de respuesta especificos conocidos como elementos de
respuesta a estrogenos (ERE) localizados en los promotores de los genes blanco
(Nilsson y col., 2001; Bjornstrom y Sjoberg, 2005).

Ambos subtipos de RE unen el 17-B-estradiol con alta afinidad y especificidad.

Si bien REB comparte muchas caracteristicas funcionales con REa, los mecanismos

22



1- INTRODUCCION

moleculares que regulan su actividad transcripcional y la localizacion tisular son
distintos para ambos (Kuiper y col., 1996; Wang y col., 2000). Es sabido que REa juega
un papel crucial en los procesos fisiologicos del tracto reproductor de la hembra:
oviducto, utero y vagina. Se ha demostrado que el patron de expresion de ambos
subtipos en los distintos compartimientos uterinos son similares, sin embargo los
niveles tanto de ARNm y proteina de REf son mucho menores que los de REa

(Saunders y col., 1997; Matsuzaki y col., 1999; Wang y col., 1999, 2000).

En los mamiferos, la actividad de REa en el utero y oviducto esta regulada por
los niveles de hormonas circulantes (Brenner y col.,, 1979). Los estrogenos tienen
efectos positivos mientras que la progesterona tiene efectos negativos sobre la expresion
de REa en los compartimientos epitelial y estromal del utero de la rata (Wang y col.,
1999). La expresion de este subtipo en particular en el ovario es casi exclusivo a las
células de la teca interna, glandulas intersticiales, epitelio germinal y células del
estroma; habiendo diferencias importantes entre los autores con respecto a su expresion
en las células de la granulosa, en las diferentes especies e inclusive dentro de la misma
especie (Wang y col., 1999, 2000; Pelletier y col., 2000; Rosenfeld y col., 2001; Van
Den Broeck y col., 2002a).

En el ovario, REP es el subtipo de receptor predominante y los niveles de
proteina de este receptor son variables en el ovario durante el ciclo estral (Hiroi y col.,
1999; Rosenfeld y col., 1999). Este subtipo de RE se expresa principalmente en las
células de la granulosa de los foliculos ovaricos. En el ovario, el ARNm de REP se
expresa mas en los pequefios foliculos en desarrollo y menos en los grandes foliculos
debido a la habilidad de las gonadotrofinas de regular hacia abajo la expresion génica de
REB (Kuiper y col., 1996; Byers y col., 1997).

En algunas especies, el gen REa se expresa en las células de la granulosa cuando
se aplica sobre ellas un estimulo inductor de diferenciacion (Yang y col., 2002). Si bien
las células de la granulosa son sitios primarios de la expresion de REP, la coexpresion
de este con una relativamente alta expresion de REa en las células de la teca e
intersticiales sugieren que ambos subtipos deben ser necesarios para el normal

funcionamiento ovarico (Yang y col., 2002).
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En respuesta al advenimiento del pico de LH se ha observado que la expresion
de los REa aumenta y la de los REP disminuye (Fitzpatrick y col., 1999; Sharma y col.,
1999). Fitzpatrick y col., (1999) también documentaron que la expresion de RE
disminuy6 marcadamente luego de la administracion de gonadotrofina coridnica
humana (hCG). Los patrones de expresion temporales Unicos para ambos receptores
durante el ciclo estral con referencia a los niveles de estrogenos y progesterona sugieren
que los esteroides ovaricos tienen un rol regulador dominante sobre la expresion de los
receptores de estrogenos con respecto a las gonadotrofinas hipofisarias (Roy y Kole,

1995).

Al menos parte de la expresion de RE inducida por FSH podria estar mediada
por los estrogenos; sin embargo, la progesterona influiria negativamente sobre la
expresion de estos receptores. El efecto inhibitorio de la progesterona sobre la expresion
de RE puede verse por los bajos niveles de ambos receptores en el momento en que la
progesterona incrementa significativamente sus niveles (Roy y Kole, 1995). A la luz de
los efectos inhibitorios de la progesterona sobre la expresion de proteinas y ARNm de
los RE, las diferencia entre la expresion de REP y REa puede explicarse por una mayor
sensibilidad del gen que codifica REa a la presencia de progesterona ya que este no se
comienza a expresar en tanto los niveles de esta hormona no bajan hasta niveles basales
(Roy y Kole, 1995). Por el contrario, el gen REa puede ser menos sensible a los efectos
estimulantes de los estrogenos, ya que no se inicia la transcripcion hasta que los niveles
de esta hormona son elevados. Por otro lado, el gen que codifica REP es mas sensible a
los efectos de los estrogenos ya que los efectos de la progesterona son revertidos ni bien

comienzan a aumentar los niveles de estrogenos.

Si bien ambos receptores tienen aparentemente la misma afinidad por los
estrogenos, considerando los patrones de expresion espacio-temporales diferentes de
estos dos subtipos de receptores de estrogenos en las células foliculares y no-foliculares,
es probable que haya una regulacion diferencial de los estrogenos sobre la funcion

celular (Enmark y col., 1997).

Ademas, REB y REa pueden formar heterodimeros en las células blanco. La
transcripcion génica mediada por RE envuelve la uniéon del homodimero-receptor-

ligando con el ERE, sin embargo, los RE también median la transcripcion a través del
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elemento mejorador de respuesta AP1 que depende de la union con un ligando, asi
como también de factores de transactivacion de AP1, tales como Fos y Jun (Gaub y col.,
1990; Umayahara y col., 1994). Paech y col., (1997) han demostrado que sin bien la
union del complejo estrogenos-REa tanto al sitio ERE como al AP1 estimula la
transcripcion, la unioén del complejo estrogenos-RE al sitio ERE estimula pero la union

al sitio AP1 inhibe la transcripcion.

Cabe destacar que para ambos subtipos de receptores existen varias isoformas de
ARNm obtenidos por splicing alternativo, muchas de las cuales han sido detectadas solo

en condiciones patoldgicas (Okada y col., 2005).

En resumen, el nivel relativo de expresion y los distintos modos de sefializacion
de los dos subtipos de receptores en las células foliculares durante la foliculogénesis

pueden ser un modulador importante de la respuesta celular a los estrogenos.

1.4. Enfermedad Quistica Ovarica.

La enfermedad quistica ovarica (cystic ovarian disease: COD) es uno de los
trastornos reproductivos mas comunes en vacas lecheras y afecta entre el 6 y el 19% de
las hembras vacunas en produccion (Eyestone y Ax, 1984; Garverick, 1997; Silvia y
col., 2002). El impacto econémico de esta enfermedad esta en directa relacion con el
intervalo parto concepcion y los costos asociados, estimdndose que cada evento de la
enfermedad agrega entre 22 y 64 dias a este intervalo. El costo aproximado de esto se
calcula U$S 137 por vaca distribuidos en disminucion de la produccion de leche y
gastos veterinarios (Silvia y col., 2002). McNutt (1927) fue uno de los primeros en
utilizar el término “quistico” en referencia a estructuras foliculares persistentes mayores
a 20 mm de diametro. Entre los afios 1940 y 1950 se publicaron numerosos reportes
acerca de la morfologia ovarica, las observaciones clinicas y la epidemiologia de esta
enfermedad (Casida y col., 1944; Garm, 1949; Casida y Chapman, 1951; Wiltbank y
col., 1953). La mayoria de esos investigadores especulaban acerca de un “desbalance
endocrino” como causa de la formacién de quistes foliculares ovaricos. Esto llevo a la
aparicion de gran cantidad de tratamientos basados en la administraciéon de hormonas,

incluyendo esteroides (Johnson y Ulberg, 1967), gonadotrofinas (Casida y col., 1944;
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Nakao y col., 1978), y, mas recientemente GnRH (Kesler y Garverick, 1982; Nanda y
col., 1988). Sin embrago, la mayoria de estos tratamientos no poseian un sustento

teorico adecuado (Silvia y col., 2002).

Si bien, la COD ha sido ampliamente estudiada en relacion a su diagndstico y
tratamiento (Nanda y col., 1991; Opsomer y col., 1996; Christopher y Devanathan,
1997; Agarwal y Shankar, 1998; Sharma, 1998; Calder y col., 1999; Douthwaite y
Dobson, 2000), en la actualidad se conoce relativamente poco acerca de los mecanismos
que causan su desarrollo y de los cambios que ocurren a nivel del eje hipotdlamico-
hipofisario-ovérico (Kesler y Garverick, 1982; Yoshioka y col., 1998; Heuer y col.,
1999; Ribadu y col., 1999,2000).

1.4.1. Definicion.

La COD bovina se caracteriza por la presencia de estructuras foliculares de un
diametro mayor al ovulatorio, que permanecen en el tiempo ocasionando trastornos en
la funcionalidad ovarica. Los quistes son estructuras dindmicas, descriptos como
foliculos anovulatorios inicos o multiples, localizados en uno o ambos ovarios, que
tienen un didmetro mayor a 18 mm (mayor al didmetro ovulatorio para la raza), con una
persistencia de mas de 6 dias, en ausencia de tejido luteal, sin tonicidad uterina y con
interrupcion de los ciclos estrales normales (Silvia y col., 2002; Bartolomé y col.,
2005). Sin embargo, esta definicion clasica debe ser complementada con el concepto de
que los quistes pueden regresar y ser reemplazados por otros; pueden atresiarse o
luteinizarse e inclusive puede producirse la ovulacion en presencia de estas estructuras
por lo cual se establece que esta es una enfermedad altamente dinamica (Hamilton y
col., 1995; Rutter & Russo, 2000; Silvia y col., 2002; Bartolomé y col., 2005). La
presencia de mas 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 deteccidn, por lo que ellos consideraron que la condicion poliquistica es
mas frecuente en las vacas con quistes incluso que la aparicion de ovulaciones multiples

en vacas normales.
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1.4.2. Incidencia y prevalencia.

La incidencia de COD en vacas lecheras varia entre el 5% y el 10%, habiéndose
hallado proporciones atin mayores (30%) dependiendo del pais, el establecimiento y el
manejo de los animales (Casida y Chapman, 1951; Kesler y Garverick, 1982; Laporte y
col., 1994; Fleischer y col., 2001). No obstante, otros estudios han fallado en establecer
la incidencia y/o prevalencia de la enfermedad (Lopez-Diaz y Bosu, 1992). Teniendo en
cuenta las definiciones de “incidencia” y “prevalencia”; la prevalencia no es un
parametro muy utilizado debido a que no es relevante determinar el nimero de casos de
COD en cierto dia de la lactancia. Esto se muestra claramente en un estudio de Heuer y
col. (1999) donde se observo que el rango intercuartil (10-90 %) de la ocurrencia de
COD posparto fue entre 33 y 148 dias (n: 1152). Otros autores observaron que el 24 %
de los quistes que aparecen en los primeros 39 dias posparto regresan espontaneamente
(Arbeiter y col., 1990). Youngquist y Braun (1986) plantearon que la recuperacion
espontanea podria alcanzar el 60 % si la condicidon se presenta antes de los 30 dias
posparto. Asi, la incidencia real resulta dificil de estimar y se encuentra influenciada por
el momento de la realizacion del primer examen posparto, dependiendo del protocolo de

estudio de la fertilidad utilizado (Opsomer y col., 1996).

Por otra parte, la incidencia de COD varia de acuerdo a la cantidad de partos. En
estudios hechos por Hackett y Batra (1985; n = 1830) y Fleischer y col. (2001; n =
2197), la incidencia de COD en el periodo lactacional fue de 5,7 % y 7.4 %

respectivamente en vaquillonas, y 18 % y 13,7 % en vacas multiparas (Hooijer, 2003).

1.4.3. Factores predisponentes en la formacion de quistes ovaricos.

Existen diversos factores que contribuyen al desarrollo de quistes ovaricos en

rodeos lecheros. Estos pueden clasificarse en factores generales y factores especificos.

1.4.3.1. Factores Generales

Dentro de este grupo se encuentran factores tales como la herencia, la
produccion de leche, la edad, momento reproductivo, condicidon corporal y la estacion

del afio. Existen evidencias del rol de la herencia en la formacion de quistes ovaricos. Se
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sabe que la enfermedad se presenta con mayor frecuencia en algunas lineas de sangre de
ganado, aunque este fendémeno de herencia es bajo. La alta produccion lactea se
correlaciona positivamente con el desarrollo de quistes, pero se considera una

consecuencia mas que una causa (Nanda y col., 1989).

La tasa de quistes ovaricos aumenta con la edad y tiene una distribucion variable
segun la estacion del ano (Garverick, 1997). Si bien no se ha demostrado que el
fotoperiodo se relacione con el desarrollo de COD podria actuar como un factor
predisponerte, dado los antecedentes en bovinos y en otras especies (Salvetti y col.,
2004; Palomar y col., 2007). La mayor frecuencia de la enfermedad en el puerperio es
una expresion evidente de la disfuncion endocrina caracteristica de esta fase delicada de

la vida reproductiva en la hembra bovina.

La condicién corporal de los animales es un factor predisponente importante: las
vacas con una condicion corporal mayor a 4 (escala de 0 a 5) tienen una frecuencia de
2,5 veces superior de presentacion de quistes con respecto a las que poseen una

condicion corporal menor o igual a 3.

Ademas, otros factores que contribuyen en la patogénesis de la COD son la
involucién uterina retardada, los problemas del posparto temprano tales como la fiebre

de leche y la retencion de placenta (Bosu y Peter, 1987).

1.4.3.2. Factores Especificos

Alimentacion: Las raciones ricas en proteinas utilizadas para elevar la
produccion de leche, asociadas a la falta de ejercicio, podrian ser factores importantes
en el desarrollo de la enfermedad. Esta enfermedad es muy comin en hembras de alta
produccion y durante la lactancia temprana. En ese momento, la mayor parte de la
energia del animal es destinada hacia la producciéon de leche y requerimientos de
mantenimiento, provocando una mayor vulnerabilidad de la vaca a disturbios
endocrinos. Con respecto a los desbalances metabdlicos, se ha sugerido que la
resistencia insulinica y la hiperinsulinemia no son factores relacionados a COD en
vacas, teniendo en cuenta que si estan altamente relacionados con el Sindrome
Poliquistico Ovarico (PCOS) que se presenta en la mujer (Opsomer y col., 1999). Por

otro lado, el rol de los fitoestrogenos aun no ha sido establecido, sin embargo, muchos
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investigadores han sugerido que el forraje con alto contenido de componentes
estrogénicos podria estar asociado con la presentacion de la enfermedad (Roberts,

1986).

Infecciones uterinas: Durante el periodo posparto, las hembras bovinas lecheras
son susceptibles a una alta variedad de procesos patoldgicos, incluyendo retencion de
placenta, endometritis, metritis, hipocalcemia, y anestro posparto. Todas estas
condiciones han sido correlacionadas positivamente con la COD (Kesler y col., 1980;
Garverick 1997). Se sabe que el eje hipotdlamo-hipofisario es menos sensible a los
estrogenos en el periodo posparto y como resultado de esto hay un bloqueo de los ciclos
ovaricos. El funcionamiento normal de la retroalimentacion positiva de los estrégenos
es restaurado alrededor de dos semanas posparto en hembras bovinas lecheras. Es a
partir de los trabajos de Bosu y Peter (1987) que se demuestra en forma evidente que las
infecciones uterinas posparto causadas por bacterias Gram (-), capaces de sintetizar y
liberar endotoxinas, estimulan la liberacion de cortisol adrenal suprimiendo de este
modo el pico preovulatorio de la LH y consecuentemente conducen a la formaciéon de
quistes ovaricos foliculares. Las endotoxinas y sus mediadores, tales como las
interleuquinas, son responsables de la mayoria de los efectos patdgenos. Por otra parte,
las interleuquinas son capaces de inducir la liberacion de hormona liberadora de
corticotrofina (CRH) del hipotdlamo y consecuentemente la adrenocorticotrofina
(ACTH) de la hipofisis, lo cual estimula a la glandula adrenal a incrementar la
produccion de corticoesteroides, e inhibe la formacion de receptores de LH en células
de la granulosa. Todas estas acciones resultan en un aumento del cortisol, y la supresion
del pico preovulatorio de LH. De este modo el efecto de las endotoxinas y sus
mediadores puede ser considerado un ejemplo particular de respuesta al estrés (Nakao y

Griinert, 1990).

Estrés: Cualquier factor considerado provocador de estrés estimula al eje
hipotadlamo-hipofisario-adrenal, el cual a su vez modula al eje hipotdlamo-hipofisario-
gonadal modificando la secrecion de gonadotrofinas. El pico preovulatorio de LH es
especialmente sensible al efecto inhibitorio de la ACTH y glucocorticoides exdgenos en
la vaca (Stoebel y Moberg, 1982; Moberg, 1991; Ribadu y col.,, 2000).

Experimentalmente, la inhibicion del pico preovulatorio de LH mediante el tratamiento
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con ACTH result6 en el desarrollo de quistes ovaricos en bovinos (Refsal y col., 1987;
Dobson y col., 2000) y ovinos (Cooke y Benhaj, 1989). Los glucocorticoides son
factores claves que afectan al eje hipotadlamo-hipofisario-gonadal, y otras hormonas
como la ACTH y la CRH juegan un papel secundario (Moberg, 1991). Ademas de la
CRH vy los derivados de la proopiomelanocortina (POMC), como la beta endorfina,
tienen receptores presentes en la glandula adrenal y las gonadas, y podrian actuar como
sefiales autdcrinas y pardcrinas en la regulacion de la secrecion de gonadotrofinas. Se
cree que los péptidos opioides endodgenos (producidos por la hipodfisis y el cerebro)
bloquean la onda preovulatoria de LH inducida por los estrégenos y la liberacion de

GnRH (Malven, 1986).

