II1.- Materiales y Métodos
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Para desarrollar los objetivos propuestos, el trabajo se dividi6 en 3 experimentos:

Experimento 1:

Este primer experimento fue disefiado para estudiar la ontogenia de los
receptores de hormonas esteroides (REa, REB, RA) en muestras de ovario de cordera en
los dias postnatales 1, 5, 10 y 30. Los dias estudiados fueron seleccionados en relacién

al momento en que las corderas van a ser expuestas a los xenoestrégenos.

Experimento 2:

Disefiamos un modelo de perturbacién endocrina en oveja para evaluar los
efectos de la exposicion postnatal a bajas dosis de BPA 6 DES. Determinamos los
efectos de la exposicion a los xenoestrogenos sobre el desarrollo del ovario en corderas
prepuberales, especificamente en el dia postnatal 30 (DPN 30). En las muestras de
ovarios se determiné: el peso del 6rgano; pardmetros que determinan el desarrollo
folicular (dindmica folicular, reserva total de ovocitos, incidencia de FMOs y porcentaje
de foliculos atrésicos); expresion de receptores de hormonas esteroides (REa, RE, RA)
y marcadores asociados al ciclo de division celular (Ki67 y p27). En el DPN 30 se
tomaron muestras de suero de estos mismos animales para cuantificar los niveles

circulantes de E2 y T.

Experimento 3:

Fue disenado para investigar si la exposicion postnatal a xenoestrogenos afecta
la funcionalidad ovdrica. Se utilizaron animales expuestos postnatalmente a
xenoestrogenos y en el DPN 30 fueron sometidos a un tratamiento gonadotrofico de
superestimulacion folicular. En las muestras de ovario se determind: el nimero de
foliculos iguales o mayores a 2 mm, el porcentaje de foliculos atrésicos y la expresion
de REa, REB, RA y de Ki67, como marcador de proliferacion celular. Ademds, se
obtuvieron muestras de suero al inicio del tratamiento gonadotréfico y al final del

mismo para determinar los niveles circulantes de E2 por radioinmunoensayo (RIA).

1.- Animales
Los experimentos se llevaron a cabo entre los afios 2007 y 2010 en una granja
cercana a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Lomas de

Zamora (Establecimiento “Don Vitale”, Pcia. de Buenos Aires, Argentina) que posee un
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convenio de cooperacion con la FBCB, UNL. Previo al inicio del desarrollo
experimental, el mismo fue aprobado por el Comité de Etica de la FBCB-UNL.

Para obtener los animales experimentales se utilizaron hembras de la raza ovina
Corriedale (de 2 a 4 afos de edad) alimentadas sobre pastura natural con baja
proporcién de trébol. Dichas hembras recibieron servicio natural con machos de la raza

Hampshire Down durante la temporada reproductiva (Figura 8).

Figura 8: Carnero raza Hampshire Down y hembras Corriedale: Fueron utilizados como progenitores

de las corderas experimentales

Durante los periodos de gestacion y de lactancia los animales no recibieron
suplementacion alimenticia. Para los experimentos se seleccionaron las corderas nacidas
durante los meses de Agosto y Septiembre de cada afio provenientes de partos Utinicos.
No se utilizaron mellizos para evitar la eventual influencia sobre los fetos que podria
producir un ambiente hormonal uterino distinto producto de una gestacion multiple
(vom Saal y Bronson, 1978). Si bien no se determiné la concentracion de fitoestrogenos
en la pastura, se asume que todos los animales estuvieron expuestos a los mismos
niveles de fitoestrégenos, dado que la alimentacion fue idéntica entre los animales
controles y los tratados. Tanto las madres como las crias permanecieron bajo
condiciones naturales durante todo el experimento. Todos los animales experimentales
fueron pesados el dia del nacimiento y el DPN 30. Al momento de nacer las corderas
fueron identificadas con caravanas numeradas de colores, que mantuvieron durante todo

el tiempo que duraron los experimentos (Figura 9).
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Figura 9: Identificacion de las corderas: A cada una de las corderas se le coloc6 una caravana de color

numerada en la oreja para permitir su rdpida individualizacién.

