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1.- La oveja como modelo animal de investigacion en reproduccion

La gran mayoria de los trabajos cientificos biomédicos se realizan en animales
de laboratorio, utilizando especialmente como modelo animal a la rata o el ratoén por las
ventajas que ofrece su manejo mds sencillo y su ciclo reproductivo y vital corto. Las
crias de estas especies son consideradas “altriciales” por nacer muy inmaduras,
practicamente ciegas, sin los conductos auditivos abiertos, sin pelo y con una movilidad
y desarrollo muy limitado. En cambio, las crias de las especies denominadas
“precociales” nacen con un grado de desarrollo y maduracién mayor. La oveja se
encuentra entre las especies consideradas precociales al igual que el perro, el conejo y el
humano entre otras.

Esta diferencia entre especies (altriciales vs. precociales) hace que resulte
cuestionable, en algunos casos, la extrapolacion de resultados experimentales entre unas
y otras, especialmente si se estudia la influencia de la exposicién a un quimico en un
momento determinado del desarrollo de un 6rgano, por ejemplo el ovario. Esta es una
de las razones por la que decidimos utilizar a la oveja como modelo animal en nuestros
experimentos.

La oveja (Ovis aries) es un mamifero rumiante. Es un animal docil por
naturaleza. Un ejemplar adulto presenta un tamaiio relativamente grande (30 a 80 kg
segin la raza y sexo) lo que facilita su manipulacién quirdrgica (Scheerlinck y col.,
2008). Tiene una vida media larga (aproximadamente 15 afios) y en la hembra, el
periodo de gestacion dura 145 dias. En la anatomia y fisiologia de su aparato
reproductor se asemeja mas a la mujer que a los roedores.

El feto ovino muestra una secuencia y un tiempo de desarrollo ovérico similar al
observado en el humano (Pryse-Davies y Dewhurst, 1971; Juengel y col., 2002; Sawyer
y col., 2002; De Felice y col., 2005). A diferencia de los roedores, el ovario fetal ovino
sintetiza estrégenos (Eg) que cumplen un rol importante en el desarrollo de las células
germinales (Pannetier y col.,, 2006). Ademas, algunas especies de rumiantes son
susceptibles de padecer, de forma natural, afecciones reproductivas similares a las de la
mujer. Por estas y otras razones, la oveja es utilizada como uno de los modelos animales
de eleccion para estudiar patologias reproductivas tales como el Sindrome del Ovario
Poliquistico (SOP) (Steckler y col., 2005; Padmanabhan y col., 2006). A este interés se
le agrega la importancia que tienen los estudios en ovinos para mejorar aspectos de la

produccién animal de esta misma especie como la de otros rumiantes.
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Histdéricamente, la oveja ha hecho grandes contribuciones al mejor conocimiento

de la reproduccién humana y veterinaria. A modo de ejemplo:

.- Del hipotdlamo de la oveja se aislé y secuenci6 el Factor de Liberacion de la hormona
TSH (Hormona Estimulante de la Tiroides) y GnRH (Factor de Liberacién de las
Gonadotrofinas) (Schally y col., 1971) (Este descubrimiento le valié al autor el Premio

Nobel de Medicina 1977).

.- Las Prostaglandinas fueron aisladas por primera vez en ovejas (Bergstrom, 1966)

(Este descubrimiento le valié al autor el Premio Nobel de Medicina 1982).

.- El primer animal clonado a partir de una célula somatica también fue una oveja (a

quien llamaron Dolly) (Campbell y col., 1996).

Por todo lo expuesto, la oveja se ha propuesto como un modelo animal muy util
en investigacion cientifica y, aunque limitan su utilizacién algunas barreras sobre todo
de tipo econdmico, existe una importante corriente de opinién cientifica que promueve
su uso en circunstancias en que las ventajas superen a los inconvenientes (De Las Heras

Guillamén y Borderias Clau, 2010).

2.- Desarrollo ovarico prenatal

Los ovarios son las glandulas femeninas responsables de la produccién ciclica de
ovocitos (huevos) fertilizables y de mantener una produccion adecuada de los esteroides
sexuales: Eg y progesterona (P) (Hirshfield, 1991). Estas hormonas participan en
numerosos procesos fisioldgicos tales como el desarrollo y diferenciacion del tracto
genital, el mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios y la libido, el transporte
de ovocitos y espermatozoides al lugar de la fecundacion, la migracion de los embriones
asegurando su exitosa implantacién, el desarrollo del dtero durante la gestacion, etc.
(Hirshfield, 1991; McDonald’s, 2009). La sintesis y secrecion de hormonas ovdricas se
encuentra regulada por el sistema neuroenddcrino y controlada por un nimero
importante de mecanismos de retroalimentacién que operan en el eje hipotidlamo-
hipofiso-gonadal (McGee, 2000).

Los ovarios presentan cambios morfoldgicos significativos durante el desarrollo
fetal y postnatal temprano que estdn controlados hormonalmente. En el ovario de las
hembras mamiferas ocurren fisiolégicamente pérdidas significativas en el nimero de

células germinales durante la vida intrauterina y desde el nacimiento hasta la pubertad.
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2.1.- Desarrollo embrionario del ovario en la oveja

El desarrollo embrionario de los ovarios comienza alrededor del dia 23 de
gestacion (duracion de la gestacion= 145 dias) en las crestas genitales que se encuentran
en proximidad de los rifiones en formacién. En este lugar se cumplen numerosos
eventos celulares, tales como la migracién de las células germinales primordiales, la
masiva colonizacién del ovario fetal con células mesonéfricas precursoras de las células
foliculares, la diferenciacion sexual de las génadas, la mitosis y apoptosis de las células
germinales (McNatty y col., 1995).

En esta especie, desde la mitad de la gestacion y hasta el nacimiento, la cantidad
de células germinales disminuye unas 10 veces. De esta forma, la poblacién de
ovogonias en el ovario fetal de la oveja es originalmente de alrededor de 900.000 y para
el nacimiento se ha reducido a alrededor de 100.000 (Fortune, 2003). La pérdida
prenatal de células germinales parece ser un mecanismo universal de seleccion en todos

los vertebrados estudiados que se produce mediante apoptosis (Aerts y Bols, 2009).

2.1.1.- Origen de los ovocitos en la oveja

Como en todas las hembras de mamiferos, los ovocitos se originan a partir de un
grupo de células epibldsticas no alineadas que durante la gastrulacion se diferencian en
Células Germinales Primitivas (CGPs) (Gilbert, 2000). Estas células se desplazan hasta
el endodermo del saco vitelino, proliferando y migrando a través de este saco y el
endodermo del intestino primitivo hasta la porciéon caudal del embrion. Finalmente
llegan a las crestas genitales, formando los pliegues o primordios gonadales que estan
ubicados ventralmente a la region mesonéfrica (proceso que ocurre en el dia 23 de
gestacion en la oveja). Si esta migracion es por movimientos ameboideos de las células
o si son empujadas por el crecimiento de los tejidos vecinos no estd atin claramente
definido (Freeman, 2003). Una vez que las CGPs llegan a las crestas genitales, inician
un proceso de diferenciacién en ovogonias (alrededor del dia 55 de gestacion) (McNatty
y col., 1995), mostrando una elevada actividad mitética (Picton y col., 1998). En un
ovario en formacion, la divisiéon mitética de las CGPs resulta en la formacion de grupos
de ovogonias, relacionadas unas con otras por puentes citoplasmdticos intercelulares.
Estas ovogonias se rodean de células somadticas derivadas del mesonefros formando
nidos de células germinales (clusters), también llamados cordones corticales (Sawyer y
col., 2002). Ya en los nidos, las ovogonias inician un proceso de replicacion del dcido

desoxirribonucleico (ADN) para mads tarde iniciar la meiosis y convertirse en ovocitos.
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Es asi entonces que las ovogonias atraviesan por los subsecuentes estadios de la profase
I de la meiosis I (preleptoteno, leptoteno, zigoteno y paquiteno) para quedar arrestados
en diploteno hasta el momento de la ovulacién. En este estadio temprano de la meiosis
I, los ovocitos son extremadamente vulnerables y muchos de ellos degeneran. Aquellos
ovocitos que sobrevivan dentro del foliculo ovérico hasta la pubertad, se encontrardn en
condiciones de alcanzar un grado tal de maduracién y crecimiento que les permitird
responder al estimulo de la hormona luteinizante hipofisaria (LH) para completar su
proceso meidtico y convertirse en una célula haploide (Sawyer y col., 2002).
Actualmente se considera que el ovocito es responsable de la organizacion
folicular durante los procesos que conducen a la ovulacién porque dirige el desarrollo
del foliculo (van der Hurk y Zhao, 2005; Binelli y Murphy, 2010). Se ha determinado
que controla el desarrollo y la diferenciacion de las células de la granulosa, aumenta la
sensibilidad de éstas a las gonadotrofinas, estimula la diferenciacion de las células de la
teca, promueve la expansion del cumulus ooforus y la ruptura final de la pared folicular
durante la ovulacién. Por su parte, las células de la granulosa son indispensables para el
crecimiento del ovocito, la meiosis y la maduracidn citoplasmatica (van der Hurk y
Zhao, 2005). Al alcanzar su umbral de tamafio, el ovocito suprime la capacidad de las
células de la granulosa de promover su propio crecimiento (Matzuk y col., 2002). Esto
ultimo indica que el ovocito no sélo determina el crecimiento del foliculo sino también,

indirectamente, su propio crecimiento.