La inhibicion de la secrecion de la LH hipofisaria, consecuencia de la accioén
fisiolégica de los glucocorticoides, podria ser causada por la modificacion en la
retroalimentacion de los esteroides gonadales, dado que los corticoides reducen el efecto

estimulante de los estrogenos sobre la secrecion de la LH.

1.4.4. Etiologia y patogenia.

La patogenia de la COD es compleja y puede tomarse como un trastorno
plurifuncional de la ovulacidon, que tiene como base la predisposicion hereditaria
sumada a causas ambientales (estrés, manejo nutricional, enfermedades infecciosas, y
manejo en general). Debido a la gran cantidad de factores involucrados en la formacién
de quistes ovaricos, la causa primaria de la enfermedad no ha sido establecida
claramente aun. En el momento en que se diagnostica (anatomica, histoldgica y
clinicamente) se desconocen los procesos que condujeron a su formacion y futura

regresion-recambio de los quistes.

La hipoétesis mas aceptada en la actualidad es que el desarrollo de los quistes esta
asociado a un desequilibrio neuroendocrino a nivel del eje hipotalamo-hipofisario-
gonadal, el cual controla todas las funciones reproductivas incluyendo el crecimiento y
desarrollo folicular, la ovulacién, mantenimiento de la prefiez, y comportamiento

reproductivo en los vertebrados.

Existe una falla en la ovulacion luego de que uno o varios foliculos de una onda

de crecimiento folicular se desarrollan y superan el tamafio ovulatorio. Una causa
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probable podria ser la inhibicién que ejercen los estrogenos sobre la secrecion de FSH
cuando estdn en niveles mas elevados que lo normal. Luego de tres a cinco dias la
hembra aparentemente se adapta a la concentracion elevada de estrogenos y la
concentracion de FSH aumenta, estimulando el crecimiento de otros foliculos, algunos
de los cuales llegarian a alcanzar e incluso superar el tamafio ovulatorio. Esto puede
ocurrir en condiciones en que un Unico quiste estd presente y una nueva onda folicular

comienza y un/multiples foliculo/s dominante/s se desarrolla/n.

Existe acuerdo sobre la importancia de la alteracion en el pico preovulatorio de
LH que desencadena la ovulacion del foliculo dominante de la ultima onda folicular,
como causa final de la formacion del quiste. En general se considera que las hembras
bovinas con quistes foliculares tienen una secrecion basal elevada de LH durante el
crecimiento folicular, seguida de una supresion del pico preovulatorio de LH en el

momento de la maduracion (Hamilton y col., 1995).

Sobre la base de los conocimientos actuales del mecanismo de la ovulacion y la
respuesta a distintas terapéuticas hormonales, se puede afirmar que cualquier obstaculo
en el proceso ovulatorio puede determinar la formacion de quistes. En este sentido, las
alteraciones en el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal serian fundamentales en la
etiopatogenia de la enfermedad, por lo tanto, es de vital importancia la comprension de

los posibles mecanismos involucrados:

1.4.4.1. Disfuncion Hipotalamo-Hipofisaria.

La hipotesis mas aceptada en cuanto a la formacion de los quistes incluye la
teoria de una disfuncion del eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal (Liptrap y McNally,
1976, Kesler y Garverick, 1982; Eyestone y Ax, 1984; Bosu y Peter, 1987; Lopez-Diaz
y Bosu, 1992; Hamilton y col., 1995; Garverick, 1997; Zulu y Penny, 1998; Dobson y
col., 2000; Ribadu y col., 2000; Peter, 2004; Vanholder y col., 2006).

La naturaleza pulsatil de la secrecion de GnRH, que resulta en secreciones
pulsatiles de LH, es la sefial individual de mayor importancia en el control del sistema
reproductivo (Thiéry y Martin, 1991). En la hipétesis que involucra al eje hipotalamo-
hipofisario-gonadal, la causa principal de la formacion de quistes es una deficiencia en

la onda preovulatoria de LH o un patron de liberacion aberrante de esta hormona. Se
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sabe que no todos los pulsos de GnRH son seguidos por pulsos subsiguientes de LH, y
un aumento en la frecuencia de los pulsos de GnRH conduce a una disminucion en la
amplitud de los pulsos de LH (Clarke y Cummins, 1985). En primates no humanos se ha
postulado que la liberacién de formas fisioldégicamente inactivas de gonadotrofinas
liberadas por la hipofisis desarrolla un antagonismo competitivo con formas
bioldgicamente activas para prevenir la ovulacién. Una alteracion en el proceso de
retroalimentacion positiva de los estrogenos resulta en una falla o en una inadecuada
liberacion de GnRH desde el hipotdlamo. La respuesta hipofisaria para este evento es

una liberacion inadecuada o excesiva de LH o la liberacion en un momento inapropiado.

Si bien no se conoce el rol exacto de la LH en la patogenia de la enfermedad,
recientemente se ha sugerido que una reduccion en los pulsos de LH podrian
relacionarse con la no ovulacion en estos animales (Dobson y col., 2000; Ribadu y col.,
2000). Las vacas con COD y con niveles elevados de estrogenos endogenos fallan en
generar un pico de LH en respuesta a una dosis de estradiol exdgeno, indicando que se
ha perdido la capacidad de responder a la retroalimentacion positiva del estradiol sobre
el eje hipotdlamo-hipofisario (Zaied y col., 1981; Refsal y col., 1988; de Silva y Reeves,
1988). Esto podria deberse a cambios en la expresion de los receptores hormonales tanto
esteroides (RE, RP y RA) como proteicos (LHr, FSHr) a nivel hipotalamo-hipofisario
(Odore y col., 1999).

En un estudio realizado por Hamilton y col. (1995) se detect6 una concentracion
promedio mayor tanto de LH como de 17-B-estradiol circulantes en las vacas con
quistes, si se las comparaba con vacas con ciclos normales o con recuperacion
espontanea, no registrandose un pico preovulatorio de LH en las hembras con COD. La
secrecion aumentada de LH en las hembras bovinas con quistes podria estimular un
incremento en el 17-B-estradiol y este incremento podria causar un aumento en la
secrecion de LH, creando asi un efecto cascada que afectaria la respuesta ovarica a la
secrecion de LH. Ademas, la secrecion basal aumentada de LH en vacas con COD
puede estar asociada con el contenido elevado de GnRH en el tallo hipofisario-
eminencia media, el sitio de liberacion de GnRH. La falta del pico preovulatorio de LH
en estas vacas podria estar relacionado con el menor contenido de GnRH en el area

predptica-supraquiasmatica, y mas elevado en el tallo hipofisario-eminencia media, asi
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como una respuesta alterada a la retroalimentacion positiva del 17-B-estradiol, ya sea a
nivel del hipotdlamo o de la hipoéfisis. Por lo tanto, un incremento anormal en la
liberacion de LH durante la fase folicular (como resultado del aumento de GnRH en la
eminencia media) y la ausencia del pico preovulatorio de LH (disminucion de GnRH en
el area preoptica-supraquiasmatica) podria conducir a la formacion de quistes

(Vanholder y col., 2006).

Por otro lado, los niveles subluteales de progesterona en animales con la
enfermedad sugieren que la demora en reanudar la ciclicidad normal podria deberse a la
inhibicion que ocurre a nivel del eje hipotdlamo-hipofisario por la presencia de esta

hormona (Hatler y col., 2003).

1.4.4.2. Disfuncion ovarica.

Aunque muchos estudios han caracterizado la dindmica del crecimiento
folicular, la comprension de los cambios celulares y moleculares que ocurren dentro del
foliculo ovarico previo al proceso de anovulacion es aun escasa. Los cambios celulares
pueden presentarse como una produccion aberrante de factores de crecimiento por las
células de la granulosa (Ortega y col., 2007b, 2008; Rey y col., 2009), alteraciones en
las proteinas que componen el citoesqueleto celular, ya sea en cantidad o tipo de
proteinas (Salvetti y col., 2003; Ortega y col., 2007a) o por la secrecion inapropiada de
proteinas de la matriz extracelular (Salvetti y col., 2003). Entre las proteinas de la
matriz extracelular, la vitronectina y la fibronectina podrian tener un rol importante y su
produccion pareceria estar influenciada por el tamafio del foliculo (Perrone y col., 1995;
Meter, 2004). Estudios previos llevaron a suponer que las alteraciones en la expresion y
cantidad de receptores, tanto de hormonas hipotalamo-hipofisarias como de hormonas
esteroides, podrian ser un factor relacionado con el proceso de anovulacion. La
caracterizacion de estos cambios luego de la formacion de los quistes puede dificultar la
comprension del mecanismo de la enfermedad, por lo tanto deberian documentarse
durante el desarrollo de los quistes. Estudios realizados por varios autores sugieren que
la alteracion en la expresion de receptores de esteroides, particularmente los de
progesterona y estrogenos, podrian estar involucrados en el proceso de anovulacion

(Odore y col., 1999; Salvetti y col., 2007,2009a). Un evento importante en las células
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que componen el foliculo quistico es la expresion de los genes responsables de la
proliferacion, apoptosis y diferenciacion celular, los cuales probablemente estén
involucrados en la anovulacién y en el proceso de formacion y mantenimiento de los
quistes (Salvetti y col., 2004; Isobe y Yoshimura, 2007; Peter y Dhanasekaran, 2003;
Ortega y col., 2007c¢; Salvetti y col., 2009b). Otras hipdtesis involucrarian el mecanismo
del estrés, mediante el cual el eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal podria afectar la
funcién ovérica (Ribadu y col., 2000; Baravalle y col., 2006). Se ha demostrado que los
corticoides tienen la capacidad de alterar la sintesis de esteroides ovaricos in vivo ¢ in
vitro y ademas se han localizado receptores de corticoides en el tejido ovarico
(Schreiber y col., 1982). Se sabe que en células de la granulosa en cultivo, la
dexametasona inhibe la actividad aromatasa inducida por la FSH, y reciprocamente los
corticoides incrementan la sintesis de progesterona estimulada por la FSH, por la
estimulacion de la actividad de la 3p-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (33-HSD) (Hsueh
y Erickson, 1978; Adashi y col., 1981; Moberg, 1991). En el macho los corticoides
reducen los receptores de LH en las células de Leydig. Se cree que el cortisol liberado
en situaciones de estrés podria ser almacenado en el liquido folicular e inducir las
alteraciones de la esteroidogénesis y la concentracion de receptores de LH, a nivel de la

pared folicular lo que contribuiria al desarrollo de los quistes ovaricos (Moberg, 1991).

1.4.5. Dinamica folicular en la COD: Interacciones y perfiles hormonales.

Las vacas con COD pueden exhibir ondas de crecimiento folicular a intervalos
mas prolongados e irregulares con respecto a las vacas con ciclos normales. Dado que
los quistes pueden inhibir el desarrollo de otros foliculos, generalmente s6lo foliculos
de 5 mm o menos pueden existir durante el periodo de dominancia del quiste. La
regresion funcional del quiste probablemente se produzca cuando el periodo con niveles
bajos de LH sea superior que el necesario para la regresion de un foliculo dominante. y
esto puede resultar en una demora en la iniciacion de una onda nueva de crecimiento
folicular. Los intervalos desde la deteccion de una onda foliculo/quistica son mas
extensos y variables (6 a 26 dias), comparados a los intervalos de emergencia de las
ondas de crecimiento folicular, en vacas con ciclos estrales normales (6 a 14 dias)

(Hamilton y col., 1995; Yoshioka y col., 1998; Rutter y Russo, 2000).
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Tanto en vacas normales como en vacas con quistes, la concentracion de FSH
aumenta de 1 a 2 dias antes de la emergencia de la nueva onda folicular (Adams y col.,
1992; Hamilton y col., 1995). Por el contrario, la concentraciéon basal promedio, y la
frecuencia pulsatil de LH es mas elevada en vacas con quistes que en vacas normales, y
este aumento en la frecuencia pulsatil de LH puede promover la esteroidogénesis
folicular, y ser responsable de la concentracion mayor de 17-B-estradiol en vacas

afectadas.

Como principio general, la concentracion plasmatica de progesterona es baja en
sangre y leche en vacas con quistes foliculares, y elevada en vacas con quistes luteales.
Las hembras con quistes foliculares pueden suftrir varios grados de luteinizacion, y
aumentar los niveles de progesterona, pero €stos, generalmente, permanecen por debajo
de los niveles luteales de las vacas normales (Hatler y col., 2003). La concentracion
plasmatica de testosterona en hembras con COD, no registra variaciones con respecto a
los niveles durante el ciclo estral normal, a diferencia de lo que ocurre en otras especies

(Abbott y col., 2002).

1.4.6. Clasificacion de los quistes ovaricos.

De acuerdo a las caracteristicas histologicas y la actividad de 15 enzimas en la
pared folicular, Nakama (1976, citado por Rutter y Russo, 2000) realizd una
clasificacion muy completa de los quistes ovaricos en vacas y cerdas, e identifico cuatro
categorias (Lopez-Diaz y Bosu, 1992; Rutter y Russo, 2000):

Tipo 1: con presencia de las capas de la teca y la granulosa.

Tipo 2: con la teca presente y la capa de células de la granulosa reducida,
atrésica o ausente.

Tipo 3: s6lo las células de la teca presentes. En la teca interna solo se observa
una capa delgada de la teca externa yuxtapuesta.

Tipo 4: sdlo capas de las células de la teca presentes y luteinizadas.

Los autores mencionados determinaron la actividad de varias enzimas dentro de
las cuales estaban la fosfatasa alcalina, la glucosa-6-fosfato dehidrogenasa, y la 3p-

HSD. La 3B-HSD es responsable de la conversion de pregnenolona a progesterona, y de
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la 17-dehidroepiandrostenediona a androstenediona, y su actividad es baja en los Tipos
1 y 2, pero aumenta progresivamente en los tipos 3 y 4, y ademads es responsable del
grado de luteinizacion de la pared del quiste. En base a estos resultados, dichos autores
sugirieron que los quistes se transforman del tipo 1 al 4 y que la proporcion de quistes
con luteinizacion era mayor cuando estaban ausentes las capas de células de la

granulosa.

Los quistes con células de la granulosa sin alteracion, mostraban actividad de
aromatasa elevada, y una concentracion elevada de estrogenos en el liquido folicular.
Por el contrario, los quistes sin capa de la granulosa eran aromatasa negativos, y
contenian gran cantidad de progesterona. Los quistes de tipo 1 presentaron
concentraciones altas de 17B-hidroxiprogesterona, andrégenos y estrégenos, pero
niveles bajos de progesterona. El tipo 4, similar al cuerpo lateo, podria no tener
actividad de 17a-hidroxilasa, la cual es responsable de la transformacion de la

progesterona en 17a-hidroxiprogesterona y posteriormente en androstenediona.

Por lo tanto, el tipo 1 tiene capas de células de la granulosa, actividad aromatasa
elevada y es una estructura que produce estrogenos. El tipo 4 no posee capas de células
de la granulosa, tiene actividad de 3B-HSD elevada, ausencia de actividad de aromatasa

y posible bloqueo de la 17a-hidroxilasa, y es una estructura que produce progesterona.

Por otra parte, las estructuras quisticas con capas de células de la granulosa
(Tipo 1), pueden no constituir una categoria quistica Unica, sino un grupo heterogéneo
con diferente capacidad estrogénica y grados diversos de vascularizacion a nivel del

aparato genital (foliculos, ovarios, tero.).

Seglin el tipo histologico de quiste (tipo 1 al 4) existe una relacion clara en el
contenido de esteroides del fluido folicular. Sin embargo, no existe correlacion entre la
concentracion de esteroides del plasma y del fluido folicular. Soélo el quiste luteinizado,
que es rico en progesterona de origen folicular, muestra correlacion entre el nivel de

progesterona plasmatica y en el fluido folicular.

Ademas, la concentracion plasmatica de 17B-estradiol es elevada durante la
etapa de crecimiento de un quiste y relativamente baja cuando este disminuye de
tamafio y es reemplazado por otro/s quiste/s o por foliculos dominantes ovulatorios

(recuperacion espontanea) (Yoshioka y col., 1998).
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2. OBJETIVOS

2. 1. Objetivo general:

Comparar un modelo experimental con casos espontaneos de COD en bovinos,
integrando varios métodos de estudio, para contribuir a una mejor comprension de esta

enfermedad en especies de interés zootécnico.

Proponemos examinar la regulacion de la expresion relativa de los receptores
hormonales y su relacion con el balance proliferacion celular/apoptosis en los diferentes

componentes tisulares ovaricos de animales con COD.

La hipotesis es que los patrones alterados en la secrecion de hormonas, tanto
ovaricas como hipotalamo-hipofisarias, producirian modificaciones en la expresion de
receptores hormonales asi como en los mecanismos de proliferacion y apoptosis en las

estructuras foliculares, y serian parte de la patogenia de quistes en los ovarios.

2. 2. Objetivos especificos:
1. Inducir experimentalmente quistes ovaricos en vaquillonas utilizando un método

de induccion hormonal.

