Universidad Nacional del Litoral
Facultad de Ciencias Veterinarias

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular Aplicada, Instituto de
Ciencias Veterinarias del Litoral (ICiVet-Litoral), Universidad Nacional
del Litoral (UNL) / Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Tecnologicas (CONICET)

Tesis presentada para optar por el grado académico de Doctor en
Ciencias Veterinarias

“Rol biologico de las BMPs y la AMH en la patogenia de
la persistencia folicular relacionada con la Enfermedad
Quistica Ovdrica Bovina.”

Autor: MV. Pablo Uriel Diaz
Director: Dr. Hugo Héctor Ortega
Codirectora: Dra. Natalia Raquel Salvetti

-2016-



Los Justos

“Un hombre que cultiva un jardin, como queria Voltaire.
El que agradece que en la tierra haya miisica.
El que descubre con placer una etimologia.
Dos empleados que en un café del Sur juegan un silencioso ajedrez.
El ceramista que premedita un color y una forma.

Un tipégrafo que compone bien esta pdgina, que tal vez no le agrada
Una mujer y un hombre que leen los tercetos finales de cierto canto.
El que acaricia a un animal dormido.

El que justifica o quiere justificar un mal que le han hecho.

El que agradece que en la tierra haya Stevenson.

El que prefiere que los otros tengan razon.

Esas personas, que se ignoran, estdn salvando el mundo”.

...Jorge Luis Borges...
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170HP4
ACTH
ActR
ADN
ADNCc
AGNEs
ALK
AMH
AMPc
ARNm
BAMBI
BEN
BMP
BMPR
BP

CC

CG

CGP

CL

CcOoC
COD
Co-SMADs
CRH
CSF

CT

Ct
CYPI11A1
CYP17A1
CYPI19A1
DAB
DE

DEL
dNTP
E2
ECLIA
ELISA
ESR

FD

FSH
FSHR
GDF
GDNF
GnRH
hCG
HSD

17-hidroxiprogesterona

Adrenocorticotrofina

Receptor de activina

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico copia

acidos grasos no esterificados

Quinasa similar al receptor de activina
Hormona antimulleriana

Adenosina monofosfato ciclico

Acido ribonucleico mensajero

Inhibidor ligado a membrana de BMP y activina
Balance energético negativo

Proteina morfogénica del hueso

Receptor de proteina morfogénica del hueso
Proteina de union

Condicion corporal

Células de la granulosa

Células germinales primordiales

Cuerpo Luteo

Complejo cumulus ovocito

Enfermedad quistica ovéarica

Molécula asociada a SMAD

Hormona liberadora de corticotrofina

Factor estimulante de colonias

Células de la teca

Ciclo umbral

Enzima de clivaje de la cadena lateral de colesterol
Enzima citocromo P450 17a-hidroxilasa/17,20-liasa
Enzima citocromo P450 aromatasa
3-3’-diaminobencidina

Desvio estandar

Dias en lactancia

Dexoxiribonucleotidos trifosfatos
17B-estradiol

Electroquimioluminiscenica inmunoensayo
Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
Receptor de estrogenos

Foliculo dominante

Hormona foliculoestimulante

receptor de hormona foliculoestimulante
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Expresion de las BMPs en diferentes estadios del desarrollo folicular
en mamiferos. El sistema de BMPs actia promoviendo el desarrollo
folicular y el crecimiento celular, regulando las funciones de los
distintos componentes de los foliculos ovéaricos. CGP: células
germinales primordiales.

Esquema del efecto inhibitorio de AMH sobre las distintas poblaciones
foliculares. Notese el efecto de R- (retroalimentacion negativa) sobre el
crecimiento de foliculos primarios, preantrales y antrales pequefios,
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la granulosa. CT: células de la teca.

Modelo de la regulacion de la produccion de AMH en la vaca. Ovario:
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como un factor inhibidor. Sangre: AMH decrece en los dias siguientes
al estro como consecuencia a la accion negativa de la FSH
periovulatoria sobre la poblacion de foliculos secretores de altas
concentraciones de AMH.
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Disefio experimental para la induccion de persistencia folicular. Luego
de la sincronizacién de celos, las vacas del grupo tratado recibieron un
dispositivo intravaginal de liberacion lenta de progesterona para
inducir la persistencia folicular. La dinamica de desarrollo folicular fue
monitoreada diariamente por ultrasonografia y los niveles en sangre de
hormonas esteroideas y gonadotréficas fueron evaluados a los tiempos
indicados en la figura. Las ovariectomias fueron realizadas en fase
folicular en los controles y a los 5, 10 y 15 dias de persistencia
folicular en los animales tratados.

Secuencia de imagenes ecograficas que muestran el desarrollo folicular
en un animal del grupo tratado (P15) hasta los 15 dias de persistencia,
que evoluciond hasta el estadio de quiste folicular. OI: Ovario
Izquierdo, OD: Ovario Derecho, CL: Cuerpo luteo.

Esquema de la procedencia de las muestras destinadas a distintos
estudios.

Marcadores de PM para SDS-PAGE, amplio espectro (Rainbow™,
RPNSOOE, GE Healthcare).

(A) Maximo diametro del foliculo dominante y del foliculo persistente
en vacas controles (@) y tratadas (m), respectivamente. Se muestran las
medias (= EEM) del didmetro folicular interno y las diferencias con el
foliculo preovulatorio de controles. (B) Fotos seleccionadas de
ultrasonidos de foliculos preovulatorios en vacas controles y tratadas, y
de foliculos con 5, 10 y 15 dias de persistencia folicular de las vacas
tratadas.

Imagenes  microscopicas  representativas  (A) y  andlisis
histomorfométrico (B) del espesor de la pared folicular de foliculos
preovulatorios controles y de foliculos con 5, 10 y 15 dias de
persistencia. Se observo un efecto significativo del tiempo (p<0,01)
sobre el espesor de ambas capas de células, y una disminucion en el
espesor de las capas de células de la granulosa y teca interna hacia el
dia 15 de persistencia en relacion a los foliculos preovulatorios
controles (‘p<0,05). Los valores representan la media + EEM. G:
granulosa; T: teca. Barras = 50 um.
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Figura 24:

Figura 25:

Figura 26:

Figura 27:

Figura 28:

Figura 29:

Concentraciones séricas de E2, P4 y FSH en vacas controles (®) y
tratadas (m). Los resultados se expresan como la media =+ EEM. Los
datos fueron analizados de acuerdo al tiempo de ovulacion en controles
(dia 0). D: efecto de los dias de protocolo experimental; T: efecto del
tratamiento; D*T: interaccion entre dias de protocolo experimental y
tratamiento.

Perfiles representativos de LH, se observa la aparicion del pico de LH
en vacas controles (A) y la ausencia del mismo en las vacas tratadas
con P4 (B). Las muestras de sangre fueron tomadas cada 2 h por un
total de 48 h, desde las 56 h hasta las 104 h posteriores a la inyeccién
de PGF2a.

Se muestran perfiles representativos de la frecuencia pulsatil de LH.
Las muestras de sangre fueron tomadas cada 12 min por 8 h,
comenzando 48 h después de la PGF2a para la fase folicular (A, B), al
dia 5, 10 y 15 de persistencia folicular (C, D, E, respectivamente) y en
el dia 10 después de la ovulacion, durante la mitad de la fase lutea (F).

Concentraciones de E2, P4, 170HP4, y testosterona en suero y liquido
folicular al momento de la ovariectomia. Las barras representan las
medias + EEM para cada hormona en suero o liquido folicular. Las
barras con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo control. El andlisis se realiz
en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con
diferentes letras (granulosa) o numeros (teca interna) indican
diferencias significativas (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo COD inducida con ACTH. El
andlisis se realizd en células de la granulosa y de la teca interna de
todas las categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores
representan la media £ DE. * indica diferencias significativas entre
células de la granulosa y de la teca interna dentro de la misma
categoria folicular (p<0,05). Las barras con diferentes letras
(granulosa) o numeros (teca interna) indican diferencias significativas
(p<0,05).
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Figura 30:

Figura 31:

Figura 32:

Figura 33:

Figura 34:

Figura 36:

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo COD espontanea. El andlisis
se realizd en células de la granulosa y teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la
media = DE. * indica diferencias significativas entre células de la
granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular
(p<0,05). Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en células de la granulosa de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en células de la teca interna de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media + DE. Las barras con diferentes letras (teca interna) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Imégenes representativas de la inmunomarcacion de BMP-2 en
distintas categorias foliculares de los grupos control, COD espontanea
e inducida con ACTH. Se muestra ademas un control negativo de la
técnica de inmunohistoquimica. Capa de células de la granulosa (G),
teca interna (T). Barras = 20 pm.

Expresion de ARNm de BMP-4 determinado por PCR en tiempo real
en células foliculares de casos de COD espontanea (barra verde) en
relacion a ovarios controles (barra anaranjada). Los valores representan
la media = DE. Las barras con diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en el grupo COD inducida con ACTH. El
analisis se realizd en células de la granulosa y de la teca interna de
todas las categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores
representan la media £ DE. * indica diferencias significativas entre
células de la granulosa y de la teca interna dentro de la misma
categoria folicular. Las barras con diferentes letras (granulosa) o
numeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 37:

Figura 38:

Figura 39:

Figura 40:

Figura 41:

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en el grupo COD espontanea. El andlisis
se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la
media = DE. * indica diferencias significativas entre células de la
granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular.
Las barras con diferentes letras (granulosa) o numeros (teca interna)
indican diferencias significativas (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en células de la granulosa de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en células de la teca interna de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media + DE. * indica diferencias significativas entre dos categorias
foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes
letras (teca interna) indican diferencias significativas dentro de la
misma categoria (p<0,05).

Imagenes representativas de la inmunomarcacion de BMP-4 en
distintas categorias foliculares de los grupos control, COD espontanea
e inducida con ACTH. Se muestra ademas un control negativo de la
inmunohistoquimica. Capa de células de la granulosa (G), teca interna
(T). Barras = 20 um.

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en el grupo control. El analisis se realizé
en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. * indica diferencias
significativas entre células de la granulosa y de la teca interna dentro
de la misma categoria folicular. Las barras con diferentes letras
(granulosa) o numeros (teca interna) indican diferencias significativas
(p<0,05).
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Figura 42:

Figura 43:

Figura 44:

Figura 45:

Figura 46:

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en el grupo COD inducida con ACTH. El
analisis se realizd en células de la granulosa y teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la
media = DE. * indica diferencias significativas entre células de la
granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular.
Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias
significativas (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en el grupo COD espontanea. El analisis
se realizd en células de la granulosa y teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la
media + DE. * indica diferencias significativas entre células de la
granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular.
Las barras con diferentes letras (granulosa) o nimeros (teca interna)
indican diferencias significativas (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en células de la granulosa de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media = DE. * indica diferencias significativas entre dos categorias
foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas dentro de la misma
categoria (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en células de la teca interna de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media + DE. Las barras con diferentes letras (teca interna) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Imégenes representativas de la inmunomarcacion de BMP-6 en
distintas categorias foliculares de los grupos control, COD espontanea
e inducida con ACTH. Se muestra ademas un control negativo de la
técnica de inmunohistoquimica. Capa de células de la granulosa (G),
teca interna (T). Barras = 20 pm.
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Figura 47:

Figura 48:

Figura 49:

Figura 50:

Figura 51:

Figura 52:

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMPR-1B en el grupo control. El anélisis se
realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares. Los valores representan la media + DE. No se
encontraron diferencias significativas (p>0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMPR-1B en el grupos COD inducida con ACTH.
El anélisis se realizo en células de la granulosa y teca interna de todas
las categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan
la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMPR-1B en el grupo COD espontanea. El
analisis se realizo en células de la granulosa y teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la
media + DE. * indica diferencias significativas entre células de la
granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular.
Las barras con diferentes letras (granulosa) o numeros (teca interna)
indican diferencias significativas (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMPR-1B en células de la granulosa de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media + DE. * indica diferencias significativas entre dos categorias
foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas dentro de la misma
categoria (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMPR-1B en células de la teca interna de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media = DE. Las barras con diferentes letras (teca interna) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Imégenes representativas de la inmunomarcacion de BMPR-1B en
distintas categorias foliculares de los grupos control, COD espontanea
e inducida con ACTH. Se muestra ademas un control negativo de la
técnica de inmunohistoquimica. Capa de cé¢lulas de la granulosa (G),
teca interna (T). Barras = 20 pm.
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Figura 53:

Figura 54:

Figura 55:

Figura 56:

Figura 57:

Figura 58:

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en células de la granulosa de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05)

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de BMP-2 en células de la teca interna de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media + DE. Las barras con diferentes letras (teca interna) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo control. El analisis se realizd
en células de la granulosa y teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. No se encontraron
diferencias significativas (p>0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo P5. El analisis se realiz6 en
células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos persistentes. Los valores representan la media = DE.*
indica diferencias significativas entre células de la granulosa y de la
teca interna dentro de la misma categoria folicular (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo P10. El analisis se realiz6 en
células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos persistentes. Los valores representan la media = DE. *
indica diferencias significativas entre células de la granulosa y de la
teca interna dentro de la misma categoria folicular (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo P15. El andlisis se realizé en
células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos persistentes. Los valores representan la media = DE. *
indica diferencias significativas entre células de la granulosa y de la
teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras con
diferentes niimeros (teca interna) indican diferencias significativas
(p<0,05).
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Figura 59:

Figura 60:

Figura 61:

Figura 62:

Figura 63:

Figura 64:

Imégenes representativas de la inmunomarcacion de BMP-2 en
distintas categorias foliculares de los grupos control, P5, P10 y P15. Se
muestra ademas un control negativo de la inmunohistoquimica. Capa
de células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 pm.

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en células de la granulosa de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media + DE. * indica diferencias significativas entre dos categorias
foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas dentro de la misma
categoria (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en células de la teca interna de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media + DE. * indica diferencias significativas entre dos categorias
foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes
letras (teca interna) indican diferencias significativas dentro de la
misma categoria (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en el grupo control. El analisis se realizé
en células de la granulosa y teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con
diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en el grupo P5. El analisis se realiz6 en
células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos persistentes. Los valores representan la media £ DE. No se
encontraron diferencias significativas (p>0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en el grupos P10. El analisis se realizo en
células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos persistentes. Los valores representan la media = DE. *
indica diferencias significativas entre células de la granulosa y de la
teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras con
diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 69:

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en el grupo P15. El andlisis se realizé en
células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos persistentes. Los valores representan la media = DE. *
indica diferencias significativas entre células de la granulosa y de la
teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras con
diferentes ntimeros (teca interna) indican diferencias significativas
(p<0,05).

Imégenes representativas de la inmunomarcacion de BMP-4 en
distintas categorias foliculares de los grupos control, P5, P10 y P15. Se
muestra ademds un control negativo de la inmunohistoquimica. Capa
de células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 um.

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en células de la granulosa de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media + DE. * indica diferencias significativas entre dos categorias
foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas dentro de la misma
categoria (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en células de la teca interna de cada
categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la
media = DE. Las barras con diferentes letras (teca interna) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en el grupo control. El anélisis se realiz
en células de la granulosa y teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. * indica diferencias
significativas entre células de la granulosa y de la teca interna dentro
de la misma categoria folicular. Las barras con diferentes letras
(granulosa) o numeros (teca interna) indican diferencias significativas
dentro de la misma poblacion celular (p<0,05).
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Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en el grupo P5. El andlisis se realizoé en
células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos persistentes. Los valores representan la media = DE. *
indica diferencias significativas entre células de la granulosa y de la
teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras con
diferentes ntimeros (teca interna) indican diferencias significativas
dentro de la misma poblacién celular (p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en el grupo P10. El andlisis se realizé en
células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos persistentes. Los valores representan la media = DE. *
indica diferencias significativas entre células de la granulosa y de la
teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras con
diferentes letras (granulosa) y numeros (teca interna) indican
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(p<0,05).

Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-6 en el grupo P15. El analisis se realiz6 en
células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos persistentes. Los valores representan la media = DE. *
indica diferencias significativas entre células de la granulosa y de la
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diferentes letras (granulosa) o numeros (teca interna) indican
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(p<0,05).

Imagenes representativas de la inmunomarcacion de BMP-6 en
distintas categorias foliculares de los grupos control, P5, P10 y P15. Se
muestra ademas un control negativo de la inmunohistoquimica. Capa
de células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 um.