2.1.2.- Foliculogénesis
Generalidades

Se llama foliculo ovarico a la estructura formada por un ovocito rodeado por una
0 mas capas de células somaticas. La foliculogénesis es el proceso mediante el cual los
foliculos ovaricos inmaduros (primordiales) se desarrollan y se convierten en foliculos
preovulatorios (Oktem y Urman, 2010). Este proceso se inicia durante la vida
embrionaria y continda a lo largo de la vida reproductiva de la hembra; los foliculos
pasan por diferentes etapas de crecimiento y desarrollo, hasta que se produce la
ovulacion o entran en atresia (Picazo y Lopez, 1995).

Durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano del ovario se cumplen
dos procesos importantes (Driancourt, 2001; Skinner, 2005):

1.- el ensamblado folicular (formacién de los foliculos

primordiales)
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2.- la transicion de foliculos primordiales a foliculos primarios

(reclutamiento inicial o activacion folicular)

2.1.2.1.- Ensamblado folicular

La fase inicial de la foliculogénesis conocida como “ensamblado” estd regulada
por factores pardcrinos de crecimiento e influenciada por concentraciones locales de
hormonas esteroides. Durante la etapa prenatal, los ovocitos estdn dispuestos en grupos
denominados “nidos o clusters”. Luego, dependiendo de la especie animal, el
ensamblado ocurre durante la gestacion (ej.: oveja, vaca, mujer) o luego del nacimiento
(ej.: rata, ratén). Durante este proceso un grupo de ovocitos muere por apoptosis y los
que sobreviven se rodean de una capa simple de células somdticas planas (células
inmaduras de la granulosa o también llamada pregranulosa) formando los foliculos
primordiales (Kezele y Skinner, 2003). Los ovocitos que no completan el ensamblado
permanecen en grupos de dos o mds rodeados de una capa simple de células planas y se
los conoce como foliculos multiovulares (FMOs) (Figura 1).

Se considera que la poblaciéon de foliculos primordiales (reserva de foliculos
ovdricos) se forma durante la vida fetal y neonatal y que, una vez establecida, esta
poblacién no prolifera. Sin embargo, hay algunos grupos de investigacion que sostienen
que hay formacién de ovocitos a lo largo de la vida adulta de la hembra (Johnson y col.,
2004). Apoyando esta observacion se ha demostrado que, en reptiles, hay proliferacion
de células germinales en la génada luego del nacimiento (Stoker y col., 2008). Para gran
parte de la comunidad cientifica, desde el momento del nacimiento se establece la
reserva de foliculos primordiales que se convertirdn en la fuente de gametas femeninas

durante la vida reproductiva de la hembra (Fortune, 2003).

Nido o Cluster Apoptosis de células germinales Fol. Primordiales

Figura 1: Proceso de ensamblado folicular. En verde se resaltan los ovocitos que mueren por apoptosis.
En el extremo derecho del esquema se muestran los foliculos primordiales formados, rodeados por las

células de la pregranulosa. (Adaptado de Bristol-Gould y col., 2006).
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En la oveja, el ensamblado comienza alrededor del dia 75 de gestacién (McNatty
y col., 1995 y 2000; Hussein, 2005). Se cree que la supervivencia de un ovocito
depende de la capacidad de ensamblarse para constituir un foliculo primordial (Martins
da Silva y col., 2004). Los factores enddcrinos, que se presumen originados en el
ovario, pueden influir en este proceso. Se ha demostrado que en €l intervienen varios
factores de crecimiento tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF.
neurotrofinas, inhibinas, y el factor de diferenciaciéon y crecimiento 9 (Growth
differentiation factor 9) (Morrison y Marcinkiewicz, 2002, Dissen y col., 1995). En
contraste con estos factores de crecimiento actia la hormona antimilleriana (AMH) que
ejerce un efecto inhibitorio sobre el desarrollo folicular temprano. Las hormonas
esteroides también controlan la foliculogénesis. Se ha demostrado, en estudios in vivo e
in vitro, que tanto la P como el 17p estradiol (E2) alteran el ensamblado folicular

inhibiendo el proceso de apoptosis de ovocitos en la rata (Kezele y Skinner, 2003).

2.1.2.2.- Activacion folicular
La transiciéon de foliculo primordial a primario o activacion es un proceso
irreversible e incluye la transformacién de las células de la granulosa de planas a

cuboides y se inicia alrededor del dia 100 de gestacion en la oveja (Figura 2).

Apopines ENSAMBLADO ACTIVACION

Foliculos sin ensamblar Fol. Primordiales Foliculo Primario

Figura 2: Proceso de ensamblado folicular y activacion de foliculos primordiales en la oveja. (La

representacion esquemadtica fue tomada y adaptada de Kezele y col., 2005).

La activacion es un proceso complejo en la biologia del ovario y poco se conoce

acerca de su mecanismo de control. Esta fase incluye el crecimiento de algunos
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foliculos primordiales mientras que otros permanecen quiescentes por meses, afios o
décadas dependiendo de la especie (Hirshfield, 1991). De esta forma, los foliculos
primordiales que inicialmente se mantienen quiescentes son gradualmente reclutados a
lo largo de la vida reproductiva de la hembra.

Los mecanismos de ensamblado y activacién estan regulados localmente por
factores de crecimiento celular y hormonas esteroides (ej: P, Eg, androgenos -A-) y son
independientes de la acciéon de las gonadotrofinas hipofisarias (Hormona Foliculo
Estimulante -FSH- y LH) en todas las especies de mamiferos estudiadas (Driancourt,
2001). De modo que en esta etapa temprana, la foliculogénesis es estimulada por otros
factores, muchos de los cuales son atin desconocidos (Fortune, 2002).

En la Tabla 1 se describen algunas de las moléculas y los mecanismos que éstas
controlan, asociadas con el desarrollo de foliculos preantrales y de ovocitos.

Como resultado de una activacidn inapropiada, se han descripto ciertos
desordenes reproductivos (Skinner, 2005). Resulta entonces necesario el normal
funcionamiento de los mecanismos que controlan el ensamblado y la activacién
folicular, tanto para establecer el inicio de la vida reproductiva de la hembra (ej:
pubertad) como para determinar su finalizacién (ej: menopausia en la mujer).
Ensamblado y activacion estidn reconocidos como los momentos mds importantes y
criticos de la foliculogénesis y se especula que son los que van a afectar directamente la

duracion de la vida reproductiva de la hembra (Skinner, 2005).

Tabla 1: Factores que regulan el desarrollo de los foliculos ovaricos preantrales estudiados en
diferentes especies (roedores, bovinos, ovinos, primates).

Factor Origen Funcién
Proteina c-kit Células somadticas Migracién y proliferacion de células germinales
BMP4 (Bone morphogenic protein) y BMP8b Ectodermo extraembrionario Generacién de células germinales
Conexina 43 Ectodermo extraembrionario Generacion de células germinales

Coordinacion de genes estructurales que codifican la
Figla o Figa Ovocito zona pelicida

BMP15 (Bone morphogenic protein) Ovocito Diferenciacion y proliferacion celular (granulosa)
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GDF 9 (Growth differentiation factor-9) Ovocito Diferenciacion y proliferacion celular (granulosa)
Estimulacion de mitosis y diferenciacion a células de
bFGF (Basic fibroblast growth factor) Ovocito la granulosa

KL (Kit Ligand)

Células pregranulosa

Promocién de la transicién foliculo primordial-
primario

LIF (Factor inhibidor de la leucemia)

Células pregranulosa

Promocién de la transicion foliculo primordial-
primario

Insulina

Endocrino

Promocién de la transicién fol. primordial-primario.
Estimulacion de la esteroidogénesis en células de la
granulosa y teca

AMH (Hormona Antimulleriana)

Células de la granulosa

Inhibicién del desarrollo de los foliculos
primordiales

AhR (Aryl hydrocarbon receptor)

Células de la granulosa

Regulacién del tamafio del ovocito

CTGF (connective tissue growth factor)

Células de la granulosa

Mantenimiento del fenotipo celular y reclutamiento
de la teca

Activina

Células de la granulosa

Proliferacién celular y estimulacién de la
esteroidogénesis (granulosa)

KGF (Keratinocite growth factor)

Células de la Teca

Proliferacion celular y crecimiento folicular

(Adaptado de: Fortune, 2003; Skinner, 2005; Palma, 2008)

2.1.2.3.- Formacion de foliculos preantrales y antrales

Para el dia 120 de desarrollo embrionario de la oveja, se verifica la presencia de

foliculos preantrales o secundarios caracterizados por contener varias capas de células

de la granulosa; y a partir del dia 135 empiezan a observarse foliculos antrales o

terciarios (McNatty y col., 1995). En este periodo el ovocito comienza a crecer en

didmetro, la capa de células de la granulosa prolifera y se hace evidente la presencia de

las células de la teca, que provienen de las células del estroma y constituyen la capa mds

externa de la estructura del foliculo. Sin bien los foliculos preantrales son sensibles a la

FSH, en ausencia de ésta son capaces de seguir madurando hasta el estadio de foliculo

antral.
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El foliculo antral estd caracterizado por la presencia de un espacio lleno de
liquido (el antro). El liquido folicular es una fuente importante de sustancias
reguladoras y moduladoras (esteroides, factores de crecimiento, enzimas, lipoproteinas)
que se originan a partir de la sangre y de las secreciones de las células foliculares.
Durante el periodo postnatal temprano pueden observarse en el ovario de la cordera, un
nimero variable de foliculos antrales (McNatty y col., 1995). Especificamente, a los 30
dias de edad se observa un pico en el nimero de foliculos antrales distribuidos por todo
el ovario (Tassel y col., 1978).