2. Monitorear por ultrasonografia la dindmica ovarica, determinando el momento
de aparicion y las caracteristicas de las estructuras quisticas asi como la persistencia de

las mismas.

3. Realizar una valoracion cualitativa y semicuantitativa de la expresion de
receptores de estrogenos y progesterona en las distintas estructuras ovaricas,

caracterizando sus variantes e isoformas.

4. Evaluar la proliferacion celular en las diferentes estructuras ovaricas en los

animales con COD, analizando la expresion de marcadores de proliferacion celular.
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5. Valorar la apoptosis en los distintos compartimientos celulares de los foliculos y
quistes foliculares, a través de la deteccion de bcl-2, bax, caspasa-3 y la deteccion in
situ (TUNEL).

6. Identificar qué tipos celulares de los que integran el foliculo ovérico sufren
modificaciones en la expresion de los marcadores estudiados durante el transcurso de la

enfermedad

7. Analizar los niveles de hormonas tanto en suero sanguineo como en liquido

folicular.

8. Determinar similitudes y diferencias entre los hallazgos efectuados en el modelo
experimental, con aquellos realizados en ovarios quisticos espontaneos, provenientes de

bovinos sacrificados en frigorificos.
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3.1. Procedimientos realizados con animales:
3.1.1. Modelo Experimental:

Los quistes ovaricos han sido inducidos en los bovinos por una variedad de
tratamientos aplicados en el diestro tardio o en el proestro. Tales tratamientos incluyen:
administracién de estrégenos; combinacion de progesterona y estradiol (Cook y col.,
1990); antisuero contra LH bovina; testosterona (Fathala y col., 1978) o ACTH
exdgena (Liptrap y Mc Nally, 1976; Ribadu y col., 2000; Dobson y col., 2000; Ortega
y col., 2007c¢).

Desde el punto de vista reproductivo, la ACTH causa una supresion de los
valores de LH basal durante la fase folicular del ciclo estral. Dobson y Smith (2000)
han mostrado que la administracion de ACTH durante la fase folicular resulta en una
disminucién en los pulsos de LH. Por consiguiente, podria suponerse que la ACTH
podria inducir quistes ovaricos por una alteracion de la frecuencia de pulso de la LH.
Este modelo resulta en la generacion de quistes foliculares en un alto porcentaje de los

animales tratados por lo cual fue elegido para el desarrollo del presente trabajo.

3.1.2. Animales:

Los procedimientos efectuados con animales experimentales se realizaron de
acuerdo a las normativas vigentes en el tema (Guide for the Care and Use of
Agricultural Animals in Agricultural Research and Teaching. Federation of Animal
Science Societies, la. Ed. 1999. USA). Ademas el protocolo fue enviado al Comité de
Etica y Seguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias (UNL) quien lo evalué y
aprobo.

Se utilizaron 10 vaquillonas de la raza Holando Argentino puros por cruza, de
entre 18 y 24 meses de edad, con un peso promedio de 400 kg., examinadas por tacto
rectal y ultrasonografia antes del comienzo de la experiencia para comprobar la
normalidad en su tracto reproductor; y la normalidad y regularidad de sus ciclos
estrales. Los animales fueron alojados en corrales descubiertos; la alimentacion se baso

en alimento balanceado comercial, heno de alfalfa y agua ad libitum.
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Todas las vaquillonas fueron sometidas a la sincronizacién de sus ciclos
estrales mediante el protocolo Ovsynch (Pursley y col., 1995) de la siguiente manera:
los animales fueron inyectados con GnRH (Receptal®, Intervet, Argentina, 4 pg/ml, 5
ml/animal) el dia 0, al dia 7 se les administré una inyeccién de prostaglandina
(Iliren®, Intervet, Argentina, 0.2 mg/ml, 5 ml/animal) y finalmente se administr6 otra
inyeccion de GnRH el dia 9. Se realizd la observacion del comportamiento para
detectar el inicio del celo 24 horas luego del segundo tratamiento con GnRH y luego
cada 12 horas. La primer deteccion de comportamiento de estro fue designado como
dia cero del ciclo y confirmado por ultrasonografia (Sirois y Fortune, 1998). Durante

este periodo, los animales no recibieron ningln otro tratamiento.
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Figura 5. Protocolo de sincronizacion de celos e induccion de quistes ovaricos foliculares mediante de ACTH.

3.1.3. Grupos experimentales:

Los animales fueron distribuidos en 2 grupos. Cada grupo fue alojado en un

corral individual.

Grupo I (n=6): luego de la sincronizacion de celo, estas vaquillonas fueron
tratadas con 100 UI de ACTH (Img/ml de Tetracosactido [corticotropina], Synacthen
depot, laboratorio Novartis), cada 12 horas por un periodo de 7 dias seguidos a partir
del dia 15 del ciclo estral (figura 5). El comienzo del tratamiento (dia 15 del ciclo
estral normal) se realizé en el momento del ciclo en el que la onda de LH preovulatoria
comienza a ser sensible a la inhibicion por la ACTH exogena (Liptrap y McNally,

1976; Dobson y col., 2000; Ortega y col., 2008).
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Grupo Il (n=4): luego de la sincronizacion de celo este grupo de hembras fue
mantenido en condiciones ambientales normales, y sin tratamiento; como grupo

control.

3.1.4. Ultrasonografia:

Para monitorear los cambios en el ciclo estral se realizaron examenes diarios
mediante tacto rectal y ultrasonografia a las vaquillonas de ambos grupos hasta la
obtencion de las muestras. Se utilizéo un equipo de ultrasonografia Pie Medical 485
Anser Vet (Holanda), equipado con sonda transductora transrrectal en doble frecuencia
de onda (5.0-7.5 MHz.). El seguimiento se realiz6 de acuerdo a la técnica descripta por
Sirois y Fortune (1988) y las imagenes se almacenaron para efectuar las mediciones de

las estructuras foliculares ovaricas.

Se tomaron como parametros normales: un didmetro medio de los foliculos
ovulatorios de 13-15 mm, una duracion media del ciclo estral de 20-21 dias, y la

presentacion del comportamiento de celo el dia 19-20 del ciclo estral.

Se consideraron estructuras quisticas todos aquellos foliculos con un didmetro
mayor de 20 mm y que persistieron por 10 dias sin que se produzca la ovulacién o la
formacion de un cuerpo luteo (Silvia y col. 2002). El primer dia de formacion del

quiste fue el dia en que la formacion folicular alcanzé 20 mm.

3.1.5. Toma de las muestras:

Una vez detectada la enfermedad quistica ovarica se procedid a la obtencion de
los ovarios destinados a los estudios histologicos, inmunohistoquimicos y para técnicas
de WB. La extraccion de las muestras se realizé mediante la castracion por el flanco de
las hembras. Se realizdé el abordaje por el flanco izquierdo, el cual se prepar6
quirurgicamente. Se realizd anestesia local infiltrativa y anestesia epidural, con
clorhidrato de lidocaina al 2% (Anestésico 2%, Rudavet®). Se procedid a la incision
desde dorso-caudal hacia ventro-craneal de la piel del flanco y los planos musculares,
de una longitud suficiente como para que entre la mano del cirujano. Una vez

localizados, los ovarios fueron extraidos, (ligando los vasos sanguineos que lo irrigan),

43



3-MATERIALES Y METODOS

procediendo luego a la sutura de todos los planos de acuerdo a la técnica quirurgica

(Garnero y Perusia, 2002).
Se procedi6 a tomar muestras como se detalla a continuacion:

a) Muestras de pared folicular, tanto de quistes foliculares como de foliculos
sanos (en los animales control), las que fueron congeladas inmediatamente en
nitrogeno liquido y conservadas en ultrafreezer a -80 C hasta su procesamiento

(extraccion de proteinas).

b) Muestras de liquido folicular (LF) de los foliculos quisticos. Se realizo la
extraccion del LF mediante aguja en el foliculo intacto y estas muestras fueron

congeladas a -20°C para posteriormente ser utilizadas para mediciones hormonales.

c) El resto de los ovarios extraidos fueron reducidos y fijados en formol

tamponado al 10% durante 8h a 4°C.

d) Previamente a la ovariectomia se obtuvieron diariamente muestras de sangre,
desde el inicio del tratamiento con ACTH hasta el dia de la castracion. La sangre fue
procesada para obtener suero, el cual fue conservado a -20°C. Posteriormente fue

enviado para determinaciones de cortisol, LH, FSH, estrogenos y progesterona.

3.1.6. Obtencion de material en playa de faena:

En playa de faena, se procedié a la recoleccion de ovarios de bovinos con
alteraciones macroscopicas visibles y compatibles con la descripcion de quistes
foliculares. Antes de la toma de muestras se corrobor6 la ausencia de prefiez. Se
tomaron muestras de pared folicular, las que fueron conservadas a -80°C y de liquido
folicular (n=15). Ademas se tomaron muestras de ovarios normales (sin alteraciones
macroscopicas visibles) de foliculos antrales de diferentes diametros: foliculos
pequefios menores a 5 mm (n=10) y foliculos grandes mayores a 10 mm (n=10)
(Parrott y Skinner, 1998). Estas muestras se procesaron de acuerdo a lo descrito
previamente. Se guardaron ademas muestras de ovarios normales (n=10) y con quistes
(n=15) en formol al 10% para realizar el procesamiento histologico de rutina para la

técnica de inmunohistoquimica.
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3.1.7. Cuantificacion de los niveles hormonales:
3.1.7.1. Cuantificacion de Gonadotrofinas

Los niveles de LH y FSH fueron determinados utilizando un Kit provisto por el
NIDDK (National Institute for Diabetes and Digestive and Kidney Diseases,
Baltimore, USA) siguiendo la metodologia previamente descripta (Ortega y col.,
2004). Los coeficientes de variacion intra e interensayos para LH y FSH fueron
menores a 8 y 12% respectivamente. Las concentraciones minimas detectables fueron

de 0,16 ng/ml para LH y 1,18 ng/ml para FSH.

3.1.7.2. Cuantificacion de estradiol, progesterona, testosterona y cortisol.

Las concentraciones de estradiol, progesterona, testosterona y cortisol fueron
estimadas por kits para EIA (Active Estradiol EIA, DSL-10-4300; Active Progesterona
EIA, DSL-10-3900; Active Testosterone EIA, DSL-10-4000; Active Cortisol EIA
DSL-10-2000; Diagnostic Systems Laboratories, Webster, TX, USA), de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

3.2. Procesamiento de las muestras para las técnicas histologicas:

Luego de la fijacion con formol tamponado las muestras fueron lavadas en
buffer fosfato salino (PBS) y procesadas siguiendo protocolos histologicos de rutina
para efectuar la inclusion en parafina (Woods y Ellis, 1994). Por ultimo, se efectuaron
cortes seriados de 5 pm de espesor con un micréotomo rotativo, los que se montaron en
portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), fueron secados en estufa a 37°C por 24 hs. Para hacer una
caracterizacion inicial y evidenciar la morfologia general se utilizd la coloraciéon de
hematoxilina-eosina. Las diferentes categorias foliculares se clasificaron de acuerdo

con la Nomina Histologica (1994).

3. 3. Procesamiento de las muestras para WB:

Se tomaron fracciones de aproximadamente 60 mg de pared folicular de los

distintos tipos de foliculos (foliculos antrales pequefios, grandes y quisticos
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espontaneos ¢ inducidos) , las que fueron colocadas en buffer RIPA con inhibidores de
proteasas y homogeneizadas con un homogeneizador de mano UltraTurrax. El
sobrenadante se obtuvo luego de centrifugar las muestras a 14.000g en centrifuga
refrigerada durante 20 minutos. Una vez obtenidos los extractos de proteinas se
determin6 la concentracion proteica de cada muestra mediante el método Lowry
modificado de Bio-Rad. Este proceso se realizd en microplacas y las lecturas se
hicieron en un lector de microplacas a 650-700 nm. Se utiliz6 un patrén de BSA para

realizar las inferencias.

3. 4. Procesamiento de las muestras para RT-PCR:
3. 4. 1. Extraccion de ARN total

El ARN total de las muestras de pared folicular fue extraido usando el reactivo
Trizol LS (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente: se
homogeneizaron muestras de aproximadamente 50 mg en 1 ml de reactivo con un
homogeneizador de mano UltraTurrax, posteriormente se incub6 durante 5 minutos a
25° C. El sobrenadante fue transferido a un eppendorf estéril y el ARN fue extraido
con cloroformo, previa agitacion vigorosa, incubando 15 minutos a 4°C. Se realiz6 una
centrifugacion a 12000g para separar la fase acuosa de la organica. Posteriormente se
precipitd el ARN con un volumen equivalente de alcohol isopropilico incubando por
30 minutos a -20°C y se separ6 por centrifugacion a 12000g. EI ARN obtenido se lavo
con etanol 75% por 10 minutos a 4°C, se resuspendié con agua DEPC precalentada a

60°C y se cuantificé por espectrofotometria a 260nm.

3. 4. 2. Transcripcion Reversa

Antes de comenzar la RT-PCR y a los efectos de eliminar posibles
contaminaciones con ADN gendémico se realizd6 un tratamiento con ADNasa
(Invitrogen).

La transcripcion reversa se realizd mediante la adicion de una cantidad

constante de ARN a una mezcla con los cebadores con secuencias al azar, dNTPs,

buffer para la enzima MMLV 5X, DTT (100mM), inhibidor de ribonucleasas
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ARNasaOut (40U/ul) y la enzima MMLV RT (200U) (Invitrogen). Las condiciones
utilizadas para la trascripcion reversa fueron 10 minutos a 25°C para el annealing, 50
minutos a 37°C para la sintesis del ADNc y 15 minutos a 70°C para la inactivacion de
la enzima. Todas las reacciones se llevaron a cabo para un volumen final de 20ul

utilizando un termociclador estindar (TECHNE TC-312, Stone, Reino Unido).

La concentracion de ADNc obtenida fue cuantificada por un método
fluorimétrico (Qubit, Invitrogen) con el objeto de utilizar luego una cantidad constante

para la técnica de amplificacion del ADN (PCR).

3.5. Evaluacion de la proliferacion celular
3.5.1. Inmunohistoquimica

Se evaluo a través de la expresion de Ki-67 que fue revelada por medio de una
técnica de inmunohistoquimica indirecta usando un anticuerpo monoclonal especifico

(Tabla 1).

Las inmunomarcaciones se realizaron sobre cortes de 5 pm de espesor,
siguiendo el protocolo descrito previamente por Ortega y col. (2004), seglin se detalla

a continuacion:

1- Desparafinizacion en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15 minutos cada uno.

2- Hidratacion en una serie de alcoholes de graduacion decreciente, a partir de alcohol etilico absoluto
(dos pasajes de 3 minutos), alcohol etilico 96° (dos pasajes de 3 minutos) y finalmente alcohol
etilico 70° (un pasaje de 3 minutos).

3- Hidratacion en PBS pH 7,2 durante 5 minutos

4- Tratamiento de recuperaciéon antigénica. Se realizd en un horno de microondas de uso doméstico
(potencia maxima 1000 W). Como solucion de recuperacion se us6 Buffer Citrato 0,01 M pH 6,0.
Los cortes fueron colocados en un Coplin sumergido en un recipiente con agua, y fueron sometidos
a la siguiente secuencia de recuperacion: 3 minutos a 100% de potencia, 12 minutos al 40% y 20

minutos dentro del microondas apagado.

5- Bloqueo de la actividad enddégena de la enzima peroxidasa, sumergiendo las muestras durante 10
minutos en una solucion al 3% de peroxido de hidrogeno 30 volumenes en metanol absoluto,

agregando nuevamente el mismo volumen de peroxido de hidrogeno a los 10 minutos.

6- Dos lavados en PBS durante 5 minutos.
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7- Bloqueo de los sitios de unidon no-especificos incubando 20 minutos a temperatura ambiente en

camara himeda con una solucion de suero normal de cabra al 5%.

8- Incubacion con anticuerpo primario: se us6 un anticuerpo monoclonal para Ki-67, (tabla 1) diluido
1:30 durante 16 horas a 4°C (toda la noche en heladera). Para los controles de especificidad se

sustituy6 el anticuerpo primario por suero normal de cabra.

9- Después de la incubacion con el anticuerpo primario la camara se retir6 de la heladera y se dejo a

temperatura ambiente durante 10 minutos
10- Dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

11- Incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado preabsorbido (cabra anti-ratén) diluido 1:150,

durante 30 minutos a temperatura ambiente.
12- Dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

13- Incubacion con complejo streptavidina-peroxidasa lista para usar, durante 30 minutos a temperatura

ambiente.
14- Dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.
15- Revelado de la reaccion con diaminobencidina (DAB), utilizando la solucién comercial de Dako.

Los cortes se observaron al microscopio para controlar el tiempo 6ptimo en cada prueba y de ese

modo estandarizarlo.

16- Lavados con agua destilada, 2 de 5 minutos cada uno. Luego se realizo la coloracion de contraste
con hematoxilina activada (Biopur), deshidratacion y montaje con Balsamo natural de Canada

(Canadax, Biopur) y cubreobjetos apropiados.

Tabla 1. Detalle de los anticuerpos utilizados en la técnica de inmunohistoquimica.