Los inmunoblot muestran la especificidad de los anticuerpos utilizados.
Las flechas indican las bandas correspondientes al peso molecular de
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inmunomarcada) de AMH en el grupo P15. El andlisis se realizdé en
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Imagenes representativas de la inmunomarcacion de AMH en distintas
categorias foliculares de los grupos control, COD espontanea, P5, P10
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Resumen



La enfermedad quistica ovarica es una enfermedad dindmica que genera importantes pérdidas
en la industria lactea, caracterizada por una falla en la ovulacién, anestro y persistencia
folicular. Factores locales participan de manera autocrina y paracrina en la comunicacion
entre las células foliculares, regulando el desarrollo folicular. El objetivo de esta tesis fue
estudiar la participaciéon de las BMPs y AMH en alteraciones ovdricas asociadas a la
etiopatogenia de la COD. Se utilizaron muestras provenientes de animales con COD
espontdnea, inducida con ACTH, controles preovulatorios y de un modelo de induccién de
foliculos persistentes con dosis bajas de progesterona. Los modelos experimentales resultaron
apropiados para el estudio de la persistencia folicular y la COD. Se demostrd en animales con
persistencia folicular un patrén pulsatii de LH de alta frecuencia, baja amplitud y
concentracion. Ademads, se encontraron similitudes en las concentraciones de hormonas
esteroides entre foliculos persistentes y quistes, asi como en sus caracteristicas
histomorfométricas. Se hallaron expresiones elevadas de BMP-4, BMP-6, BMPR-1B y
sostenidas de BMP-2 en foliculos persistentes y quistes. AMH presenté concentraciones
elevadas en liquido folicular de foliculos con 10 y 15 dias de persistencia. Los resultados
obtenidos permiten suponer que el desequilibrio en la expresion de factores locales puede
cumplir un rol importante en la etiopatogenia de la COD, alterando sistémica y localmente el
equilibrio del eje hipotdlamo-hip6fisis-gonada. Este trabajo aporta herramientas para una
profunda comprension de la etiopatogenia de la COD, mejorando asi sus posibilidades de

diagnostico, tratamiento y consecuentemente la eficiencia reproductiva de los rodeos.
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Abstract



Cystic ovarian disease is a dynamic disease that generates significant economic losses to the
dairy industry. It is characterized by ovulation failure, anestrus and follicular persistence.
Local factors regulate folicular development through follicular cells communication in a
autocrine-paracrine way. The aim of this work was to study the involvement (role) of BMPs
and AMH in ovarian abnormalities associated with COD pathogenesis. Samples from animals
with spontaneous COD, ACTH induced COD, preovulatory controls follicles and persistent
follicles induced by prolonged treatment with progesterone were used. Experimental models
were suitable for the study of follicle persistence and COD. In animals with follicular
persistence was demonstrated that LH pulsatility showed high frequency, low amplitude and
low concentration. Furthermore, we found similarities between steroid hormones
concentrations in persistent follicles and cysts, as well as their histomorphometric
characteristics. High expression of BMP-4, BMP-6, BMPR-1B and sustained BMP-2 in
persistent follicles and cysts were found. AMH showed high concentrations in follicular fluid
of follicles with 10 and 15 days of persistence. These data suggest that the imbalance in the
expression of local factors can play an important role in the pathogenesis of COD, altering the
local and systemic balance of the hypothalamus-pituitary-gonadal axis. This study provides
tools for a deeper understanding of the pathogenesis of COD, improving their chances of

diagnosis, treatment and consequently the reproductive efficiency of the dairy herds.
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1.1. Anatomia, histologia y fisiologia del ovario

1.1.1. Desarrollo embrionario del ovario

Las gonadas se originan del lado ventro-medial de los mesonefros, donde Ia
proliferacion del epitelio celémico y una condensacion del mesénquima subyacente forman
una pequefia formacion llamada “cresta gonadal” que en bovinos se desarrolla entre los 28 y
32 dias de gestacion (Noden y de Lahunta, 1985; Riisse y Sinowatz, 1991). Inicialmente no
contiene células germinales primordiales, las cuales, en este momento, estan localizadas en el
epitelio del saco vitelino. Desde este lugar, las células germinales primordiales migran hasta
alcanzar las crestas gonadales. En bovinos esta migracion ocurre entre los 30 a 64 dias de
gestacion (Riisse y Sinowatz, 1991). Luego, el mesénquima de las crestas gonadales es
invadido por proliferaciones de epitelio dando origen a los “cordones corticales y medulares
(cordones sexuales primarios)”. Los cordones sexuales se disgregan en grupos de células
(clusters) y se desarrollan dentro de la rete ovarii y el tejido vascular del ovario (Lin y col.,
2002; Smitz y Cortvrindt, 2002). Los cordones medulares contribuyen a la formacion de la
médula de la futura gonada y los cordones corticales a la corteza. Mientras en la gonada la
mayoria de las células germinales primordiales siguen proliferando, antes de nacer el numero
decrece dramaticamente como resultado del proceso de apoptosis. En la vaca, el nimero
maximo de células germinales primordiales es de aproximadamente 2.100 millones, y termina
reduciéndose a 130 mil al momento del nacimiento (Erickson, 1966a,b). Una vez que llegan a
las gbnadas y se ubican en los cordones sexuales, estas células diploides que realizan mitosis
se denominan ovogonias (Kaipia y Hsueh, 1997; Oktem y Oktay, 2008). Después de
sucesivas divisiones mitoticas, el ADN de la ovogonia se replica y se lleva a cabo la primera
divisiéon meiotica, quedando ésta detenida en la fase de diplotene de la profase 1. Asi, se
terminan de formar los ovocitos primarios que aun permanecen en clusters o sincitios
celulares. Seguidamente las células epiteliales de los cordones sexuales emiten procesos
citoplasmaticos entre las ovogonias interconectadas (clusters), dividiéndolas en ovocitos
rodeados por una sola capa de células foliculares (pre-granulosas) planas. Concurrentemente,
una lamina basal es depositada en la superficie de las células granulosas, aislando
efectivamente el nuevo foliculo primordial del estroma ovérico. En la vaca, alrededor del dia
90 de gestacion ya estan presentes foliculos primordiales totalmente formados (Yang y

Fortune, 2008) y cuando la ontogenia del ovario finaliza, los foliculos quedan ubicados en la
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corteza periférica dentro de una matriz de fibroblastos, colageno y elastina (figura 1) (Aerts y

Bols, 2010)
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Figura 1. Desarrollo embrionario del ovario (Adaptado de Pansky, 1982)

1.1.2. El Ovario

El ovario es una glandula enddcrina y exocrina, capaz de sintetizar hormonas y de
liberar en cada ciclo reproductivo una célula germinal, el ovocito. Estos complejos procesos
de biosintesis y desarrollo celular se llevan a cabo en un ambiente muy complejo, donde

factores endocrinos, paracrinos y autocrinos entran en relacion para lograr la correcta
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regulaciéon de estos acontecimientos (Field y col., 2014). En el bovino, el ovario esta
constituido por una médula interna y una corteza externa, rodeada por un epitelio cuboidal
superficial (epitelio germinativo) el cual se encuentra ubicado por encima de una capa densa
de tejido conectivo, llamada tinica albuginea (Hafez y Hafez, 2002). La médula es el area
compuesta principalmente por tejido conectivo en la que se encuentran gran cantidad de fibras
nerviosas, vasos sanguineos y linfaticos, asi como también los componentes de la rete ovarii.
Por su parte, la corteza contiene foliculos en distintos estadios de desarrollo, cuerpos
hemorrégicos, cuerpos luteos y cuerpos albicans (cuerpos blancos) inmersos en una malla de
tejido conectivo muy celular que da sostén y es el origen de varios componentes de los
foliculos (células tecales) y posteriores cuerpos luteos (células luteinicas pequenas)
(Dellmann, 1994) (figura 2). En el ovario adulto, los ovocitos se encuentran rodeados por una
o mas capas de células que cumplen multiples funciones, como proteccion, nutricion y sostén,
que crecen gradualmente en nimero y forman eventualmente un foliculo esférico lleno de
liquido (Geneser, 2005). El foliculo es el compartimiento que permite al ovario cumplir su
doble funcion de gametogénesis y esteroidogénesis. Es una unidad fisiologica equilibrada
cuyo funcionamiento y estructura dependen de factores externos y locales, los que llevan a
una sucesion de transformaciones subcelulares y moleculares en sus diversos componentes: el

ovocito, las células de la granulosa y las células de la teca (Hafez y Hafez, 2002) (figura 3).
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Figura 2: Estructura del ovario. Fol: foliculo, CL: cuerpo luteo. (Adaptado de Ebneshahidi, 2006).
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Figura 3: Estructura de un foliculo antral (Adaptado de Reece, 2015).

1.1.3. Clasificacion de los foliculos

En orden de poder estudiar sistematicamente a los foliculos presentes en el ovario es
importante poder realizar una correcta clasificacion de ellos. Una clasificacion especifica para
la especie bovina fue realizada por Braw-Tal y Yossefi, (1997). En ésta, los foliculos
primordiales (tipo I) estan caracterizados por un ovocito quiescente, detenido en profase I de
la meiosis, y rodeado por un nimero limitado (<10) de células de la granulosa planas. Estos
foliculos primordiales constituyen las reservas ovaricas, a partir de las cuales los foliculos son
reclutados para su posterior desarrollo. En una primera fase de crecimiento, las células de la
granulosa sufren una transformacion y pasan de ser células planas a ser células ctbicas y su
numero se incrementa. Primeramente se forma una categoria folicular intermedia llamada
foliculo de transicion (tipo I+) en donde se pueden observar una mezcla de células de la
granulosa planas y cubicas rodeando al ovocito. Un foliculo primario (tipo II) esta
caracterizado por una capa completa o una capa y media de células de la granulosa cubicas,
rodeada por una lamina basal. En una segunda fase de crecimiento la capa de células de la
granulosa contintia creciendo. Cuando éstas llegan a ser al menos unas 40, se evidencia el
inicio del crecimiento del ovocito por un rapido aumento de su didmetro. El crecimiento del
ovocito también induce la formaciéon de la zona pelucida, siendo esta capa parcialmente
formada en los foliculos preantrales pequenos (tipo IIl), y completa en los foliculos
preantrales grandes (tipo 1V) (Braw-Tal y Yossefi, 1997). Las células de la teca derivan del
estroma intersticial y estan presentes como células individuales sobre la ldmina basal de los
foliculos primarios (Hirshfield, 1991). Las primeras células de la teca interna pueden ser

identificadas en los foliculos tipo III, pero se distingue completa y claramente en los foliculos
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tipo IV. La formacion del antro folicular comienza cuando el foliculo alcanza las 250 células
de la granulosa. Inicialmente aparecen como parches llenos de liquido entre las células de la
granulosa, y finalmente cuando se produce la coalescencia de estos parches en una sola
cavidad, el foliculo pasa a llamarse “antral” (tipo V) (Smitz y Cortvrindt, 2002) (tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion morfologica de foliculos ovaricos mas empleada para bovinos (Adaptado de Braw-Tal y
Yossefi, 1997; Aerts y Bols, 2010)

, o Diametro Diametro del Presencia | Presencia
Capas e €6 e ee folicular (pm) ovocito (],ll'll)
1 <40 30 No No

Primordial <10
(tipo I) planas
Primario 10-40
(tipo I 1-1,5 Cibivas 40-80 31 No No
Preantral pequefio 2-3 41-100 81-130 49 No No
(tipo 11I)
LRI Einl 4-6 101-250 131-250 69 + +
(tipo IV)
Antral (tipo V) >6 >250 250-500 93 e ++

CG: células de la granulosa, N°: nimero de, ZP: zona pelucida, TI: teca interna.

1.1.4 Ciclo estral bovino

El ciclo estral representa el patron ciclico de la actividad ovarica que lleva a las
hembras bovinas a pasar de un periodo no receptivo a uno de receptividad que finalmente
permite el apareamiento y el subsecuente establecimiento de la prefiez. El comienzo de los
ciclos estrales ocurre en el momento de la pubertad. Esta ocurre en vaquillonas entre los 6-12
meses de edad, dependiendo de la raza y generalmente a un peso de 200-250 kg. La duracion
normal de un ciclo estral en vacas es de 18-24 dias. El ciclo consiste en dos fases: la fase lutea
(14-18 dias) y la fase folicular (4-6 dias). La fase lutea es el periodo que sigue a la ovulacion
y es donde se presenta un cuerpo luteo (CL) estructural y funcionalmente completo, mientras
la fase folicular es el periodo que sigue a la lisis del CL (lute6lisis) hasta la ovulacion.
Durante la fase folicular ocurre la maduracion final y la ovulacién del foliculo preovulatorio.
Estas fases con frecuencia son llamadas estro (etapa donde se produce el comportamiento
estral), metaestro (etapa donde se produce la ovulacion), diestro (etapa donde el CL es
funcionalmente competente) y proestro (etapa donde se da el crecimiento final del foliculo

preovulatorio) (Forde y col., 2011) (figura 4).
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Figura 4: Etapas de las fases folicular y lutea en asociacion con los cambios en las concentraciones
circulantes de 17B-estradiol (E2) y progesterona (P4) durante el ciclo estral bovino. (Adaptado de Peter y
col., 2009).

1.1.4.1. Regulacion enddcrina del ciclo estral

Las vacas son animales poliéstricos continuos y muestran comportamiento de celo
aproximadamente cada 21 dias. Resumidamente, el ciclo es regulado por las hormonas del
hipotdlamo (hormona liberadora de gonadotrofinas; GnRH, del inglés: gonadotropin-
releasing hormone), la adenohipo6fisis (hormona foliculoestimulante; FSH, del inglés: follicle
stimulating hormone y hormona luteinizante; LH, del inglés: luteinizing hormone), los ovarios
(progesterona; P4, 17B-estradiol; E2, e inhibina) y el utero (prostaglandina F2a; PGF2a).
Estas hormonas funcionan a través de mecanismos de retroalimentacién negativa y positiva
que gobiernan el control del ciclo estral (Roche, 1996). La GnRH controla el ciclo a través de
sus acciones sobre la adenohipodfisis regulando la secrecion de las gonadotrofinas LH y FSH
(Schally y col., 1971) (figura 5). La secrecion pulsatil de niveles basales de GnRH desde el
centro tonico del hipotadlamo y el pico preovulatorio de GnRH desde el centro ciclico del
hipotalamo previenen la desensibilizacion de su receptor en las células gonadotropas de la
pituitaria anterior. Después del transporte de GnRH desde el hipotdlamo a la hipofisis via el
sistema porta hipofisario (Moenter y col., 1992), la GnRH se une a un receptor de membrana
acoplado a proteina G presente en las células gonadotropas (Kakar y col., 1993). Esta unioén
produce la liberacion de calcio intracelular que activa la via de transduccion de sefial de las
proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK) que culmina con la liberacion de FSH y

LH desde compartimentos de almacenaje ubicados en el citoplasma (Weck y col., 1998). La
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FSH es reservada en granulos secretorios dentro del citosol por cortos periodos de tiempo,
mientras LH es almacenada por largos periodos durante el ciclo estral (Farnworth, 1995). Las
células gonadotropas de la adenohipdfisis pueden ser mono-hormonales, liberando
unicamente LH o FSH, o bi-hormonales, liberando ambas gonadotrofinas (Molter-Gérard y
col., 2000).

Durante la fase folicular, un incremento en las concentraciones de E2, debido al rapido
crecimiento y proliferacion celular que sufre el foliculo dominante (FD), sumado a la caida
concomitante de los niveles circulantes de P4 producidos debido a la luteolisis, inducen un
pico de GnRH y permiten la apariciéon de conducta sexual y la receptividad a la monta
(Frandson y col., 2003). Este pico preovulatorio de GnRH induce picos coincidentes de FSH
y LH (Sunderland y col., 1994). Solamente cuando la P4 se encuentra en concentraciones
séricas basales y los pulsos de LH se suceden cada 40 a 70 min por 2 o 3 dias, el FD puede
ovular (Roche, 1996), la ovulacion se da 10 a 14 hs después de comenzado el estro y es
seguida por el comienzo de la fase luteal. Este periodo es también conocido como metaestro y
tiene una duracion de 3 a 4 dias. Estd caracterizado por la formacion del CL a partir del
cuerpo hemorragico (foliculo ovulado). Luego de la ovulacion las concentraciones de P4
comienzan a incrementarse debido a la formacion del CL, en el cual las células de la
granulosa y de la teca interna se luteinizan y producen P4 que permitird el establecimiento y
mantenimiento de la prefiez o la reanudacion de un nuevo ciclo estral si no hubo fertilizacion
del ovocito ovulado (Niswender, 1981). Durante el diestro, la P4 se mantiene elevada y se
suceden repetidamente ondas de crecimiento folicular estimuladas por la liberacion de FSH
desde la adenohipofisis. Sin embargo, los FDs que crecen durante esta fase no llegan a ovular.
La P4 que es dominante en esta fase, ejerce retroalimentacion negativa y solo permite la
secrecion de pulsos de LH de gran amplitud pero de baja frecuencia que no desencadenan la
ovulacién del FD (Rahe y col., 1980). Finalmente durante el proestro, la P4 cae debido al
proceso de lutedlisis a partir de la secrecion de PGF2a desde el utero (Hansel y Convey,

1983).

1.1.4.2. Dinamica folicular durante el ciclo estral

El crecimiento, desarrollo y maduracién de los foliculos ovaricos es un proceso
fundamental para lograr una alta eficiencia reproductiva en los animales domésticos. Un

numero fijo de foliculos primordiales es establecido durante el desarrollo fetal. El crecimiento
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de los foliculos ovaricos toma un periodo de 3 a 4 meses y estd dividido en una etapa

independiente y otra dependiente de gonadotrofinas (Webb y col., 2004).
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Figura 5: Esquema de los principales
mecanismos de regulacion enddcrina del
eje hipotalamo hipoéfisis gonadal. CL:
cuerpo  lateo. GnRH:  hormona
liberadora de gonadotrofinas. FSH:
hormona  foliculoestimulante.  LH:
hormona luteinizante. P4: progeterona.
E2: estradiol. (Adaptado de Senger,

Ovario CL P4 2004).