2.- Experimento 1:
Ontogenia de receptores hormonales esteroides en el ovario
2.1.- Obtencion de muestras mediante ovariectomias bilaterales

Para esta etapa del trabajo se obtuvieron muestras de ovarios de animales en
DPN 1, 5, 10 y 30. Todo el material utilizado durante la cirugia fue previamente
esterilizado. Cada animal fue anestesiado con ketamina (20 mg/kg, im) y xylazina (0.1-
0.2 mg/kg, im) y se lo colocé en la mesa de cirugia en posicién decubito dorsal,
sujetandolo por sus extremidades. Se esquil6 la zona abdominal e inguinal, se higieniz6
la zona con agua y jabodn, se desinfectdé con una solucién de iodopovidona colocando
luego un campo quirdrgico (Figura 10A y 10B).

Luego se practicé una incision con bisturi de aproximadamente 8 cm en la linea
media de la piel de la zona abdominal, inmediatamente por delante de las glandulas
mamarias. Por divulsién del tejido subcutdneo se separd la piel del tejido muscular
subyacente. Para ingresar a la cavidad abdominal se debe atravesar la pared muscular y
el peritoneo, para ello se realizo una incision en la “linea blanca” que corresponde a la
fascia que une a los miusculos rectos del abdomen. Con separadores se desplazaron
lateralmente los bordes de la herida y se buscaron los cuernos uterinos con pinza
anatémica de punta roma.

Una vez localizados los ovarios (que se encuentran proximos al extremo craneal
de cada cuerno uterino), se los expuso evitando cualquier tipo de presion innecesaria
(Figura 10C). Se realizaron ligaduras con hilo de sutura a nivel de la unién ttero-
tubdrica y por delante de cada ovario para evitar hemorragias. Se secciond respetando

las ligaduras, extrayéndose asi cada uno de los ovarios. Se introdujo el resto del material
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expuesto en la cavidad abdominal y se procedid a suturar el peritoneo junto con el tejido
muscular, con sutura de puntos simples. Por tdltimo, se sutur6 la piel con puntos
discontinuos. La hembra ovariectomizada se mantuvo en jaula individual hasta la
recuperacion de la anestesia, se administraron antibidticos de amplio espectro por via im
y un producto de uso local repelente de moscas (curabicheras) en la herida para evitar
complicaciones por miasis.

Por ultimo, los ovarios se disecaron bajo lupa para separarlos de posibles restos
de tejidos adyacentes (meso-ovario, oviducto, tejido adiposo) (Figura 10D) y se pesaron
en balanza analitica. Los valores obtenidos (expresados en gr) se ajustaron al peso

corporal de cada cordera (expresados en kg).

Figura 10: Fotografias que muestran las distintas etapas durante la ovariectomia bilateral en una
cordera de 30 dias de edad (DPN 30). A) Esquilado de zonas abdominal e inguinal, B) Desinfeccion y
colocacién de campo quirtdrgico, C) Exposicién de ttero, oviductos y ovarios, D) Diseccién de ovarios

bajo lupa.

2.2.- Procesamiento de las muestras de ovario

Los ovarios fueron seccionados longitudinalmente en dos mitades para asegurar
su mejor contacto con el liquido fijador. Se fijaron por inmersién en una solucioén de
formol al 4% tamponada a pH 7,5 con una solucién reguladora de fosfato 0,05 M (PBS,
Phosphate Buffer Solution) durante 6 hs a 4°C, respetando la proporcion recomendada
de fijador/muestra (20:1) para permitir una adecuada conservacion morfologica del

tejido. Luego se realizaron dos lavados con PBS (pH 7,5) de 10 min cada uno y se
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mantuvieron los tejidos en una solucién de alcohol 70° a 4°C. El procedimiento hasta su
inclusion en tacos de parafina se realiz6 segin fuera descripto por Junqueira (1983):
deshidratacién en alcoholes de graduacion creciente, clarificacion en xilol e inclusién en

parafina.

2.3.- Obtencion de cortes histolégicos

Se realizaron cortes de 5 um de espesor utilizando un micrétomo rotativo
manual Leika Jung 2025. Los cortes se montaron en portaobjetos pre-tratados con
adhesivo tisular (3-aminopropil trietoxysilano, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA) y se secaron en estufa a 37°C durante 24 hs.