Se ha estudiado la concentracién de FSH en corderas desde el nacimiento y
durante las primeras semanas de vida, sugiriendo que aquellas corderas de razas ovinas
genéticamente mds prolificas tienen niveles séricos de la gonadotrofina
comparativamente mas altos que las naturalmente menos prolificas (Jorio y col., 1999).
También se ha sugerido que existe una correlacion positiva entre fertilidad y los niveles

de FSH presentes en la etapa postnatal temprana (Bodin y col., 1988).

2.2.- Desarrollo ovarico postnatal: etapa prepuberal y pubertad

Se define a la etapa prepuberal como al periodo comprendido entre el
nacimiento y la pubertad. Los ovarios de las corderas jovenes incrementan su tamafio
paulatinamente, dependiendo de la raza, presentando numerosos foliculos activos de
diferentes tamafios. Los foliculos contindan su crecimiento a través de toda la vida o al
menos hasta que la reserva se agota. Desde el nacimiento y hasta la pubertad las
corderas no muestran conducta de estro ni ovulacién, aunque se ha observado secrecion
pulsatil de LH en corderas de 11 semanas de edad y concentraciones crecientes de FSH
desde las semanas 3 a 11 de vida (Foster y Karsch, 1975). Varios experimentos
realizados en corderas han demostrado un nimero elevado de foliculos antrales al
nacimiento (Kennedy y col., 1974, Land, 1978). En observaciones realizadas cada 4
semanas (desde el nacimiento hasta las semana 24 y 33) se observd que el nimero de
foliculos antrales es alto y constante desde las 4-8 semanas de edad, y que luego
disminuye manteniéndose relativamente estable hasta la primera ovulacién en la
pubertad (aproximadamente 180 dias de edad) (Gonzalez-Bulnes y col., 2003, Kennedy
y col,. 1974). Desde el nacimiento y hasta la pubertad el nimero de foliculos
primordiales se reduce a un tercio debido a las ondas de crecimiento folicular que

terminan en la atresia (Fortune, 2003).
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En las corderas puberes, cuando los foliculos antrales alcanzan un didmetro de
aproximadamente 2 mm se vuelven sensibles y dependientes de las gonadotrofinas
hipofisarias siendo reclutados para continuar su crecimiento bajo el estimulo de la FSH
(Driancourt y col., 1993, Driamcourt, 2001). Este proceso de desarrollo folicular,
gobernado por las gonadotrofinas, tiene lugar en una forma organizada y ciclica
siguiendo un patréon que se ha denominado de “ondas foliculares” (Montgomery y col.,
2001). Se han descripto entre 2 y 4 ondas foliculares durante el ciclo estral de la oveja
(Vifioles y Rubianes, 1998, Evans y col., 2000) que coinciden con el ritmo de secrecién
de FSH que se observa cada 5 a 6 dias (Bister y Pasquay, 1983).

El nimero de foliculos antrales reclutados en cada ciclo estral varia entre las
especies (de 5 a 10 en la vaca y pequefios rumiantes, de 1 a 4 en la yegua y hasta més de
50 en la cerda) y para cada individuo. El efecto principal de la FSH es inducir la
actividad de la enzima aromatasa en las células de la granulosa (Saumande, 1990) lo
que promueve la sintesis de Eg. De esta forma, un aumento de la actividad aromatasa se
asocia con el mecanismo de reclutamiento folicular (Driancourt, 2001).

La seleccion de foliculos antrales durante el ciclo estral de la oveja se produce
coincidentemente con una caida en los niveles de FSH y un aumento pulsatil de los
niveles de LH (Driancourt, 2001). Dependiendo de la raza (hay razas que paren mas de
una cria), uno o més foliculos antrales dominantes (foliculo preovulatorio) continuaré su
desarrollo. Estos foliculos dominantes producen altos niveles de E2 e inhibina y estan
potencialmente preparados para ovular. Cuando el foliculo dominante en la oveja
alcanza un didmetro de 4 mm comienza a expresar receptores para LH en las células de
la granulosa (Driancourt, 2001). Bajo la influencia de LH y a pesar de la disminucién de
los niveles de FSH, el foliculo dominante comienza a crecer alcanzando un tamafio de 5
a 7 mm. Durante la dominancia tiene lugar el crecimiento final y maduracién del o de
los foliculos preovulatorios, en tanto que los demds foliculos del grupo completan su
regresion por atresia (Ko y col., 1991) (Figura 3). La existencia de dominancia folicular
en la oveja ha sido motivo de estudio (Driancourt y col., 1985, Lopez-Sebastian y col.,
1997). La magnitud de la dominancia es medida por la diferencia de tamafio entre el
foliculo dominante y el foliculo subordinado mds grande. En la oveja, esta diferencia es
de sélo 2 a 3 mm, por lo cual se considera que la dominancia en esta especie seria mas
débil que en otras (Driancourt, 2001). Durante el periodo de la dominancia del foliculo
antral, el ovocito estd rodeado por un apretado nimero de células de la granulosa

(cimulo) formando lo que se conoce como Complejo Ovocito-Cimulo (COC). El

11
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ovocito permanece arrestado en el estadio de diploteno de la profase meiética I. En el
momento de la ovulacién se termina la primera division meidtica y, cuando el ovocito
es fertilizado por el espermatozoide, se completa la segunda fase de la divisién meidtica

comenzando el desarrollo embrionario.

T . z 5
el J Faliculos primordiales

Foliculos reciutados

\.-. 3 i)
fj' 7 7 Foliculoz receptivos a las gonadatrofinas
A = .

|/ Foliculos dependientes de las gonadatrofinas
Ve (Selecciom

Falicula dominante (ovulatorio)

Atrasia Ovulacion

Owocto

Figura 3: Representacion esquematica de las principales fases del desarrollo folicular

(Adaptado de Scaramuzzi y col., 1993).

2.3.- Hormonas esteroides y receptores

Las hormonas esteroides sexuales, a través de sus receptores especificos,
cumplen un importante rol en la diferenciacién y desarrollo del aparato reproductor, en
la regulacién de la funcién de los ovarios y en el mantenimiento de la fertilidad de la
hembra (Drummond, 2006). En caso de falta o exceso de alguno de estos esteroides (P,
A y Eg) puede verse comprometida la funcion ovdrica y consecuentemente, la fertilidad.
Producidas a partir del colesterol, estas hormonas son sintetizadas en el ovario de un
modo secuencial, en el cual una sirve de sustrato para la formacién de la otra.

El modelo conocido como “dos células- dos gonadotrofinas” describe el papel de
las células de la teca y de la granulosa del foliculo ovéarico en la formacion de estos
esteroides, resaltando la necesaria cooperacion entre estos dos tipos celulares para la

sintesis de Eg (Figura 4).

12



Introduccion

LH
F5H

. D A

T Adeniiciclasa =» T came "&T Adenilclasa -3 1 Y
Acetato — s =
WoLs | ¥ Transcripeignde B
LOL =3 Colasterol ganes que codifican
Sreimas da1a
STAR,CYP 1141 : esterpidessénesis:
Fregnenclons v 1
~ CYP1TAL I
HSD3B - e =
Transspan g oV
Progesterona Bk m::g» ek
eteroiesdnesis e i
Androstenediona o
TESTOSTERONA *°
0 = /

Célula de la TECA Célula de la GRANULOSA

Figura 4: Esteroidogénesis ovarica: modelo de “dos células- dos gonadotrofinas”. Las células de la
teca responden al estimulo de la LH incrementando la expresion de enzimas necesarias para la conversién
de colesterol en A (androstenediona y testosterona). Las células de la granulosa responden al estimulo de
la FSH aumentando la expresién de enzimas necesarias para la conversién de los A derivados de la teca
en Eg (estradiol y estrona). (Adaptado de Craig y col., Reproduction, 2011). Referencias: (HDL, high-
density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; CYP11A1, cytochrome P450 11A1 or cholesterol side-
chain cleavage; HSD3B, 3b-hydroxysteroid dehydrogenase; CYP17A1, cytochrome P450 17A1 or 17a-
hydroxylase, 17,20-desmolase; HSD17B,17b-hydroxysteroid dehydrogenase; CYP19A1, cytochrome
P450 19A1 or aromatase; CYP1B1, cytochrome P450 1B1; CYP1A1/2, cytochrome P450 Al and A2;
CYP3A4, cytochrome P450 3A4.

2.3.1.- Progesterona, androgenos y estrégenos.