El crecimiento dependiente de gonadotrofinas en las hembras bovinas ocurre en 2 o 3
ondas de crecimiento folicular por ciclo estral. (Rajakoski, 1960; Savio y col., 1988). Cada
onda de crecimiento abarca la emergencia, seleccion y el establecimiento de la dominancia
folicular seguido por la atresia o la ovulacion del FD. La FSH y la LH tienen un rol
preponderante en el desarrollo folicular. El comienzo de la etapa dependiente de
gonadotrofinas esta caracterizado por la emergencia de una cohorte de foliculos, unos 5 a 20
foliculos de un tamafio mayor o igual a 5 mm, que estd en relacion con un incremento
transitorio en las concentraciones de FSH (Adams y col., 1992; Sunderland y col., 1994). Este
suceso marca el comienzo de la dependencia de FSH de los foliculos en crecimiento (Ginther
y col., 2002) con la aparicioén de receptores de FSH (FSHR) localizados en las células de la
granulosa ya al tercer dia del inicio de la onda de crecimiento (Camp y col., 1991; Evans y
Fortune, 1997). Asi, la FSH estimula su cascada de sefalizacion corriente abajo que
finalmente promueve el crecimiento folicular y la proliferacion celular (Richards, 1994;
Richards y col., 1998). Este efecto de la FSH sobre las células de la granulosa lleva al
incremento en la actividad de la enzima aromatasa (P450arom; CYP19A1), la cual convierte
los androgenos en estrogenos (Hillier, 1994). De esta cohorte de foliculos en desarrollo
emerge el FD, que es el foliculo sano de mayor didmetro en dicha cohorte (Gougeon y

Lefevre, 1983). Este aumento en su tamano lleva a un incremento en la cantidad de E2 ¢
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inhibina contenidas en su liquido folicular, que también se presenta francamente aumentado
(Hillier, 1994). Las elevadas concentraciones de E2 e inhibina ejercen retroalimentacion
negativa a nivel adenohipofisario reduciendo la FSH a niveles basales (Sunderland y col.,
1994; Ginther y col., 2000 a,b). Este efecto negativo de los estrogenos sobre LH y FSH podria
tener como objetivos las células bi-hormonales (FSH y LH) directamente a nivel
adenohipofisario disminuyendo por diversos mecanismos el contenido de FSH de estas
células, pasando a ser células mono-hormonales de LH que se suman a la poblaciéon mono-
hormonal de LH no afectada por los E2. Estos cambios explican la capacidad de las células
gonadotropas de reservar concentraciones elevadas de LH para promover el pico
preovulatorio de LH (Molter-Gérard y col., 2000). El FD se vuelve cada vez mas sensible a la
LH (Ginther y col., 2000a) y continua creciendo a pesar de que las concentraciones de FSH
decrecen. El cambio de un crecimiento dependiente de FSH (Adams y col., 1992) a uno LH
dependiente (Kulick y col., 1999) se lleva a cabo por la presencia del receptor de LH (LHR)
en las células de la granulosa (Xu y col., 1995). Este receptor esta localizado en las células de
la granulosa y de la teca interna de foliculos sanos, en diferentes estadios del desarrollo
folicular (Camp y col., 1991). A medida que el foliculo crece los LHR de las células de la teca
se incrementan y las células de la granulosa los adquieren, siendo de esta manera,
seleccionados para llegar a ser el/los FD de esa onda de crecimiento (Xu y col., 1995; Bao y
col., 1997; Braw-Tal y Roth, 2005). Por otra parte, se ha sugerido que incrementos
transitorios en las concentraciones de LH circulante que ocurren en o alrededor de el
momento de seleccion folicular (Ginther y col., 2003), permite al FD continuar la produccion
de E2 y crecer en un medio con bajas concentraciones de FSH (Ireland y Roche, 1983).
Durante la fase luteal temprana se dan pulsos de LH de menor amplitud y mayor frecuencia
(20-30 pulsos/24 h), en la mitad de la fase lutea (mitad de diestro) los pulsos incrementan su
amplitud y reducen su frecuencia (6—8 pulsos/24 h). En ambos casos los pulsos son de una
amplitud y frecuencia insuficiente para lograr la maduracion y subsecuente ovulacion del FD
(Rahe y col., 1980). Asi, el FD producido en la fase luteal del ciclo sufre atresia, caida en la
produccion de E2 e inhibina y como consecuencia queda abolida la retroalimentacion
negativa que ejercia sobre el eje hipotalamo-hipofisario y la secrecion de FSH puede
aumentar, conduciendo a la emergencia de una nueva onda de crecimiento folicular. La
produccion de altas concentraciones de E2 es una caracteristica distintiva del FD (Ireland y
Roche, 1982; Ireland y Roche, 1983) y antes de que aparezcan diferencias visibles en el

diametro folicular, este futuro FD tiene mayores concentraciones de E2 en el liquido folicular
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comparado con los demas foliculos en su cohorte (Fortune, 1994; Sunderland y col., 1994;
Mihm y col., 2000).

La sintesis de E2 es dependiente de la produccion de andrégenos en las células de la
teca y su subsecuente aromatizacion en las células de la granulosa, pasando asi de andrégenos
a estrogenos, a este mecanismo donde dos células participan conjuntamente en la produccion
de androgenos se lo denomina, dos células/dos gonadotrofinas (Fortune y Quirk, 1988). La
produccion de E2 por los foliculos en crecimiento depende de la correcta frecuencia pulsatil
de LH (Crowe y col., 2001a,b). La uniéon de LH a su receptor en las células de la teca conduce
a la conversion del colesterol a testosterona a través de una serie de reacciones cataliticas.
Una vez producida, la testosterona difunde hacia las células de la granulosa donde es
convertida a E2 por la CYP19A1 (Dorrington y col., 1975). El estradiol sintetizado tiene roles
locales sobre el desarrollo folicular y sistémicos ejerciendo retroalimentacion positiva sobre el
eje hipotalamo/hipofisario. Durante la fase folicular del ciclo, cuando las concentraciones de
P4 son bajas, estas altas concentraciones de E2 producidas por el FD inducen un pico de
GnRH desde el hipotalamo que estimula un pico de LH hipofisario de amplitud y frecuencia
suficiente para estimular la maduracion final y la ovulacion de este FD (Sunderland y col.,
1994). Las concentraciones elevadas de E2 también inducen la expresion de manifestaciones
de celo necesarias para un apareamiento exitoso (Ireland, 1987) (figura 6). Otros factores
intra-ovéricos juegan un rol importante en la regulaciéon del ciclo estral actuando
indirectamente alterando la sintesis de E2 o directamente ejerciendo retroalimentacion
negativa sobre el eje hipotalamo/hipofisario. En este sentido la biodisponibilidad del factor de
crecimiento similar a la insulina I (IGF-1, del inglés: insulin like growth factor I), contribuye
al crecimiento, proliferacion y capacidad esteroideogénica del futuro FD (Mihm y col., 2000;
Rivera y Fortune, 2003; Canty y col., 2006), indirectamente afectando la retroalimentacion
negativa del E2 sobre el eje hipotdlamo-hipofisario. Este mecanismo en adicion a la
adquisicion temprana de LHR en las células de la granulosa son considerados los mecanismos
mas importantes que dirigen el proceso de seleccion del FD (Lucy, 2007). La superfamilia del
factor de crecimiento transformante f (TGF-B, del inglés: transforming growth factors p),
conformada por mas de 30 proteinas estructuralmente relacionadas, también tiene un rol de
importancia en el control del ciclo estral, asi la activina puede incrementar la produccion de
E2 en el liquido folicular (Knight y Glister, 2003), mientras la foliculostatina impide esta
accion de la activina, en conjunto ambas pueden alterar el mecanismo de retroalimentacion

ejercido por E2 (Phillips y de Kretser, 1998). Asimismo, la inhibina, que fue detectada en las
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células de la granulosa de la vaca, juega un rol de importancia impidiendo la secrecion de

FSH desde la adenohipéfisis (Findlay y col., 2002).

1.1.4.3. Funcion del cuerpo liteo durante el ciclo estral

El CL se origina a partir de las células del foliculo ovulatorio. La LH es la mayor
hormona luteotrdpica en las vacas (Hansel, 1966), y es la responsable de estimular la
luteinizacion de las células de la granulosa y de la teca interna del foliculo preovulatorio
(Alila y Hansel, 1984). Una de las funciones del CL es producir suficiente P4 para poder
asegurar el mantenimiento de una gestacion si el proceso de fertilizacion se llevéd a cabo y
existe un embrion dentro del utero. En este sentido, la P4 secretada por el CL produce una
reduccion en la secrecion de gonadotrofinas y previene la aparicion del estro (Forde y col.,
2011). Por otra parte, las concentraciones elevadas de P4 durante la fase lutea del ciclo alteran
el patron de expresion de genes en el utero (Forde y col., 2009). Durante la mitad de la fase
lutea, estas concentraciones elevadas de P4 producen una regulacion hacia abajo del receptor
nuclear de P4 en el epitelio luminal del endometrio (Kimmins y MacLaren, 2001). Si hacia el
dia 16 del ciclo, no ha sido detectada en cantidad suficiente la sefial de reconocimiento
materno de la prefiez (interferon tau), se desencadena el proceso de luteolisis del CL. Asi, la
PGF2a, el mayor agente luteolitico en rumiantes, es secretado por el tero (Baird y col., 1976;
Kindahl y col., 1976; Nett y col., 1976; Lamothe y col., 1977). El receptor de oxitocina
existente en el utero se une a la oxitocina proveniente de la neurohipdfisis y a aquella
proveniente del propio CL, propagandose de esta manera la secrecion episodica de PGF2a
desde el utero, esta prostaglandina se dirige hacia el ovario a través de un mecanismo de
contracorriente que le permite pasar desde la vena uterina directamente a la arteria ovarica.
Asi, durante la lutedlisis se reducen las concentraciones circulantes de P4, las concentraciones
de E2 se incrementan, la GnRH se libera del hipotalamo y el animal entra en una nueva fase

folicular (Forde y col., 2011).

1.2. Superfamilia del Factor de Crecimiento Transformante-p (TGF-p)

1.2.1. Conceptos generales

La generacion de ovocitos maduros y competentes es la culminacion de un proceso

largo y altamente organizado. La foliculogénesis se compone de eventos interrelacionados y
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altamente coordinados, que incluyen el reclutamiento de foliculos primordiales, la
proliferaciéon de las células de la granulosa y de la teca, maduracion del ovocito,
esteroidogénesis y la ovulacion (Richards y col., 1987; Richards y Hedin, 1988; McLaughlin
y Mclver, 2009).
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Figura 6: Esquema de las concentraciones hormonales y la dinamica de crecimiento folicular durante el ciclo
estral bovino. FSH: hormona foliculoestimulante. LH: hormona luteinizante. PGF2a: prostaglandina F2a.
FD: foliculo dominante. FA: foliculo atrésico. (Adaptado de Rippe, 2009).

Cada uno de estos estadios envuelve una comunicacion paracrina entre el ovocito y las capas
de las células de la granulosa y de la teca, mediada principalmente por una gran cantidad de
hormonas y citoquinas (Eppig, 1985, 2001; Richards y Hedin, 1988; Buccione y col., 1990;
Oktay y col., 2000; Skinner, 2005; Su y col., 2008; Wigglesworth y col., 2013). En este
sentido, una numerosa cantidad de factores intraovaricos actian de manera autocrina y
paracrina comunicando bidireccionalmente, las células de la teca interna, las células de la
granulosa y el ovocito, contribuyendo a coordinar la proliferacion y diferenciacion celular
dentro del foliculo (Otsuka, 2010) (figura 7).

Las citoquinas son proteinas de sefial solubles mejor conocidas por sus propiedades
como inmunoreguladores, pero en la actualidad se las reconoce como factores de crecimiento
que regulan la proliferacion, diferenciacion, funcion y destino de las células (Orsi, 2008; Orsi
y Tribe, 2008). Ellos incluyen a las interleuquinas (ILs), factor estimulante de colonias (CSFs,
del inglés: colony stimulating factors), factor de necrosis tumoral (TNFs, del inglés: tumour
necrosis factors), TGFs y varias hormonas peptidicas tales como la prolactina. Las

citoquinas son las llaves para el éxito reproductivo, creando un ambiente embriotrofico con
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una regulacién inmune que permite la gametogénesis, fertilizacion, desarrollo temprano del

embrion, su implantacion y el posterior crecimiento fetal (Field y col., 2014).
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Figura 7: Representacion esquematica de las citoquinas involucradas en la foliculogénesis. Interacciones y
localizaciones basadas en un modelo humano con inferencias realizadas a partir de modelos animales. O:
ovocito; PG: células pre-granulosa; G: células de la granulosa; PT: células pre-tecales; T: células de la teca.
Las flechas negras indican produccion de citoquinas; las flechas rojas solidas indican interacciones
positivas, mientras las flechas solidas azules indican interacciones negativas. Las flechas punteadas indican
posibles interacciones; las flechas alineadas indican un sinergismo potencial. (Adaptado de Field y col.,
2014).

El crecimiento del ovocito dentro de los foliculos preantrales y la maduracion dentro
de los foliculos antrales, son procesos dependientes de factores intraovaricos, los cuales estan
presentes en el liquido folicular (Hsieh y col., 2009; Padhy y col., 2009). La concentracion de
estos factores dentro del liquido folicular estd relacionada positivamente con sus niveles
sanguineos (Qiao y Feng, 2011). Cualquier desbalance o disfuncién en estos factores junto
con la alteracioén del microambiente del liquido folicular puede resultar en una foliculogénesis
anormal y en desordenes en el crecimiento y maduraciéon ovocitario (Artini y col., 2007;
Frank y col., 2008; Padhy y col., 2009).

Numerosos estudios realizados en diversas especies han demostrado la expresion de

los diferentes miembros de la superfamilia de TGF-B en los componentes del foliculo ovarico,
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tanto en el ovocito como en las células somaticas que lo acompaiian, en funcion al estadio de
desarrollo folicular. Existen evidencias experimentales que indican que dichas proteinas
cumplen funciones en multiples aspectos del desarrollo folicular incluyendo el reclutamiento
de los foliculos primordiales, la proliferacion y apoptosis de las células de la granulosa,
esteroidogénesis, expresion de receptores para gonadotrofinas, maduraciéon del ovocito,
ovulacion, luteinizacion y formacion del cuerpo lateo (Nilsson y col., 2003; Kumanov y col.,

2005; Knight y Glister, 2006; Sisco y Pfeffer, 2007).

1.2.2. Ligandos

La superfamilia del TGF- es un grupo de proteinas estructuralmente conservadas
aunque funcionalmente diversas compuesta por al menos 35 miembros en los vertebrados.
Estas proteinas estan ampliamente distribuidas a través del cuerpo y funcionan como ligandos
extracelulares relacionados con numerosos procesos fisiologicos tanto en la vida pre como
posnatal (Massague y Wotton, 2000). Los miembros de la superfamilia del TGF-$ son
sintetizados como largas proteinas precursoras que estan compuestas por un dominio amino-
terminal de secuencia sefial y un dominio pro-maduro (dominio carboxi-terminal). EI dominio
amino-terminal dirige el precursor a una via de sefializacién, mientras el pro-dominio variable
puede facilitar la dimerizacion. Una caracteristica comiin compartida por los miembros de
esta familia es que las formas bioactivas maduras son homo o heterodimeros que
corresponden a la region carboxi-terminal clivada de dichas largas pre-proproteinas. En la
mayoria de los casos estos dimeros estan unidos covalentemente mediante puentes disulfuro
entre los residuos de cisteina conservados (Rossi y col., 2015).

Sobre la base de otras caracteristicas estructurales, los miembros de esta superfamilia
han sido clasificados a su vez en otras subfamilias a saber: subfamilia del TGF-: comprende
TGF-B1, TGF-B2, y TGF-B3, subfamilia de BMP (del inglés: Bone Morphogenetic Protein:
proteina morfogénica del hueso) con més de 20 miembros, subfamilia del GDF (del inglés:
Growth and Differentiation Factor: Factor de crecimiento y diferenciacion) con al menos 9
miembros, subfamilia de activina/inhibina que incluyen activinas A, AB, B e inhibinas A y B,
subfamilia del GDNF (del inglés: Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor: factor
neurotréfico derivado de las células gliales, incluye al GDNF, artemisa y neurturina; asi como
miembros adicionales como por ejemplo la AMH (del inglés: anti-Mullerian Hormone:

hormona antimulleriana).
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1.2.3. Receptores

La mayoria de los miembros de la superfamilia del TGF-f, con la excepcion de la
subfamilia del GDNF e inhibina, realizan sus acciones a través de la unién y formacion de
complejos hétero-tetraméricos con dos tipos de receptores de membrana designados como
tipo I y tipo II. En los mamiferos existen al menos 7 receptores tipo I, y 5 receptores de tipo 11
asociados con la traduccion de la sefial de los ligandos de la superfamilia del TGF-P. Estos
receptores son glicoproteinas de aproximadamente 55 kDa (tipo 1) y 70 kDa (tipo II). Las
regiones extracelulares de estos receptores contienen alrededor de 150 aminoécidos con 10 o
mas cisteinas que determinan el area de plegado. Los receptores tipo I tienen como
caracteristica especial una region intracelular de 30 aminoécidos inmediatamente anterior al
dominio kinasa, esta region recibe el nombre de “GS”, por ser una secuencia rica en glicina y
serina. Estos receptores son estructuralmente similares y poseen dominios de serina/treonina
kinasa en su dominio intracelular (Otsuka, 2010). Diferentes ligandos pueden formar
complejos de sefial activos mediante la unidon al dominio extracelular de uno o mas tipos de
receptores o combinaciones de ellos. La activacion del receptor a través de la fosforilacion a
partir del dominio quinasa intracelular lleva a la fosforilacion de moléculas de sefal corriente
abajo denominadas SMADs reguladas por receptor (R-SMADs). Estas proteinas co-receptoras
son componentes intracelulares de la via de sefializacion corriente abajo de la superfamilia del
TGF-B. El primer miembro de esta familia es la proteina llamada Mothers Against
Decapentaplegic (MAD) que fue descubierta en Drosophila melanogaster. Sumado a €sta se
descubrieron en Caenorhabditis elegans tres proteinas homologas denominadas SMA. En
vertebrados existen proteinas homologas a SMA y MAD y son llamadas SMADs por
combinacion de SMA y MAD (Derynck y col., 1996). Al menos 10 SMADs de vertebrados
han sido identificadas hasta ahora (Rossi y col., 2015). Estas proteinas se asocian con otras
SMADs y se trasladan al nucleo para modular la expresion génica a través de interacciones

con varios factores de trascripcion, coactivadores y correpresores.