Caracteristicas especiales

Proteina Anticuerpo Dilucién de la técnica de THQ.
Ki-67 Clon BGX-Ki67 1:30 Técnica descrita en la pag. 56.
Bax Policlonal. E63. Abcam 1:50 Sin recuperacion antigénica
Bcel-2 Policlonal. ab 7973. Abcam. 1:30 Sin recuperacion antigénica.
Caspasa-3 Policlonal anti-caspase 3 active. AF 835. 1:300 Sin recuperacion antigénica.
Receptor de estrogenos o (RE o) Clon 1D5. Biogenex. 1:40 Técnica descrita en la pag. 56.
Receptor de estrogenos p (RE B) Policlonal. PU385-UP. Biogenex 1:250 Técnica descrita en la pag. 56.
Receptor de progesterona (RP) Policlonal. PR130. LETH. 1:80 Técnica descrita en la pag. 56.

La marcacion fue siempre nuclear y todas las células inmunomarcadas para Ki-67 se
consideraron positivas y fueron contadas. El resultado se expresdé como porcentaje de
células marcadas sobre el total de células para cada capa folicular en cada categoria

estudiada.
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3.5.2. Evaluacion de la expresion de ARNm de ciclinas D1 y E mediante RT-PCR.

La técnica de PCR se realizo utilizando cebadores especificos. La secuencia de
¢stos se obtuvo de trabajos publicados previamente (Yamauchi y col., 2003). Las
secuencias de los cebadores usados y el tamafio de los productos amplificados de
ADNc se muestran en la tabla 2. Se utiliz6 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada
(GAPDH) como control interno. La PCR se llevo a cabo resuspendiendo cantidades
constantes de ADN en una soluciéon madre de agua bidestilada con MgCI2 (50 mM),
cebador sentido (20 uM), cebador antisentido (20 uM), dNTPs (25 mM), buffer Taq
10X (Invitrogen) y Taq polimerasa (5 U/ul, Invitrogen). El niimero de ciclos, la
temperatura de alineamiento y la cantidad de ADN a sembrar debieron ser ajustados
para cada par de cebadores. Los amplificados obtenidos de las distintas PCR se
corrieron en geles de agarosa al 2% tefildos con GelRedTM (Biotium) de manera
conjunta a un marcador de pares de bases (Ladder 100pb, PB-L Productos Bio-
Logicos, Buenos Aires, Argentina) con el objetivo de determinar la especificidad del

producto.

Tabla 2. Cebadores sentido y antisentido para Bcl-2, Bax, ciclinas D1 y E bovinos y condiciones de la PCR.

Gen Secuencia de Cebadores A(]:ll)\;c Condiciones de la PCR Referencia
Sentido 5-TGGAGCCCCTGAAGAAGAGC -3’ 94.55.72°C Yamauchi y
Ciclina D1 TP , 332 T
Antisentido 5’- GGAGGGTGGGTTGGAAATGA -3 33 ciclos col., 2003
Sentido 5’-TTCTGGATTGGCTGATGGAG -3’ 94, 52,4,72°C Yamauchi y
Ciclina E I , s 462 .
Antisentido 5’~-AAGCAGCGAGGCACCATAA-3 33 ciclos col., 2003
Sentido S’ ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA-3’ Multiplex Bcl-2 + Bax: (56 °C, 30 s)
Bel-2 Antisentido 5’CAGACTGAGCAGTGCCTTCA-3’ 201 x 6 ciclos, (58°C, 30 5) x10 ciclos, -
(60 °C, 30 s) x12 ciclos, [60 °C (-0 Colitti y col.,
) ,5 °C /eycles)] x 6ciclos, (57 °C, 30 2004
Bax Sentido 5’-TTTGCTTCAGGGTTTCATCC-3° 431 $)x6 ciclos, (56 °C, 30 ) x6 ciclos,
Antisentido 5’-TGGGTGTCCCAAAGTAGGAG-3’ (55 °C, 30 s) x10 ciclos.
Sentido 5’- CAC CCT CAA GAT TGT CAG CA -3° 94, 52,72°C
GAPDH ) 103 .
Sentido 5°- GGT CAT AAG TCC CTC CAC GA -3’ 31 ciclos

La bandas obtenidas fueron visualizadas en el gel en un Transiluminador UV
(Labnet, Edison, Estados Unidos), se obtuvieron imdgenes digitales con una cdmara de
fotos (Olympus BH-2, Olympus Co., Japan) y se realizé el andlisis de las imagenes

utilizando el programa Image-Pro Plus 3.0.1 (Media Cybernetics, Maryland, Estados
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Unidos). Los niveles de ARNm se expresaron como una relacion entre la densidad
Optica integrada (DOI) de las bandas de los diferentes mensajeros con su

correspondiente GAPDH.

3.6. Evaluacion de la apoptosis:
3.6.1. Proteinas relacionadas con la apoptosis evaluadas por inmunohistoquimica.

La apoptosis fue evaluada mediante la deteccion de proteinas que intervienen
en este proceso por inmunohistoquimica. Se evaluaron: caspasa-3, Bcl-2 y Bax. La
técnica utilizada es igual a la detallada para Ki-67 con algunas modificaciones, los
anticuerpos usados, las concentraciones y particularidades se detallan en la tabla 1. Se
digitalizaron iméagenes de cada una de las capas de la pared folicular para los foliculos:
secundarios, terciarios y atrésicos en los dos grupos y quisticos (inducidos y
espontaneos). La especificidad de los anticuerpos usados se determindé mediante WB

como se detalla mas adelante.

3.6.2. TdT-mediated dUTP Nick-End Labelling (TUNEL)

La muerte celular programada de las células que componen el foliculo ovarcio
fue evaluada mediante la técnica de TUNEL con el kit ApopTag Plus-peroxidasa
(Oncor, Gaithersburg, MD) como fue descripto por Slot y col. (2006). Esta técnica
utiliza la TdT para catalizar la union de dATP y dUTP-digoxigenina al extremo 3'OH
libre del DNA fragmentado. Los nucleétidos incorporados forman un heteropolimero
al azar, que se revela con un anticuerpo anti-digoxigenina marcado con peroxidasa. La
reaccion fue revelada con DAB. A continuacion se realizd una contracoloracion con
hematoxilina activada. Se digitalizaron imagenes de cada una de las capas de la pared
folicular para los siguientes tipos de foliculos: secundarios, terciarios y atrésicos en los
dos grupos de animales, y quisticos en los animales con COD (inducidos y

espontaneos). El protocolo utilizado se detalla a continuacién:

1- Desparafinizacion en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15 minutos cada uno.

2- Hidratacion en una serie de alcoholes de graduacion decreciente, a partir de alcohol etilico absoluto,

alcohol etilico 96° y finalmente alcohol etilico 70° (dos pasajes de 3 minutos cada vez).
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3- Hidratacion en PBS pH 7,2 durante 5 minutos

4- Tratamiento de recuperacion antigénica con proteinasa K en camara hiimeda, en la estufa de 25°C

durante 10 minutos. Luego se realizaron 3 lavados en PBS de 5 minutos cada uno.

5- Bloqueo de la actividad enddgena de la enzima peroxidasa, sumergiendo las muestras durante 20

minutos en una solucién al 3% de perdxido de hidrégeno 30 volumenes en metanol absoluto.
6- Lavado en PBS durante 5 minutos.

7- Escurrir el exceso de solucion, colocar en cadmara himeda y cubrir con el buffer de equilibrio durante

10 minutos cubriendo luego el preparado con un folio o plastico.
8- Escurrir el exceso de liquido y, sin lavar, colocar la enzima TdT. Incubar a 37°C durante 60 minutos.
9- Lavar en Coplins con Stop Wash Buffer. Agitar durante 15 segundos y luego lavar por 10 minutos.
10- Tres lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

11- Escurrir el exceso de liquido, colocar en camara himeda y cubrir con anti-Digoxigenina conjugada.

Colocar el plastico. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente (25°C en estufa)
12- Cuatro lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno PBS 4 lavados de 2 minutos cada uno.

13- Revelado de la reaccion con DAB, utilizando la solucion comercial de Dako. Los cortes se
observaron al microscopio para controlar el tiempo Optimo en cada prueba y de ese modo

estandarizarlo en cada caso.

14- Lavados con agua destilada, 2 de 5 minutos cada uno. Luego se realizo la coloracion de contraste
con hematoxilina activada (Biopur), deshidratacion y montaje con Balsamo natural de Canada

(Canadax, Biopur) y cubreobjetos apropiados.

3.6.3. Evaluacion de la expresion de ARNm para Bax, Bcl-2 y relacion Bax/Bcl-2

mediante RT-PCR.

La técnica de PCR se realizo utilizando cebadores especificos. La secuencia de
éstos se obtuvo de los trabajos realizados por Colitti y col. (2004). Las secuencias de
los cebadores usados y el tamafio de los productos amplificados de ADNc se muestran
en la tabla 2. Se utiliz6 GAPDH como normalizador.

La PCR se llevdo a cabo como se describe en el punto 3.5.2 con algunas
modificaciones. Se realizé un analisis de PCR Multiplex para determinar los niveles
relativos de Bax/Bcl-2 en muestras de quistes ovaricos espontaneos y foliculos

terciarios pequefios y grandes.
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3.7. Receptores de Hormonas Esteroides
3.7.1. Inmunohistoquimica

Se utiliz6 una técnica de inmunohistoquimica indirecta para detectar RE a y B,
y RP; tal como se describe para Ki-67, con algunas modificaciones, las cuales se
detallan en la tabla 1. Se evaluaron foliculos secundarios, terciarios, atrésicos; y
foliculos quisticos de animales provenientes de matadero tanto controles como con
COD espontanea y por otro lado se evaluaron las mismas categorias foliculares en
animales controles sincronizados y con COD inducida mediante ACTH. La evaluacion
de los preparados se realizd con el programa Image ProPlus 3.0 como se detalla mas

adelante.

3.7.2. Western Blot

Se llevaron a cabo electroforesis en geles discontinuos con un 10% de
acrilamida-bisacrilamida (29:1) en condiciones desnaturalizantes para el gel de
resolucion (Laemmli, 1970). Se utilizaron homogeneizados de pared folicular de
foliculos antrales pequefios, grandes y quisticos. Las muestras fueron diluidas 1:2 con
buffer de muestra para SDS-PAGE, e incubadas en baio termostatico a 95°C por 5
minutos. Se utilizé una cuba vertical. Se sembraron los volimenes adecuados para 40
ug de proteinas y se realizd una corrida electroforética durante 45 minutos a 25mA
para el gel de apilamiento y luego durante 90 minutos a 50 mA para el gel de
resolucion. Se utilizo el buffer de corrida Tris-Glicina con 0.1 % de SDS pH 8.3. Los

marcadores de peso molecular (PM) que se utilizaron se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Estandares de PM para SDS-PAGE, amplio espectro. Kaleidoscope Prestained Standards
161-0324. BIO-RAD.

Proteina Peso molecular kDa
Miosina 195
b-galactosidasa 131
Albumina sérica 85
Anhidrasa carbonica 40

- Inhibidor de tripsina 31,53
Lisozima 17,25
Aprotinina 6,78
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Luego de terminada la corrida se procedié a la transferencia de las proteinas

desde el gel a una membrana de nitrocelulosa para lo cual se utilizo el buffer de

transferencia Towbin modificado compuesto por Tris-Glicina con 20 % de metanol. Se

realiz6 la transferencia en frio a 100 V durante 3 horas. Al término de este periodo se

colore6 la membrana con el colorante Rojo Ponceau para ver la efectividad de la

transferencia. Con el mismo sentido se colored el gel con Coomasie Brilliant Blue

250G. Se procedio a la inmunodeteccion de las proteinas detalladas en la tabla 4.

En la misma membrana se procedié a la inmunodeteccion de una proteina

constitutiva (B-actina) para asegurar que la cantidad de proteina sembrada fuera

constante entre muestras y como normalizador de la técnica (Liao y col., 1999).

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en la técnica de WB.
Proteina Anticuerpo Dilucién Marca Caracteristicas

RE a Anti-Estrogen Receptor a.-Clon 1D5 1:50 Biogenex Monoclonal

RE B Anti-Estrogen Receptor - ab 3576 1:500 Abcam Policlonal

RP Anti-Progesterone Receptor 130- PR130 1:100 LETH Policlonal
Actina Anti-Actin-Clon JLA 20 1:100 DSHB Monoclonal
Bax Anti-Bax- E63 (ab32503) 1:500 Abcam Policlonal
Bcl-2 Anti-Bcl-2 (ab 7973) 1:100 Abcam Policlonal
Caspasa-3  Anti-caspase 3 active. AF 835. 1:500 R&D Systems Policlonal

Protocolo para la inmunodeteccion de las proteinas en las membranas de nitrocelulosa:

1.

Enjuagar la membrana de nitrocelulosa con agua destilada y luego con buffer tris salino-Tween
(TBS-T) hasta la desaparicion del colorante.

Bloquear los sitios de union inespecificos con TBS-T leche 5 %, 1 hora a temperatura ambiente y
en agitacion.
Lavados a temperatura ambiente con TBS-T

¢ Dos lavados rapidos

e Un lavado de 15 minutos

e Dos lavados de 5 minutos

Incubar con el anticuerpo primario durante toda la noche en heladera. Para la dilucién del
anticuerpo primario se utilizé buffer de bloqueo y se realizé mediante la colocacion del anticuerpo
que cubra la membrana y un folio o nylon sobre la misma para que distribuya el anticuerpo por
capilaridad.

Lavados a temperatura ambiente con TBS-T
¢ Dos lavados rapidos
e Un lavado de 15 minutos
e Dos lavados de 5 minutos

Incubar con el anticuerpo secundario durante una hora a temperatura ambiente en agitacion. Para
la dilucidn se utiliza buffer de bloqueo y se procede como en el paso 4.
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7. Lavados a temperatura ambiente con TBS-T.
¢ Dos lavados rapidos
e Un lavado de 15 minutos
o Cuatro lavados de 5 minutos

8. Preparar el reactivo quimioluminiscente (Amersham), colocar la membrana en un recipiente con el
reactivo e incubar 5 minutos.

9. Escurrir la membrana y colocarla entre dos hojas de papel celofan.

10. Revelar la membrana en cuarto oscuro con los reactivos de revelado y fijado Kodak; y placas
autoradiograficas Amersham.

11.  Lavado con agua destilada.

12.  Secado de la placa a temperatura ambiente.

3.8. Analisis de los resultados:

Las imégenes generadas con un microscopio Olympus CH2 de los preparados
histologicos, fueron digitalizadas mediante una camara SONY CCD-IRIS conectada a
una PC de escritorio. La evaluacion de los preparados histologicos, las placas
autoradiograficas y los geles de agarosa fue realizada con el analizador digital de

imagenes Image Pro-Plus 3.0.

La evaluacion de la proliferacion celular con Ki-67 y de las células marcadas
con TUNEL se efectu6 mediante el recuento de células marcadas sobre el total de
células para cada capa folicular en las categorias estudiadas. Los resultados se

expresaron como porcentaje de células positivas (Salvetti y col., 2009b).

La evaluacion de caspasa-3, bax y bcl-2 se efectué mediante un andlisis de
segmentacion de colores en los tonos e intensidades correspondientes a las areas de
reactividad del cromogeno utilizado, concordante con lo observado en los controles
positivos. El area inmunohistoquimicamente marcada (IHCSA) se evalu6 como un
porcentaje del area total evaluada a través de la segmentacion de colores, extrayendo
los objetos de determinado color (marrdn). La coloracion marron fue seleccionada con
una sensibilidad de 4 (méximo 5) y luego se aplico una mascara para la separacion
permanente de los colores. Se realiz6 un histograma para determinar el porcentaje del

area marcada (Salvetti y col., 2004).

Los preparados de inmunohistoquimica para RE y RP se evaluaron de acuerdo
a lo descripto por Wang y col., (1999). Brevemente, usando la herramienta de

segmentacion de colores, se midio el area total positivamente coloreada con DAB
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(producto de reaccion marrén moderado/intenso (para diferenciarlo del color de
fondo)) y se expresd como el porcentaje del area total de nicleos (producto de reaccion
marron + color azul de la hematoxilina). Este procedimiento se realiz6 para cada una

de las capas foliculares.

Las placas autoradiograficas fueron escaneadas con un escaner de oficina (HP
Officejet J5700) y las imagenes obtenidas fueron guardadas con formato Tiff de alta
resolucion. El andlisis de estas imdgenes se realizd mediante la normalizacion de los
valores de densidad optica integrada (DOI) para cada proteina en particular en relacion

a la proteina normalizadora (B-actina).

Los geles de agarosa fueron fotografiados con una cdmara Olympus BH-2,
(Olympus Co., Japan) y se realiz6 el analisis de las imagenes utilizando el programa
Image-Pro Plus 3.0.1 (Media Cybernetics). Los niveles de ARNm se expresaron como
una relacion entre la DOI de las bandas de los diferentes mensajeros con su

correspondiente GAPDH.