2.4.- Inmunohistoquimica

La metodologia empleada fue la descripta en publicaciones previas de nuestro
grupo (Muioz-de-Toro y col., 1998; Varayoud y col., 2008; Rodriguez y col., 2008;
Rodriguez y col., 2010).

La inmunomarcacidn para receptores esteroides se realizé utilizando anticuerpos
comerciales: anti-REa (NCL-ER-LH2, clon CC4-5, diluciéon 1:50, Novocastra®
Newcastle-upon-Tyne, UK), anti-REB (NCL-ER-beta, clon EMRO02, dilucién 1:25,
Novocastra®), y anti-RA (sc-816, 1:400 dilucién, Santa Cruz Biotechnology Inc.®,
CA).

En la Tabla 2 se describe un protocolo general para IHQ; luego cada ensayo fue
realizado ajustando la dilucién de los anticuerpos primarios y secundarios para la
identificacion de cada proteina.

En cada ensayo de IHQ se incluyeron controles positivos (utilizando tejidos con
expresion conocida) y negativos (reemplazando el anticuerpo primario por suero no

inmune -Sigma®).
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DiA 1
Desparafinizacion
Xilol 3 pasajes de 3 min c/u
Alcohol 100° 3 min
PBS 5 min

Recuperacion antigénica
5 min al 100% (calentar s6lo
el buffer sin los cortes

En horno de microondas, utilizando buffer citrato 0,01 M; pH 6 histoldgicos)
20 min al 100% (con los
cortes histolégicos)

20 min apagado

PBS 5 min
Bloqueo de la actividad de peroxidasa endégena
Metanol + agua oxigenada 30 vol (36 ml metanol + 4 ml H,0,) 15 min
PBS 15 min
Bloqueo de uniones no especificas
Suero normal de cabra 1:20 diluido en leche 1,5% en PBS 30 min
Anticuerpo primario
Cada anticuerpo fue agregado en la dilucién de trabajo optimizada para cada 14-16 hs a 4°C, en cdmara
proteina himeda

DIA 2
Sacar de la heladera y dejar que tome temperatura ambiente 15 min
PBS 15 min
Sistema de revelado
Anticuerpo secundario biotinilado (anti-ratén, diluido 1/80 o anti-conejo, diluido
1/200%*; segin corresponda) diluido en albtimina sérica bovina 1% en PBS 30 min
PBS 10 min
Streptavidina-peroxidasa (Sigma) 1/150 diluido en albiimina sérica bovina 1% en
PBS 30 min
PBS 10 min
Cromégeno: diaminobencidina (Sigma) (2,3mg) + 3,3 ml Tris-HC1 0,05M pH:7,5
+ Sustrato enzimdtico: 5 pul H,O, 30 vol 5 min
Agua destilada 1 min
Hematoxilina de Mayer 1 min
Agua destilada 3 pasajes breves
Agua amoniacal 10 seg
Agua destilada 2 min
Alcohol 70° 1 min
Alcohol 96° 1 min
Alcohol 100° 2 pasajes de 1 min c/u
Xilol 1 2 min
Xilol 2 5 min
Montaje
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2.5.- Evaluacion de la expresion de receptores para hormonas esteroides.

Para la evaluacion de la expresion de las proteinas REa, REP y RA, se utilizé un
microscopio 6ptico Olympus BH2 (Olympus Optival Co. Ltd., Tokio, Japén)
empleando una lente objetiva de 40X.

La expresion de estas proteinas se analiz6 cualitativamente en tres
secciones/ovario, separadas entre si cada 200 um para DPNI1, 5, 10 y 30. En cada
seccion se describid tanto la intensidad de la expresion clasificando la misma como:
levemente positivo (-/+), débilmente positivo (+), positivo (++), y fuertemente positivo
(+++). Mediante esta metodologia se pudo determinar la distribucién de los receptores
en el tejido y en cada tipo folicular. La evaluacién se realizé tanto en la region ovarica
cortical como en la medular.