Progesterona. Es producida por las células de la teca y, en la hembra, es clave en el
proceso de ovulacion, implantacion y en el mantenimiento de la gestacion (Graham y
Clarke, 1997). En cambio, el rol de la P sobre el desarrollo y crecimiento folicular es
limitado. Si bien se ha informado su efecto sobre la funcién de las células de la
granulosa, su accion parece estar mas bien confinada a la ovulacion. Consistentemente
con esto ultimo, se ha informado que ratones knock out para receptor de P no pueden
ovular (Robker y col., 2000; Lydon y col., 1995).

Andrégenos. Los A (Androstenediona y Testosterona —T-), son producidos por las
células de la teca en respuesta al estimulo de la LH (Figura 6). Los A actian a través de
sus receptores (RA) localizados en las células de la granulosa, células del estroma
(Schreiber y Ross, 1976; Tetsuka, 1995), células de la teca en humanos (Horie y col.,
1992), y ovocitos de rata, raton y cerdo (Szoltys y Slomczynska, 2000; Gill y col.,
2004). Los A actian primordialmente sobre las células de la granulosa donde inician

distintos procesos dependiendo del estadio de desarrollo del foliculo y de la especie de
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la que se trate. La expresiéon del RA es muy alta en las células de la granulosa de:
foliculos preantrales y antrales de ovarios de primates (Hillier y col., 1997), foliculos
pequeios preantrales y antrales tempranos de rata (Tetsuka, 1995), pequeiios foliculos
antrales de cerdo (Slomczynska y col., 2001), desde foliculo preantral a antral temprano
en bovinos (Hampton y col., 2004) y foliculo secundario y dominante en ovarios
humanos (Horie y col., 1992). La expresion del RA puede estar influenciada por
factores secretados por el ovocito. En los estadios tempranos de la foliculogénesis, los
andrégenos promueven el desarrollo folicular. La administracién de T a ovejas prefiadas
produce, en las crias, una disminucion en el nimero de foliculos primordiales y aumenta
el nimero de foliculos en otros estadios de desarrollo, indicando que la T estimula el
reclutamiento folicular (Steckler y col., 2005). Uno de los roles mds importantes que
juegan los A en el ovario es su participacion en la sintesis de Eg. Los A sirven de
sustrato para la P450 aromatasa, que promueve su conversion a Eg (Tetsuka y Hillier,
1997). Dado entonces que la T puede ser aromatizada a Eg, muchas veces resulta dificil
precisar si se trata de un efecto directo o indirecto de ella. Se ha descripto que la T
administrada prenatalmente a monas Rhesus desarrolla grandes ovarios multifoliculares,
semejantes a los que se encuentran en la mujer con el Sindrome del Ovario Poliquistico
(SOP) (Abbott y col., 1997).

Los A han mostrado que pueden impedir el desarrollo folicular, aumentando la
atresia folicular en ratas prepuberes estimuladas con Gonadotrofina Corionica Equina
(eCG) (Conway y col., 1990) y en ratas prepuberes hipofisectomizadas tratadas con Eg
(Hillier y Ross, 1979). También se ha demostrado que los A inhiben la expresion del
receptor de LH estimulado por FSH en las células de la Granulosa (Nandedkar y
Munshi, 1981) y que modulan la apoptosis de estas células (Weil y col., 1998). En
humanos, el hiperandrogenismo es el signo cldsico en la presentacion de SOP (Erhmann

y col., 1995).

Estrégenos. Son sintetizados por las células de la granulosa. La oveja produce altos
niveles de Eg en los estadios tempranos de diferenciacion ovdarica que disminuyen o
finalizan al momento de concretarse la meiosis para aumentar nuevamente cuando se
forman los foliculos ovaricos (Byskov y col., 1988). Durante el desarrollo embrionario,
los Eg estdn asociados a la formacién de los cordones corticales ovéricos (clusters)

(Juengel y col., 2002).
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La mayor capacidad de los foliculos para producir Eg se hace evidente cuando
alcanzan el estadio preantral tardio, momento en el que tienen todos los componentes
del modelo “dos células-dos gonadotrofinas”. Aunque la actividad aromatasa esta
presente en los foliculos antrales pequefos, la produccion de Eg en este estadio de
desarrollo es limitada por la incapacidad de producir suficientes A que actien como
sustrato para aromatizarse a Eg (Carson y col., 1981). El crecimiento del foliculo mds
alld del estadio de antral pequefio estd, por lo tanto, caracterizado por un incremento de
la actividad aromatasa y la sintesis de A que culmina con la produccién folicular de Eg.
Es el foliculo preovulatorio el que tiene el nivel intrafolicular mds alto de Eg,
principalmente debido al tamafio de su poblacién de células de la granulosa y de su
capacidad para la aromatizacion de A (Hillier, 1981).

En la pubertad, los Eg son los responsables de la libido, de la conducta de celo
de la hembra y del mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios.

Se han descripto dos isoformas de receptores de Eg (RE): alfa (REa) y beta
(REB) (Green y col., 1986; Petersen y col.,, 1998), siendo la isoforma REP Ia
predominante en el ovario (Byers y col., 1997; Drummond y col., 1999).

En los ultimos afios se ha identificado el rol individual de cada uno de estos
receptores en la reproduccion de la hembra: REa participa en el mecanismo de la
ovulacién a través de un efecto via eje hipotdlamo-hipofisario mientras que REf
estimula el crecimiento folicular, disminuye la atresia, induce la expresion de genes
especificos y aumenta el numero de ovocitos liberados luego de una ovulacién inducida
(Hegele-Hartung y col., 2004).

Resulta interesante sefialar que los Eg son potentes agentes mitogénicos in vivo
(Carson y col., 1989). Los Eg son asimismo responsables de facilitar la diferenciacion
de las células de la granulosa, incluyendo la induccién de la formacién de los receptores
de FSH, LH y prolactina (Richards y col., 1979).

Desde hace algunos afios se producen lineas de ratones knock out para RE en un
esfuerzo por conocer la accion de los Eg sobre el ovario. En esta especie, las hembras
KOREa (Knock out para REa) son aciclicas, infértiles y presentan ovarios hiperémicos.
Ademais, la foliculogénesis queda arrestada en estadio antral con la formacién de
grandes foliculos quisticos y hemorragicos (Couse y col., 1997). Las hembras KOREf
(Knock out para REB) (Krege y col., 1998) presentan ovarios pequefios con un nimero
aumentado de foliculos primordiales y un ndimero significativamente menor de foliculos

primarios, antrales pequefios y cuerpos liteos. Asimismo, en estos animales, se
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evidencia un incremento en la atresia de grandes foliculos mientras que los niveles de
gonadotrofinas son normales. Estos estudios indican que el REP juega un rol esencial en
la diferenciacion de las células de la granulosa inducida por las gonadotrofinas. En su
ausencia, la maduracién folicular y el proceso ovulatorio se alteran. Resumiendo,
podemos decir que ambos RE tienen un importante papel en el mantenimiento de la
fertilidad, aunque el RE aparece como esencial para el normal desarrollo y maduracion

folicular.

2.4.- Ciclo celular

El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos en la vida de la célula que
culmina con un aumento de su tamaio y la divisién en dos células hijas. La progresién
de este ciclo estd controlada por un grupo de proteinas conocidas como ciclinas y las
enzimas asociadas a ellas que se llaman Kinasas dependientes de ciclinas (CDKs). La
actividad de los complejos ciclina-CDKs esta regulada por los inhibidores de CDKs.

Mientras que las ciclinas activan a las CDKs, sus inhibidores (CDKI), de los que
existen muchos, las silencian y ejercen un control negativo sobre el ciclo celular. La
familia CIP/WAF de los CDKI, estd compuesta por tres proteinas llamadas p21
(CDKN1A), p27 (CDKNI1B) y p57 (CDKNIC), que inhiben en forma extensa a las
CDKs (Figura 5).
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Figura 5: Tlustracion esquematica de las ciclinas, las CDK y los inhibidores de CDK (CDKI) en la
regulacion del ciclo celular (Adaptado de Kumar y col., 2010).
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2.4.1.- Marcadores asociados al ciclo celular

En la dltima década se ha producido un enorme avance en el conocimiento de
los mecanismos de control de la proliferacion celular en los que interviene un complejo
engranaje de moléculas y vias interrelacionadas. Durante el desarrollo de esta tesis
evaluamos la expresion de Ki67 como marcador de proliferacién celular. Esta proteina
puede ser detectada en el ndcleo de la célula durante la interfase del ciclo celular,
mientras que durante la mitosis, se relocaliza mayormente en la superficie de los
cromosomas. El hecho de que Ki67 esté presente durante todas las fases activas del
ciclo celular (G1, S, G2, y mitosis) y ausente cuando la célula esta en reposo (GO0), lo
transforma en un excelente marcador para determinar e identificar poblaciones celulares
en division (Scholzen y Gerdes, 2000).

De los inhibidores de CDK, en esta tesis evaluamos la proteina p27. La principal
funcién de p27 es inhibir la progresion del ciclo celular. Por esta razon se encuentran
altos niveles de p27 en células en estado quiescente (Sherr y Roberts, 1999). La mayoria
de los epitelios normales diferenciados, incluyendo los de la glandula mamaria, pulmon,
prostata y el ovario expresan altos niveles de esta proteina en el nicleo de las células.
Por el contrario, p27 es virtualmente inexistente en células en proliferacion tales como
las de la membrana basal de los epitelios.