3.9. Evaluacion Estadistica:

Los diferentes parametros cuantificados fueron evaluados con el programa
SPSS 11.0.1 para Windows. Se realiz6 un analisis con pruebas paramétricas utilizando
el test de ANOVA para muchos grupos con el post-test de Duncan. El nivel de
significancia utilizado fue del 95%. Los valores se expresaron como el promedio +/- el

desvio estandar (DE).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion de la induccion de la COD

Por ultrasonografia pudo observarse que los animales tratados con ACTH

presentaron desarrollo folicular de un foliculo dominante en uno de sus ovarios el cual

no ovul6 y permanecié por mas de 10 dias en el ovario, momento en el que se produjo

la ovariectomia (Figura 6). La dinamica folicular de los animales controles permanecio

normal observandose desarrollo de foliculos antrales de distinto tamafo con la

consiguiente ovulacion del foliculo dominante preovulatorio y formacion del cuerpo

luteo. La totalidad de los animales tratados con ACTH desarrollaron quistes luego del

tratamiento.

X1. 0 GEON-16F3.2
CLERR DIST

FAAEA  AREA-T

HEXT

Figura 6. Ultrasonografia de un animal con un quiste
folicular de 30mm en el ovario derecho.

L |

5

Figura 8. Detalle de la pared folicular de un quiste de tipo
1 de un animal con COD inducida. La barra equivale a 20
um. G: granulosa; TI: Teca interna

Figura 7. Quiste folicular de mas de 30 mm de diametro
obtenido luego de la castracion. Q: quiste.

»
e

Figura 9. Detalle de la pared folicular de un quiste de tipo
2 de un animal con COD espontanea. La barra equivale
a 20 um. G: granulosa; TI: Teca interna
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Con la coloracién de hematoxilina-eosina, pudo observarse que los ovarios de los
animales controles exhibian foliculos en varios estadios de desarrollo incluyendo
foliculos primarios, secundarios y terciarios; cuerpos liteos en regresion y cuerpos

blancos asi como también foliculos con diferente grado de atresia.

En los animales tratados con ACTH, los ovarios no presentaron cuerpo liteo ni
tejido luteal activo, se encontraron ademas foliculos secundarios, terciarios y foliculos
atrésicos. Pudo observarse un foliculo quistico con un didmetro mayor a 20 mm en uno
de los ovarios en todos los casos (Figuras 7 y 8). Las capas presentaron células
aparentemente sanas, sin procesos degenerativos. De los ovarios obtenidos en playa de
faena se obtuvieron quistes foliculares con diferentes caracteristicas (algunos con capa
de granulosa ausente, otros con la teca luteinizada, e incluso se observaron quistes
luteales y paraovaricos). Solo se evaluaron aquellos quistes foliculares que presentaron

todas las capas foliculares sin luteinizacion (Figura 9).

4.2. Niveles Hormonales
4.2.1. Niveles de hormonas séricas en animales con COD inducida con ACTH.

Los niveles de gonadotrofinas medidas en suero durante el periodo induccion de
la enfermedad con ACTH y hasta 10 dias después de la finalizacion del tratamiento se
muestran en las figuras 10 y 11. Los niveles de LH se mostraron constantes a través del
periodo de inducciéon y 10 dias posteriores en los animales con ACTH, mostrando un
aumento a partir del dia 17 y hasta el dia 21 luego de la ovulacién en los animales
controles mientras que los niveles de FSH no mostraron diferencias entre los grupos
observandose en ambos grupos una elevacion al inicio del tratamiento (dias 15 y 16 del

ciclo estral).
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Figura 10. Niveles séricos de LH en animales tratados con ACTH (n=6) y controles
sincronizados (n=4) desde el inicio del tratamiento con ACTH (dia 15 del ciclo estral) hasta 10
dias posteriores a la finalizacion del mismo (Promedio £DE).
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Figura 11. Niveles séricos de FSH en animales tratados con ACTH (n=6) y controles
sincronizados (n=4) desde el inicio del tratamiento con ACTH (dia 15 del ciclo estral) hasta 10
dias posteriores a la finalizacion del mismo (Promedio £DE).

Los niveles de hormonas esteroides séricas durante el periodo de de induccion
de la enfermedad con ACTH hasta 10 dias posteriores se muestran en las figuras 12-14.
El 17-B-estradiol presentd una elevacion significativa en los animales con COD
inducida en relacion a los controles a partir del dia 23 hasta la finalizacion del
experimento (Figura 12). La progesterona presentd una elevacion significativa en los
animales controles en relacion a los COD a partir del dia 23 hasta la finalizacion del
experimento (Figura 13). El cortisol se mantuvo elevado desde el inicio en los animales

tratados con ACTH hasta el dia 23, bajando luego a los mismos niveles de los animales

controles (Figura 14).
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Figura 12. Niveles séricos de Estradiol 17- en animales tratados con ACTH (n=6) y controles
sincronizados (n=4) desde el inicio del tratamiento con ACTH (dia 15 del ciclo estral) hasta 10
dias posteriores a la finalizacion del mismo (Promedio +DE). * muestran diferencias entre los
dos grupos, letras diferentes muestran diferencias entre los dias dentro de un grupo (p< 0,05)
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Figura 13. Niveles séricos de Progesterona en animales tratados con ACTH (n=6) y controles
sincronizados (n=4) desde el inicio del tratamiento con ACTH (dia 15 del ciclo estral) hasta 10
dias posteriores a la finalizacion del mismo (Promedio £DE). * muestran diferencias entre los
dos grupos, letras diferentes muestran diferencias entre los dias dentro de un grupo (p< 0,05).
104
-~ ACTH
84 a
a a a a -= Control
5
o 64
2
©
0
49
o
O
2+
0

15 16 17 18 19 20 21 23 24 26 28 30

Figura 14. Niveles séricos de Cortisol en animales tratados con ACTH (n=6) y controles
sincronizados (n=4) desde el inicio del tratamiento con ACTH (dia 15 del ciclo estral) hasta 10
dias posteriores a la finalizacion del mismo (Promedio +DE).* muestran diferencias entre los
dos grupos, letras diferentes muestran diferencias entre los dias dentro de un grupo (p< 0,05)
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4.2.2. Niveles de hormonas en liquido folicular.

Los niveles de hormonas esteroideas sexuales (estrogenos y progesterona) en
liquido folicular de los quistes obtenidos del modelo experimental asi como de los
foliculos quisticos espontdneos se muestran en las figuras 15 a 17. Puede observarse que
los niveles de estrogenos no muestran diferencias entre los foliculos terciarios grandes y

los foliculos quisticos tanto espontaneos como inducidos.

ng/ml

Figura 15. Niveles de 17-f-
estradiol (E2) en liquido
folicular de Foliculos
Antrales Grandes (FG,
n=10): Quisticos inducidos
(Qind, n=6) y espontaneos
(esp, n=15). Letras iguales
indican que no hay
diferencias significativas

Fe FQesp FQind (promedio + DE; p<0,05).

Los niveles de progesterona fueron menores en los foliculos quisticos en relacion
a los controles (Figura 16). La relacion entre ambas hormonas no mostrd diferencias

entre los diferentes foliculos.

ng/ml

Figura 16. Niveles de
Progesterona (P4) en liquido
folicular de Foliculos
Antrales Grandes (FG,
n=10): Quisticos inducidos
(Qind, n=6) y espontaneos
(esp, n=15). Letras iguales
indican que no hay
diferencias significativas

Fe FQesp FQind (promedio + DE; p<0,05).
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0.3

o P4/E2

Figura 17. Relacion entre los
niveles de Progesterona
(P4)/17-B-estradiol (E2) en
liquido folicular de Foliculos
Antrales Grandes (FG,
n=10): Quisticos inducidos
(Qind, n=6) y espontaneos
(esp, n=15). Letras iguales
indican que no hay
diferencias significativas

FG FQesp FQind (promedio = DE; p<0,05).

ng/ml

4.3. Evaluacion de la proliferacion celular
4.3.1. Expresion de Ki-67 por inmunohistoquimica.

Con el anticuerpo contra ki-67 se marcaron solo nucleos celulares en el
ovario. Se observaron células marcadas con ki-67 en todas las capas foliculares en las
categorias estudiadas aunque el mayor porcentaje de proliferacion estuvo en las células
de la granulosa. La mayor expresion para esta proteina estuvo en las células de la

granulosa de los foliculos terciarios de los ovarios control (Figuras 18 y 21).

Figura 18. Porcentaje de
proliferacion para Ki-67 en la
granulosa de varios  tipos
foliculares (FS: Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control (C, n=4) vy
Tratados con ACTH (ACTH,

n=0) y quistes espontaneos (ESP,
FSC FSACTH FTC FTACTH FAC FAACTH FQACTH FQ-ESP n=15). Letras iguales indican que

% de Proliferacion

no hay diferencias significativas
(promedio + DE; p<0,05).

62



4-RESULTADOS

Los foliculos atrésicos de los animales con COD asi como los foliculos

quisticos (tanto los inducidos como los obtenidos en frigorifico) presentaron los

menores niveles de expresion para todas las capas foliculares (Figuras 18-22, 24). En la

teca externa los foliculos terciarios controles presentaron los niveles mas altos de

proliferacion con respecto a todas las otras categorias en ambos grupos (Figuras 20 y

21).

35,0

30,0

% de Proliferacion

FTC FT- FAC FA- FQ- FQ-ESP
ACTH ACTH  ACTH

% de Proliferacion

Fsc Fs- FTC FT- FAC FA- FQ- FQ-ESP
ACTH ACTH ACTH ACTH

Figurla 19. Porcentaje de
proliferacion para Ki-67 en la
teca interna de varios tipos
foliculares (F: Foliculos, T:
Terciarios, A: Atrésicos, Q:
Quisticos) de los grupos control
(C, n=4) y Tratados con ACTH
(ACTH, n=6) y quistes
espontaneos (ESP, n=15). Letras
iguales indican que no hay
diferencias significativas
(promedio + DE; p<0,05).

Figura 20. Porcentaje de
proliferacion para Ki-67 en la
teca externa de varios tipos
foliculares (FS: Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control (C, n=4) y
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6) y quistes espontaneos (ESP,
n=15). Letras iguales indican que
no hay diferencias significativas
(promedio + DE; p<0,05).
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Figura 23. Pared en un foliculo terciario de un animal Figura 24. Pared en un foliculo quistico de un animal
tratado con ACTH inmunomarcado para ki-67. X40 con COD inducida inmunomarcado para ki-67. X40.

4.3.2. Expresion de ARNm de ciclinas.
Mediante RT-PCR para evaluar la expresion del ARNm para las ciclinas D1 y

E en foliculos terciarios (antrales) grandes y pequefios del grupo control y foliculos
quisticos pudo comprobarse una elevacion en la expresion de mensajero para la ciclina
D1 en los foliculos terciarios pequefios y grandes en relacion a los foliculos quisticos
(Figura 25). Para ciclina E, en cambio solo pudo observarse una elevacion de los niveles
relativos en los foliculos pequefios manteniéndose iguales para los foliculos grandes y

quisticos (Figura 26).
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Figura 25. Expresion relativa de

ARNm para ciclina D1 en
relacion al normalizador.
(Promedio + DE; Letras iguales
indican que no hay diferencias
significativas). Foliculos
pequeiios, n=10; Foliculos
grandes, n=10; Foliculos
quisticos de Frigorifico, n=15.
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Figura 26. Expresion relativa de
ARNm para ciclina E en relacion
al normalizador. (Promedio +
DE; Letras iguales indican que
no hay diferencias significativas).
Foliculos pequeiios, n=10;
Foliculos grandes, n=10;
Foliculos quisticos de
Frigorifico, n=15.

02 4
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4.4. Evaluacion de la apoptosis celular
4.4.1. Proteinas relacionadas con la apoptosis detectadas por inmunohistoquimica
4.4.1.1. Bax

Con el anticuerpo dirigido contra la proteina Bax se marcaron las células de la
granulosa, de la teca interna y de la teca externa en todas las categorias de foliculos
estudiadas, sin embargo la mayor expresion se observo en la capa de células de la

granulosa y de las tecas de los foliculos atrésicos de ambos grupos (Figura 27-29). Los
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foliculos terciarios de ambos grupos y quisticos tanto de los animales con COD
inducida como de los provenientes de matadero mostraron una marcacion similar a los
foliculos secundarios y terciarios del grupo control en las células de la granulosa
(Figuras 27, 30 y 32). Los foliculos atrésicos del grupo control mostraron una
marcacion mas elevada que los del grupo con COD. En la teca interna se encontré una
elevada marcacion para bax en los foliculos atrésicos de ambos grupos en relacion a
todas las otras categorias estudiadas. En la teca externa se observd mayor area

inmunomarcada en los foliculos atrésicos del grupo control (Figura 29).

Figura 27. IHCSA para la
proteina proapoptotica Bax en la
granulosa de varios tipos
foliculares (FS: Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control (C, n=4) y
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6) y quistes espontaneos (ESP,
n=15). Letras iguales indican que

FS-C FSACTH FT-C FT-ACTH FA-C FA-ACTHFQACTH FQ-ESP 1o hay diferencias significativas
(promedio + DE; p<0,05).

IHCSA

s
a
°

a

Figura 28. IHCSA para la
proteina proapoptotica Bax en la
teca interna de varios tipos
foliculares (FS: Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control (C, n=4) y
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6) y quistes espontaneos (ESP,
n=15). Letras iguales indican que

IHCSA

FS-C FSACTH FT-C FT-ACTH FA-C FA- FQ-  FQ-ESP ! SUales maicd
ACTH ACTH no hay diferencias significativas

(promedio + DE; p<0,05).
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Figura 29. THCSA para la
proteina proapoptotica Bax en la
teca externa de varios tipos
foliculares (FS: Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control (C, n=4) y
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6) y quistes espontaneos (ESP,
FSC FSACTH FI-C FT-ACTH FAC  FA- FQ-  FQ-ESP n=15). Letras iguales indican que
ACTH  ACTH no hay diferencias significativas
(promedio + DE; p<0,05).

IHCSA

Figura 30. Pared en un foliculo terciario de un animal Figura 31. Pared en un foliculo atrésico de un animal del
del grupo control inmunomarcado para bax. X40. grupo control inmunomarcado para bax. X40.

Figura 32. Pared en un foliculo quistico de un animal Figura 33. Pared en un foliculo atrésico de un animal
tratado con ACTH inmunomarcado para bax. X40 con quistes ovaricos inducidos mediante ACTH
inmunomarcado para bax. X40.

4.4.1.2. Bcl-2

Todas las células presentaron marcacion para Bcl-2 en las tres capas. Las células

de la granulosa de los foliculos terciarios y quisticos en ambos grupos presentaron una

67



4-RESULTADOS

elevada marcacion con Bcel-2 con respecto a los foliculos atrésicos del grupo control, sin
embargo no hubo diferencias entre los foliculos atrésicos de los animales tratados con

los foliculos secundarios de los dos grupos (Figuras 34, 37-40).

35,00

O
a
—H o

30,00

acd

25,00

Figura 34. IHCSA para la
proteina proapoptotica Bcl-2 en
la granulosa de varios tipos

o0 foliculares  (FS:  Foliculos
oo Secundarios, T: Terciarios, A:
' Atrésicos, Q: Quisticos) de los
oo grupos control (C, n=4) vy

abc

20,00

IHCSA

Tratados con ACTH (ACTH,
n=6) y quistes espontaneos (ESP,
n=135). Letras iguales indican que

FS-C FS-ACTH FT-C FT-ACTH FA-C FA- FQ-  FQESP . Hales e )
ACTH  ACTH no hay diferencias significativas

(promedio + DE; p<0,05).
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Figura 35. IHCSA para la
proteina proapoptotica Bcl-2 en
la teca interna de varios tipos
foliculares (FS: Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control (C, n=4) y
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6) y quistes espontaneos (ESP,
FS-C FS-ACTH FT-C FT-ACTH FA-C  FA- FQ-  FQESP n=15). Letras iguales indican que
ACTH  ACTH no hay diferencias significativas
(promedio + DE; p<0,05).

IHCSA

25,00

20,00 a

Figura 36. IHCSA para la
proteina proapoptotica Bcl-2 en
la teca externa de varios tipos
foliculares (FS: Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control (C, n=4) vy
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6) y quistes espontaneos (ESP,
FS-C FS-ACTH FT-C FT-ACTH FA-C  FA- FQ-  FQESP n=15). Letras iguales indican que
ACTH ACTH no hay diferencias significativas
(promedio + DE; p<0,05).

IHCSA
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Con respecto a la teca interna, la menor expresion para Bcl-2 estuvo en los
foliculos atrésicos de ambos grupos (Figuras 35 y 38). En la teca externa, se encontrd
una baja expresion en los todos los foliculos de los animales tratados excepto en los

quistes, tanto espontaneos como de los animales inducidos (Figuras 36-40).
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Figura 37. Pared en un foliculo terciario de un animal Figura 38. Pared en un foliculo atrésico de un animal

normal inmunomarcado para bel-2. x 40. control inmunomarcado para bcl-2. x 40.
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Figura 39. Pared en un foliculo quistico de un animal Figura 40. Pared en un foliculo quistico de un animal
con COD inducida inmunomarcado para bcl-2. x40. con COD espontanea inmunomarcado para bel-2. x 40.

4.4.1.3. Caspasa-3

Se observo marcacion para caspasa-3 tanto en el nucleo como en el citoplasma
de las células (Figura 44). En las células de la granulosa, la marcaciéon mas intensa se
encontrd en las células de los foliculos atrésicos en ambos grupos aunque fue
significativamente mayor en los del grupo con COD, siendo la menor expresion la
encontrada en los foliculos secundarios, terciarios y quisticos de ambos grupos (Figuras

41, 43-46). En la teca interna, se observo una mayor expresion en los foliculos atrésicos
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en ambos grupos (Figuras 42, 43-46). La marcacién en la teca externa fue escasa

haciendo imposible su cuantificacion.