Se definieron como células positivas a aquellas que presentaron el ntcleo
marrén, mientras que las negativas fueron las coloreadas de azul o celeste debido a la

contratincién con hematoxilina (Figura 11).
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Figura 11: Fotomicrografia representativa de la tincion mediante IHQ de REa en estroma ovarico.
Flecha azul: nicleo negativo de color azul. Flecha negra: niicleo positivo de color marrén. Magnificacién:

600X.

3.- Experimento 2:
Efecto de la exposicion neonatal a bajas dosis de BPA 6 DES sobre el desarrollo del
ovario de la cordera
3.1.- Diseiio experimental

Luego del nacimiento y la identificacion, las corderas fueron asignadas al azar a
alguno de los siguientes tratamientos postnatales administrados diariamente por via

subcutdnea (Figura 12) desde el DPN 1 (dia del nacimiento) al 14: 1) Control a los que
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se les administré aceite de maiz (vehiculo) (n=10); 2) DES (Sigma) dosis: 5 pg/kg/dia
(n=6); 3) BPA (99% pureza, Aldrich, Milwaukee, WI) dosis: 50 pg/kg/dia (n=6) (Figura
13). En el DPN 30 se pesaron las corderas y bajo anestesia general se les practic

ovariectomia bilateral siguiendo el procedimiento detallado en la seccién 2.1.

Figura 12: Administracion de tratamientos. Las corderas fueron inyectadas diariamente por via

subcutdnea con aceite de maiz, BPA 6 DES desde el dia del nacimiento y hasta el DPN 14.

Tratamiento Ovariectomia
DPN1 a 14 DPN30
Vi
{2 s4ma78s0nim914 30
/ ﬂ DPMN \1
BPA (n=6) DES (n=6) Control (n=10)

(50 pg/kg/d) || (5 ug/kg/d) (aceite de maiz)

Figura 13: Esquema de diseiio de administracion de xenoestrégenos

y su vehiculo en los 3 grupos experimentales del Experimento 2. (DPN: dia postnatal).
3.1.1.- Eleccion de la dosis de xenoestrogenos
3.1.1.1.- Dosis de BPA

La Agencia de Proteccion Ambiental en el informe del Programa de Toxicologia
Nacional de Perturbadores Endocrinos (U.S. Environmental Protection Agency,

http://www.epa.gov/iris/subst/ 0356.htm.,1993) ha definido la dosis LOAEL para BPA

en 50 mg/kg/dia. Dicha dosis corresponde a la dosis més baja a la que se han observado

efectos adversos, y dicho organismo ha fijado como “dosis segura” de BPA a una dosis
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1000 veces menor o sea de 50 pg/kg/dia (NTP-CERHR, 2008; Melnick y col., 2002).
Esta dltima, fue la dosis seleccionada en esta etapa del trabajo para evaluar los efectos

sobre el desarrollo del ovario.

3.1.1.2.- Dosis de DES

El grupo de corderas que recibié DES fue utilizado como control positivo de
exposicion a un xenoestrogeno. La dosis de 5 pg/kg/dia de DES utilizada en nuestro
experimento es considerada una dosis baja, ya que es 20 veces menor a la que fuera
administrada terapéuticamente a mujeres embarazadas, y que es considerada como una

dosis adecuada para estudios de perturbacién endocrina con “estrogenos ambientales”

(Newbold, 2004).

3.1.2.- Obtencion de muestras de ovario
Como se menciond anteriormente para obtener las muestras de ovario se siguid

la misma metodologia descripta para el experimento 1 (ver seccién 2.1).

3.1.3.- Obtencion de muestras de suero

De las corderas de 30 dias de edad se obtuvieron muestras de sangre periférica
por puncién yugular (Figura 14). La sangre fue recolectada en tubos de vidrio y
mantenida refrigerada a 5°C hasta su llegada al laboratorio (menos de 1 hora). Luego
fueron colocadas en estufa a 37°C durante 30 minutos hasta la retraccion del coagulo.
Por 1ltimo, fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos y se procedi a separar

el suero que se mantuvo a -80°C hasta su uso.