Recientemente se ha demostrado que esta proteina es una molécula clave en la
regulacion del desarrollo ovdrico en el raton. En esta especie, p27 controla el desarrollo
ovdrico evitando el ensamblado y la activacion folicular, también promueve la atresia de
los foliculos. En ratones deficientes para p27 (p27 ) el ensamblado folicular (que en
esta especie se produce en el periodo postnatal temprano) estd acelerado y el nimero de
foliculos ensamblados llega al doble que en los ratones controles (p27 **). Estos
mismos autores encontraron que la pérdida de p27 induce atresia a través de la

activacion de las enzimas caspasa-9, 3 y 7 (Rajareddy y col., 2007).

3.-Perturbadores Endocrinos
3.1.- Generalidades

El término perturbador endocrino (PE) (endocrine disrupter) se acuiid en 1991,
durante la Conferencia de Wingspread (Wisconsin, Estados Unidos), para hacer
referencia a aquellas sustancias que tienen la capacidad de imitar o antagonizar a las

hormonas endégenas. El primer trabajo publicado al respecto data de 1993, y a partir de
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€l comenz6 a hacerse mas evidente que la presencia de PE en el ambiente podia
representar un riesgo para la salud humana y animal (Colborn y col., 1993).

Segtn la Agencia de Proteccién Ambiental (Environmental Protection Agency —
EPA-) de Estados Unidos se define a un PE como una “sustancia o mezcla de
sustancias exogenas que altera una o mas funciones del sistema enddcrino y en
consecuencia causa efectos adversos en la salud de un organismo intacto, su progenie
o subpoblaciones” (USEPA,1997).

Los PEs pueden clasificarse en tres grupos: 1) quimicos sintéticos utilizados en
la industria (bifenilos policlorados (PCBs), dioxinas, hexaclorobenceno, ftalatos,
derivados fendlicos: nonilfenol, octilfenol, bisfenol A (BPA); y en agricultura (atrazina,
diclorodifeniltricloroetanol (DDT) y sus derivados, endosulfan, parathion), 2) quimicos
sintéticos utilizados como drogas farmacoldgicas: etinilestradiol, tamoxifeno,
dietiletilbestrol (DES); 3) quimicos naturales presentes en vegetales utilizados como
alimento por el hombre y los animales (fitoestrégenos) (Pocar y col., 2003).

El descubrimiento de la existencia de sustancias quimicas en el ambiente con
actividad agonista/antagonista de hormonas enddgenas despert6 el interés en conocer
sus efectos sobre el desarrollo y la capacidad reproductiva en animales de la fauna
silvestre, especies de interés zootécnico y seres humanos (Soto y Sonnenschein, 1996;
National Research Council, 1999). Aunque todo el sistema endocrino puede verse
implicado en esta alteracion, la informacién disponible sobre la perturbacion hormonal
causada por quimicos con actividad estrogénica (conocidos como xenoestrogenos) es,
cualitativa y cuantitativamente, la mds abundante (Soto y Sonnenschein, 1996).

Algunos PE que han sido asociados con efectos sobre el desarrollo y la
reproduccion imitan la actividad del Eg y se hipotetizd que estas sustancias podrian
estar asociadas a varias patologias reproductivas como cancer de mama (Davis y col.,
1993), deficiencias y anomalias en la cuenta espermatica, aumento de la incidencia de
cancer de proéstata y testiculo y otras disfunciones reproductivas en el macho (Sharpe y
Skakkebaek, 1993; Sharpe y col., 1995).

La mayor parte de la evidencia actual sugiere que los mamiferos son mads
susceptibles a los PE durante la vida fetal y postnatal temprana que cuando son adultos
(Bern, 1992; Markey y col., 2002). Esto podria deberse a una mayor susceptibilidad de
las células del neonato durante los procesos de diferenciacion, o a que los mecanismos
endocrinos de retroalimentacion y el sistema inmune no estdn ain completamente

desarrollados, favoreciendo que se produzcan efectos adversos en el feto/neonato en

18



Introduccion

desarrollo (Crisp y col., 1998). Entre los PE mads utilizados y estudiados podemos
mencionar a dos xenoestrogenos sintéticos: el BPA y el DES. Actualmente existe
consenso acerca de los riesgos de la exposicion de fetos y neonatos a estos PE debido a
la alta sensibilidad de los 6rganos en desarrollo a la influencia de hormonas exdgenas
(Vandenberg y col., 2009).

Existe un paradigma en los estudios clésicos de toxicologia que asume que luego
de la exposicidn a un quimico, el organismo responderd en un sentido monoténico. Esto
es: “a mayor dosis, mayor efecto”. Sin embargo, en experimentos con hormonas, drogas
y otros quimicos es muy comun encontrar curvas dosis-respuesta que tienen forma de
“U” o de U invertida, conocidas como “no monotonicas” (Welshons y col., 2006).
Numerosos PE presentan curvas dosis-respuesta no monoténicas. Por ejemplo, en
ratones machos la exposicion fetal a bajas dosis de DES: 1) produjo un agrandamiento
en el tamafio de la préstata, mientras que dosis 2.000 o 10.000 veces mayor, provocaron
una disminucién en el tamafio del mismo 6rgano (vom Saal y col., 1997; Gupta, 2000),
2) produjo un aumento de la distancia ano-genital, y disminucién del peso del
epididimo; pero con una dosis 2000 veces superior se observo el efecto opuesto en la

distancia ano-genital (Gupta, 2000).

3.2.- Efecto de PE sobre animales de interés zootécnico

Contrariamente a lo que ocurre con animales de laboratorio y fauna salvaje, es
poca la atencién que hasta el momento se le ha dado al efecto de los PE sobre los
animales de interés zootécnico. Estos animales estdn altamente expuestos a la accion de
diferentes PE, a los que pertenecen principalmente, el grupo de los agroquimicos. Se
han demostrado alteraciones reproductivas en ovinos, porcinos y bovinos debido a PE
que afectan significativamente los rendimientos econémicos de la reproduccion a gran
escala (Sweeney, 2002). Especificamente, se han descripto modificaciones en el tracto
reproductor de cerdas expuestas in utero a xenoestrogenos, tales como hiperplasia y
queratinizacion del epitelio del cuello uterino (Sweeney y col., 2000). En rodeos ovinos
que pastan en praderas ricas en leguminosas con alta concentracion de fitoestrogenos, se
ha descripto infertilidad permanente debido a malformaciones irreversibles en la
morfologia del cuello uterino responsable de un deficiente transporte/capacitacion de los
espermatozoides (Adams, 1990). Otro antecedente importante son los numerosos casos
de infertilidad temporaria o permanente en animales engordados en feed-lots usando

dietas con altas concentraciones de xenoestrogenos o por el uso de anabdlicos con
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actividad de PE (Adams, 1995; McLachlan, 2001; Sweeney, 2002). Ademdas de la
exposicion a los PE a través del aire, suelo, alimentos y agua de bebida, los animales
reciben bafios de inmersion con antiparasitarios, cuyas formulas comerciales contienen
principios activos con efectos de perturbaciéon endocrina demostrados. En ensayos in
vitro se detecté que pesticidas organoclorados produjeron una disminucién en la
maduracién de ovocitos bovinos e inhibieron la sintesis de Eg y P en células de la
granulosa de bovinos (Tiemann y col., 1996; Alm y col.,, 1998). Una fuente de
exposicion frecuente de las crias a estas sustancias es la grasa corporal de la madre, en
la cual estos compuestos se pueden haber acumulado a lo largo de su vida.
Posteriormente, dichos depdsitos pueden movilizarse y ejercer sus efectos como PE
sobre el feto durante la gestacion y/o sobre el desarrollo postnatal a través de la
lactancia (Bigbsy y col., 1997).

En nuestro pais, el nivel de exposicion de los animales de interés zootécnico, de
la fauna silvestre y del hombre a los agroquimicos con actividad de PE ha crecido de
manera exponencial (Pengue, 2000). Cabe destacar que entre los afios 1991 y 1997 el
incremento en la utilizacion de agroquimicos en la Republica Argentina fue de 39.3
millones a 124 millones de Kg (Pengue, 2000). Apoyando esto ultimo, en un trabajo
realizado en nuestro laboratorio hemos detectado una alta concentracion de
organoclorados en la grasa mamaria de mujeres que habitan el Litoral Sur argentino
(Mufoz-de-Toro 'y col., 2006). Pudimos determinar la presencia de
p.p dichlorodiphenyldichloroethylene (p,p’DDE) en el 100% de los pacientes,
hexachlorobenzene (HCB) (86.8%), y 'exaohlorocyclohexane (.—ICH) (75.0%).
Ademas, pudimos observar que estos altos niveles de organoclorados se correlacionan
directamente con la ingesta de grasa animal y de pescado de rio. Estudios realizados en
esta misma regién del Litoral Sur de Argentina muestran que el incremento en el uso de
agroquimicos se asocia con un aumento de patologias reproductivas detectadas en
varones trabajadores rurales, tales como: impotencia, oligospermia y disfunciones
eréctiles (Oliva y col., 2001; Oliva y col., 2002). En coincidencia con los resultados
comentados en el Rio Reconquista (Buenos Aires, Argentina), se han detectado niveles
de pesticidas entre 40 a 400 veces superiores a los limites legales establecidos para la
proteccion de la vida acuatica (Rovedatti y col., 2001). Este incremento en la exposicién
a pesticidas ha sido bien documentado durante los ultimos treinta afios, aunque las
consecuencias reales a largo plazo son dificiles de determinar. De cualquier manera los

antecedentes de estos altos valores de pesticidas en nuestro pafs, claramente estin
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indicando la importancia de realizar estudios en diferentes especies animales para

evaluar el impacto de la exposicion a PE sobre la salud humana y animal.