25,00

20,00

Figura 41. IHCSA con Caspasa-
3 en la granulosa de varios tipos
foliculares (FS: Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control (C, n=4) vy
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6) y quistes espontaneos (ESP,
FS-C FS-ACTH FT-C FT-ACTH FA-C  FA- FQ-  FQ-ESP n=15). Letras iguales indican que
ACTH  ACTH no hay diferencias significativas
(promedio + DE; p<0,05).

IHCSA

40,00 —

35,00

30,00

25,00

Figura 42. IHCSA con Caspasa-
3 en la teca interna de varios
tipos foliculares (FS: Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control (C, n=4) vy
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6) y quistes espontaneos (ESP,
n=15). Letras iguales indican que

20,00

IHCSA

FS-C FS-ACTH FT-C FT-ACTH FA-C FA- FQ-  FQESP ’ caes .
ACTH  ACTH no hay diferencias significativas

(promedio + DE; p<0,05).
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Figura 43. Pared en un foliculo terciario de un animal Figura 44. Pared en un foliculo atrésico de un animal
control inmunomarcado para caspasa-3. X40. control inmunomarcado para caspasa-3. X40.
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Figura 45. Pared en un foliculo quistico de un animal Figura 46. Pared en un foliculo atrésico de un animal
con COD inmunomarcado para caspasa-3. X40. con COD inmunomarcado para caspasa-3. X40.
4.4.2. Determinacion de la especificidad de los anticuerpos utilizados para detectar

proteinas relacionadas con apoptosis mediante WB.

Mediante inmunoblot se corrobord que los anticuerpos utilizados en la técnica de
inmunohistoquimica detectaran la proteina de manera especifica y sin reacciones
cruzadas (Figura 47). Puede observarse en la figura que las proteinas de la familia Bel-2
se expresan de manera especifica con los anticuerpos usados. Para caspasa-3, si bien las
especificaciones del fabricante indican que solo identifica la caspasa-3 activa, en el
inmunoblot puede identificarse una banda correspondiente a la caspasa-3 clivada (20

kDa) y una banda correspondiente a la Proenzima (32 kDa).

BAX Bcl-2 Caspasa-3
FG FQ FG  FQ FG  FQ
322kDa =B
22 kDa = @=- o= 26 kD2 min —
20kDa == .

Figura 47. Inmunoblot para identificar la especificidad de anticuerpos para Bax, Bcl-2 y caspasa-3. FG: Foliculo Grande;
FQ: Foliculo Quistico.

4.4.3. Expresion de ARNm de Bax, Bcl-2 y relacion entre ambos.

Mediante RT-PCR para evaluar la expresion del ARNm para Bcl-2 y Bax pudo

comprobarse una elevada expresion de mensajero para Bcl-2 en los foliculos quisticos
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en relacion a los foliculos antrales pequefios y grandes (Figura 48). No hubo diferencias

en la expresion de Bax entre las distintas categorias foliculares pero la relacion entre

Bcl-2 y Bax fue elevada para los foliculos quisticos (Figuras 49 y 50).

Unidades Arbitrarias

0,0

BFFEBFGBFQ

Unidades Arbitrarias

30

BFP BFGEFQ

Figura 48. Expresion relativa
de ARNm para Bcl-2 en
relacion al normalizador:
GAPDH. (FP: foliculos
pequeilos, FG: Foliculos
grandes, FQ: Foliculos
quisticos de frigorifico).
Letras iguales indican que no
hay diferencias significativas
(promedio + DE; p<0,05).

Figura 49. Expresion relativa
de ARNm para Bax en
relacion al normalizador
GAPDH. (FP: foliculos
pequeilos, FG: Foliculos
grandes, FQ: Foliculos
quisticos). (promedio + DE;
p<0,05).
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5,0

Unidades Arbitrarias

Figura 50. Relacion entre
ARNm de Bcl-2/Bax. Letras
iguales indican que no hay
diferencias significativas (FP:
foliculos pequeiios, FG:
Foliculos grandes, FQ:

@FP BFGBFQ Foliculos quisticos; p<0,05).

4.4.4. Deteccion de la apoptosis in situ (TUNEL).

Se detectaron células apoptdticas en la capa de células de la granulosa y en
ambas tecas (Figuras 51-54). Cabe sefialar que solo se encontraron niveles detectables
en las células de los foliculos atrésicos en los animales tratados y con quistes
(espontaneos o inducidos) por lo cual no fue posible realizar el andlisis estadistico entre

las distintas categorias foliculares.
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Figura 51. Deteccion in situ de apoptosis en la pared en  Figura 52. Deteccion in situ de apoptosis en la pared en
un foliculo terciario de un animal control. X40. un foliculo atrésico de un animal control. X40.
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o,

Figura 53. Deteccion in situ de apoptosis en la pared en  Figura 54. Deteccion in situ de apoptosis en la pared en
un foliculo terciario de un animal con COD. X40. un foliculo atrésico de un animal con COD. X40.

4.5. Expresion de receptores hormonales.

Se evaluaron separadamente ovarios con foliculos normales y con COD tanto en

animales provenientes de matadero como en el modelo experimental.

4.5.1. Receptores de estrogenos o
4.5.1.1. Inmunohistoquimica.

En los animales provenientes del modelo experimental este subtipo de RE se
expreso en las células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias de
foliculos, en el estroma ovarico, en el epitelio de cubierta del ovario y en las células
luteales. Hubo marcacion citoplasmatica tenue en las células marcadas. Los foliculos
terciarios de ambos grupos presentaron una marcacion elevada en las células de la
granulosa similar a lo presentado en los foliculos quisticos inducidos (Figuras 55, 59,
61, 62). Los foliculos atrésicos y secundarios del grupo control presentaron los niveles
mas bajos de inmuomarcacion en esta capa folicular (Figura 60). Los foliculos quisticos
presentaron mayor marcacion que los foliculos secundarios y atrésicos de ambos
grupos. Las células de la teca interna presentaron una marcacion intensa con diferencias
significativas entre los foliculos quisticos y atrésicos de los animales con COD (Figuras

56y 62).
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70,0%

Figura 55. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RE a en
la granulosa de varios tipos
foliculares  (FS:  Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control de animales
sincronizados (C, n=4) vy
Tratados con ACTH (ACTH,
n=06). Letras iguales indican
que no hay diferencias
significativas (promedio + DE;
p<0,05).
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% de Area Inmunomarcada

Fs-C FS-ACTH FT-C FT-ACTH FA-C FA-ACTH FQ-ACTH
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50,0%

Figura 56. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RE a en
la teca interna de varios tipos
foliculares  (FS:  Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control de animales
sincronizados (C, n=4) vy
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6). Letras iguales indican
que no hay diferencias
significativas (promedio + DE;
p<0,05).

40,0%

30,0%

20,0%

% de Area Inmunomarcada

FS-C FS-ACTH FT-C FT-ACTH FA-C FA-ACTH FQ-ACTH

Por otra parte, en los ovarios provenientes de frigorifico pudo observarse un
aumento considerable en la expresion de REa en las dos capas foliculares en los
foliculos quisticos con respecto a las categorias estudiadas de foliculos sanos y atrésicos

obtenidos en frigorifico (Figuras 57-58, 63-64).
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40,

Figura 57. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RE a en
la granulosa de varios tipos
foliculares  (FS:  Foliculos
a Secundarios, T: Terciarios, A:
Bow% Atrésicos, Q: Quisticos)
a obtenidos en frigorifico de los
0.0% a grupos control (CFr, n=10) y
a con COD espontanea (CODFr,
n=15). Letras iguales indican
que no hay diferencias
significativas (promedio + DE,
p<0,05).

% de Area Inmunomarcada
]
S
3

FS-CFr  FS-CODFr FT-CFr  FT-CODFr FA-CFr  FA-CODFr FQ-Fr

y Figura 58. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RE a en
la teca interna de varios tipos
N foliculares  (FS:  Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos)
0% obtenidos en frigorifico de los
grupos control (CFr, n=10) y
0% a con COD espontanea (CODFr,
n=15). Letras iguales indican
que no hay diferencias
significativas (promedio + DE,
p<0,05).

4,0%

% de Area Inmunomarcada
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Figura 59. Foliculo terciario de un animal control Figura 60. Foliculo atrésico de un animal control
sincronizado inmunomarcado para RE a. X40. sincronizado inmunomarcado para RE a. X40.
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Figura 61. Pared de un foliculo terciario de un animal Figura 62. Pared de un foliculo quistico de un animal
con COD inducida inmunomarcada para RE a. X40. con COD inducida marcada para RE a. X40.
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Figura 63. Pared de un foliculo terciario de un animal Figura 64. Pared de un foliculo quistico de un animal
normal (muestras obtenidas en  matadero) con COD espontanea marcada para RE o. X 40.
inmunomarcada para RE a. X40.

4.5.1.2. Western blot

Se evaluaron foliculos antrales pequefios y grandes (de frigorifico y
sincronizados) en comparacion con foliculos quisticos provenientes de frigorifico e
inducidos. La inmunomarcacion de las membranas de nitrocelulosa con el anticuerpo
1DS y el revelado de las autoradiografias dié como resultado la identificacion de una
banda nitida a nivel de las proteinas de 66 kDa de peso. Se realiz6 la normalizacion de
los valores con B-actina y la comparacion entre las categorias did como resultado solo
diferencias significativas entre los foliculos quisticos inducidos y los foliculos grandes
de animales sincronizados (Figuras 65 y 66). No se hallaron diferencias entre los
foliculos quisticos provenientes de frigorifico con las categorias de foliculos terciarios

pequeiios y grandes obtenidos de frigorifico ni sincronizados (Figuras 65 y 66).
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FP FG FGsin FQind FQesp

FGsin FG FP FQesp FQind

RE-u - _ ﬁ%?@ 66 kDa

4.5.2. Receptores de estrogenos f.

4.5.2.1. Inmunohistoquimica
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Figura 65. Densidad Optica
Integrada para RE o en
relacion a B-actina en la
pared folicular completa de
varios tipos foliculares (FP:
Foliculos Antrales Pequefios,
G: Grandes, sin: animales
sincronizados, Q: Quisticos;
ind: con quistes inducidos;
esp: con quistes
espontaneos). Letras iguales
indican que no hay
diferencias significativas
(promedio + DE, p<0,05).

Figura 66. Autoradiografia
representativa de un Western
Bot que muestra la expresion
del Receptor de Estrogenos o
en la pared completa de
varios tipos foliculares (FP:
foliculos antrales pequeiios,
G: grandes, sin: animales
sincronizados, Q: quisticos;
ind: con quistes inducidos
con ACTH; esp: con quistes
espontaneos obtenidos en
Frigorifico).

El REp fue detectado en los nucleos de las células de la granulosa, teca interna y

teca externa de todos los foliculos estudiados. Se observo una mayor intensidad en la

marcacion en las células de la granulosa de los foliculos terciarios del grupo control

(animales sincronizados) en relacion a los foliculos secundarios, terciarios y atrésicos

del grupo tratado con ACTH, sin embargo los quistes foliculares inducidos mostraron

una inmunomarcacion similar a la de los foliculos terciarios controles (Figura 67, 71 y

72). No hubo diferencias en los foliculos secundarios de ambos grupos. La menor

tincion se encontro en los foliculos atrésicos del grupo tratado con ACTH. Se observo el

mismo patrdn en la teca interna (Figuras 68, 71 y 72).
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80,0%

70,0% ab -+ ab

Figura 67. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RE f en
la granulosa de varios tipos
foliculares  (FS:  Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control de animales
sincronizados (C, n=4) vy
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6). Letras iguales indican
que no hay diferencias
significativas (promedio + DE;
FS-C FS-ACTH FT-C  FT-ACTH FA-C  FA-ACTH FQ-ACTH p<0,05).
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Figura 68. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RE  en
la teca interna de varios tipos
foliculares  (FS:  Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control de animales
sincronizados (C, n=4) vy
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6). Letras iguales indican
que no hay diferencias
significativas (promedio + DE;
FS-C FS-ACTH FT-C  FT-ACTH FA-C  FA-ACTH FQ-ACTH p<0,05).

40,0%

30,0%

20,0%

% de Area Inmunomrcada

10,0%

En las muestras obtenidas de frigorifico, la intensidad fue mayor en las células
de la granulosa de los foliculos terciarios que en los secundarios y atrésicos del grupo
control. En los animales con COD espontdnea, la inmunoexpresion de REP en la
granulosa fue inferior en todas las categorias de foliculos en crecimiento y en los
atrésicos, asi como también en los foliculos quisticos en relacion a los foliculos
terciarios del grupo control (Figuras 69, 73 y 74). Las células de la teca interna
presentaron menor inmunomarcacion que las de la granulosa, sin embargo mantuvieron
una mayor expresion de esta proteina las células tecales de los foliculos terciarios del
grupo control en relacidon a todas las categorias foliculares estudiadas (Figuras 70, 73 y

74).
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60,0%

Figura 69. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RE  en
la granulosa de varios tipos
foliculares  (FS:  Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos)
obtenidos en frigorifico de los
grupos control (CFr, n=10) y
con COD espontanea (CODFr,
n=15). Letras iguales indican
que no hay diferencias
significativas (promedio + DE,
p<0,05).
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FS-CFr  FS-CODFr FT-CFr  FT-CODFr FA-CFr FA-CODFr  FQ-Fr

Figura 70. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RE  en
la teca interna de varios tipos
foliculares  (FS:  Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos)
obtenidos en frigorifico de los
grupos control (CFr, n=10) y
con COD espontanea (CODFr,
n=15). Letras iguales indican
que no hay diferencias
significativas (promedio + DE,
p<0,05).
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Figura 71. Pared de un foliculo terciario de un animal Figura 72. Foliculo quistico de un animal con COD
control sincronizado marcado para RE . X40. inducida mediante ACTH marcado para RE . X40.
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Figura 73. Foliculo terciario de un animal control Figura 74. Foliculo terciario de un animal con COD
proveniente de frigorifico marcado para RE B. X40. espontanea marcado para RE B. X40.
4.5.2.2. Western blot

La inmunomarcacion de las membranas de nitrocelulosa con el anticuerpo anti-
RE mostr6 una banda a nivel de 56 kDa. Hubo una mayor expresion en los foliculos
terciarios antrales grandes de animales con su ciclo estral sincronizado con respecto a

todas las otras categorias foliculares estudiadas (Figuras 75y 76).

Figura 75. Densidad Optica
Integrada para RE f} en relacion
a B-actina en la pared folicular
completa de varios tipos
foliculares (FP: Foliculos
antrales pequefios, G: grandes,
sin: animales sincronizados, Q:
quisticos; ind: con quistes
inducidos; esp: con quistes
spontaneos). Letras iguales
indican que no hay diferencias

) ) significativas (promedio + DE,
FP FG FGsin FQesp Fgind p<0,05).

Unidades arbitrarias

Figura 76. Autoradiografia
representativa de un Western
Bot que muestra la expresion
FGsin FG FP FQesp FQind del Receptor de Estrogenos 3

- e en la pared completa de varios
tipos foliculares (FP: foliculos
antrales pequefios, G: grandes,
sin: animales sincronizados, Q:

B-Actina m 43 kDa quisticos; ind: con quistes
! inducidos; esp: con quistes

espontaneos).
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4.5.3. Receptores de progesterona.
4.5.3.1. Inmunohistoquimica

La expresion del RP fue detectada tanto en el nucleo como en el citoplasma de
las células de la granulosa y de las tecas de todos los foliculos que integran el ovario.

También se marcaron las células del estroma, luteales, y de la cubierta ovarica.

Se observo una elevada expresion del RP en las células de la granulosa de los
foliculos terciarios del grupo control, sin diferencias con las otras categorias en el
mismo grupo o en el grupo COD, solamente se observé menor inmunomarcacion en los
foliculos quisticos inducidos (Figuras 77, 81 y 82). No hubo diferencias entre los grupos

ni categorias en las células de la teca interna (Figuras 78, 81 y 89).