Figura 14: Extraccion de muestra de sangre: Se realizé por puncién de vena yugular en las corderas

prepuberes.
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3.1.4.- Estudio morfométrico de la dinamica folicular
Para el estudio morfométrico los ovarios fueron seccionados completamente en

forma seriada (Figura 15) usando el micré6tomo rotativo manual Leika Jung 2025.

Figura 15: Cortes histologicos de ovario: Esquema demostrativo del modo en que se realizaron los

cortes seriados de ovario. (La flecha roja indica el sentido de los cortes histologicos)

Los cortes del tejido ovérico se montaron en portaobjetos pre-tratados con
adhesivo tisular (3-aminopropil trietoxysilano, Sigma) y se secaron en estufa a 37°C
durante 24 hs. Se realizaron cortes de 5 um de espesor. Un corte cada 200 um, fue
separado para su evaluacion morfométrica. En estos cortes se realizd la tincién con
picrosirius-hematoxilina (Tabla 3) para identificar con precision las diferentes

estructuras del ovario, cuantificar el niimero y tipo de foliculo ovérico.

Tabla 3: Protocolo de coloracion Picrosirius-Hematoxilina

Desparafinizacion e hidratacién Tiempo
Xilol 1 5 min
Xilol 2 2 min
Xilol 3 1 min
Alcohol 100° 1 min
Alcohol 96° 1 min
Alcohol 70° 1 min
Agua destilada 2 min
Picrosirius 30 seg
Agua corriente 1 min
Hematoxilina de Harris 30 min
Agua corriente 15 min
Deshidratacién
Alcohol 70° 1 min
Alcohol 96° 1 min
Alcohol 100° 1 min
Xilol 1 1 min
Xilol 2 5 min
Montaje
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Se establecio el porcentaje de foliculos en cada estadio, usando un microscopio
optico de transmision Olympus BH2 (Olympus Optival Co. Ltd.®, Tokio, Japén) con
una lente objetiva de 40X.

Los foliculos fueron clasificados de acuerdo a los siguientes criterios
morfolégicos establecidos previamente por Lundy y col. (1999): foliculos
primordiales, ovocitos rodeados con una capa de células de la granulosa planas;

foliculos de transicién, con una capa de una mezcla de células de la granulosa planas y

cuboides; foliculos primarios, de una a menos de dos capas completas de células de la

granulosa cuboides; foliculos preantrales pequeiios, de dos a menos de cuatro capas

completas de células de la granulosa cuboides; foliculos preantrales grandes, de cuatro

a menos de seis capas completas de células de la granulosa y foliculos antrales

pequeiios, con mas de seis capas de células cuboides y un antro completamente

formado (Figura 16).

Fol. Preantral grande Fol. antral pequefio

Figura 16: Clasificacion morfolégica de los foliculos ovaricos de la cordera: Se realiz6 de acuerdo a la

poblacién de células de la granulosa (Lundy y col., 1999) (Fotomicrografias y esquema del autor)

Para evitar que un mismo foliculo fuera contado mds de una vez en diferentes
cortes histolégicos, s6lo se contaron aquellos foliculos que contenian el ovocito con su

nudcleo. El nimero total de foliculos de cada

46



Materiales y Métodos

ovario fue calculado de acuerdo a criterios establecidos previamente (Tilly 2003;
Rodriguez y col., 2010).

El nimero total de foliculos por cada ovario fue calculado de la siguiente
manera: el nimero de foliculos contados en un corte de 5 um a intervalos de 200 um. EI
resultado se multiplicé por el nimero total de cortes contados en cada ovario (nimero
que varia en funcién del tamafio de cada ovario) y luego x 40. Este dltimo factor
permiti6 ajustar el resultado teniendo en cuenta la porcion del ovario que no fue incluida
en el andlisis muestreado. El porcentaje total de foliculos de los diferentes estadios fue
calculado en relacion al nimero total de foliculos en la muestra (Rodriguez y col., 2010;
Tilly, 2003). También se evaludé el ensamblado de foliculos primordiales (“nest
breakdown”) de acuerdo a criterios establecidos con anterioridad (Suzuki y col., 2002;
Britt y col., 2004). Para ello se contaron aquellos foliculos con més de un ovocito
incluido dentro de la capa de células de la granulosa, definidos como FMOs, y que
identifican un ensamblado folicular incompleto. La incidencia de FMOs se expres6 en

relacion al nimero total de foliculos.