3.3.- Importancia de Dietilestilbestrol y Bisfenol A en reproduccion
3.3.1.- Dietilestilbestrol (DES)

El DES es un potente xenoestrégeno (Dodds y Lawson., 1936) representante de
los quimicos con actividad estrogénica demostrada (Figura 6). Fue ampliamente
utilizado en mujeres embarazadas durante las décadas de 1950 y 1960 administrandose
para evitar abortos espontdneos y complicaciones del embarazo. Los Centros para el
control y prevencion de enfermedades de los Estados Unidos calculan que, durante este
tiempo, aproximadamente 10 millones de mujeres estadounidenses recibieron DES
durante el embarazo (National Research Council, 1999). Pero en 1971 se solicité a los
médicos que dejaran de recetar DES debido a que se detecté que dicho tratamiento se
relacionaba con una forma inusual de cdncer vaginal y de cuello uterino, el
adenocarcinoma de células claras, en las hijas de las mujeres que habian recibido DES
durante el embarazo (Herbst y col., 1971). Anteriormente, esta forma de cancer era de
rara presentacion y solo registrado en mujeres post-menopausicas. Ademas se determin6
en estas mujeres un aumento en el riesgo de desarrollar defectos en el tracto
reproductor, alteraciones como utero en forma de T, infertilidad y complicaciones del
embarazo (embarazo ectopico y parto prematuro) (National Research Council, 1999).
También se ha sugerido que las mujeres expuestas prenatalmente a DES tienen mayor
riesgo de padecer cdncer de mama que sus madres, después de los 40 anos de edad
(Palmer y col., 2006).

Entre los hijos varones de estas mujeres que fueron tratadas con DES (llamados
“los hijos del DES”), también se detectaron anormalidades: criptorquidia, disminucién
de la fertilidad e hipospadias (National Research Council, 1999).

En animales, a partir del primer estudio llevado a cabo en 1949 en la Purdue
University (USA), se le encontré aplicacion en la produccién animal para acelerar la
ganancia de peso de corderos mediante su administracién oral. Su uso se fue
extendiendo con este fin a otras especies, especialmente pollos y ganado bovino. Se
demostré que la administracién de DES utilizado en sistemas de engorde, incrementa la
ganancia de peso debido a su efecto anabdlico (Andrews y col., 1949). En 1955 se
aprobé su administracion oral en animales y en 1957 la FDA (Food and Drug

Administration) la administracion en forma de implantes para el ganado. Para fines del
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afo 1955, se estima que mds de 6 millones de animales habian sido tratados con DES, lo
que representaba el 80 al 90 % de los animales bajo sistema intensivo de alimentacidén

(feed-lot) en USA.

Figura 6: Estructura quimica del Dietilestilbestrol

En ratones hembras tratadas con DES durante los primeros 5 dias de vida se ha
demostrado que mas del 90% desarrolla adenocarcinoma uterino en la vida adulta (18
meses de edad) (Retha y col., 1990). Se ha propuesto que el mecanismo por el cual la
exposicion neonatal a DES causa anormalidades permanentes en el tracto reproductor,
involucra desde modificaciones epigenéticas hasta alteraciones en la respuesta al Eg. La
exposicion a DES altera la expresion de genes relacionados con el crecimiento y
diferenciacion del tracto reproductor, tales como genes homeéticos (Hox), morfogenes
(Wnt) (May col., 2001; Sassoon, 1999; Varayoud y col., 2008) y genes involucrados en
el control del ciclo celular (ciclina D1) (Newbold y col., 2007a). Estas alteraciones
persisten en animales adultos, mucho tiempo después de finalizada la exposicion a DES
(Block y col., 2000; Bosquiazzo y col., 2010; Varayoud y col., 2011). En 1979, algunos
afios después de la prohibicién para su uso en humanos, la FDA también prohibié su
utilizacién en produccién animal para evitar la exposicion de la poblaciéon a DES por
consumo de productos de ese origen. No obstante, varios afios después se han detectado
concentraciones de DES contaminando el medio ambiente, posiblemente provenientes
de los desechos de feed-lots (McLachlan, 2001). Ademds de la carne, otro riesgo
potencial de exposicion del hombre a través de la dieta son los huevos provenientes de
animales tratados con anabolicos estrogénicos (Stephany, 2001), y la leche de vaca

(Gammaa y col., 2001).
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Aunque en la actualidad el DES no se prescribe durante el embarazo, puede
utilizarse experimentalmente como control positivo de la accién xenoestrogénica para
investigar el efecto de estrogenos ambientales, especialmente cuando la exposicion se

realiza durante etapas criticas del desarrollo.

3.3.2.- Bisfenol A

El BPA (di-(p-hidroxifenil) dimetilmetano) (Figura 7) es uno de los quimicos
industriales con mas alto volumen de produccién en todo el mundo. Anualmente se
producen mds de 3 millones de toneladas (Markey y col., 2002). Todos los afios se
incrementa en aproximadamente un 10% su produccién y mas de 100 toneladas por afio
son liberadas a la atmdsfera. BPA es también uno de los xenoestrégenos mds estudiados
e investigados. Es un compuesto sintetizado por primera vez en 1891 cuya actividad
estrogénica in vivo fue descripta 45 afios mds tarde en ratas ovariectomizadas, por
Dodds y Lawson (1936). Sin embargo, su uso no fue muy difundido hasta descubrirse
su capacidad de polimerizacion para generar policarbonatos plésticos.

Muchos paises producen grandes cantidades de BPA, especialmente Alemania,
Paises Bajos, USA y Japon. Cerca del 65% del BPA producido se destina a la
fabricacion de policarbonato, el 25% para la produccién de resinas epoxy, y el 10%
restante en la fabricacion de una gran variedad de productos tales como: retardantes de
llama (Tetrabromobisfenol A), discos compactos, tuberias reforzadas, dentaduras
artificiales, sellantes dentales, papel térmico de fax, esmaltes y barnices, autopartes,
filtros de agua, adhesivos, aislantes eléctricos, electrénica, y electrodomésticos

(Takahashi y Oishi, 2000).

Figura 7: Imagen tridimensional de Bisfenol A

El enlace éster que une a los mondmeros de BPA entre si para formar el

polimero no es estable y en consecuencia, el polimero se debilita con el tiempo,
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liberando BPA al material con el que se encuentra en contacto. Entre los numerosos
productos de uso cotidiano que contienen BPA se incluyen: mamaderas, botellas
retornables, recipientes para comida, resinas y pinturas epoxy, rellenos y selladores
dentales (revisiéon de Vandenberg y col., 2007). El BPA se ha utilizado ademds en la
formulacién de pesticidas, fungicidas, antioxidantes, gomas y estabilizantes (cloruros de
polivinilos) (Takahashi y Oishi 2000, vom Saal y Hughes 2005). También estd presente
en dispositivos médicos de implante y otros equipamientos médicos (Welshons y col.
2006).

Varios estudios han detectado el pasaje de BPA, desde los recipientes
contenedores, al alimento (Vandenberg y col. 2007). La exposiciéon de dichos
recipientes a altas temperaturas (ej. calentamiento en microondas o al sol) o a soluciones
acidas o alcalinas (ej. detergentes) puede incrementar la liberacion de BPA, atn en los
casos en que la polimerizacion haya sido completa. El BPA ha sido también detectado
en una variedad de muestras tomadas del ambiente, incluyendo agua superficial,
liquidos residuales, muestras de aire interior y exterior, y basura (Pulgar y col., 2000;
Vandenberg y col., 2007). Datos obtenidos de distintos trabajos indican que la cantidad
de BPA a la que los animales y el hombre estin expuestos podria causar efectos
adversos sobre la salud (Welshons y col., 2006; Diamanti-Kandarakis y col., 2009).