1.2.4. Proteinas de union (BP, del inglés: binding proteins) y co-receptores

Aunque los receptores tipo I y II son capaces de realizar la transduccion de la seial
intracelular para las BMPs, la unién a estos receptores y la actividad de ciertos ligandos es

regulada por co-receptores (Miyazono y col., 2010). Algunos miembros de la familia de
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moléculas guia repulsivas (RGM, del inglés: repulsive guidance molecule) como RGMa, b y
¢, son co-receptores para BMP-1 y BMP-4 y actiian mejorando su sefial. RGMb y ¢ son
también conocidas como DRAGON y hemojuvelina, respectivamente. Estas interaccionan
con los receptores tipo I y/o tipo Il y se unen a BMP-2 y BMP-4 facilitando la unién
ligando/receptor. Otro co-receptor reconocido es una proteina transmembranosa llamada
endogelina que puede unirse a BMP-2 y BMP-7, mejorando sus niveles de respuesta
(Miyazono y col., 2010). En relacion a las BPs, ha sido demostrado que foliculostatina se une
directamente a numerosos miembros de la superfamilia del TGF-f, incluyendo a las BMP-2,
BMP-4, BMP-6, BMP-7 y BMP-15 (Otsuka y col., 2001; Amthor y col., 2002; Glister y col.,
2004). Ademas, noggina, una glicoproteina homodimérica se asocia con alta afinidad a BMP-
2 y BMP-4, pero con menor afinidad a las BMP-7 y BMP-6, esta union impide la interaccion
del ligando con su receptor tipo 1. Otra BP de la familia de las BMPs es una proteina secretada
rica en cisteina llamada cordina, que también se une directamente a BMP-2, BMP-4 y BMP-7
e impide la interaccion de estas proteinas con su receptor, sin embargo, la afinidad de cordina
por BMP-4 es diez veces menor que noggina. También, gremlina, una proteina perteneciente
a una subfamilia de antagonistas de BMPs que también posee un dominio rico en cisteina,
puede unirse e inhibir a BMP-2 y BMP-4 (Glister y col., 2011). Interesantemente, la
expresion de noggina y gremlina es estimulada por las mismas BMPs a las que inhiben, lo que
indica la existencia de un mecanismo de retroalimentacion negativa en este nivel (Kameda y
col., 1999; Pereira y col., 2000). Glister y col. (2011) evaluaron en cultivos de células de la
granulosa y de la teca bovinas el comportamiento de las BPs (cordina, gremlina, noggina y
foliculostatina) asociadas a las BMPs. Asi, vieron que los transcriptos como la expresion
proteica de todas las BPs fueron mas altos en células de la granulosa que en células de la teca.
El tipo de células y la categoria folicular modifica la abundancia de ARNm para cordina,
foliculostatina y noggina. Las BPs extracelulares provenientes en mayor medida de las células
de la granulosa, contribuyen a la regulacién intrafolicular de las vias de senalizacion de las
BMPs. Sumado a la existencia de estos reguladores, existen otras proteinas de membrana
(BAMBI, del inglés: BMP and activin membrane-bound inhibitor) que pueden modular el
sefalamiento por los miembros de la superfamilia del TGF-B. Mientras algunas de estas
proteinas de union son consideradas como trampas que disminuyen la disponibilidad del
ligando impidiendo la interaccidn con sus receptores de sefial, en algunas instancias

(particularmente cuando la afinidad es mas baja) ellas podrian contribuir en la presentacion
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del ligando mediante el mantenimiento de altas concentraciones del mismo en zonas cercanas

a la superficie celular (Sugino y col., 1994; Knight y Glister, 2006).

1.3. Sistema de las BMPs

Estudios funcionales han aportado evidencia clara sobre las acciones intraovaricas de
las BMPs y otros miembros de las superfamilia TGF-B. Asi, se demostré que las BMPs
pueden suprimir la produccién de andrégenos en las células de la teca (Hillier y col., 1991;
Dooley y col., 2000; Glister y col., 2005), promover la proliferaciéon de las células de la
granulosa, aumentar la expresion del receptor de FSH y mejorar la produccion de E2 mientras
inhiben la de P4 (Hasegawa y col., 1988; Xiao y col., 1992; Findlay y Drummond 1999;
Glister y col., 2004; Juengel y col., 2006). En humanos hay una interrelacion entre el sistema
de BMPs y FSH. Las BMPs inicialmente inhiben la expresion del receptor de FSH, mientras
la FSH estimula las sefiales endogenas del sistema BMP. Este balance es de importancia para
el desarrollo y mantenimiento de células de la granulosa in vitro (Miyoshi y col., 2006). Se ha
establecido que la FSH puede influir en el desarrollo de los foliculos de los estadios
preantrales tempranos o medios. Sin embrago, el desarrollo posterior a las fases preantral

tardio/antral pequefio se transforma en dependiente de FSH de manera critica.

1.3.1. Ligandos

Las BMPs fueron originalmente aisladas de tejido dseo como proteinas que inducen la
formacion de hueso, y de cartilago en sitios ectopicos, por fuera del esqueleto, in vivo (Urist,
1965; Wozney, 1988). Las BMPs se distinguen de otros miembros de la superfamilia del
TGF-B por tener siete residuos conservados de cisteina en la region madura. Seis de estos
residuos estan unidos dentro de la subunidad para formar una estructura rigida tridimensional
llamada “nudo o lazo de cisteina”. El residuo nimero siete es necesario para que se dé la
dimerizacion a través de los puentes disulfuro (Otsuka, 2010). Eso resulta en la formacion de
un dimero de enlace covalente, el cual permite la actividad bioldgica de estas proteinas (Wang
y col., 1990). Las BMPs pueden ser clasificadas dentro de varios subgrupos, a saber: el grupo
de BMP-2 y -4, el grupo de BMP-5, -6, -7 y -8 y finalmente el de las BMP-9, -10 y -15 (Ducy
y Karsenty, 2000). La familia de las BMPs comprende 18 miembros y como fueron

descubiertas por diferentes grupos de investigaciébn y en tiempos muy cercanos se les
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atribuyeron diferentes nombres. En la tabla 2 se listan las BMPs de mayor relevancia y sus
nombres alternativos.

Ha sido bien establecido que las BMPs son reguladores de multiples procesos
biologicos incluyendo la proliferacion, apoptosis, diferenciacion y morfogénesis entre otros.
Shimasaki y col. (1999, 2004) demostraron que las BMPs ejercian acciones criticas a nivel de
la foliculogénesis. Estudios in vitro han establecido que BMP-2, -4 y -8 controlan la
formacion de las células germinales primordiales (Dudley y col., 2010), mientras BMP-6, -7 y
-15 regulan la activacion de los foliculos primordiales y su viabilidad (Aragjo y col., 2010a;
Celestino y col., 2011), median el crecimiento de los foliculos preantrales (Frota y col., 2011;

Passos y col., 2013) y la maduracién de los foliculos antrales (Shimasaki y col., 2004).

Tabla 2: Miembros de la familia de las BMPs con sus nombres alternativos (Adaptado Rossi y col., 2015)

Nombre
Ligandos . Referencia
alternativo

BMP-1 mTLD Martinez-Glez y col. (2012)
BMP-2 BMP-2A Dathe y col. (2009)
BMP-3 Osteogenina Hardyy Kramer (2000)
BMP-3B GDF-10 Tandon y col. (2012)
BMP-4 BMP-2B Nikaido y col. (1997)
BMP-5 Pierre y col. (2005)
BMP-6 Vgr-1 Gitelman y col. (1994)
BMP-7 OP-1 Macias y col. (1997)
BMP-8a OP-2 Zhao and Hogan (1996)
BMP-8b Caoet al. (2013)

BMP-11 GDF-11 Hannan et al. (2009)
BMP-12 GDF-7, CDMP-3 Yehy Lee (2010)
BMP-13 GDF-6, CDMP-2 Williams y col. (2008)
BMP-14 GDF-5, CDMP-1 Chhabray col. (2005)
BMP-15 GDF-9B Bodiny col. (2007)
BMP-16 Luckenbachycol. (2011)

1.3.2. Receptores y proteinas de union

Igual que otros miembros de la superfamilia del TGF-f, las BMPs forman complejos

heteroméricos con receptores tipo I y tipo II (figura 8). Estos dos tipos de receptores tienen

afinidad por las BMPs y logran complejos de union de alta afinidad (Liu, 1995; Otsuka,
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2010). Los ligandos de la familia de las BMPs se unen aleatoriamente a uno de cuatro
diferentes receptores tipo I, ActR-1A (ALK-2), BMPR-1A (ALK-3), ActR-1B (ALK-4) y
BMPR-1B (ALK-6). Antes de reclutar uno de los tres receptores tipo I (BMPR-2, ActR-2A y
ActR-2B) para formar un complejo sefial activo. Respecto a los receptores tipo I, se ha
sugerido que BMP-2 y BMP-4 preferentemente se unen al BMPR-1A y/o BMPR-1B,
mientras BMP-6 lo hacen al ActR-1A y/o BMPR-1B (ten Dijke y col., 1994; Ebisawa y col.,
1999; Aoki y col., 2001). Respecto a los receptores tipo II, BMP-6 preferentemente se une a
los receptores ActR-2A, mientras BMP-2, BMP-4 y BMP-6 lo hacen al BMPR-2 (Liu y col.,
1995; Nohno y col., 1995; Yamashita y col., 1995; Ebisawa y col., 1999; Moore y col., 2003)
(tabla 3).

Tabla 3: Relacion entre ligandos, receptores y SMADs dentro de la familia de las BMPs.

Receptor tipo Il Receptor tipo | m

BMP-2 ALK-3 (BMPR-IA)

BMP-4 BMPR-l ALK-6 (BMPR-IB) SNADL/BI
BMPR-II
BMP-6 ALK-2 (ActR-IA)
BMP-7 :ccttRR—-I:IB ALK-6 (BMPR-B) VAP /5/8
(Adaptado de Shimasaki y col.,
BMP-15 BMPR-II ALK-6 (BMPR-IB) SMAD 1/5/8 2004 y Rossi y col., 2015).

El complejo formado con el receptor tipo Il permite transfosforilar (activar) el dominio
kinasa “GS” intracelular del receptor tipo I que fosforila a las llamadas proteinas SMADs-
1/5/8, que son factores de transcripcion intracelulares para las BMPs. Estas se unen a una
proteina asociada, SMAD-4, y asi forman un complejo hetero-oligomérico con SMADs-1/5/8,
este complejo luego es traslocado al interior del nicleo celular para unirse especificamente a
zonas de ADN diana e inducir asi la transcripcion de genes especificos (Miyazono y col.,
2005, 2010, Glister y col., 2010).

Como fue descripto anteriormente (apartado 1.2.4), a nivel extracelular, existen
antagonistas de las BMPs (ejemplo noggina) que se unen al receptor especifico,
bloqueandolo. La expresion de noggina estd potencialmente inducida por la actividad de las
BMPs y asi puede controlar las acciones de las BMPs a través de mecanismos de
retroalimentacioén negativa (Song y col., 2010).

La inhibina, un componente de la superfamilia del TGF-f y antagonista de la activina,
puede funcionar también como un antagonista competitivo de las BMPs a través de un
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mecanismo dependiente de la co-expresion de una molécula de superficie llamada
betaglicano, también conocido como TGFBR-3. De esta manera se establece una competencia
por el receptor(es) tipo II utilizado por las BMPs para ejercer su efecto. Asi, tanto inhibina
como el betaglicano pueden jugar un rol importante en la regulacion de la actividad de las

BMPs (Wiater y Vale, 2003; Farnworth y col., 2006; Glister y col., 2010).

BMP

R-SMAD . .
Figura 8: Mecanismo de

'—D—O seflalizacion de BMPs a
mre0) I-SMAD través de proteinas SMADs.
R-SMAD Las BMPs se unen a dos
fosforilada tipos de receptores,
Receptortipoll induciendo fosforilaciéon de
BMPR-II los R-SMADs, los que
ActR-Il/lIB Co-SMAD — () forman complejos con las
O E{..o Co-SMADs, que viajan al
Complejo SMAD ntcleo, donde regulan Ia
transcripcion  de  genes
blanco. Uno de éstos es el
gen [-SMAD, el cual
suprime la  sefializacion
interactuando con el receptor
tipo 1 inhibiendo Ia
formacién del complejo R-
SMAD-Co-SMAD.
(Adaptado de Miyazono y
col., 2005).

Receptortipo |
ALK 2/3/6

1.3.3. Expresion de BMPs y su rol en la foliculogénesis

En la tabla 4 se resumen algunos de los efectos de las BMPs en la ovocitogénesis y
foliculogénesis en rumiantes. En la figura 9 se observa un esquema de la expresion de las

BMPs en diferentes estadios del desarrollo folicular en mamiferos.

1.3.3.1. BMP-1

A través de técnicas de inmunohistoquimica sobre cortes de ovarios ovinos, ha sido
demostrado que BMP-1 estd presente en las células de la granulosa de todos los estadios de

desarrollo folicular. Ademads, se ha estudiado que BMP-1 puede regular la formacion de
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matriz extracelular (MEC) durante la foliculogénesis (Canty-Laird y col., 2010), siendo esto
de importancia porque durante el crecimiento o atresia de los foliculos en ovinos, la MEC
sufre cambios dramaticos en la composicion del coldgeno, componente fundamental del tejido

conectivo que forma parte de la teca y estroma ovaricos (Huet y col., 1997, 1998; Berkholtz y

col., 2000).

1.3.3.2. BMP-2

La expresion de ARNm para BMP-2 fue reportada en células de la granulosa de
foliculos primarios, preantrales y antrales en raton (Erickson y Shimasaki, 2003), y en
foliculos antrales de ovino (Juengel y col., 2006), asi como también en células de la teca de
foliculos antrales bovinos (Fatehi y col., 2005). Estudios en esta misma especie sugieren que
BMP-2 es la BMP mas abundante en las células de la granulosa de foliculos bovinos (Glister
y col., 2010) y la expresion relativa de ARNm para BMP-2 y sus receptores BMPR-1A y
BMPR-II fue més elevada en FDs en estadios preovulatorios, que en aquellos en estadios
menos avanzados de desarrollo (Salvaraju y col., 2013). Ademas, el tratamiento in vitro de
células de la granulosa con BMP-2 incrementé las concentraciones de E2 pero redujo las de
P4. Estos resultados sugieren que BMP-2 podria tener un rol importante en el desarrollo del
FD en bovinos (Salvaraju y col., 2013). También, se describid que la interaccion entre BMP-2
y BMP-4 tiene un efecto aditivo estimulando la generacion de células germinales primordiales
en raton (Ying y Zhao, 2001). Sumado a esto, otros estudios in vitro en células de la granulosa
de foliculos antrales ovinos mostraron que la BMP-2 incrementaba la produccion de E2 e
inhibina después de una estimulacién con FSH, promoviendo asi la diferenciacion de las
células de la granulosa (Souza y col., 2002). Sin embargo, en células de la teca interna
porcinas in vitro, la BMP-2 suprime la sintesis de P4, androstenediona (A4) y E2, mientras
que en la granulosa produce una estimulacion de la proliferacion celular (Brankin y col.,

2005).

1.3.3.3. BMP-4

Tanto el ARNm como la proteina de BMP-4 son expresadas en células de la teca en
ovario de raton (Erickson y Shimasaki, 2003). Muchos estudios han demostrado que la BMP-

4 es el mayor regulador en la formacion de células germinales primordiales en mamiferos
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(Saitou y Yamaji, 2010). Asimismo, BMP-4 causa un aumento significativo en la expresion
de genes en estas células y aparece como un requerimiento fundamental para la diferenciacion
de células pluripotenciales embrionarias humanas en células germinales primordiales (West y
col, 2010). Ding y col. (2013) demostraron que BMP-4 inicia el crecimiento de foliculos
primordiales y previene la apoptosis del ovocito. Dentro de las BMPs derivadas de las células
de la teca/estroma, se ha demostrado en roedores que las BMP-4 y BMP-7 regulan a las
c€lulas tecales/intersticiales promoviendo la transicion de los foliculos primordiales a
primarios y la supervivencia folicular (Nilsson y Skinner, 2003).

En bovinos el ARNm de la BMP-4 fue hallado en todos los compartimentos
foliculares (granulosa, teca, ovocito, cumulus oophorus) y, a través de la técnica de
inmunohistoquimica, Fatehi y col. (2005) demostraron que la expresion de BMP-4 estaba
limitada a las células de la teca interna y el 25% de los ovocitos presentes en foliculos
antrales. Glister y col., (2010) y Kayani y col., (2009) encontraron expresion de esta BMP
tanto en células de la granulosa como de la teca en foliculos bovinos, manteniéndose niveles

de mayor expresion en las células de la teca.

1.3.3.4. BMP-5

La BMP-5 ha sido encontrada en ovarios porcinos y de ratas (Shimizu y col., 2004;
Pierre y col., 2005). Estudios por hibridacién in situ demostraron que la expresion de ARNm
de BMP-5 fue mayor en células de la granulosa y del cumulus de foliculos antrales pequefios
a grandes y en foliculos atrésicos (Pierre y col., 2005). Se asume que la BMP-5 esta
involucrada en el desarrollo de los foliculos secundarios pero no de los primarios (Shimizu y
col., 2004). En raton, esta BMP mejora la proliferacion de las células de la granulosa de los
foliculos antrales (Pierre y col., 2005). Ademas, esta BMP causa una inhibicién marcada,

dosis dependiente, de la P4 inducida por FSH.

1.3.3.5. BMP-6

Esta BMP estéa presente en el ovocito de todas las categorias foliculares en diferentes
especies (murina: Erickson y Shimasaki, 2003; bovina: Glister y col., 2004; ovina: Juengel y
col., 2006; caprina: Frota y col., 2013), asi como también en las células de la granulosa y de la

teca de varias especies (murina: Erickson y Shimasaki, 2003; bovina: Glister y col., 2004;
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ovina: Juengel y col., 2006). En estudios ex vivo en bovinos, la abundancia relativa de ARNm
de BMP-6 no mostré variaciones a través de los distintos estadios de desarrollo folicular,
expresando marcacién positiva en ambas poblaciones foliculares mediante la técnica de
inmunohistoquimica (Glister y col., 2010). En caprinos, su nivel de expresion es mayor en
foliculos primarios y preantrales (Frota y col., 2013).

Este factor de crecimiento decrece drasticamente durante la seleccion del FD, y esta
reduccion puede estar relacionada con el mecanismo por el cual se lleva a cabo el proceso de
seleccion de dicho foliculo (Shimasaki y col., 2004). En ratones se evidencidé un aumento en
la expresion del ARNm y de la proteina de VEGF (del inglés: vascular endothelial growth
factor. factor de crecimiento endotelial vascular) (Park y col., 2012). Por otra parte, BMP-6
podria tener un rol en el proceso de ovulacion en humanos, al incrementar la acumulacion de
neutrofilos y suprimir los efectos de los inhibidores de las proteasas en el foliculo
preovulatorio (Akiyama y col., 2014).

Las activinas y la BMP-6 derivadas de las células de la granulosa cumplen un rol
autocrino/paracrino mientras que los factores GDF-9, BMP-15 y BMP-6 derivados del
ovocito poseen un rol paracrino en la promocion de la proliferacion de las células de la
granulosa y en la modulacion de la funcion folicular dependiente de FSH (McNatty y col.,
2005; Shimizu y col., 2004; Otsuka, 2010). La exposicion diferencial a dichos factores podria
ser uno de los motivos por los cuales ciertos foliculos son sensibles a la FSH, convirtiéndose

luego en FDs, permitiéndole esto continuar su desarrollo a foliculo preovulatorio.