3.1.5.- Evaluacion de marcadores asociados al ciclo de division celular

Para determinar la expresion de Ki67 utilizamos un anticuerpo generado en
nuestro laboratorio. El protocolo utilizado para la obtencién del mismo fue descripto
previamente (Varayoud y col., 2008). Para el procedimiento en primer lugar se indujo la
expresion de una porcién de la molécula de Ki67 en bacterias E. coli JM109
(Stratagene, GE Healthcare Bio-Sciences, Argentina SA, Buenos Aires, Argentina)
como proteina de fusiéon a la enzima glutation-S-transferasa, utilizando un vector
pGEX4T-3 (GE Healthcare Bio-Sciences). Para llevar a cabo el trabajo se selecciond
una region de la secuencia X65550.1 de Ki67 humano que abarca desde los nucléotidos
3674-4712. Una vez expresada la proteina de fusion, se procedi6é a la inoculacién de
conejos siguiendo protocolos previamente descriptos en nuestro laboratorio (Rey et al,
2006). Los antisueros obtenidos luego fueron purificados utilizando cromatografia de
afinidad ligada al antigeno (Hi-Trap NHS activated HP column, GE Healthcare Bio-
Sciences). La dilucion utilizada en los ensayos fue 1:250.

Para detectar la expresion de p27 se utiliz6 un anticuerpo comercial anti-p27 (sc-
528, dilucién 1:1200, Santa Cruz Biotechnology Inc. ®). La dilucién del anticuerpo
secundario fue de 1/400.
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3.1.5.1.- Cuantificacion de los marcadores asociados a proliferacion celular.

El indice de proliferacion para células de la granulosa y células tecales se obtuvo
considerando el porcentaje de células Ki67-positivas en relaciéon al nimero total de
células de cada tipo celular. Se evaluaron la totalidad de los foliculos saludables (sin
signos de atresia); totalizando al menos 500 células localizadas en 5 campos visuales
diferentes elegidos al azar de cada estadio folicular (foliculo preantral y antral). El
campo visual fue posicionado sobre la capa de células de la granulosa. Para cuantificar
la expresion de p27 se siguieron los mismos criterios que se utilizaron para evaluar el

indice de proliferacion.

3.1.5.2.- Evaluacion de foliculos atrésicos

El criterio utilizado para considerar a los foliculos saludables 6 atrésicos fue
morfologico e inmunohistoquimico. Los foliculos clasificados como saludables
mostraron una capa de células de la granulosa de apariencia compacta y bien
organizada, numerosas figuras mitdticas y ocasionales o raras células picnoéticas. En
contraste, la atresia folicular estd caracterizada por una amplia desintegracion de la capa
de células de la granulosa y rara presencia o ausencia de células mitdticas. En los
foliculos antrales pequeios el resto de la capa de células de la granulosa consistié casi
completamente de nicleos picndticos y cuerpos apoptéticos. Aunque en la mayoria de
los foliculos atrésicos se encontraron estas caracteristicas histomorfolégicas, en el
presente estudio, y para evitar errores en la clasificacion, se definié6 como foliculos
atrésicos a aquellos foliculos que presentaban <1% de reaccién inmunohistoquimica

positiva a Ki67 en las células de la granulosa (Jolly y col., 1997).

3.1.6.- Determinacion de receptores esteroides ovaricos

Se utilizaron los mismos procedimientos y la misma metodologia descripta en la
secciones 2.3 y 2.4 para estudiar la expresion de receptores de hormonas esteroides
(REa, REB, RA). La evaluacion se realizd en forma cualitativa analizdndose su

expresion en 2 cortes efectuados a dos profundidades diferentes en cada ovario.