El BPA atrajo la atencion de las agencias regulatorias y de cientificos de varios
paises debido a sus propiedades estrogénicas tanto in vitro como in vivo dado el
conocido rol que juegan los Eg en la regulacion de la fisiologia y la fisiopatologia
animal y humana (Dodds y Lawson, 1936; Markey y col., 2001; Wetherill y col., 2007).
Los ensayos bioquimicos han demostrado que BPA es capaz de unirse a los receptores
estrogénicos tanto al REa como REP, con un afinidad 10 veces mayor por el REP
(Gould y col., 1998; Kuiper y col., 1998). BPA es considerado un Eg ambiental débil
debido a su afinidad relativamente baja por los receptores nucleares de Eg en
comparacion con el E2 (Andersen y col., 1999; Fang y col., 2000). Sin embargo, varios
estudios han revelado que BPA puede estimular una rdpida respuesta celular a muy
bajas concentraciones, por debajo de los niveles en los que se espera que se una a los
clasicos receptores de Eg nucleares (Welshons y col., 2006). Ademds, se ha detectado la
unién de BPA al RE asociado a la membrana produciendo efectos estrogénicos no
genémicos (Wetherill y col., 2007) con la misma potencia que el E2 (Alonso-

Magdalena y col., 2005; Hugo y col., 2008).
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En roedores prefiados expuestos a BPA se observé que la absorcién y
distribucién del xenoestrégeno en 6rganos de la madre es muy rdpida y ademds, la
presencia de BPA en los fetos demuestra que la placenta no actia como una barrera para
este compuesto (Takahashi y Oishi, 2000). También se ha encontrado BPA en fluido
folicular y amnidtico, y en suero fetal durante la prefiez (Zalko y col., 2003). En
relacion a los efectos sobre la reproduccion de la hembra, se detectaron alteraciones en
los ciclos estrales, niveles plasmaticos de LH e incremento del peso corporal en ratas
expuestas perinatalmente a este compuesto (Rubin y col., 2001; Monje y col., 2010). En
ratones se observo adelantamiento de la pubertad (Howdeshell y col., 1999; Honma y
col., 2002). En general numerosos estudios in vivo han establecido que el BPA puede
inducir alteraciones en las funciones reproductivas (vom Saal y Welshons, 2006;
Maffini y col.,, 2006). En nuestro laboratorio, usando diferentes modelos animales,
hemos evaluado los efectos de la exposicion perinatal a BPA sobre Organos
reproductores tanto en machos como en hembras. A continuacién se resumen los
resultados obtenidos:

1- desarrollo anormal de las gldndulas prostitica y mamaria. En relacién a esta tltima,
ademds detectamos que la exposicién a BPA aumenta la susceptibilidad al desarrollo de
tumores (Ramos y col., 2001; Mufoz-de-Toro y col., 2005; Durando y col., 2007 y
2011; Kass y col., 2012).

2- desarrollo anormal del ttero y consecuencias en su funcionalidad evidenciadas por
menor numero de crias implantadas durante la prefiez (Varayoud y col., 2008 y 2011;
Bosquiazzo y col., 2010).

3- alteraciones en la expresion hipotaldmica de moléculas claves para su funcionalidad
como el REa y en la conducta sexual de la rata hembra (Monje y col., 2007, 2009 y
2010).

4- modificaciones en el desarrollo del ovario (Rodriguez y col., 2010).

También hemos estudiado los efectos sobre el cocodrilo silvestre Caiman latirostris que
van desde reversion sexual hasta alteraciones morfoldgicas en génadas, tanto en machos
como en hembras (Beldomenico y col., 2007; Stoker y col., 2003, 2008 y 2011; Rey y
col., 2006 y 2009; Durando y col., 2013).

3.3.2.1- La dosis de BPA
Para establecer el riesgo de exposicion a una sustancia, se calcula la dosis de

referencia o dosis segura (DRf) como aceptable para la exposicion humana diaria. Esta
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dosis segura se calcula usando un factor varias veces menor a aquella en la que no se
observan efectos adversos (NOAEL-no observed adverse effect level). Para BPA, la
DRf para BPA (50 pg/kg/dia) se determiné usando un factor 1000 veces menor a la
dosis que muestra efectos adversos (LOAEL-lowest observed adverse effect level: 50
mg/kg/dia) (Welshons y col. 2003). Por otro lado, muchas veces en la bibliografia se
utiliza el término “baja dosis” para hacer referencia a dosis “ambientalmente relevantes”
(ej. dosis que resultan en niveles séricos cercanos a los observados en el suero humano

y/o de los animales).

3.3.2.2.- La exposicion a BPA y su importancia en la salud humana y de los
animales

Una de las mayores preocupaciones en relacion a la exposicion a BPA radica en
los efectos que puede tener sobre el hombre, especialmente cuando es expuesto durante
las etapas méds susceptibles del desarrollo: fetal, neonatal, nifiez y adolescencia. En este
sentido, se ha establecido cierto grado de relacién entre los efectos adversos de la
exposicion a dosis muy bajas (niveles de BPA en sangre de los animales méas bajos que
los encontrados en humanos) y su relacion con la incidencia creciente de ciertas
enfermedades humanas (Diamanti-Kandarakis y col., 2009). Una evidencia consistente
de la exposicién a BPA se mostré en un estudio realizado por Calafat y col. (2005), en
el cual el 95% de las muestras de orina de 394 personas de Estados Unidos analizadas
por el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (Atlanta, EE.UU.), poseifan
niveles detectables de BPA (entre 0,4 y 8 ppb). Estos valores concuerdan con los
observados en otros paises. Si se tiene en cuenta que la tasa de metabolizacién de BPA
es rapida (Volkel y col., 2002), estos datos sugieren que la exposicion humana y animal
a cantidades significativas de BPA es continua y proveniente de multiples vias. Se
estima que la dosis ingerida de BPA via oral en humanos es de: a) 6,3 ug/dia a través
del consumo de alimentos provenientes de latas de conserva (Howe y Borodinsky,
1998), b) aproximadamente 0,75 pg/dia por ingerir bebidas contenidas en envases
pléasticos (Brotons y col., 1995), y ¢) 90-931 pg/dia seria la exposicion estimada dentro
de la primer hora de colocado un sellador dental (Olea y col., 1996).

Las investigaciones realizadas en los dltimos afios sugieren que las patologias
hormonales que se hacen evidentes en mujeres a partir de la pubertad podrian tener su
origen en la vida fetal o neonatal cuando los ovarios se estan formando. En este sentido,

entre otras enfermedades, el BPA ha sido asociado al Sindrome del Ovario Poliquistico
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(SOP) (Franks, 2006; Takeuchi y col.,, 2004; Fernandez y col., 2010; Diamanti-
Kandarakis y col., 2010), una enfermedad reproductiva que afecta a aproximadamente
el 8% de las mujeres en edad fértil caracterizada por alteraciones en la foliculogénesis e
incremento en el nimero de células de la granulosa en los foliculos preantrales (Stubbs
y col., 2007). Diferentes autores sugieren ademds que la exposicién a xenoestrégenos
tales como el BPA durante el desarrollo temprano puede ser un factor que contribuya al
incremento de la incidencia de infertilidad, anormalidades del tracto genital, obesidad,
desordenes tales como hiperactividad y déficit de atencidn, cdncer de préstata y mama
observado en la poblacion humana de USA y Europa durante los ultimos 50 afos
(Sharpe y Skakkebaek, 1993; Soto y col., 2008).

Adicionalmente, existe una epidemia de obesidad en muchas regiones del mundo
y, en experimentos realizados con animales de laboratorio, se ha comprobado que la
exposicion a BPA durante las etapas tempranas de desarrollo incrementa el peso
corporal en la vida adulta (Howdeshell y col., 1999; Rubin y col., 2001). Ademads, la
exposicion a bajas dosis de DES (1 pg/kg) estimula el incremento de grasa corporal y
peso en ratones, mientras que una dosis 1000 veces mas alta tiene como resultado una
disminucion en el peso corporal (Newbold y col., 2004). Uno de los aspectos mas
interesantes, surge de los estudios sobre los efectos de la exposicion fetal/neonatal a
BPA vy la falta de diferenciacion sexual del cerebro con alteraciones de la conducta. El
BPA parece interferir con el normal proceso que controla la diferenciacion produciendo
cambios a nivel cerebral tanto en machos como en hembras (Fujimoto y col., 2006;
Rubin y col., 2006; Palanza y col., 2008; Monje y col., 2007, 2009 y 2010). Se han
informado cambios en la conducta social y sexual de los animales de laboratorio
estudiados (Dessi-Fulgheri y col., 2002; Farabollini y col., 2002) lo cuales podrian tener
impacto en la dindmica poblacional.

Existen numerosos estudios en relacién con el efecto a dosis bajas sobre el
desarrollo del aparato reproductor de hembras (Soto y col., 2008) y machos en ratas y
ratones expuestos a BPA. Los hallazgos incluyen malformaciones cromosémicas
(Susiarjo y col., 2007) en ovocitos y efectos a largo plazo en 6rganos reproductores que
no se verifican hasta la mitad de la vida del sujeto, tales como fibromas uterinos y
quistes paraovaricos (Newbold y col, 2007a). Otros estudios demuestran que de la
exposicion a muy bajas dosis de este compuesto durante el desarrollo prenatal o
neonatal pueden resultar en efectos permanentes en ratas y ratones macho. Bajas dosis

de BPA pueden causar disminucién en la produccién espermatica diaria, incremento en
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el tamafio de la préstata (vom Saal y col., 1998) y mayor expresion del RA (Gupta,
2000; Richter y col.,, 2007 a,b) hiperplasia de células basales en los conductos
prostaticos durante la vida fetal y metaplasia de las células escamosas basales en la vida
adulta (Ogura y col., 2007). También se describen estadios tempranos de cdncer de
prostata (neoplasia prostatica interepitelial) en la vida adulta, como respuesta a la

administracion de E2 o testosterona (Ho y col, 2006).