1.3.3.6. BMP-7

La BMP-7 es producida por las células de la teca de foliculos preantrales y antrales
(Shimasaki y col., 2004). En foliculos de especies murinas la expresion de ARNm fue
restringida s6lo a la granulosa (Lee y col., 2004), sin embargo en foliculos ovinos fue
detectada en todas las células foliculares (Juengel y col., 2006). En foliculos antrales de cabra,
los niveles de ARNm de esta BMP son significativamente mas altos en las células de la
granulosa y de la teca interna de foliculos antrales grandes (>3mm) que aquellos observados
en foliculos antrales pequefios (<3mm) (Frota y col.,, 2013). Ademas, estudios in vitro
demostraron que la BMP-7 promueve el crecimiento y la activacion de foliculos primordiales,

y estimula la expresion de FSHR en ovarios en modelos murinos (Lee y col., 2004). En este
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sentido, Shi y col. (2010) reportaron que la BMP-7 induce una reduccion en la expresion del
gen del LHR.

BMP-7 también contribuye a mantener la ultraestructura y supervivencia de los
foliculos primordiales en cultivos de foliculos caprinos (Araujo y col., 2010b). La aplicacion
de BMP-7 en la bolsa ovarica de ratas incrementa el numero de foliculos primarios,
preantrales y antrales, fortaleciendo la idea de que este factor actia como un promotor del
crecimiento y activacion de foliculos primordiales (Lee y col., 2001). Adicionalmente, BMP-7
sola 0 con FSH incrementa significativamente el crecimiento y la formacion del antro de
foliculos caprinos en cultivo (Frota y col., 2011). Ademas, ha sido reportado que produce un
aumento en la expresion de la CYP19A1 favoreciendo la produccion de E2 in vivo e in vitro
e inhibe la produccion de P4 (Lee y col., 2001; Miyoshi y col., 2007).

La BMP-7 incrementa significativamente la expresion de ARNm de genes inhibidores
de apoptosis como [AP-3 y deprime la expresion de genes pro-apoptoticos como caspasa-3 'y -

9 (Kayamori y col., 2009).

1.3.3.7. BMP-8

Su expresion en el ovario no fue ain demostrada. Sin embargo, Ying y col. (2000)
describieron que este factor tiene un rol de importancia en la formacion de las células
germinales primordiales. Ha sido demostrado en ratones con una mutacién en el gen que
codifica para esta proteina, una disminucion de las células germinales primordiales (Ying y

col., 2000).

1.3.3.8. BMP-9

Esta proteina, también llamada GDF-2, estd mayormente expresada en el higado y
muestra actividad de tipo hematopoyética, hepatogénica y osteo-condrogénica. Actia ademas
como un regulador metabdlico de la glucosa, los lipidos y el hierro, asi como un factor de
diferenciacion neuronal (Lamplot y col., 2013; Herrera y col., 2014). BMP-9 en comparacion
con otros miembros de la familia de las BMPs presenta altas concentraciones (en el orden de
los ng/ml) a nivel de suero y plasma humanos (Herrera y col., 2014). Estd asociada a la
proliferacion, apoptosis y diferenciacion de células cancerigenas en el ovario, mama y tejido

tiroideo. (Herrera y col., 2009; Na y col., 2013). Hosoya y col. (2015) evidenciaron que esta
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BMP-9 acttia como un inhibidor del proceso de luteinizacion durante la foliculogénesis, al
actuar sobre células de la granulosa de ratas suprimiendo la produccién de P4 inducida por
FSH (no la de E2), con una disminucioén en el contenido de AMPc y una caida en los niveles
de ARNm de las proteinas reguladoras de la esteroidogénesis aguda (StAR), de la enzima de
clivaje de la cadena lateral del colesterol (citocromo P450scc o CYPI1Al), 3pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD3f3) y FSHR.

1.3.3.9. BMP-15

Muchos estudios han demostrado que BMP-15 est4 implicada en el proceso normal de
fertilizacion en los mamiferos, jugando un papel de importancia en la regulacion de las
funciones de las células foliculares (Kedem y col., 2011; Passos y col., 2013) y del cumulus
(Erickson y Shimasaki, 2001; Teixeira Filho y col., 2002; Gilchrist y col., 2008; Chen y col.,
2009). Este factor es expresado en ovocitos de foliculos primarios de roedores, ovinos,
bovinos y humanos (Juengel y McNatty, 2005; Hosoe y col., 2011) y también en liquido
folicular en humanos (Wu y col., 2007). Numerosos estudios llevados a cabo en diferentes
especies han demostrado que la expresion de BMP-15 y GDF-9 estd estrechamente
corregulada (Crawford y McNatty, 2012). McIntosh y col. (2012) han demostrado que ambos
factores tienen roles fisioldgicos importantes en la regulacion de la ovulacion y el tamafio de
la camada en ratones. Estos dos factores juegan roles cruciales en el desarrollo folicular, la
ovulacion, maduracion ovocitaria y desarrollo embrionario (Juengel y McNatty, 2005; Knight
y Glister, 2006; Hutt y Albertini, 2007; Gilchrist y col., 2008). Ovejas homocigotas que tienen
mutaciones inactivantes en los genes para BMP-15 o GDF-9 son infértiles por una falla
ovarica primaria. Sin embargo, los individuos heterocigotas para mutaciones inactivantes en
BMP-15 o GDF-9, son fértiles y muestran un incremento en las tasas de ovulacion. Este
fenotipo particular se relaciona con las funciones cooperativas de estos dos factores a nivel de
la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa (Juengel y col.,
2009).

En bovinos, Hosoe y col. (2011) observaron que a nivel de foliculos antrales los
transcriptos de BMP-15 y GDF-9 son expresados por los ovocitos y células del cumulus de
animales adultos y solo en ovocitos de animales jovenes. Sin embargo, fue demostrada la
expresion proteica en ambos grupos etarios, tanto a nivel del ovocito como de las células del

cumulus. Asimismo, Caixeta y col. (2013) mostraron la capacidad de BMP-15 para favorecer
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la expansion de los complejos cumulus ovocito (COCs) bovinos madurados in vitro por un
mecanismo que direcciona la glucosa hacia la produccion de acido hialurénico (componente
mas importante de la MEC del cumulus).

En cabras, la proteina fue detectada en los ovocitos de todos los tipos de foliculos y en
células de la granulosa de foliculos primarios en adelante (Silva y col., 2006). En esta misma
especie se halldé que la expresion de ARNm para BMP-15 fue detectada en foliculos
primordiales, primarios y preantrales, asi como también ovocitos y células de la granulosa de
foliculos antrales (Silva y col., 2005). Los ovocitos que estan recubiertos con liquido folicular
con altos niveles de BMP-15 tuvieron un porcentaje mas alto de fertilizacion, division y mejor
calidad en embriones en desarrollo (Rossi y col., 2015). Lima y col. (2012) observaron que
BMP-15 es efectiva en promover la formacion del antro y mantener el crecimiento folicular
durante el cultivo de foliculos preantrales de cabra.

Estudios realizados en células de la granulosa de ratas demostraron que la BMP-15
recombinante estimula la proliferacion de estas células independientemente de FSH, pero
deprime el efecto de FSH sobre la produccion de P4, sin afectar la de produccién de E2
(Otsuka y col., 2000).

En bovinos la inmunizacién de vaquillonas con péptidos de BMP-15 altera la tasa de
ovulacion, produciendo de una manera paraddjica, tanto falla como aumento de la misma.
Ademas, la inmunizacion disminuy6 la cantidad de foliculos antrales visibles en la superficie
del ovario, reduciendo su numero y didmetro (Juengel y col., 2009). BMP-15 sola o junto a
FSH promueve el incremento del volumen (BMP-15 o FSH) y formacion de antro (BMP-15
mas FSH) de los foliculos preantrales bovinos cultivados in vitro. A pesar de esto, tras 12 dias
de en cultivo suplementados con BMP-15 y FSH, los foliculos tuvieron cambios
ultraestructurales y un aumento en el grado de atresia (Passos y col., 2013). Mutaciones en
BMP-15 estéan relacionadas con la ocurrencia de enfermedades asociadas con el sindrome de
ovario poliquistico (PCOS, del inglés: polycystic ovary sindrome) e insuficiencia ovarica
prematura (Takebayashi y col., 2000). Tanto la BMP-15 como el GDF-9 estan involucrados
en la foliculogénesis en humanos y su expresion anormal podria estar relacionada a

infertilidad (Gilchrist y col., 2008).
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Figura 9: Expresion de las BMPs en diferentes estadios del desarrollo folicular en mamiferos. El
sistema de BMPs actua promoviendo el desarrollo folicular y el crecimiento celular, regulando las
funciones de los distintos componentes de los foliculos ovaricos. CGP: células germinales
primordiales. (Adaptado de Rossi y col., 2015).

1.4. Hormona Anti-Miilleriana (AMH)

1.4.1. Conceptos generales, ligandos y receptores.

La AMH, también llamada sustancia inhibidora Miilleriana (MIS), es una
glicoproteina homodimérica con puentes disulfuros de 140 kDa en bovinos, perteneciente a la
superfamilia del TGF-B. Es secretada por las células de la granulosa de foliculos sanos en
crecimiento (La Marca y Volpe, 2006) y es muy conocida por causar la regresion de los
conductos de Miiller en el feto macho. En humanos el gen que codifica para la AMH posee
275 pb y esta dividido en 5 exones. La porcién 3 del quinto exdn codifica para la parte
bioactiva de esta molécula y es extremadamente rica en guanina-citosina. Ademas, este es el
unico dominio que posee homologia con los otros miembros de la superfamilia del TGF-3
(Josso y col., 2001). AMH al igual que otros miembros de la superfamilia TGF-f se une a
receptores tipo I y II, especificamente al receptor AMH tipo II que tiene la capacidad de
interaccionar con dos tipos de receptores tipo I, el ALK-5 y el BMPR-IB. Luego de la unién
con el receptor BMPR-IB, éste fosforila a proteinas SMAD-1, la cual interacciona formando
un complejo con SMAD-4 que continlian la via de sefializacion corriente abajo. La expresion
de AMH puede estar regulada por la actividad concomitante de la familia de las BMPs, en
este sentido BMP-6 demostro6 aumentar la expresion de AMH en cultivos de células de la

granulosa y de la teca interna humanas (Shi y col., 2009). In vivo, la administraciéon de FSH
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inhibe la expresion de AMH en las células de la granulosa de foliculos preantrales y antrales

pequetios (Baarends y col., 1995).

Tabla 4: Efectos de las BMPs en la ovocitogénesis y foliculogénesis en rumiantes.

Fol preantrales

Proteina | Especie Estructura Funcién

BMP 1 Ovino CT Regula la formacion de matriz extracelular durante la foliculogénesis

BMP 2 Ovino CG Incrementa la produccion de estrogenos e inhibina-A promoviendo la
diferenciacion .

BMP 4 Bovino CG Reduce los niveles de apoptosis, estimula la expresion de ARNm de
survivina, mejora la produccion de estradiol, inhibina y folistatina A, inhibe
la produccion de P4.

Ovino CG Incremente la produccion de estradiol e inhibe la sistesis de P4, baja la
expresion de AMPc, StAR y P450scc.

BMP 6 Bovino CG Proliferacion, viabilidad y produccion de inhibina-A, activina-A y
foliculostatina.

Bovino CG Reduce la secrecion de P4 inducida por forskolina y la de activina-A,
CYP11A1, incrementando la expresion basal de CYP17A1.
CT Promueve la luteinizacion.
Caprino | Fol primordiales | Afecta negativamente la supervivencia y ultraestuctura
Fol preantrales Incrementa el didmero folicular y la formacion del antro
BMP 7 Caprino | Fol primordiales | Mejora la supervivencia y el crecimiento. Promueve la activacion.
Fol preantrales | Incrementa el crecimiento y la formacion del antro
Bovino CG Reduce las proteinas CAD, la expresion de caspasa-3 y -9, estimula la
exprecion de ARNm de survivina y XIAP.
BMP 15 Ovino CG Proliferacion
Bovino | Fol preantrales Crecimiento In vitro
Caprino | Fol primordiales | Activacion In vitro

Crecimiento in vitro

CYP17A1: Enzima citocromo P450 17a-hidroxilasa/17,20-liasa. (Adaptado de Rossi y col., 2015)
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1.4.2. Expresion durante la foliculogénesis.

La AMH es secretada por las células de la granulosa de foliculos sanos en crecimiento
(La Marca y Volpe, 2006). Esta hormona inhibe el crecimiento dependiente de FSH de
foliculos preantrales grandes en ratones (Durlinger y col., 2001) ejerciendo un rol negativo
sobre el desarrollo de los foliculos preantrales (Knight y Glister, 2006). La AMH reduce la
respuesta a FSH de los foliculos antrales pequefios y preantrales y de este modo, ejerce un rol
negativo en el reclutamiento ciclico de los foliculos y en el proceso de seleccion del FD
(Durlinger y col., 2002a,b; Visser y Themmen, 2005; Knight y Glister, 2006; Otsuka, 2010).
Por otra parte, la AMH actiia negativamente sobre la iniciacion del desarrollo folicular. Se
expresa en células de la granulosa de los foliculos primarios y en estadios antrales tempranos,
sin detectarse en los foliculos primordiales. En base a dichas evidencias, se infiere la
existencia de una retroalimentacion negativa sobre los foliculos primordiales ejercida por la
secrecion de AMH en foliculos de estadios tempranos del desarrollo (Knight y Glister, 2006;
Glister y col., 2006) (figura 10). Si bien la fertilidad en ratones knockout para AMH se
mantiene, muchos foliculos primordiales dejan el pool de reserva y los ovarios agotan sus
reservas foliculares a muy temprana edad comparandolos con los ratones wild-type (Durlinger
y col., 1999). Estos hallazgos sugirieron que la AMH cumple un rol importante inhibiendo la

activacion a nivel de los foliculos primordiales de reserva.

AMH inhibicién (R-)

l

AMH Foliculo
Inhibicion preantral

O
l— Foliculo antral
pequeio
O o
Foliculo

primordial Foliculo ’
primare Foliculo

preantral

Foliculo antral
pequeio

Figura 10: Esquema del efecto inhibitorio de AMH sobre las distintas poblaciones foliculares. Notese el
efecto de R- (retroalimentacion negativa) sobre el crecimiento de foliculos primarios, preantrales y antrales
pequetios, participando de esta manera en la seleccion del FD, y sobre la poblacion de foliculos
primordiales, impidiendo que éstos dejen el pool de reserva ovarico evitando su temprano agotamiento.
CG: células de la granulosa. CT: células de la teca.
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Fortune y col. (2011) sugieren que en bovinos, la AMH producida por foliculos
preantrales y antrales, inhibe la activacion y enlentece el crecimiento de los foliculos
primarios. La secrecion de AMH en la vaca es alta en células de la granulosa de foliculos
preantrales y antrales pequefos y decrece en las fases finales de crecimiento folicular y en los
foliculos atrésicos (Rico y col., 2009). Bajas concentraciones de AMH han sido encontradas
en liquido folicular de foliculos antrales y preovulatorios (Bezard y col., 1987, Rico y col.,
2009). Sumado a esto, existen efectos reciprocos inversos entre AMH y E2, y se ha
demostrado que la AMH inhibe la expresion in vitro de CYP19A1 y LHR en células de la
granulosa de ratas y porcinos estimuladas con FSH (di Clemente y col., 1994), e inversamente
los E2 puede inhibir la expresion de AMH en el ovario de rata (Baarends y col., 1995). En la

figura 11 se esquematiza un modelo de regulacion de la producciéon de AMH en la vaca.
1.4.3. AMH, recuento de foliculos antrales y productividad.

La expresion del gen de AMH esté restringida a las células de la granulosa de foliculos
en crecimiento (Vigier y col., 1984; Takahashi y col., 1986; Monniaux y col., 2008), y este
patron de expresion caracteristico, la convierte en un marcador endocrino que permite conocer
el tamano del pool de foliculos en crecimiento. En la vaca, la AMH es un marcador seguro de

la poblacién de foliculos antrales pequefios dependientes de FSH (Rico y col., 2009).

11FSH l

e Figura 11: Modelo de la regulacion de la
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En la actualidad, la AMH es el marcador endécrino que mejor predice el nimero de
ovocitos que serdn recuperados en respuesta a un tratamiento de estimulacién ovarica
utilizado en tecnologias de reproduccion asistida (Muttukrishna y col., 2004, 2005; Eldar-
Geva y col., 2005; Penarrubia y col., 2005; Mcllveen y col., 2007; Elgindy y col., 2008). En
vacas, las concentraciones circulantes de AMH estan positivamente asociadas con el recuento
de foliculos antrales, la funcion ovarica y la fertilidad. Las concentraciones de AMH y el
recuento de foliculos antrales son constantes y altamente repetibles dia a dia dentro de los
individuos y muy variables entre poblaciones (Ireland y col., 2008; Rico y col., 2009, 2011).
Ambos factores estan altamente relacionados al tamafio de las reservas foliculares ovaricas en
las vacas. Las vaquillonas con un bajo recuento tienen niveles menores de P4 circulares
durante su ciclo estral (Jimenez-Krassel y col., 2009). Ademas, el desempefio reproductivo es
inferior en vacas lecheras con niveles bajos de foliculos antrales (Mossa y col., 2012). Bajas
concentraciones de AMH en vaquillonas estan relacionadas con una vida productiva mas
corta, bajos niveles de produccidn en la primera lactancia, los mas bajos indices de prefiez, las
tasas de descarte mas altas por problemas productivos y reproductivos, en comparacion con
vaquillonas que presentaron altos niveles de AMH. (Jimenez-Krassel y col, 2015). Pfeiffer y
col. (2014) no encontraron diferencias en las concentraciones de AMH en el momento del
estro durante un ciclo estral normal y durante un ciclo inducido con un protocolo de tipo

Select Synch mas un dispositivo intravaginal de liberacion prolongada de P4.