3.1.7.- Niveles séricos de E2y T
Para la determinacion de los niveles séricos de E2 y T, las muestras de sangre
fueron recolectadas en tubos de vidrio, luego de retraido el codgulo fueron

centrifugadas, separdndose el suero que se conservé a -80°C hasta su uso. En este
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experimento los niveles séricos de E2 y T fueron determinados mediante un
radioinmunoensayo optimizado en nuestro laboratorio (Bosquiazzo y col., 2007). El
primer paso en la determinacion de la concentracion sérica de E2 y T fue la extraccion
de los esteroides del suero. La extraccion se realizé a partir de 600 ul (E2) 6 200 ul (T)
de suero y usando éter etilico como solvente (Merck®, Buenos Aires, Argentina). El
protocolo de extraccion utilizado consistid de 3 extracciones sucesivas, separando la
fase orgdnica en cada una (Lacau- Mengido y col., 2000, Kass y col., 2004). Las
fracciones orgdnicas de cada muestra se juntaron y evaporaron a sequedad. El extracto
seco se resuspendi6é en PBS durante 1:30 h en bafio térmico.

Se utiliz6 E2 y T marcados con tritio, obtenido comercialmente ([2,4,6,7,16,17-
H3]-E2 6 T-[1,2,6,7-3H (N)], PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Inc., Boston,
MA, USA). Los anticuerpos especificos fueron provistos por el Dr. G.D. Niswender.

Los tubos de reaccion se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se
adicion6é carbén-dextran (0,5%-0,05%) (Sigma) y se incubé 10 min con agitaciéon
periddica. Se centrifugé a 3500 rpm a 4°C durante 10 min con el objeto de separar el
carbon-dextran. Se tomaron 200 ul del sobrenadante y se homogeneizaron con liquido
de centelleo (PerkinElmer). La radioactividad se leyé en un contador de centelleo
(WinSpectral, PerkinElmer). En todos los ensayos se evaluaron sueros controles
valorados.

Ademads, se hicieron pruebas para determinar la eficiencia de la extraccion. Para
ello se adiciond una cantidad conocida de hormona marcada con tritio a 600 ul de suero,
se sometio al proceso de extraccion y luego el extracto seco se resuspendié en PBS. Esta
solucioén se mezcla luego con el liquido de centelleo y se midi6 la cantidad de cuentas
recuperadas. Los resultados de los diferentes ensayos fueron corregidos segun la
recuperacion calculada.

La sensibilidad del andlisis fue de 0,4 ng/ml y 1,6 pg/ml para T y E2,
respectivamente. Los coeficientes de variacién intra- e inter-ensayo fueron

respectivamente de 6,96% y 10,44% para T y de 3,6% y 11,0% para E2.

4.- Experimento 3:
Respuesta ovarica a un estimulo gonadotréfico en corderas expuestas a DES 6
BPA

4.1.- Disefio experimental
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Del mismo modo que en el experimento 2, luego del nacimiento e identificacion,
las corderas fueron asignadas al azar a alguno de los siguientes tratamientos postnatales
desde DPN 1 a DPN 30: 1) Control: aceite de maiz (vehiculo) (n=12 corderas); 2) DES
(Sigma) dosis:5 pg/kg/dia (n=9); 3) BPAS0 (99% pureza, Aldrich) 50 pg/kg/dia (n=11);
4) BPAO.5 dosis: 0,5 pg/kg/dia (n=9). Este dltimo grupo de BPA se incorporé al trabajo
para evaluar los efectos de una dosis de BPA 100 veces menor a la dosis segura
(Figural7). El protocolo de administracion de xenoestrégenos y la via utilizada fue la

misma que para el Experimento 2.
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Figura 17: Disefio de exposicion a xenoestrogenos del Experimento 3: El disefio resulta similar al
disefio del experimento 2 con el agregado de un grupo de animales expuestos a una dosis de BPA 100

veces menor a la dosis segura (BPAOQ.5: 0,5 pug/kg).

A partir del DPN 30 todos los animales fueron inyectados con 6 (seis) dosis
iguales de oFSH (Ovagen®, ICPbio Ltd, Auckland, New Zealand, Figura 18). La FSH
ovina fue administrada cada 12 horas durante 3 dias consecutivos via intramuscular a
las 08:00 y 20:00 horas a razén de 1,46 mg por dosis. Cada cordera recibié una dosis
total de 8,8 mg de oFSH. Este tratamiento fue adaptado del protocolo de estimulacion
ovarica para la obtencion de ovocitos (JIVET) en DPN 30 en corderas prepuberales
(Ptak y col. 1999).