3.4.- Importancia de DES y BPA en el desarrollo del ovario

Los cambios en el proceso normal de la foliculogénesis afectan funciones
reproductivas pudiendo producir alteraciones tales como: anovulacién, infertilidad,
disminucién de la fecundidad, deficiencia de estrégeno y falla ovdrica prematura
(Diamanti-Kandarakis y col., 2009).

En ratén se ha demostrado que la exposicion intrauterina a DES provoca un
efecto estimulatorio en la transicion de foliculo primordial a primario (activacion)
(Wordinger y Derrenbacker, 1989). Un efecto similar con reduccién en la reserva
ovdrica folicular fue demostrado, recientemente en nuestro laboratorio, por exposicion
neonatal a este xenoestrogeno (Rodriguez y col., 2010). La exposicion a BPA ha
inducido en el ovario de mamiferos alteraciones en la meiosis con aneuploidia (Hunt y
col., 2003; Susiarjo y col., 2007), incremento de tejido ovarico ocupado por foliculos
antrales y una mayor incidencia de bursas ovdricas hemorrdgicas (Maffini y col., 20006).
Ademas, la exposicion postnatal a altas dosis de BPA provocé un aumento en la
incidencia de foliculos multiovulares (FMOs) en ratones (Suzuki y col., 2002). Un
trabajo realizado por nuestro grupo mostré6 que, en hembras de Caiman latirostris
expuestas in ovo a una unica dosis baja de BPA (1.4 ppm), hubo un incremento en el
porcentaje de foliculos ovaricos tipo III (de estadio avanzado de maduraciéon) y FMOs
(Stoker y col., 2008). Utilizando un modelo de exposiciéon postnatal en ratas
observamos que BPA disminuye el nimero de foliculos primordiales en un estadio
prepuberal (Rodriguez y col., 2010).

Nuevos experimentos han determinado los efectos de BPA sobre la
esteroideogénesis ovdrica. Se ha detectado que BPA inhibe el crecimiento in vitro de
foliculos antrales de ratén y reduce la produccion de P, androstenediona, estrona, T y E2
(Peretz y col.; 2011). En otro estudio in vitro, BPA inhibi6 la produccién de E2 después
de la estimulacion con FSH en células de la granulosa de cerda (Mlynarcikova y col.,

2005).
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Los resultados en ovejas muestran que, la exposicioén prenatal a BPA reduce el
peso de la cria al momento del nacimiento, y la exposicion a BPA en las ovejas adultas
provoca hipergonadotréfismo y la temporada reproductiva en estos animales termina
mds tarde (Savabieasfahani y col., 2006). Sin embargo, poco se conoce acerca de los
efectos de la exposicion neonatal a BPA 6 DES sobre el desarrollo del ovario de la
oveja.

Una caracteristica a tener en cuenta para estos dos xenoestrogenos es que tanto
DES como BPA son compuestos sumamente estables, capaces de permanecer
contaminando el medio ambiente durante mucho tiempo (inclusive por afos) y que
pueden ser transportados a largas distancias contaminando regiones vecinas o alejadas
(National Research Council, 1999).

De todo lo mencionado se desprende que los compuestos seleccionados para el
presente estudio (DES y BPA) poseen alto impacto ambiental, tanto en el medio rural

como en el urbano.

4.- Biotecnologia de la reproduccion en ovinos
4.1.- Superovulacion y Transferencia de embriones

En pequefios rumiantes, las técnicas de superovulacién y transferencia de
embriones constituyen, en la actualidad, una herramienta imprescindible para el
desarrollo tanto de programas de conservacion de recursos genéticos en razas con bajo
nimero de ejemplares asi como en programas de mejora genética destinados a aumentar
las producciones ganaderas. El principal objetivo de los tratamientos de superovulacién
en animales de interés zootécnico es producir un gran nimero de ovulaciones y obtener
el mdximo nimero de embriones transferibles con alta probabilidad de ser implantados.
Sin embargo, la respuesta a estos tratamientos hormonales es muy variable y dificil de
predecir. El éxito que se puede alcanzar en un programa de ovulaciéon mdltiple y de
transferencia de embriones (Multiple Ovulation Embryo Transfer-MOET) depende, en
principio, de la respuesta obtenida con el tratamiento superovulatorio y de los indices de
implantacion de los embriones transferidos (Gonzalez-Bulnes y col., 2003).

La efectividad en el resultado de los tratamientos superovulatorios estd asociada
al normal desarrollo y funcionamiento de los sistemas que controlan el reclutamiento y
la seleccion de los foliculos ovdricos.

El resultado del tratamiento superovulatorio puede verse afectado por diversos

factores tales como el tipo y la dosis de gonadotrofina empleada (Mahmood y col.,
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1991; Crosby, 1993; Armstrong y Evans, 1983), por factores genéticos (Bindon y col
1986), por la raza utilizada (Chupin y col. 1985), por el status ovérico de la hembra
donante al iniciar el tratamiento superovulatorio (Gonzalez-Bulnes y col., 2003; Veiga-
Lopez y col., 2005), por la edad de la hembra (Kelly y col., 2005) y por el protocolo de
administraciéon de la gonadotrofina (Gordon y col., 1997: Simonetti y col., 2008).
Ademads, la viabilidad de los embriones también depende de una serie de factores
relacionados con la hembra receptora y con el embrién mismo (Ishwar y Memon, 1996).
Por ello, resulta necesario un mejor conocimiento de los procesos involucrados en el
crecimiento y diferenciacion de los foliculos ovulatorios en especies de interés
zootécnico con el objeto de desarrollar estrategias que permitan el control de la onda
folicular (Bo y col., 1995) y asi mejorar los resultados obtenidos en los tratamientos de
superovulacion y de transferencia de embriones.

Actualmente, la mayor limitacion en su aplicacion la constituyen la variacion en
la respuesta superovulatoria de acuerdo al protocolo seleccionado y la gran variacién
observada entre los animales en respuesta al tratamiento (Gonzalez-Bulnes y col., 2003;

Simonetti y col., 2008).

4.2.- Obtencion de ovocitos a partir de hembras prepuberes

De las técnicas de fertilizacion in vitro desarrolladas en los tltimos afios, la més
prometedora en cuanto a su aplicacion comercial es la que obtiene ovocitos de animales
juveniles (prepuberes) para su posterior fertilizacion y se conoce por las siglas JIVET
(Juvenile In Vitro Embryo Transfer). Esta técnica permite reducir el intervalo
generacional acelerando la mejora genética en comparacién con el uso de animales
adultos (Smith, 1986).

Las corderas de 4 a 6 semanas de edad presentan un incremento natural e inusual
en la foliculogénesis (Kennedy y col., 1974), y se sabe que estos foliculos ovéricos
responden a la estimulacién con gonadotrofinas exdgenas (Mansour, 1959; Worthington
y Kennedy, 1979). Estas observaciones no tuvieron aplicacion préactica por muchos afos
hasta que se sentaron las bases para el desarrollo de la técnica de JIVET.

Los protocolos de superovulacion utilizados en hembras juveniles estan basados
en los utilizados para el mismo propdsito en hembras adultas (O’Brien y col., 1997;
Ptak y col., 1999). Otra importante ventaja es que las hembras prepuiberes responden
mejor y en forma mds uniforme al tratamiento superovulatorio ya que la respuesta no

estd influenciada por los cambios hormonales propios del ciclo estral de la hembra
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adulta. La técnica incluye la superovulacién de hembras preptberes (corderas, terneras,
etc.), recuperacion de los ovocitos, fertilizacion, cultivo in vitro y posterior transferencia
a una hembra adulta receptora (Armstrong y col., 1994; Earl y col., 1995). En la
cordera, el momento elegido para la obtencidn de los ovocitos varfa desde las 24 a las
96 horas posteriores al tratamiento con FSH (O’Brien y col., 1996; Ptak y col., 1999).

Si bien la viabilidad de los ovocitos obtenidos es relativamente mads baja
comparada con la obtenida a partir de animales adultos (O'Brien y col., 1996, 1997), la
mayor cantidad de ovocitos recuperados finalmente se traduce en un mayor nimero de
embriones viables producidos por hembra superovulada (Armstrong y col., 1994). Cabe
destacar que la optimizaciéon en los resultados alcanzados en los tratamientos
superovulatorios en los dltimos afios, también mejoré la respuesta de las hembras
prepuberes a este mismo tratamiento (Morton, 2008). Ademas, los avances alcanzados
en la maduracion de ovocitos (Kelly y col., 2005) han permitido afianzar el desarrollo y
la viabilidad de la aplicacién comercial de la JIVET.

Las técnicas reproductivas complementarias como el sexado y criopreservacion
de semen y embriones, hacen mds eficientes a las técnicas de MOET y JIVET. Se ha
demostrado que los embriones ovinos congelados por métodos convencionales pueden
permanecer viables por més de 13 afos (Fogarty y col., 2000) resultando ser un método
eficaz de conservacion de embriones a largo plazo, lo que facilita su transporte y

comercializacion.
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