1.4.4. AMH y enfermedades de origen ovarico

En humanos las bajas concentraciones plasmaticas de AMH son indicativas de
envejecimiento ovarico (de Vet y col., 2002; Mulders y col., 2004; van Rooij y col., 2005), e
inversamente, las mujeres con PCOS tienen alta concentracion de AMH (Fallat y col., 1997;
Pigny y col., 2003; Laven y col., 2004; Pigny y col., 2006). En este sentido, la produccion de
AMH por parte de las células de la granulosa es 75 veces mas alta en mujeres con PCOS que
en las mujeres con ovarios normales, 1o que sugiere que la AMH puede contribuir a la falla en
la ovulacion que se presenta en las mujeres con PCOS (Fallat y col., 1997; Pellatt y col.,
2007). En mujeres con PCOS la LH, pero no la FSH, inhibe la producciéon de AMH (Pellatt y
col., 2007). En trabajos realizados en bovinos, El-Sheikh Ali y col. (2013), evaluaron la
concentracion de AMH en vacas con quistes, y no pudieron detectar diferencias significativas

en las concentraciones plasmaticas de AMH entre vacas con enfermedad quistica ovarica
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(COD, del inglés: cystic ovarian disease) y controles sanos. Al igual que otros estudios
previos que midieron la AMH intrafolicular (Monniaux y col., 2008) y en plasma (Kitahara y
col., 2012) de animales con COD, ellos determinaron que la AMH no podria ser usada como
un biomarcador para el diagnostico de COD en vacas. Con respecto a esto, otro trabajo no
encontrd diferencias en la concentracion de AMH en el liquido folicular y en la expresion en
células de la granulosa entre foliculos antrales normales y quistes foliculares, aunque si
encontraron una relacion inversa entre las concentracioens de P4 y AMH, siendo estas ultimas

menores en los quistes luteinizados (Monniaux y col., 2008)

1.5. Persistencia Folicular

La prolongacion de la vida util de los foliculos bovinos produce una reduccion de la
fertilidad luego de la inseminacion y de la ovulacion (Revah y Butler, 1996). Una alta
incidencia de pérdida embrionaria temprana se relaciona con la persistencia de los FD. Dicha
persistencia resulta de la incrementada frecuencia pulsatil de la LH cuando existen bajas
concentraciones plasmaticas de P4 (Taft y col., 1996) ya sea naturalmente durante la fase
lutea (Folman y col., 1973; Meisterling y Dailey, 1987) o como parte de sincronizacion de
celos (Wishart, 1977; Ahmad y col., 1995). Al parecer, las bajas tasas de prefiez se deben a la
reanudacion prematura de la meiosis en los ovocitos (Mihm y col., 1994; Revah y Butler,
1996), que lleva a la mortalidad embrionaria temprana. Wishart (1977) encontré que el 53%
de los embriones fecundados de vacas tratadas con P4 durante 21 dias tenian escision
retardada a los 3-4 dias después de la inseminacion.

Durante décadas, los investigadores han tratado de desarrollar con éxito programas
para sincronizar el estro en el ganado bovino (Jochle, 1993). Los tratamientos que incluyen la
administracion prolongada de P4 (por mas de 7 dias) resultan en una buena sincronizacion
pero con baja fertilidad en el primer estro después del tratamiento (Hill y col., 1971; Henricks
y col., 1973; Butcher y Pope, 1979; Macmillan y col., 1991; Jochle, 1993; Savio y col., 1993;
Stock y Fortune, 1993; Wehrman y col., 1993). Diversos estudios han demostrado que el
tratamiento con P4 induce la prolongacion del desarrollo del FD (Trimberger y Hansel, 1955;
Sirois y Fortune, 1990; Savio y col., 1993). Al finalizar el tratamiento con P4, se produce el
estro seguido por el aumento de LH y la ovulacion del FD (Sirois y Fortune, 1990; Jochle,
1993; Savio y col., 1993; Stock y Fortune, 1993; Revah y Butler, 1996). Dado que el CL

surge del FD persistente produce cantidades normales de P4, la infertilidad no se puede
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atribuir a una incapacidad luatea (Stock y Fortune, 1993). Sin embargo, si se puede atribuir a
los efectos del desarrollo folicular prolongado en el ovocito o en el tracto reproductivo. El
mantenimiento de los foliculos en una prolongada dominancia puede causar una maduracion
prematura del ovocito, antes del pico de LH (Mihm y col., 1994).

Entre los multiples factores que intervienen en la etiopatogenia de la COD,
recientemente ha sido demostrado que las concentraciones intermedias de P4 son capaces de
inducir un incremento en la frecuencia de los pulsos de LH, inhibiendo el pico preovulatorio
de LH y asi la ovulacion, llevando a la prolongacion del crecimiento y en consecuencia
persistencia de los FD, incrementando los niveles de E2 periféricos y reduciendo la fertilidad
(Bridges y Fortune, 2003).

Las ondas de crecimiento y regresion de los foliculos ovaricos bovinos se producen
sucesivamente en un ambiente rico en P4 con el FD de la ola final diferencidandose en foliculo
preovulatorio, luego de la regresion del CL. Si las concentraciones tipicas de P4 de la fase
lutea son mantenidas experimentalmente, el ciclo estral puede extenderse en ondas regulares
de crecimiento folicular y atresia continua (Sirois y Fortune, 1990; Stock y Fortune, 1993).
Sin embargo, las concentraciones subluteales de P4 circulantes extienden el ciclo mediante la
induccién de un FD que permanece mas tiempo que el normal (persistente). Con insuficiente
P4 para inducir una frecuencia pulsatil de LH tipica de la fase lutea, el FD continua creciendo,
secretando concentraciones cada vez mayores de E2 (Sirois y Fortune, 1990; Shaham-
Albalancy, 2000). En estas condiciones, la fertilidad se encuentra dramaticamente reducida
(Stock y Fortune, 1993; Mihm y col., 1994) presentando inconvenientes en los regimenes de
sincronizacion que prolongan el estro con una terapia de P4. Una extendida exposicion a
concentraciones intermedias de P4 induce una prematura luteinizacion de las células de la
granulosa (Bigelow y Fortune, 1998). El incremento en la capacidad secretora de E2 de
foliculos de dominancia prolongada puede ser atribuido a un incremento en la masa de tejido
esteroidogénico al recibir una frecuente estimulacion de LH. En ausencia de los efectos
inhibitorios de las concentraciones de P4 en una normal fase lutea, los FD persistentes
desarrollan una mayor masa de teca interna que puede producir niveles mayores de
androgenos tras la frecuente estimulacion de LH. Se detecta entonces, una mayor
concentracion de E2 en el plasma de los animales con este tipo de foliculos, en comparacioén
con los niveles encontrados en animales con FD normales. El incremento en la habilidad para

producir esteroides sugiere que la prematura luteinizacion en los FD persistentes puede ser un
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factor involucrado en la disminucion de la fertilidad de ovocitos de este tipo de foliculos
(Bigelow y Fortune, 1998).

Como dijimos anteriormente estas concentraciones intermedias de P4 impiden el
estimulo de los E2, enddgenos o exdgenos, para desencadenar un pico preovulatorio de LH,
pero no suprimen la secrecion pulsatil tonica de LH (Roberson y col., 1989; Cupp y col.,
1992; Kojima y col., 1992, 2003; Hatler y col., 2008). Tanto las células de la granulosa como
de la teca de los foliculos de animales que presentan COD conservan altas concentraciones de
receptores de LH (Calder y col., 2001), lo que implicaria que la persistencia y el crecimiento
de los quistes pueden depender del estimulo de LH (Marelli y col., 2014). Se conoce que los
tratamientos que suprimen la frecuencia pulsatil de LH acortan la vida media de los quistes
foliculares (Calder y col., 1999; Hatler y col., 2006).

El estudio de los procesos que conllevan a la falla en el proceso de ovulacion y la
persistencia de esos FDs es una de las llaves para comprender la patogénesis de la COD. Dada
la impredecible ocurrencia de los quistes, es realmente dificultoso y con frecuencia
impracticable estudiar su aparicion espontanea a campo. A partir de esta problematica, se han
desarrollado numerosos modelos experimentales para inducir la COD de manera espontanea y
asi poder estudiarla desde las fases previas a su desarrollo. Estos trabajos se llevaron a cabo
mediante la administracion de 1) estrogenos exdgenos (Wiltbank, 1966; Nadaraja y Hansel,
1976; Carrie’re y col., 1995), 2) una combinacién de progesterona y E2 (Erb y col., 1973;
Winters y col., 1986; Cook y col., 1990, 1991; Hamilton y col., 1995), 3) Antisuero en contra
de LH bovina (Nadaraja y Hansel, 1976), 4) testosterona (Fathala y col., 1978) y 5)
adrenocorticotrofina (ACTH) exoégena (Liptrap y Mc Nally, 1976; Refsal y col., 1987;
Kawate y col., 1996; Ortega y col., 2008; Amweg y col., 2013). A pesar de estos intentos, la
utilizacion de P4 en promover la formacion de quistes foliculares en el ovario s6lo ha sido
investigada en modelos a corto plazo que no llegan al tiempo de persistencia necesario para
poder definir a la estructura folicular persistente como un quiste propiamente dicho (Hatler y
col., 2008). Por lo tanto, la medida en que las concentraciones intermedias de P4 pueden
contribuir a la formacion de los quistes foliculares en modelos a largo plazo en vacas lecheras
no ha sido totalmente investigada, por lo que el desarrollo de este tipo de modelos permitiria
analizar los perfiles enddcrinos, las dinamicas de crecimiento y las caracteristicas histologicas

de los foliculos persistentes/quistes en estadios tempranos de su formacion.
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1.6. Enfermedad Quistica Ovarica

Dentro de los trastornos reproductivos que afectan a los bovinos, la COD constituye una de
las causas mas frecuentes de infertilidad y subfertilidad en vacas lecheras de alta produccion,
presentandose con menor frecuencia, en animales destinados a la produccion de carne. Esta
enfermedad es factible de presentarse en cualquier etapa de la lactancia (Bartolomé y col.,
2005). La incidencia de COD en los rodeos lecheros varia desde un 5 a un 30% (Vanholder y
col., 2006; Cattaneo y col., 2014, Ortega y col., 2015). El impacto econdémico de la COD esta
en directa relaciéon con el alargamiento de los intervalos parto-concepcidon y parto-parto
(Silvia y col., 2002; Peter, 2004), estimadndose que cada evento de la enfermedad agrega entre
22 y 64 dias al intervalo parto-concepcion. A esto se le suma una mayor tasa de descarte de
animales enfermos y un aumento directo en los costos en tratamientos veterinarios (Probo y
col., 2011). El costo aproximado de esto se calcula en U$S 137 por vaca en concepto de
disminucién de la produccion de leche y gastos veterinarios (Silvia y col., 2002; Nelson y

col., 2010).

1.6.1. Definicion

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

y se basa en las caracteristicas del ttero durante el proestro, en el cual aumentan los
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receptores de oxitocina y, por ende, aumenta también la tonicidad en respuesta a las altas
concentraciones de estrogenos. En el caso de quistes foliculares, la falla en la ovulaciéon y la
persistencia por varios dias determinan la pérdida de los receptores de oxitocina y, por
consiguiente, la falta de tonicidad. A esta manera de definir a la COD podemos agregarle que
los quistes ovaricos no son estructuras estaticas, sino que pueden persistir, luteinizarse o
atresiarse, ademads, de manera similar a lo que ocurre en vacas con ciclos estrales normales,
las vacas con COD tienen ondas de crecimiento folicular que pueden terminar en una
ovulacion espontanea o en la formacion de otro quiste. (Cook y col., 1990; Hamilton y col.,
1995; Garverick, 1997; Bartolomé y col., 2005). La presencia de mas de una estructura
quistica no es rara, en un estudio realizado por Silvia y col. (2002), el 47% de las vacas con
quistes ovaricos tuvieron 2 o mas quistes en el momento de la deteccion, por lo que ellos
consideraron que la condicion poliquistica es mas frecuente en las vacas con quistes incluso
que la aparicion de ovulaciones multiples en vacas normales. Todas estas posibilidades que se
ponen en juego durante el desarrollo y persistencia de la COD deja a las claras el gran y

complejo dinamismo de esta enfermedad.

1.6.2. Factores predisponentes

1.6.2.1. Factores generales

Herencia: La tasa de heredabilidad es baja (0,07 a 0,12 %) y no existen evidencias claras de
cuales son los genes involucrados. Es posible que la seleccion de razas con predisposicion
genética a desarrollar COD, dado que cumplieran con el objeto de aumentar la produccion
lactea, pueda aumentar la incidencia de esta enfermedad (Hooijer y col., 2001).

Produccién lactea: los altos niveles de produccion se correlacionan positivamente con la
aparicion de quistes. El incremento de la produccion individual en las ultimas décadas, ha
determinado un aumento de los desequilibrios metabdlicos en vacas posparto, los cuales
desempefian un importante papel en la formacion de quistes (Zulu y col., 2002; Vanholder y
col., 2006). Esto es apoyado por la elevada incidencia de COD en vacas lecheras durante el
posparto temprano, periodo en el cual los animales se encuentran en balance energético
negativo (BEN), y por la asociacion de COD con un alto nivel de produccién de leche
(Laporte y col., 1994; Beam y Butler, 1997; Hooijer y col., 2001, 2003; Lépez-Gatius y col.,

2002). Varios estudios han demostrado que el BEN afecta el desarrollo folicular y la
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ovulacion (Beam y Butler, 1997, 1999; Butler, 2003; Diskin y col., 2003; Lucy, 2003; Roche,
2006; Leroy y col.,, 2008; Walsh y col., 2011.) y también puede formar parte de la
etiopatogenia en la formacion de quistes (Vanholder y col., 2006).

Edad: la tasa de COD aumenta con la edad, siendo muy raro su hallazgo en vaquillonas, y
tiene una distribucion variable segun la estacion del afio (Garverick, 1997).

Momento reproductivo: la mayor incidencia de la enfermedad en el puerperio denota el
efecto de los disturbios endocrinos, caracteristicos de esa etapa de la vida de la hembra
bovina, en el desarrollo de esta enfermedad. Sin embargo, el regreso espontaneo de foliculos
anovulatorios es un hallazgo frecuentemente encontrado en el posparto temprano (Probo y
col., 2011). Considerando el alto porcentaje de regresion espontanea (Kesler y Garverick,
1982; Day, 1991), la deteccion de foliculos anovulatorios en las primeras semanas después del
parto deberia no ser considerado patologico. Desde el punto de vista practico, una disfuncion
ovarica se puede sospechar cuando los foliculos anovulatorios se detectan no antes de las 7
semanas después del parto, cuando las funciones reproductivas ya deberian haber sido
restauradas (Sheldon y Dobson, 2004; Crowe, 2008; Probo y col., 2011). En este sentido,
Bartolomé y col. (2005) establecieron que la condiciéon de COD se puede dar en cualquier
momento de la lactancia y estaria asociada a una condicion de balance energético positivo en
la cual existe un pronunciado desarrollo folicular pero la retroalimentacion positiva del E2
sobre la liberacion hipotalamica de GnRH estaria alterada. Apoyando estos hallazgos, un
trabajo realizado por Cattaneo y col. (2014) analizando la aparicion de COD en rodeos de la
cuenca lechera santafecina, en argentina, encontraron que la incidencia de COD fue menor
durante los primeros 100 dias postparto que en las etapas posteriores de la lactancia
Condicion corporal (CC): es un factor predisponente importante, animales con CC superior
a 4 (escala de 0 a 5) suelen presentar quistes con una frecuencia 2.5 veces superior, respecto a

aquellas vacas cuya CC es menor o igual a 3 (Salvetti y col., 2007a).

1.6.2.2. Factores especificos

Alimentacion: la obligatoria apariciéon de BEN en el posparto temprano de las vacas de alta
produccion lechera, que estd asociada a una importante movilizacion de las reservas
corporales (Bauman y Currie, 1980; Hooijer y col., 2005), parece tener un vinculo positivo
con la aparicion de COD durante el postparto (Vanholder y col., 2006). En esta etapa las

concentraciones de insulina, IGF-1 (del inglés: insuline-like growth factor-1), glucosa (Beam
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y Buttler, 1999) y leptina (Liefers y col., 2003; Barb y Kraeling, 2004), estin reducidas
mientras metabolitos como &cidos grasos no esterificados (AGNEs) (Rukkwamsuk y col.,
2000) y P-hidroxibutirato estan incrementadas (Leroy y col.,, 2004) por la gran
lipomobilizacion. Tanto insulina como IGF-1 participan en el control del crecimiento y
desarrollo folicular (Spicer y Echternkamp, 1995), ambos estimulan la expresion de LHR en
las células de la granulosa (Davoren y col., 1986) y es sabido que la insulina es un potente
estimulador de la esteroidogénesis (Price y Silva, 1999; Armstrong y col., 2002), por lo que,
sus bajas concentraciones en el postparto temprano podria contribuir al proceso de
anovulacion y la concomitante formacion de quistes (Zulu y col., 2002; Cattaneo y col., 2014;
Hein y col., 2015)

Las dietas altas en proteinas estimulan la produccion de leche en la lactancia temprana
(Butler, 1997) pero se ha demostrado que el consumo de proteina por encima de las
necesidades para la produccion, genera un efecto negativo sobre la eficiencia reproductiva
(Canfield y Butler., 1990), que se supone puede estar asociado al incremento del gasto
energético para desintoxicar al higado del exceso de amoniaco (Staples y col., 1998) y por
otras acciones directas sobre los 6rganos reproductivos (Ortega y col., 1995, 1997).
Precisamente, la privacion aguda de energia estd asociada a la supresion de la liberacion
pulsatil de LH asi como a la anovulacion por ausencia del pico preovulatorio de la misma
(Diskin y col., 2003).