A las 40 horas de la tltima inyeccién de oFSH se expusieron los ovarios por
laparotomia medial (DPN 34) bajo anestesia general siguiendo los mismos

procedimientos detallados para el experimento 1 (ver seccién 2.1).
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Figura 18: Tratamiento de superestimulacion ovarica con gonadotrofinas: A: preparado comercial de
FSH ovina (Ovagen®, ICPbio Ltd, Auckland, New Zealand) utilizado para el tratamiento de
superestimulacion ovdrica. B: Esquema del tratamiento con FSH. La misma fue administrada cada 12
horas durante 3 dias consecutivos via intramuscular a las 08:00 y 20:00 horas. Cada cordera recibié una
dosis total de 8,8 mg de oFSH. La laparotomia exploratoria se realizd6 40 hs después de la ultima

administracién de oFSH. (DPN: Dia postnatal)

4.1.1.- Determinaciones
4.1.1.1.- Respuesta ovarica al estimulo gonadotrofico

Se contaron los foliculos iguales o mayores a 2 mm de didmetro para establecer
la respuesta a la estimulacién gonadotréfica (DPN 34). Luego de la extracciéon de los
ovarios éstos se procesaron como se describio anteriormente (ver seccion 2.3). En los
ovarios se estudid la poblaciéon de foliculos antrales saludables y atrésicos, y la
expresion de REa, REB, RA y Ki67 (como se describié oportunamente en la seccion

2.4).
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4.1.1.2.- Niimero de foliculos atrésicos

Se utilizé el mismo criterio adoptado en el Experimento 2 para definir a los
foliculos antrales atrésicos (ver seccién 3.1.5.2). Se contaron los foliculos antrales
atrésicos en 2 cortes de cada ovario de 5 animales diferentes de cada grupo

experimental.

4.1.1.3.- Receptores de hormonas esteroides ovaricos

Se utilizaron los mismos procedimientos y la misma metodologia descripta en la
secciones 2.3 y 2.4 para estudiar la expresion de receptores de hormonas esteroides
(REa, REB, RA). La evaluacién se realiz6 en forma cualitativa: negativo (-), levemente
positivo (-/+), débilmente positivo (+), positivo (++), y fuertemente positivo (+++ y
++++), analizdndose su expresion en 2 cortes efectuados a dos profundidades diferentes

en cada ovario.

3.1.1.4.- Niveles séricos de E2

Se tomaron muestras de sangre periférica y se obtuvo el suero (de acuerdo al
procedimiento ya descripto en la seccion 3.1.3). Las muestras de suero se obtuvieron
antes de la primera inyeccién de oFSH (CO) en eIDPN 30 y antes de la dltima (C2) en el
DPN 32. En todas estas muestras se evaluaron los niveles séricos de E2.

Para determinar el nivel sérico de E2 en esta etapa del trabajo se utiliz el kit
ULTRA-SENSITIVE ESTRADIOL RIA DSILA4800 (Beckman Counter, Inc.®), para lo
cual se siguieron las recomendaciones del fabricante. La utilizacién de este kit en
relacion a la metodologia descripta en el punto 3.1.7 presentd tres ventajas. Por un lado
permitié realizar el andlisis con un volumen menor de suero, evité el proceso de

extraccion y finalmente permitié alcanzar una sensibilidad de 2,2 pg.

5.- Analisis Estadisticos

Todos los datos fueron calculados como el promedio + SEM. Se realiz6 un
andlisis Kruskal-Wallis para obtener el grado de significacion (testeando la hipétesis de
que la respuesta no fue homogénea a lo largo de los tratamientos). Se uso el post test de
Dunn post hoc para comparar cada grupo experimental con el grupo control y para
asignar la significaciéon. Como significativo fue aceptado un valor de P<0.05.

El andlisis del peso ovdrico entre los grupos experimentales fue realizado

comparando el peso ovarico (g)/peso de la cordera (kg).
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