90,0%

Figura 77. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RP en la
ab granulosa de varios tipos
foliculares  (FS:  Foliculos
50.0% | Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control de animales
sincronizados (C, n=4) vy
Tratados con ACTH (ACTH,
n=6). Letras iguales indican
que no hay diferencias

significativas (promedio + DE;
Fs-C FS-ACTH FT-C FT-ACTH FA-C FA-ACTH FQ-ACTH p<0,05)

80,0%

70,0%

60,0%

40,0%

30,0%

20,0%

% de Area Inmunomarcada

10,0% -

0,0% -+

45,0%

40,0% - - Figura 78. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RP en la
T teca interna de varios tipos

foliculares  (FS:  Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:
Atrésicos, Q: Quisticos) de los
grupos control de animales
sincronizados (C, n=4) vy
Tratados con ACTH (ACTH,
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La marcacion fue homogénea en las células de la granulosa en todas las
categorias de foliculos del grupo control en las muestras de frigorifico, encontrandose
una mayor expresion en los foliculos terciarios con respecto a los secundarios y
atrésicos de ambos grupos (Figuras 79, 83 y 84). Los foliculos quisticos mostraron un

nivel de expresion similar a la de los foliculos terciarios controles, sin diferencias con
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las otras categorias foliculares (Figuras 79, 83 y 84). La teca interna mostr6 una baja

inmunomarcacion sin diferencias entre los diferentes tipos de foliculos (Figura 80).
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Figura 79. Porcentaje de Area
Inmunomarcada para RP en la

granulosa de varios tipos
foliculares  (FS:  Foliculos
Secundarios, T: Terciarios, A:

Atrésicos, Q: Quisticos)
obtenidos en frigorifico de los

% de Area Inmunomarcada

grupos control (CFr, n=10) y
con COD espontanea (CODFr,
n=15). Letras iguales indican

que no hay diferencias
significativas (promedio + DE,
FS-CFr FS-CODFr FT-CFr FT-CODFr FA-CFr FA-CODFr FQ-Fr p<0’05)
; Figura 80. Porcentaje de Area
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Figura 81. Pared de un foliculo terciario de un animal
control sincronizado marcado para RP. X 40.

Figura 82. Pared de un foliculo quistico de un animal con
COD inducida marcado para RP. X 40.
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a™ a8 - -— -

Figura 83. Pared de un foliculo terciario de un animal Figura 84. Pared de un foliculo quistico de un animal con
control (frigorifico) marcado para RP. X 40 COD espotanea marcado para RP. X 40.

4.5.3.2. Western blot

En el inmunoblot pudieron observarse las bandas correspondientes a las
isoformas B (~110 kDa), Al (~90 kDa), A2 (~74 kDa) y C (~60 kDa). La mayor
expresion se observo en la isoforma C (Figuras 85 y 89). No hubo diferencias en la
expresion de las distintas isoformas en las distintas categorias de foliculos terciarios y
quisticos excepto para la isoforma A2 en donde pudo observarse un incremento en los
foliculos terciarios (antrales) grandes provenientes de animales sincronizados (Figuras
85-90). Sin embargo hubo una pronunciada tendencia (p<0.06) a la disminucion en la

expresion de la isoforma B en los foliculos quisticos espontaneos (Figura 88).

Figura 85. Densidad
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Figura 86. Densidad
Optica Integrada para la
isoforma Al de RP en
relacion a B-actina en la
pared folicular completa de
varios tipos foliculares (FP:
Foliculos Antrales
Pequetios, G: Grandes, sin:
animales sincronizados, Q:
Quisticos; ind: con quistes
inducidos; esp: con quistes
espontaneos).

Figura 87. Densidad
Optica Integrada para la
isoforma A2 de RP en
relacion a B-actina en la
pared folicular completa de

varios tipos foliculares (FP:

Foliculos Antrales
Pequefios, G: Grandes, sin:
animales sincronizados, Q:
Quisticos; ind: con quistes
inducidos; esp: con quistes
espontaneos). Letras
iguales indican que no hay
diferencias significativas
(p<0,05).
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Figura 88. Densidad
Optica Integrada para la
isoforma B de RP en
relacion a fB-actina en la
pared folicular completa de
varios tipos foliculares (FP:
Foliculos Antrales
Pequefios, G: Grandes, sin:
animales sincronizados, Q:
Quisticos; ind: con quistes
inducidos; esp: con quistes
espontaneos).

Figura 89. Densidad
Optica Integrada para la
isoforma C de RP en
relacion a B-actina en la
pared folicular completa de
varios tipos foliculares (FP:
Foliculos Antrales
Pequetios, G: Grandes, sin:
animales sincronizados, Q:
Quisticos; ind: con quistes
inducidos; esp: con quistes
espontaneos).

Figura 90. Autoradiografia
representativa de un
Western Bot que muestra la
expresion del Receptor de
Progesterona en la pared
completa de varios tipos
foliculares (FP: foliculos
antrales pequeiios, G:
grandes, sin: animales
sincronizados, Q: quisticos;
ind: con quistes inducidos;
esp: con quistes
espontaneos).
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5.1. Induccion de la enfermedad quistica ovarica en bovinos.

La administracion de ACTH dos veces diarias durante 7 dias a partir del dia 15
del ciclo estral bovino fue efectiva para suprimir el pico de LH y producir quistes
foliculares en un alto porcentaje de los animales tratados. Este modelo ha sido utilizado
por numerosos autores para estudiar diversos aspectos de la enfermedad que se presenta
en bovinos (Dobson y col., 2000; Ribadu y col., 2000; Calder y col., 2001; Ortega y
col., 2008). Los niveles hormonales detectados en los animales con COD inducida
fueron similares a los encontrados en la bibliografia. Por otro lado, la caracterizacion
morfoldgica de los ovarios provenientes del modelo mostraron algunas diferencias con
los encontrados en el material de frigorifico ya que estos ultimos fueron altamente
variables en cuanto a presencia y estado de la capas de la granulosa y teca interna
mostrando en muchos casos luteinizacion de la teca interna o ausencia de la granulosa.
Es probable que estos cambios sean debidos al tiempo de permanencia de los quistes en
los animales con COD espontanea, desconocido por nosotros al momento de tomar las
muestras (Silvia y col.,, 2002; Johnson, 2004). Muchos estudios han mostrado la
importancia de conocer la historia y evolucion de la COD ya que debido a la alta
variabilidad encontrada es probable que los resultados obtenidos de estudios de
materiales provenientes de matadero no reflejen a una poblacion tan heterogénea

(Calder y col., 2001; Vanholder y col., 2006).

5.2. Balance proliferacion/apoptosis en los foliculos ovaricos quisticos.

La proliferacion celular cuantificada mediante la inmunodeteccion de Ki-67 fue
mayor en las células de la granulosa de los foliculos terciarios en los animales control
que en los foliculos secundarios y atrésicos de ambos grupos y terciarios y quisticos de
los animales con COD (tanto espontanea como inducida). En ambas tecas, el porcentaje
de proliferacion fue menor en los quistes (espontaneos e inducidos) que en los foliculos
terciarios de los dos grupos. Estas diferencias también fueron observadas en bovinos por

Isobe y Yoshimura (2000a, 2007) quienes encontraron un bajo indice de proliferacion,
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medido por la expresion de PCNA, en todas las capas foliculares de quistes bovinos
espontaneos. Ellos observaron una intensa proliferacion en la zona basal de la capa
granulosa de los foliculos terciarios normales, y una disminuciéon en los foliculos
atrésicos y quisticos. Estos resultados coinciden con los hallados en modelos
experimentales de COD en otras especies (Baravalle et a., 2006; Salvetti y col., 2009b).
Por otra parte, Das y col. (2008) encontraron un aumento en la proliferacion celular en
los quistes en relacion a los foliculos dominantes en la enfermedad que se presenta en
humanos. Los autores atribuyen este resultado a un aumento en los niveles de
androgenos circulantes. Cabe destacar que en la COD bovina (el presente trabajo) asi
como también en la COD inducida en ratas mediante la exposicion a luz permanente los
niveles de androgenos (testosterona) no estan aumentados (datos no publicados) asi
como tampoco lo estdn en los animales que presentan la enfermedad de manera
espontanea (Isobe, 2007). Monniaux y col., (2008) mostraron que los quistes jovenes
presentaban niveles elevados de testosterona que disminuian en los quistes de mas
tiempo en los cuales aumentaban los niveles de progesterona. Es importante sefialar que
los androgenos producidos por las células de la teca tienen un rol regulador decisivo en
la foliculogénesis ya que sirven como precursores para la produccion de estrogenos en
las células de la granulosa. En contraste, los estrogenos intensifican la respuesta de los
foliculos ovaricos a la estimulacion por las gonadotrofinas e incrementan la
proliferacion en las células de la granulosa. Sin embargo, y como ocurre en la
enfermedad que se presenta en humanos, el exceso de androgenos perjudica la funcion
folicular. Esta hormona inhibe los efectos de los estrogenos sobre el desarrollo folicular
y la induccion de receptores para LH en las células de la granulosa mediada por FSH
(Farookhi, 1980). En el mismo sentido, observamos una elevada expresion de ARNm
para ciclinas E y DI en los foliculos antrales normales en relacién a los foliculos
quisticos espontaneos. En lineas de células tumorales, Zwijsen y col. (1998) mostraron
que la ciclina DI intensifica la accion de los estrogenos a través de su union al
coactivador SRC-1. Robker y Richards (1998) mostraron que las células de la granulosa
de ratas expresan de manera normal ciclinas D2 y E mientras que la ciclina D1 y D3 son
exclusivas de las células de la teca. Tanto las ciclinas D y E estan implicadas en la
progresion del ciclo celular desde la fase G1 y su expresion esta influenciada por

hormonas esteroides, principalmente los estrégenos, asi como también las
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gonadotroficas. Se sabe que el 17-B-estradiol es un poderoso mitdogeno y que induce la
expresion de ciclinas en utero, glandula mamaria y ovario (Robker y Richard, 1998). El-
Hefnawy y Zeleznik (2001) reportaron que la FSH aumenta la expresion de ciclina D2 y
PCNA en células de la granulosa de ratas. Sin embargo, es sabido que las células de la
granulosa comienzan a proliferar incluso antes de que comiencen a influir las hormonas
gonadotrdpicas llegando a altos grados de mitosis en ausencia total de estas hormonas.
Esto ha sido demostrado en trabajos en los cuales se midid la proliferacion celular en
ratas hipofisectomizadas (Robker y Richards, 1998). Sin embargo, el desarrollo final
previo a la ovulacion es exclusivamente dependiente de gonadotrofinas (Hirshfield,
1985). Existe gran cantidad de reportes que indican que la proliferacion celular en la
granulosa estd regulada por la FSH, los estrégenos, insulina asi como algunos factores
de crecimiento (familia del IGF-1, FGF-2, EGF, VEGF). Se ha demostrado que el IGF-I
se encuentra en concentraciones relativamente altas en los foliculos en crecimiento y
que tiene acciones directas sobre la estimulacion en la proliferacion celular de la capa
granulosa y en la induccion de receptores para gonadotrofinas en las células foliculares,
principalmente LHr. Estudios realizados en quistes ovaricos bovinos (espontaneos e
inducidos mediante la administracion de ACTH) han mostrado una disminucién en la
concentracion de IGF-I tanto en la capa de células de la granulosa como en el liquido
folicular, lo que podria estar correlacionado con la baja proliferacion encontrada en esta
capa celular (Ortega y col., 2008). La presencia de algunas proteinas de union tales
como las cadherinas seria otro indicador de la baja proliferacion en las células de la

granulosa de los quistes (datos no publicados).

Se sabe que es el balance entre las proteinas que actian como
pro/antiapoptoticas el que determina si una célula se dirige hacia la muerte o
supervivencia (Hsueh y col., 1994). Como se detalla previamente, muchas moléculas
tienen este tipo de accion en las células ovéricas, siendo las mas importantes dentro de
la familia Bcl-2 las proapoptoticas: bax, bel-xs, bad y las antiapoptoticas: bel-2, bel-w y
bcl-x1. La respuesta a la activacion de los estimulos inductores de muerte celular es la
activacion de la cascada de caspasas. Finalmente, la activacion de la caspasa-3 conlleva
a la célula a una muerte inminente. Los niveles de expresion de la proteina

antiapoptotica Bcl-2 se encontraron mas elevados en los foliculos en crecimiento de los
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animales control y en los foliculos en crecimiento y quisticos de los ovarios de los
animales con la enfermedad que en los foliculos atrésicos de ambos grupos, para todas
las capas foliculares. Por el contrario, las moléculas proapoptoticas Bax y Caspasa-3, asi
como las células apoptoticas detectadas in situ se expresaron sobre todo en los foliculos
atrésicos tanto en la granulosa como en la teca interna. Los foliculos quisticos y
terciarios sanos no presentaron apoptosis in sifu detectable para poder realizar la
comparacion. Isobe y Yoshimura (2000b; 2007), trabajando con quistes foliculares
bovinos, encontraron que los foliculos quisticos tardios tenian indices de apoptosis in
situ mas bajos en las células granulosas que en los foliculos atrésicos y foliculos
quisticos tempranos. Sin embargo ellos encontraron que las células de la teca interna de
los foliculos quisticos tardios presentaban indices de apoptosis muy bajos, postulando
que este es uno de los motivos por los cuales estos foliculos tardan en regresar. En un
trabajo previo realizado en ratas con COD inducida mediante la exposicion a luz
permanente, encontramos resultados similares a los observados en bovinos con bajos
niveles de proliferacion y apoptosis en los quistes (Salvetti y col., 2009b). En otro
modelo experimental, Anderson y Lee (1997) encontraron, en ratas tratadas con
dehidroepiandrostenerona (DHEA), que la capa de células de la granulosa presentaba
apoptosis in situ principalmente en la zona correspondiente al antro folicular, y en
menor proporcion en la zona correspondiente a la zona basal en los quistes foliculares.
En esta ultima zona, las células permanecieron en el tiempo y cambiaron de fenotipo,
pasando de ser células mesenquimales a epiteliales (pasaron de expresar vimentina a
citoqueratinas). Por otra parte, Shirwalkar y col., (2007), utilizando otro modelo en ratas
en el cual se administré valerato de estradiol para inducir quistes foliculares encontraron
un aumento en los niveles de apoptosis en la medida que pasaba el tiempo (maximo: 4
semanas). Hay que destacar que estos modelos en los cuales se utilizan hormonas
esteroides (androgenos y estrégenos) para la induccion de quistes muchas veces
presentan alteraciones propias de las hormonas utilizadas y son métodos que no
reproducen fielmente lo que ocurre en las enfermedades espontaneas (ya sean en la
enfermedad poliquistica ovarica (PCOD) que se presenta en humanos como en la COD
bovina). Das y col. (2008), trabajando con muestras obtenidas de mujeres con PCOD
encontraron una alta expresion de ARNm y proteina para los factores antiapoptoticos

[APc-2 y Bcel-xL y menor expresion para Bax y caspasa-3 en las células de la granulosa
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de quistes ovaricos, valores similares a los mostrados por los foliculos sanos. Muchas
investigaciones han demostrado un importante rol de diversas hormonas y factores de
crecimiento como elementos de supervivencia de las células para suprimir la apoptosis.
Estos incluyen: EGF, NGF, factores estimulantes de colonia, eritropoyetina, IGF-I,
FGF-2, activina, TGFa, y las gonadotrofinas. Se ha encontrado que suprimiendo la onda
preovulatoria de gonadotrofinas se induce la atresia folicular en el término de 48 h y que
ademads, administrando esas gonadotrofinas de manera exogena, pueden rescatarse los
foliculos de la atresia temprana. Se ha demostrado también que las gonadotrofinas
afectan la maquinaria apoptotica suprimiendo la expresion de factores proapoptdticos e
induciendo la expresion de proteinas antiapoptoticas (Tilly, 1996; Robles y col., 1999).
Por ejemplo, el tratamiento de ratas hipofisectomizadas con FSH disminuye el grado de
apoptosis y fragmentacion del ADN en los foliculos ovaricos. Del mismo modo, el
tratamiento temprano con FSH o LH/hCG en foliculos preovulatorios in vitro previene
el comienzo de la apoptosis espontdnea, subrayando el rol de las gonadotrofinas como
un factor de supervivencia (Hsueh y col., 1994). Por otra parte, Yacobi y col. (2004)
mostraron que, si bien la administracion de gonadotrofinas (principalmente LH)
disminuye la apoptosis en las células de la granulosa en cultivo de foliculos
preovulatorios, incrementa la apoptosis de las células teco/intersticiales a través de la
activacion de la caspasa-3. Tilly (1996) demostraron que la inhibicion de la apoptosis en
las células de la granulosa y la atresia folicular mediada por el tratamiento con
gonadotrofinas puede estar asociada a la habilidad de estas hormonas de reducir las
cantidades de Bax presentes en las células de la granulosa manteniendo los niveles de
expresion de Bcel-2 y Bel-xL. Ademas, los niveles de ARNm para Bcl-xS se reducen
luego de la administracion de gonadotrofinas y este efecto podria contribuir a un cambio
en el balance entre los inductores y supresores de la muerte celular programada (Tilly,
1996; Johnson, 2003). En bovinos con COD, los niveles de gonadotrofinas se mantienen
constantes a lo largo del tiempo, sin la onda preovulatoria de gonadotrofinas (la cual fue
inhibida por la ACTH); lo que podria indicar que estas hormonas pueden contribuir a la

supervivencia de los foliculos que se transformaran en quisticos.