Enfermedades: durante el posparto, las vacas lecheras son susceptibles a padecer una gran
variedad de procesos patologicos, incluyendo retencion de placenta, endometritis, metritis,
hipocalcemia y anestro posparto. Todas estas condiciones han sido correlacionadas
positivamente con la COD (Kesler y col., 1980; Garverick, 1997). En este sentido, Bosu y
Peter, (1987) demuestran que las infecciones uterinas posparto causadas por bacterias Gram
negativas, capaces de sintetizar y liberar endotoxinas, estimulan la liberacion de cortisol
adrenal suprimiendo de este modo el pico preovulatorio de LH, con la consecuente formacién
de quistes. Las interleuquinas liberadas en respuesta a las endotoxinas, son capaces de inducir
la liberacion de hormona liberadora de corticotrofina (CRH) del hipotdlamo vy
consecuentemente de ACTH de la hipofisis, lo cual estimula a la glandula adrenal a
incrementar la produccion de corticoesteroides, el cual a su vez inhibe la formacion de LHR
en las células de la granulosa. Todas estas acciones resultan en la supresion del pico

preovulatorio de LH (Nakao y Griinert, 1990). Sumado a esto, se ha hallado que vacas con
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diagnostico previo de mastitis clinica mostraron 2,72 veces mas chances de desarrollar COD
que aquellas vacas que no presentaron dicha infeccion (Cattaneo y col., 2014)

Estrés: Cualquier factor considerado provocador de estrés estimula al eje hipotadlamo-
hipofisario-adrenal, el cual a su vez modula al eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal
modificando la secrecion de gonadotrofinas. El rol del estrés en la patogénesis de la COD es
mediado por los niveles de cortisol enddgeno, que ejercen su accion inhibitoria sobre la
liberacion de LH. La capacidad de los corticoides en la induccion de la enfermedad, ha sido
demostrada experimentalmente por administracion de ACTH en vacas (Peter y Liptrap, 1985;
Dobson y col., 2000; Ribadu y col., 2000; Ortega y col., 2008; Amweg y col., 2013). El pico
preovulatorio de LH es especialmente sensible al efecto inhibitorio de la ACTH vy los
glucocorticoides. La inhibicion de la secrecion de LH hipofisaria, consecuencia de la accion
fisiolégica de los glucocorticoides, podria ser causada por la modificacion en la
retroalimentacion de los esteroides gonadales, dado que los corticoides reducen el efecto
estimulante de los estrogenos sobre la secrecion de la LH. Se cree que los péptidos opioides
enddgenos (producidos en el SNC) también bloquean la onda preovulatoria de LH inducida

por los estrogenos y la liberacion hipotalamica de GnRH (Malven, 1986).

1.6.3. Etiopatogenia

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

muchos estudios han caracterizado la dinamica del crecimiento folicular, la comprension de
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los cambios celulares y moleculares que ocurren dentro del ovario previo al proceso de

anovulacidn ain es escasa.

1.6.3.1. Disfuncion hipotalamo-hipofisaria

En esta hipotesis, la causa principal de la formacion de quistes estaria relacionada con
una liberacion aberrante de LH desde la hipofisis, ya sea porque el pico preovulatorio de LH
estd ausente, la magnitud es insuficiente u ocurre en un momento inadecuado durante la
maduracion del FD. (Hamilton y col., 1995; Yoshioka y col., 1996; Vanholder y col., 2006).
Esta falla en la liberacion de LH parece ser causada por una alteracion en el mecanismo de
retroalimentacion positiva de los estrégenos secretados por el foliculo preovulatorio, lo cual
resultaria en una falla en la liberacion de GnRH y por ende de su accion a nivel hipofisario
(Vanholder y col., 2006). Las vacas con COD y con niveles elevados de estrogenos
endogenos fallan en generar un pico de LH en respuesta a una dosis de E2 exdgeno, indicando
que se ha perdido la capacidad de responder a la retroalimentacion positiva de los E2 sobre el
eje hipotalamo-hipofisario (Zaied y col., 1981; Refsal y col., 1988; De Silva y Reeves, 1988).
En este sentido, si la onda preovulatoria de GnRH/LH ocurre inoportunamente durante el
crecimiento folicular, puede ocasionar la pérdida de sensibilidad del hipotalamo al efecto de
retroalimentacion positiva del E2, llevando de esta manera a la anovulacion y consecuente
formacion de quistes (Glimen y Wiltbank, 2002; Glimen y col., 2002). En un estudio realizado
por Hamilton y col. (1995) se detectd una concentraciéon promedio mayor tanto de LH como
de E2 circulantes en las vacas con quistes, si se las comparaba con vacas con ciclos normales
0 con recuperacion espontanea, no registrandose un pico preovulatorio de LH en las hembras
con COD. La secrecion aumentada de LH en las hembras bovinas con quistes podria estimular
un incremento en el E2 y este incremento podria causar un aumento en la secrecion de LH,
creando asi un efecto cascada que afectaria la respuesta ovdarica a la secrecion de LH. En
resumen, una falta de sensibilidad a la retroalimentacion positiva del estradiol a nivel del
hipotalamo, desencadenaria la falta del pico preovulatorio de LH debido al menor contenido
de GnRH en el area preoptica-supraquiasmatica, y los elevados niveles de la misma en el tallo
hipofisario-eminencia media desde donde se libera LH de manera tonica. Como consecuencia,
los niveles basales de LH durante la fase de crecimiento folicular serian mas elevados (mayor
frecuencia como resultado de un mayor contenido de GnRH en la eminencia media) y al

momento de la ovulacién, no habria niveles suficientes de GnRH en el centro ciclico (area
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predptica-supraquiasmatica) para inducir el pico preovulatorio de LH desde la hipofisis,
conduciendo de esta manera a la formacion de quistes. Por otra parte, esos niveles basales
persistentemente elevados de LH podrian actuar sobre los receptores de las células de la
granulosa, estimulando el desarrollo folicular mas alld del tamafio ovulatorio (Vanholder y
col., 2006; Salvetti y col., 2007a).

Con respecto al rol de los niveles de P4 en la formacion de los quistes, Hatler y col.
(2003) encontraron que el 66% de las vacas con quistes foliculares tenian concentraciones
plasmaticas intermedias de P4 (0,1-0,93 ng/ml) al momento de la deteccion del quiste. En otro
estudio Vanholder y col. (2005), evidenciaron que al momento de la formacién, solamente un
25% de los quistes fueron asociados con niveles intermedios de P4 (0,3-2 ng/ml), siendo estas
concentraciones capaces de bloquear el pico preovulatorio de LH y la ovulacion. Un estudio
mas reciente realizado por Probo y col. (2011) encontré que las concentraciones en todos los
animales con COD evaluados se mantenia en niveles intermedios de P4 (0,3 a 1,2 ng/ml).
Precisamente, el efecto de estas concentraciones intermedios de P4 (que se encuentran por
encima de los niveles basales pero no son suficientes como para inducir la regresion de FD y
el inicio de una nueva onda) seria inhibir la ovulacion, bloqueando el pico de LH y
aumentando su frecuencia pulsatil de esta gonadotrofina. Sin embargo, esta hipersecrecion
basal de LH no se asociaria a las causas de formacion de los quistes sino a su crecimiento y
persistencia a lo largo del tiempo. En este sentido, algunos autores definen a la persistencia
como una etapa en el desarrollo de los quistes (Cook y col., 1990; Hamilton y col., 1995;

Ortega y col., 2015).

1.6.3.2. Disfuncion ovarica-folicular

Aunque diversos estudios han caracterizado la dinamica del crecimiento folicular, aun
es escasa la informacion de las modificaciones celulares y moleculares ocurridas en el foliculo
ovarico previo al proceso de anovulacion (Wiltbank y col., 2002; Salvetti y col., 2007a).
Algunos autores han descripto alteraciones en la produccion de factores de crecimiento por
parte de células de la granulosa (Ortega y col., 2008; Rey y col., 2010; Rodriguez y col.,
2015), en sus proteinas de unién (Rodriguez y col., 2011) asi como también, sintesis aberrante
de proteinas en la MEC de los quistes (Salvetti y col., 2004). Una disfuncion primaria a nivel
del foliculo puede provocar una disrupcion del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario y causar la

formacion del quiste (Vanholder y col., 2006). De este modo, variaciones en la expresion y en
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el nimero de receptores de hormonas hipotalamo-hipofisarias asi como de hormonas
esteroides parecen estar implicados en la anovulacion del FD. En este sentido, se ha sugerido
que alteraciones en la expresion de receptores de gonadotrofinas podrian ser un factor
relevante en el desarrollo de los quistes (Kawate y col., 1990; Calder y col., 2001; Wiltbank y
col., 2002). De acuerdo con Kawate y col. (1990), el nimero de receptores de FSH y LH en
las células de la granulosa de los quistes se redujo en comparacion con los foliculos normales.
Recientemente, Marelli y col. (2014) estudiaron la expresion del ARNm de los receptores de
gonadotrofinas, LHCGR (receptor de hormona luteinizante/coriogonadotrofina) y FSHR por
real time PCR. Ellos encontraron que la expresion de los trascriptos para LHCGR y FSHR en
las células de la granulosa de quistes era significativamente mas baja que aquella encontrada
en todos los estadios de desarrollo folicular en los controles. En contraste, los niveles de
expresion en células de la teca de quistes fueron menores que los encontrados en foliculos
antrales grandes. De la misma forma, ha sido previamente demostrado que un sutil desbalance
en la expresion de los receptores de estrogeno (ESR) en los componentes del foliculo ovéarico
podria también estar involucrado en la patogénesis de la formacién de quistes en vacas
(Garverick 1997, Salvetti y col., 2007b, 2012, Alfaro y col., 2012), oveja (Ortega y col.,
2009), humanos (Shushan y col., 1996, Jakimiuk y col., 2002) y roedores (Salvetti y col.,
2009). Ademas, estudios realizados en vacas con COD inducida con ACTH mostraron
cambios en la expresion del receptor de estrogenos-2 (ESR-2) en los foliculos quisticos, y no
asi en los foliculos controles, lo que practicamente coincide con los hallazgos realizados en
animales con COD espontanea. En este tltimo grupo también fue hallado un incremento en la
expresion de ESR-1 (Salvetti y col., 2007b, 2012; Alfaro y col., 2012; Ortega y col., 2015).
Estos pequefios cambios en los niveles de expresion de ESR-1 y ESR-2 podrian alterar el
desarrollo folicular y la ovulacion (Mosselman y col., 1996; Pettersson y col., 1997), al
modificar la proliferaciéon y apoptosis celular, la expresion de receptores hormonales, la
esteroidogénesis y asi todos los aspectos moleculares de la COD (Velazquez y col., 2011;
2013; Ortega y col., 2015).

Tratando de dilucidar el mecanismo de formaciéon de los quistes algunos estudios se
han enfocado en la accion del estrés a nivel ovarico y ha sido propuesto que la acciéon de los
glucocorticoides sobre la funcidon ovarica podria ser antagonica a la funcidon reproductiva
(Acosta y col., 2005) y contribuir a la formaciéon de quistes (Baravalle y col.,, 2007),
ejerciendo un efecto directo sobre las células de la granulosa, reduciendo la produccion de

esteroides gonadales, prostaglandinas y la expresion de receptores de LH (Kawate y col.,
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1990; Kol y col., 1998). Se cree también, que el cortisol producido en condiciones de estrés
podria ser almacenado en el liquido folicular e inducir cambios notables en la
esteroidogénesis y expresion de LHR a nivel de la pared folicular, contribuyendo al desarrollo
de COD (Moberg, 1991). De la misma forma y considerando que la ovulacién es un evento
inflamatorio caracterizado por un incremento en la sintesis de interleuquinas y
prostaglandinas (Espey, 1980; Ando y col., 1998), un incremento en la produccion de
glucocorticoides antiinflamatorios durante la ovulacidn, en respuesta a situaciones de estrés,
podria limitar este proceso inflamatorio en el ovario (Hillier y col., 1998; Michael y col.,
2003; Acosta y col., 2005). Aunque, el ovario no seria capaz de sintetizar de novo
glucocorticoides, un estimulo con ACTH es capaz de estimular la secrecion de cortisol de
cultivos celulares de pared folicular (Wiltbank y col., 2002; Amweg y col., 2011; 2013).
Ademas, el acceso de cortisol activo en los tejidos diana es regulado por la expresion relativa
de dos enzimas 11B-hidroxiesteroide-dehidrogenasa 1 y 2 (11BHSD-1 y -2), que
respectivamente catalizan la activacion e inactivacion del cortisol en el ovario bovino.
Amweg y col. (2013) documentaron la expresion de estas dos enzimas en las paredes de
foliculos quisticos, donde tanto quistes espontaneos a campo como inducidos con ACTH
mostraron inmunomarcacion positiva para las dos enzimas, siendo la 11HSDI la que mostro
un nivel de marcacion mas alto en células de la granulosa en relacion a los foliculos terciarios
controles. Asimismo, Amweg y col. (2011) demostraron por RT-PCR la expresion positiva de
receptores de melanocortina (MCRs) en la pared de foliculos ovéricos, a los cuales se une la
ACTH para ejercer su efecto. Estos trabajos evidencian que los foliculos ovéaricos podrian
estar expuestos a altas concentraciones activas de glucocorticoides, ejerciendo asi un rol local
en la etiopatogenia de la COD.

Otros componentes importantes en el control de la actividad ovarico son los miembros
de la superfamilia del TGF-B, que actGan como moléculas regulatorias intraovaricas
involucradas en la proliferacion y diferenciacion celular, esteroidogénesis, maduracion
ovocitaria y funcion del cuerpo luteo. En este sentido, Stangaferro y col. (2014) evaluaron la
expresion de activina, inhibina y foliculostatina en animales con COD inducida con ACTH,
con COD espontanea y en controles. Ellos hallaron que existe un incremento en la expresion
de la subunidad alfa de activina A/inhibina A, la subunidad alfa de inhibina y foliculostatina
en las células de la granulosa de los animales con COD espontanea, y que existe una
disminucién en las concentraciones de inhibina B (o B) en el liquido folicular del mimso

grupo. Otro estudio del mismo grupo de trabajo (Matiller y col., 2014), evalud la participacion
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de tres isoformas del TGF-B (isoformas TGF-B1, 2 y 3) en los mismos grupos de animales y
hallaron que TGF-B1 y TGF-B2 se expresé de manera incrementada en los animales con COD
espontanea en relacion a los foliculos antrales y atrésicos del grupo control. Sumado a esto, la
expresion de las tres isoformas se present6 alterada durante la foliculogénesis en los animales
con COD espontanea e inducida con ACTH. Estos hallazgos establecen alteraciones
importantes en los sistemas activina-inhibina-foliculostatina y del TGF-f que pueden
conducir a trastornos en las funciones controladas por ellos a nivel folicular, favoreciendo la

persistencia folicular y la formacion de quistes.

1.7. Consideraciones Finales

La expresion y mecanismo de accion de numerosos factores intraovaricos, han sido
parcialmente analizados en ovarios de numerosas especies bajo circunstancias fisioldgicas, no
asi en situaciones patologicas por lo que, en este sentido los datos disponibles en la
bibliografia son aun escasos. Una de las dificultades en el estudio de la etiologia de esta
enfermedad es diferenciar las causas del desbalance endocrino que estan asociadas a ella. En
este sentido, las muestras obtenidas en frigorifico, con las que frecuentemente se trabaja
debido a la accesibilidad en la obtencion de las mismas, suelen encontrarse “contaminadas”
por los numerosos e infructuosos tratamientos a los que fueron sometidos los animales. A
esto, se le suma el hecho de que éstos no cuentan con una historia reproductiva y de manejo a
la que se pueda acceder, siendo estos datos fundamentales para un correcto analisis e
interpretacion de la etiopatogenia de una enfermedad. Diversos modelos han ayudado a
entender los cambios endocrinos asociados a los trastornos ovaricos, sin embargo, la mayoria
se han utilizado para el estudio de los quistes ya formados, sin poder establecer como un
foliculo en desarrollo puede fallar en su ovulacion, persistir en el ovario y formar finalmente
un quiste. Por lo tanto, resulta de gran utilidad el empleo de modelos de induccidon de
foliculos persistentes y quistes, para la evaluacion de los procesos previos a la formacion de
los quistes ovaricos en condiciones mas controladas, pudiendo correlacionar las distintas
variables entre la enfermedad de presentacion espontdnea con lo ocurrido en el modelo
experimental.

Hemos visto la importancia del eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal, manifestada a
través de las funciones de las hormonas gonadotroficas, esteroides, y el rol preponderante de

los factores locales y sus vias de sefializacion en el funcionamiento normal del ovario.
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Quedando descriptas algunas de las rutas y cambios metabolicos enddcrinos, paracrinos y
autocrinos que interaccionan para determinar la complejidad y dinamismo que presentan los
foliculos persistentes que van a dar lugar a la aparicion de la COD.

La comprension de los mecanismos de control implicados en el crecimiento folicular
en ovarios bovinos es altamente relevante y contribuira a explicar los procesos que ocurren
durante situaciones patoldgicas que afectan la ciclicidad ovarica normal del ganado. Ademas,
esto permitirda aumentar el caudal de conocimientos hasta ahora comprendidos en la

formacidn inicial de foliculos persistentes como base de la etiopatogenia de la COD.
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2. Objetivos

2.1.Hipotesis General

En base a lo anteriormente expuesto planteamos como hipdtesis general que una alteracion en
la expresion de componentes de la superfamilia de TGF-B, importantes actores en los
mecanismos autdcrinos, paracrinos y enddcrinos del ovario, podria afectar el normal
desarrollo folicular, formando parte de la patogenia de trastornos reproductivos de origen

ovarico en bovinos, proponiéndonos por lo tanto, el siguiente objetivo general:

2.2. Objetivo general:

Estudiar la participacion de BMPs (del inglés: Bone Morphogenetic Protein: proteina
morfogenética del hueso) y AMH (del inglés: anti-Miillerian hormone: hormona
antimulleriana) en las alteraciones ovdricas relacionadas a la enfermedad quistica ovérica

bovina.

2.3. Objetivos especificos:

1) Caracterizar un modelo de persistencia folicular para el estudio de los primeros estadios de
COD (Cystic Ovarian Disease: enfermedad quistica ovarica) ,

2) Localizar e identificar componentes de la subfamilia de las BMPs y sus receptores en la
pared folicular de foliculos persistentes y quistes foliculares;

3) Estudiar la expresion de AMH en la pared folicular de foliculos persistentes y quistes
foliculares;

4) Cuantificar los niveles de AMH en liquido folicular, como posibles indicadores tempranos
de disfuncion ovarica;

5) Analizar los niveles séricos e intrafoliculares de gonadotrofinas y esteroides
correlacionandolos con el resto de las variables estudiadas;

6) Aplicar técnicas poco invasivas (aspiracion folicular, ecografias, niveles hormonales
séricos), con el objetivo de caracterizar la persistencia folicular relacionada con la COD
correlacionando los resultados con las variables ambientales y de manejo, de manera de
sugerir medidas correctivas;

7) Determinar similitudes y diferencias entre los hallazgos efectuados en los modelos
experimentales, con aquellos obtenidos en animales en los cuales se presenta la enfermedad

de manera espontanea y diagnosticados a campo.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Procedimientos generales efectuados con animales

Todos los procedimientos que se llevaron a cabo con animales se realizaron de
acuerdo a las normativas vigentes en el tema (Guide for the Care and Use of Agricultural
Animals in Research and Teaching. Tercera Edicion. Federation of Animal Science Societies,
2010) y fueron aprobados por el Comité de Etica y Seguridad de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral bajo el nimero 44/2008.