Ademas, las hormonas esteroides actfian tanto como supresoras o estimuladoras

de la apoptosis en diferentes tejidos y/o sistemas (Billig y col., 1993; Hsueh y col.,
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1994). El tratamiento con estrogenos incrementa el indice mitotico de las células de la
granulosa y el desarrollo folicular. En contraste, los androgenos, diminuyen el peso de
los ovarios en ratas hipofisectomizadas tratadas con estrogenos y causan el deterioro de
los foliculos incrementando el nimero de células con picnosis. Los andrégenos no
aromatizables, tales como la DHEA, no solo inhiben la actividad de la aromatasa y
estimulan la produccion de progesterona en las células de la granulosa, sino que también
inducen la atresia en los foliculos preantrales y antrales. Los foliculos atrésicos
presentan una proporcion de androgenos incrementada con respecto a los estrogenos en
el liquido folicular. La disminucion en la produccion de estrogenos en algunas especies
resulta en la concomitante acumulacion de androgenos en el liquido folicular,
sugiriendo un posible rol de los androgenos en la progresion del proceso de atresia. Esta
evidencia lleva a pensar que los esteroides ovaricos estan involucrados en el proceso de
iniciacion de la atresia. La progesterona es otro de los factores que tiene acciones
antiapoptoticas en células de la granulosa luteinizadas humanas y de roedores (Yacobi y
col., 2004). Las vacas con COD inducida demostraron tener niveles séricos de
testosterona iguales que los animales control, con iguales niveles de estrogenos, lo cual
puede contribuir a inhibir los procesos de muerte celular programada a nivel ovarico.
Por otro lado se encontraron niveles bajos de progesterona en en liquido folicular de los
foliculos quisticos en relacion a los foliculos antrales. Esto sugiere que la progesterona

tal vez no sea un factor importante en la supervivencia celular en los quistes.

5.3. Expresion de receptores hormonales.

En los ovarios normales, la expresion de los receptores de hormonas esteroides
(RE y RP) coincidi6 con la descrita en la bibliografia (Rosenfeld y col., 1999; Van den
Broeck y col., 2002a; Amrozi y col., 2004; D’Haeseleer y col., 2005, 2006). Ambas
isoformas del RE se expresaron tanto en las células de la teca como de la granulosa, con
distinta intensidad, a diferencia de lo observado en otras especies (Wang y col., 1999,
2000; Pelletier y col., 2000). E1 REa fue localizado tanto en la granulosa como en la
teca interna de todas las categorias foliculares, con muy pocas células de la teca externa
marcadas. Hubo diferencias con el trabajo realizado por Van den Broeck y col. (2002b),

quienes no observaron marcacion en la granulosa con el anticuerpo utilizado, a pesar de
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ser el mismo clon que el usado en el presente trabajo. Podemos inferir que el modo en
que procesaron las muestras no fue el Optimo para la conservacion del receptor. El RE(
se localizé en ambas capas en todas las categorias foliculares. El RP se hallé en la
granulosa y teca interna de todos los foliculos. Berisha y col. (2002) investigaron la
expresion normal del ARNm de ambas isoformas del RE y del RP en el ovario bovino y
mostraron la presencia del ARNm en los mismos tipos celulares en que nosotros
encontramos la expresion de dichas proteinas. La inmunomarcacion de las membranas
de nitrocelulosa obtenidas por WB también fue coincidente con la bibliografia. El REa
marc6 una banda en la zona correspondiente a los 66 kDa y el REP se marco en los 55
kDa. El RP marco las tres isoformas en las bandas correspondientes a las proteinas de
110 kDa (RP-B), 90 kDa (RP-A1), 74kDa (RP-A2) y 60 kDa (RP-C).

Es sabido que la expresion de los receptores de estrogenos y progesterona es
inducida por las gonadotrofinas y cambia de acuerdo a los niveles hormonales a lo largo
del ciclo estral (Cook y col., 1990; Calder y col., 1999; Rosenfeld y col., 2001). Las
vacas con COD presentan de manera caracteristica alteraciones en la frecuencia y pulsos
de LH con respecto a aquellas que presentan ciclos estrales normales (Ribadu y col.,
2000). Si bien los niveles de estas hormonas no estdn aumentados en este modelo
experimental, es probable que los niveles constantes de gonadotrofinas influyan sobre la
expresion de los receptores hormonales en el ovario como asi también a nivel del eje

hipotalamo-hipofisario (Taft y col., 1996).

En los animales con COD inducida pudimos observar una expresion similar del
REa en la granulosa de los foliculos quisticos y terciarios, en los dos grupos, con menor
expresion en los foliculos secundarios y atrésicos de ambos grupos. La teca solo mostro
diferencias entre los foliculos quisticos con los atrésicos del grupo tratado. Sin embargo,
los foliculos quisticos espontaneos presentaron una elevacion considerable de los
niveles del REa en ambas capas foliculares en relacion a todas las otras categorias
estudiadas. El analisis de esta proteina en la pared completa mediante western blot
indico solo un incremento de los niveles en los foliculos antrales grandes provenientes
de animales sincronizados con respecto a los quistes inducidos. Por otra parte, el REP
mostrd una disminucion en los niveles proteicos en ambas capas de foliculos

secundarios, terciarios y atrésicos del grupo tratado con ACTH en relacion a los
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foliculos terciarios controles y los quistes mostraron niveles parecidos a estos ultimos.
Los quistes espontaneos mostraron niveles bajos en la expresion de este subtipo de
receptor. La expresion en pared completa mostro niveles elevados de expresion en los
foliculos antrales grandes de animales sincronizados con relacion a los foliculos
quisticos (tanto espontaneos como inducidos). Estos resultados muestran que hay
diferencias en la expresion de receptores de estrogenos principalmente la isoforma f§ en
los foliculos provenientes de los animales con COD inducida y espontanea. Algunos
estudios llevados a cabo en distintas especies, incluyendo seres humanos y en modelos
experimentales en roedores, han mostrado que los ovarios de individuos con COD
presentan diferencias en la expresion de la proteina y el ARNm de los receptores de
estrogenos con respecto a individuos con ovarios normales (Odore y col., 1999;
Jakimiuk y col., 2002; Salvetti y col., 2007,2009a). Odore y col. (1999) mostraron que
hay una notable reduccion en la concentracion total de receptores de estrogenos en los
quistes foliculares bovinos con respecto a los foliculos dominantes de animales
normales. Sin embargo estos autores no discriminaron entre los distintos subtipos de
receptores de estrogenos, asi como en la localizacion de los mismos. Por otro lado,
Calder y col. (2001) no hallaron diferencias en la expresion del ARNm del REf en los
foliculos quisticos de hembras bovinas con respecto a los foliculos dominantes,
utilizando la técnica de hibridizacion in situ, lo cual coincide con los resultados
obtenidos por nosotros ya que los quistes inducidos mantuvieron los niveles de RE]
iguales a los foliculos terciarios normales. Jakimiuk y col. (2002) encontraron
variaciones en la expresion de las dos isoformas del RE en las capas foliculares de los
quistes en relacion con los foliculos del mismo tamafio en mujeres con PCOD vy
normales respectivamente. Ellos mostraron, por RT-PCR y WB una disminucién tanto
del ARNm como de las proteinas de RE en las células de la granulosa como de la teca
interna en los foliculos derivados de individuos con COD en comparacion con los
foliculos del mismo tamafio de mujeres sanas. En cuanto al REq, la tUnica diferencia
encontrada por estos autores fue un marcado incremento en la expresion proteica en las

células de la teca interna proveniente de los ovarios quisticos.

Es sabido que las gonadotrofinas (Byers y col., 1997) y los estrogenos (Sharma y

col., 1999) regulan negativamente la expresion del RE en las células de la granulosa y
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ambos receptores de estrogenos muestran una tendencia hacia la regulacion positiva en
paralelo al aumento de los niveles de estrogenos en el liquido folicular hecho que se
correlaciona con la regulacion positiva de los receptores de LH y de FSH (Berisha y

col., 2000, 2002).

Teniendo en cuenta las acciones de los estrogenos a nivel ovarico: estimulacion
de la proliferacion y diferenciacion celular durante la foliculogénesis, disminucion de la
apoptosis, estimulacion de la secrecion de factores de crecimiento, incremento de las
uniones estrechas entre las células de la granulosa, aumento de la expresion de
receptores para gonadotrofinas en el foliculo, etc (Rosenfeld y col., 2001); cualquier
cambio en la expresion y concentracion de los distintos subtipos de receptores de
estrogenos puede llevar a modificaciones en el modo de accidn de los estrogenos sobre
sus células blanco. Si bien las consecuencias de estos cambios no estan claras todavia,
hay que considerar que ambos subtipos tienen distinta afinidad por el 17-B-estradiol y
ademas es posible la formacion de heterodimeros cruzados entre los dos tipos de RE.
Bajo estas circunstancias seria de esperar que pequefios cambios en la relacion
REo/REP interrumpan la foliculogénesis normal llevando a alteraciones reproductivas
tales como persistencia folicular y COD (Mosselman y col., 1996; Taft y col., 1996;
Pettersson y col., 1997; Lingenfelter y col., 2007). Asi, los efectos del estradiol en estas
condiciones pueden llevar a cambios en el balance proliferacion/apoptosis (Isobe y
Yoshimura, 2000a y b), en las concentraciones de receptores para gonadotrofinas
(Calder y col., 2001), en las acciones de las enzimas y en el metabolismo celular (Calder
y col., 2001), etc. Investigaciones recientes hechas con ratones KO para RE revelaron
que la presencia de ambos receptores es un prerrequisito para el funcionamiento
apropiado del eje hipotdlamo-hipofisario-ovarico y para una exitosa ovulacion. Los
ratones sin el gen REa (ratones REaKO) exhiben un fenotipo similar al de la PCOD que
se presenta en humanos con niveles de LH aumentados, y ovarios caracterizados por la
presencia de multiples foliculos quisticos y hemorragicos sin evidencias de ovulacion
(Couse y col., 2003). Si bien los ratones KO para el gen REB (REBKO) son fértiles, los
ovarios de estos animales muestran signos morfoldgicos de desarrollo folicular anormal,
y una capacidad ovulatoria reducida (Couse y col., 2004; Emmen y col., 2005). Quienes

desarrollaron estos modelos demostraron también que las acciones del estradiol a través
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del REP son vitales para la diferenciacion celular de las células de la granulosa
dependiente de FSH, y que en ausencia de este receptor, los foliculos preovulatorios son
deficientes en la necesaria organizacion celular, actividad enzimatica y en las vias de
sefnalizacion de receptores (principalmente receptores de LH) (Couse y col., 2004;
Emmen y col., 2005). Los cambios observados en los ratones KO probablemente no
solo se deban a la deficiencia de los receptores a nivel ovarico sino también a la
ausencia de estos en otros niveles del eje hipotdlamo-hipofisario con la consecuente

disrupcion en los mecanismos de retroalimentacion.

Los RP se expresaron en todos los tipos celulares estudiados y en todas las
categorias foliculares tal como se describe en la bibliografia (Van den Broeck, 2002b).
Hubo marcacion tanto nuclear como citoplasmatica lo cual ha sido descripto en trabajos
previos y esta explicado por algunas acciones no gendmicas que ocurren a través de
estos receptores que se encuentran en el citoplasma de las células de varios tejidos (Ogle

y col., 1998; Schams y col., 2003; Ulbrich y col. 2003).

La expresion del RP en las células de la granulosa fue elevada en las células de
la granulosa de los foliculos terciarios controles con respecto a los foliculos quisticos
inducidos, similar a lo observado en las muestras obtenidas en frigorifico. Los animales
con COD presentaron una mayor expresion de la isoforma RP-A2 en los foliculos
terciarios antrales de animales sincronizados con una tendencia a la disminucion en RP-
B en los quistes espontaneos. Se ha demostrado que el RP-A funciona como un
inhibidor transcripcional de todos los receptores hormonales esteroides y como un
facilitador de sefiales cruzadas dependientes de ligandos entre los caminos de sefiales de
los receptores sexuales esteroides dentro de la célula. El RP-B aparece como un
activador transcripcional de los genes de respuesta a la progesterona. De este modo, la
relacion RP-A/RP-B en células especificas define la respuesta fisiologica a la
progesterona (Wen y col., 1994). No se sabe mucho acerca de la isoforma RP-C. En la
rata esta forma es predominantemente citoplasmatica y no tiene actividad
transcripcional por si misma pero puede transformar las capacidades transcripcionales
de RP-B y RP-A en menos eficientes (Ogle, 2002). Los cambios en la expresion relativa
de las distintas isoformas podria de este modo alterar las actividades biologicas

inducidas por la progesterona y resultar en cambios por la ausencia funcional de esta
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hormona sin cambios en los niveles tisulares o séricos de la misma (Fang y col., 2002;

Schams y col., 2003; Goldman y col., 2005).

Si consideramos la regulacién hormonal, la onda de LH actaa directamente para
inducir la expresion de ARNm y proteina de RP en las células granulosas diferenciadas
que expresan altos niveles de receptores de LH y aromatasa citocromo P450 (Natraj y
Richards, 1993). Aparentemente, la progesterona producida por las células estimuladas
que poseen los receptores disminuyen las posibilidades de morir por apoptosis,
actuando esta hormona como un factor de supervivencia de las células (Svensson y col.,

2000).

En ratones KO para el RP-A (RPAKO), la isoforma RP-B funciona de manera
tejido-especifica para mediar un subconjunto de funciones reproductivas de los RP. La
ablacion del RP-A no afecta la respuesta a la progesterona en la glandula mamaria ni en
el timo pero resulta en severas anormalidades a nivel de la funcidn uterina y ovarica.
Los ovarios de los ratones RPAKO contienen gran cantidad de foliculos anovulatorios
maduros detenidos en un estadio similar de desarrollo, con un numero reducido de
ovocitos y con evidentes fallas en la ovulacion. El estudio de ratones RPKO reveld la
ausencia de ciertas enzimas metaloproteasas necesarias a la hora de la disolucién del
apice de los foliculos preovulatorios para la correcta expulsion de los ovocitos (Mulac-
Jericevic y Conneely, 2004). Por otro lado, la ausencia de RP-A en el utero de los
ratones RPAKO revelan una inesperada actividad proliferativa dependiente de
progesterona a través del RP-B en el epitelio y demuestran que el RP-A es necesario
para inhibir la proliferacion inducida por progesterona (a través del RP-B) y estrogenos
en este tejido. Esta actividad inhibitoria no se detecta en la glandula mamaria en donde
ambos receptores actian como mediadores de la proliferacion inducida por
progesterona. En los foliculos provenientes de animales con COD, los niveles de RP-A2
fueron inferiores a los encontrados en los foliculos terciarios de los animales control
aunque también hubo una tendencia de la isoforma B a disminuir en los quistes
espontaneos, lo que podria también explicar una menor proliferacion en estos ovarios

debido a la actividad inhibitoria de la isoforma A sobre la B.

Las diferencias encontradas en la expresion de ambos subtipos de RE y las

isoformas de RP entre lo observado en los foliculos quisticos obtenidos del modelo
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experimental y los provenientes de frigorifico tal vez se deban a la alta heterogeneidad
en estas ultimas ya que al momento de la recoleccion de las muestras no existen datos
sobre el estado del animal, tratamientos previos, gestaciones, edad de los animales, etc.;
y ademds sin la posibilidad de obtener muestras de sangre que aportarian datos
significativos sobre las hormonas séricas. Estos hallazgos recalcan la importancia de
trabajar con modelos experimentales en donde pueden controlarse algunas cuestiones
tales como la edad de los animales, estado reproductivo, el tiempo de persistencia de los

foliculos, etc.
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Los resultados obtenidos en esta tesis y su discusion con los aportes de otros

autores, nos permiten llegar a las siguientes conclusiones:

1- Los procesos de proliferacion y apoptosis se vieron alterados en los ovarios de
los animales afectados por la enfermedad en comparacion con los de los controles,
encontrandose baja proliferacion en las capas celulares de los foliculos terciarios y
quisticos de esos animales; con un concomitante bajo indice de apoptosis. Esto indicaria
que si bien estos foliculos no siguen creciendo, tampoco estan destinados a la atresia,

por lo menos de manera temprana.

2- La expresion de RE mostro diferencias entre los foliculos en crecimiento
normales de los ovarios control con respecto a los mismos en los ovarios de animales
con COD. La expresion de REa se mantuvo normal en los foliculos en crecimiento y
quisticos de los animales tratados y el RE presentd niveles inferiores a los encontrados
en los animales normales. Esto indica cambios en la relacion REo/RE en los ovarios de
los animales con la enfermedad, y considerando que ambos receptores tienen distinta
afinidad por el 17-B-estradiol, mediando diferentes respuestas, esta podria ser una de las
causas de las alteraciones celulares observadas en los ovarios de los animales con la

enfermedad.

3-Se observaron diferencias en la expresion de las isoformas del RP, asi como en
su cuantificacion total por inmunohistoquimica. Los quistes mostraron menores niveles
de expresion de RP total. EIl RP-A2 se encontrdé aumentado en los foliculos controles y
se observé una tendencia a disminuir del RP-B en los quistes espontaneos. Esto muestra
un cambio en la relacion de las isoformas expresadas en los animales tratados,

probablemente asociado con las alteraciones en la proliferacion y diferenciacion celular.

4- Las similitudes halladas entre este modelo experimental, y los casos
espontaneos de bovinos estudiados mediante material de frigorifico, resaltan la
importancia del trabajo en medicina experimental que permite el estudio de aspectos
dificiles de concretar en casos a campo. Por otra parte, muchos de los resultados aqui
presentados muestran evidentes diferencias entre el modelo utilizado y los casos

espontaneos obtenidos en frigorifico. Muchas de estas diferencias podrian subsanarse a
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través del estudio de casos de campo en los cuales puedan obtenerse datos de rodeo, de
pariciones de los animales, de alimentacion, de enfermedades previas o concomitantes,
etc; y de este modo agrupar diferentes subpoblaciones con la misma enfermedad de

manera de ver en cuales de estas puede utilizarse el modelo y en cuales no.
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