3.1.1. Técnicas utilizadas para la obtencion de muestras in vivo

3.1.1.1. Aspiracion de liquido folicular guiada por ecografia

Para la realizacion de la aspiracion del liquido folicular se adapté la técnica descripta
por Seneda y col. (2003) que ha sido ampliamente utilizada para la obtencién de muestras
para estudios moleculares. Con este fin, se utilizé un sistema de ultrasonido digital Chison
8300Vet equipado con un transductor microconvexo de 5,0 MHz montado en una sonda
transvaginal para aspiracion folicular (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Brasil). La
misma posee una guia para la colocacion de una aguja calibre 20G con bisel ecogénico que se
conecta por medio de una tubuladura de teflon a tubos contenedores conicos estériles de 50
ml. Para la aspiracién se empleé una bomba de vacio (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda.,
Brasil) a una presion de aspiracion de 500 mmHg. El dispositivo de aspiracion fue
introducido via vaginal hasta contactar con el fondo de la misma, y el ovario previamente
localizado por tacto rectal, fue acercado y fijado al transductor de la sonda. Luego se realizo
la introduccion de la aguja a través de la pared vaginal y posteriormente a través de la pared
folicular para finalmente proceder al aspirado del liquido folicular. Inmediatamente de
recolectada la muestra, se procedid a su conservacion a temperatura de refrigeracion (4-6°C) y

traslado al laboratorio para su procesamiento (figura 12).

3.1.1.2. Ovariectomia bilateral

Para la obtencion de los ovarios se utilizaron dos técnicas diferentes de acuerdo al

momento y tipo de animales. En vacas se realizo la ovariectomia transvaginal ya que la
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maniobrabilidad en el espacio vaginal es mucho mayor que en vaquillonas. En estas tltimas,

se utilizo la técnica de ovariectomia con abordaje por el flanco izquierdo.

Diagnostico ecografico de COD  Armado del equipo de aspirado Anestesia epidural

Ak T S 4 ¥ - = -

Figura 12: Técnica de aspirado folicular guiado por ecografia.

3.1.1.2.1. Técnica por colpotomia (transvaginal)

Los animales del modelo de persistencia folicular asi como aquellos con diagndstico
positivo y confirmado de COD fueron sometidos a la ovariectomia bilateral por colpotomia.
Esto se realizo a través de abordaje transvaginal con el animal en pie (figura 13), para lo cual
en primer lugar se realizd una sedacién con 150 mg totales de clorhidrato de ketamina
(Ketamina 10%, Alfazan®) y se efectud anestesia epidural baja con 100 mg totales de
clorhidrato de lidocaina (Lidocaina 2%, Vetue®). En segundo lugar, se realiz6 la limpieza y
desinfeccion del area perineal y de la cavidad vaginal con una solucion de cloroxilenol (5%).
Mediante un tensor de vagina se posicion6 a ésta craneoventralmente alejando su pared dorsal
del recto, posteriormente con un bisturi de hoja oculta se incidié unos 2 cm el techo de la
vagina y el peritoneo. Se continud con la divulsion de la incision hasta lograr una abertura que
permitio introducir una mano dentro de la cavidad pélvica, se localizaron y retrajeron los
ovarios dentro de la vagina y se coloc6 una pinza hemostatica Kocher modificada ad hoc (sin

dientes) en el pediculo ovarico. A continuacion se realizo la ligadura del mismo y los vasos
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contenidos en €l (arteria y vena ovarica) por transfixion con hilo no absorbible simple (lino
N°14), atravesando el pediculo ovarico con una aguja semicircular traumatica enhebrada,
dejando solo el hilo simple a través del tejido. Posteriormente se desenhebro la aguja y se
realizd el primer seminudo que tomd la mitad del pediculo, luego se roded la totalidad del
tejido a ligar con una nueva lazada y se realizé el ultimo nudo, logrando asi una buena
manipulacion, tension y fijacion de los nudos. Luego se procedié a la seccion y extraccion de
ambos ovarios. Para evitar rupturas de las estructuras foliculares, previo a la ovariectomia se
realizé la extraccion del liquido folicular mediante el sistema de aspiracion anteriormente
descripto. Finalmente los animales fueron tratados con antibidticos, coagulantes,

antiinflamatorios y antiparasitarios externos.

Figura 13: Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje transvaginal.

3.1.1.2.2. Técnica de laparotomia por flanco izquierdo

Para la extraccion de los ovarios mediante ovariectomia bilateral con el animal en pie,
en primer lugar se realiz6 la sedacion mediante la aplicacion por via subcutanea de 5 ml de
una formulacion combinada de clorpromazina (5 mg/ml) y difenhidramina (2 mg/ml) (Stresin
LA®, Laboratorio Rio de Janeiro) y luego se realiz6 anestesia local infiltrativa segun la
técnica de Magda modificada, utilizando 160 ml de clorhidrato de lidocaina (2%) (Lidocaina

2%, Vetue®). Se procedié a realizar una incision desde dorso-caudal hacia ventro-craneal de
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la piel del flanco y de los planos musculares que se encuentran por debajo de la misma,
incision que fue de una longitud suficiente para permitir un buen acceso a cavidad abdominal.
Una vez dentro de ésta se continud con la técnica descripta en el apartado anterior hasta la
obtencion de los ovarios. Luego se prosigui6 con la sutura de los planos musculares con hilo
de nylon N°50 y puntos simples en “X”, y de la piel con nylon N°40 realizando una sutura
continua de Reverdin (Garnero y Perusia, 2002) (figura 14). Para finalizar, los animales

fueron tratados con antibidticos, coagulantes, antiinflamatorios y antiparasitarios externos.

Figura 14: Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje por flanco izquierdo.

3.1.1.3. Técnicas para la obtencion de muestras de sangre

De acuerdo a la finalidad de las muestras de sangre se procedid a: la puncion de vasos
coccigeos cuando el destino era la determinacion diaria de hormonas esteroides y
gonadotrofinas. Y a la extraccion mediante la colocacion de un catéter endovenoso en la vena
yugular cuando el destino de la sangre era la evaluacién de la frecuencia de pulsatil y la

aparicion del pico de LH.

3.1.1.3.1. A través de puncion de vasos coccigeos
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Para esta maniobra se utilizaron agujas calibre 25 mm x 1,2 mm acopladas a jeringas de 10
ml. Se procedid a punzar aleatoriamente la arteria coccigea media y/o las venas coccigeas

medias en la region ventral de los cuerpos de las primeras vertebras coccigeas.

3.1.1.3.2. A través de un catéter endovenoso yugular

Para esta maniobra se realiz6 una cirugia menor sobre el surco yugular. Se procedi6 a
la tricotomia, limpieza y antisepsia del area que corresponde con dicho surco. Luego, con un
bisturi se realiz6 una incision de un centimetro de longitud sobre piel y subcutaneo, justo por
encima de la vena yugular, previamente ingurgitada. Posteriormente, se introdujo en la
incision una aguja corta de grueso calibre y se procedid a punzar la vena yugular, una vez que
se logro llegar a la luz del vaso, se introdujo por la aguja una sonda K33 estéril (2 mm de
didmetro) a la que previamente se le realiz6 un corte en bisel de su extremo fenestrado. Luego
se retird la aguja de la luz del vaso. Para finalizar se realizo la fijacion del la zonda a través de
tres puntos de sutura que abarcaron la piel y la zonda (Garnero y Perusia, 2002) (figura 15).
Para evitar el coagulado de la sangre se procedié a llenar el catéter con una solucioén de
heparina sodica (5000 Ul/ml) en solucion fisioldgica (dilucion 1:1000), esta maniobra se

repitio luego de cada extraccion de sangre.

Figura 15: Colocacion del catéter endovenoso yugular.

3.1.2. COD espontanea

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

Bartolomé y col. (2005) (figura 16).
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Figura 16: Diagndstico ecografico de COD. A: ovario con un quiste folicular B: ovario contralateral con
escaso desarrollo folicular. En ambos ovarios no se detecta la presencia de cuerpo luteo. C: cuerno uterino
con ausencia de tono.

3.1.2.2. Obtencion de muestras

A partir del diagnostico de COD y dependiendo de la categoria de los animal, se
tomaron dos tipos de muestras: ovarios enteros (de vacas en lactancia con indicacion de
rechazo por motivos no reproductivos) o liquido folicular rico en células de la granulosa (en
vacas en lactancia sin indicacion de rechazo). La obtencion de ovarios enteros se efectud
mediante ovariectomia bilateral transvaginal, mientras que la obtencion de liquido folicular se
realizd por aspiracion folicular guiada por ecografia, detallada con anterioridad en este
apartado.

Sumado a esto, y para un posterior analisis en trabajos que se desarrollaron en paralelo
dentro de nuestro grupo, en todos los casos se tomaron muestras de sangre por puncion de
vasos coccigeos y se confecciond una anamnesis completa del animal, recabando datos sobre
la alimentacioén, niveles de produccion, manejo, indices productividad y reproductivos.
Ademas, durante estas mismas visitas se tomaron muestras de animales controles,

considerandose tales a vacas que en comparacion con el caso de COD, tenian el mismo
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numero de lactancias, la misma edad, se encontraban en el mismo momento de la lactancia
(dias en lactancia, DEL), pertenecian al mismo lote y no presentaban ningln tipo de

enfermedades.

3.1.3. COD inducida mediante ACTH

Este modelo de induccion de quistes fue realizado en paralelo con otras tesis. Las
determinaciones hormonales y la caracterizacion morfoldgica de los ovarios provenientes del
modelo experimental, fueron presentadas en una tesis anterior (Salvetti, y col., 2010) y

publicados en revistas de alto impacto (Amweg y col., 2013)

3.1.3.1. Animales

Se utilizaron 10 vaquillonas de la raza Holando Argentino puros por cruza, de entre 18
y 24 meses de edad, con un peso promedio de 400 kg, examinadas antes del comienzo de la
experiencia por tacto rectal y ultrasonografia para comprobar la normalidad en su tracto
reproductor y la normalidad y regularidad de sus ciclos estrales. Los animales fueron alojados
en corrales descubiertos y su alimentacion se bas6 en alimento balanceado comercial, heno de
alfalfa y agua ad libitum.

Todas las vaquillonas fueron sometidas a la sincronizacién de sus ciclos estrales
mediante el protocolo ovsynch (Pursley y col., 1995) de la siguiente manera: el dia -9 se
administraron 100 pg intramusculares de un anéalogo sintético de GnRH (buserelina acetato,
Receptal®, Intervet), el dia -2 se administraron 150 pg de un analogo sintético de PGF2a
(D+Cloprostenol, Ciclar, Zoovet®) y el dia 0 se realiz6 la ultima administracion de 100 pg de
GnRH. La ovulaciéon fue confirmada mediante ultrasonografia (Sirois y Fortune, 1988) luego
de la ultima inyeccion de GnRH y fue designada como dia 1 del ciclo estral (figura 17). Se
opto por utilizar a la ovulacion como evento clave para ubicar el dia exacto del ciclo estral en
que se encontraban los animales debido a que este protocolo de sincronizacion fue disenado
para sincronizar eficientemente la ovulacion pero no la aparicion de celos (Pursley y col.,
1995), definiendo este evento como dia 1 del ciclo, de acuerdo con lo publicado por
numerosos autores (Hafez y Hafez, 2002; Forde y col., 2011; Sartori y Barros, 2011). Durante

este periodo, los animales no recibieron ningun otro tratamiento.
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Figura 17: Protocolo de sincronizacion de celos e induccion de quistes foliculares mediante ACTH. D: dia.

3.1.3.2. Grupos experimentales

Los animales fueron distribuidos en dos grupos al azar:

Grupo I (n=6): luego de la sincronizacion de celos, estas vaquillonas fueron tratadas
con 100 Ul de ACTH (Img/ml de Tetracosactido [corticotropina], Synacthen depot,
Novartis), cada 12 horas por un periodo de 7 dias seguidos, a partir del dia 15 del ciclo estral.
El comienzo del tratamiento con ACTH (dia 15 del ciclo estral normal) se realizd en el
momento del ciclo en el que la onda preovulatoria de LH comienza a ser sensible a la
inhibicion por la ACTH exdgena (Liptrap y McNally, 1976; Dobson y col., 2000; Ortega y
col., 2008).

Grupo II (Control, n=4): luego de la sincronizacién, este grupo fue tratado con
solucion fisioldgica en la misma frecuencia de aplicaciones y bajo las mismas condiciones

ambientales que en el grupo L.

3.1.3.3. Monitoreo de los cambios ovaricos

Con el fin de monitorear los cambios en el ovario durante el ciclo estral se realizaron a
las vaquillonas de ambos grupos exdmenes diarios mediante palpacion rectal y ultrasonografia

hasta la obtencion de las muestras. Para esto, se utilizé un equipo de ultrasonografia HS101V
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con transductor lineal transrectal de 5 MHz (Honda, Tokio, Japon). Se tomaron como
parametros normales de proestro y estro un didmetro medio de los foliculos ovulatorios de 15-
18 mm, regresion o ausencia de cuerpo luteo y presencia de tono uterino, ademds de una
duracién media del ciclo estral de 19-21 dias. Como estructuras quisticas fueron considerados
aquellos foliculos con un didmetro mayor de 20 mm y que persistieron durante 10 dias o mas,
sin ovular y sin formacion de cuerpo/s luteo/s y en ausencia de tono uterino (Silvia y col.,
2002; Bartolomé y col., 2005). Se determiné como primer dia de formacion del quiste al dia

en que el foliculo superd los 20 mm de didmetro.

3.1.3.4. Obtencion de muestras

La obtencion de las muestras se realizd mediante ovariectomia bilateral a través de
abordaje por flanco izquierdo (técnica anteriormente descripta). Previamente a la
ovariectomia se obtuvieron diariamente muestras de sangre, desde el inicio del tratamiento
con ACTH hasta el dia de la ovariectomia, las cuales fueron utilizadas para caracterizar este
modelo de induccion, estos trabajo y resultados formaron parte de otras investigaciones
llevadas a cabo por nuestro grupo donde se caracterizaron numerosos aspectos de este modelo

(Amweg y col., 2013).
3.1.4. Modelo de persistencia folicular
3.1.4.1. Animales

Este es un modelo original que fue desarrollado en esta tesis y para ello se utilizaron
20 vacas de la raza Holando Argentino, examinadas antes del comienzo de la experiencia para
comprobar la normalidad en su tracto reproductor y regularidad de sus ciclos estrales, las que
fueron alojadas en corrales adecuados para los trabajos a realizar y alimentadas con alimento

balanceado comercial, heno de alfalfa y agua ad libitum.

3.1.4.2. Elecciéon del protocolo de sincronizacion de celos.
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Para la seleccion del protocolo de sincronizacion a utilizar se evaluaron las
caracteristicas de dos protocolos muy utilizados en la industria lactea: el G6G (de

presincronizacion) y el ovsynch (de sincronizacion).

3.1.4.2.1. Protocolo ovsynch.

Si bien ya se ha descripto anteriormente, resumidamente el protocolo ovsynch (Pursley
y col., 1995) consta de la aplicacion el dia 0 de una dosis de GnRH, siete dias posteriores a
ella se administra una dosis de PGF2a y dos dias después una ultima dosis de GnRH. En este
protocolo, la primera aplicacion de GnRH, es administrada en un estadio aleatorio del ciclo
estral. La intencion del primer aumento de LH inducido por GnRH es el de inducir la
ovulacién de un foliculo(s) funcional maduro (Pursley y col., 1995). Las vacas con dos ondas
foliculares tienen aproximadamente el 70% de probabilidades de que un FD funcional con
capacidad de ovular esté¢ presente en los ovarios en un estadio aleatorio del ciclo estral. La
ovulacién del FD induce el subsecuente inicio de una nueva onda de crecimiento folicular
aproximadamente un dia y medio después, seguida por el crecimiento y desarrollo de un
nuevo FD y un CL accesorio. El nuevo FD tiene aproximadamente 97% de probabilidad de
seguir funcional hasta el dia 7, para posteriormente responder correctamente al pico de LH
inducido por la ultima dosis de GnRH y asi ovular. Pero las vacas también tienen
aproximadamente un 30% de probabilidad de estar en estadios tempranos de desarrollo
folicular (1 o 2 ondas) al inicio del tratamiento, momento en que sus células de la granulosa
aun no han adquirido los receptores de LH suficientes para responder a un pico de LH
(Garverick y col., 1985). En este caso, la primera GnRH no induce la ovulacion y el potencial
FD continua creciendo, siendo desviado de los subordinados y desarrolldndose como un FD.
Si este foliculo permanece funcional (80% de probabilidades) hasta el momento de la
aplicacion de la PGF2a, podria continuar su desarrollo hasta un foliculo preovulatorio y tener
el 97% de probabilidades de que la ovulacion se dé después de la GnRH final. Sin embargo,
este foliculo podria permanecer hasta casi 12 dias desde el inicio de la onda. Por lo tanto, las
tasas de concepcion después de la ovulacion de este foliculo podrian ser atenuadas debido a la
edad del foliculo y del ovocito. Aproximadamente el 20% de estos foliculos se vuelven
atrésicos antes de la administracion de PGF2a, dando lugar al surgimiento de una nueva onda
de crecimiento folicular generalmente justo antes de la PGF2a, el nuevo FD no logra

desviarse de los subordinados antes de la segunda GnRH.
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3.1.4.2.2. Protocolo G6G.

Por lo dicho anteriormente, es importante el control del desarrollo y la ovulacion del
FD en respuesta a la primera GnRH del ovsynch para no sélo inducir un CL accesorio que
aumente los niveles de P4 y los mantenga por 7 dias hasta la aplicacion de PGF2a, sino
también para controlar la edad del FD y con ello controlar la ovulacién resultante del pico de
LH inducido por la ultima dosis de GnRH, evitando de esta manera la asincronia de la
ovulacion anteriormente descripta. Para inducir la ovulacion y la formacion de un CL
accesorio después de la primera GnRH del ovsynch las vacas deben ser pre-sincronizadas
(antes del ovsynch) para asegurarse de que estén en el estadio del ciclo estral (dia 6 o 7) en el
que exista una alta probabilidad de ovulacion del FD a la primera GnRH y la subsecuente
lutedlisis con PGF2a el dia 7 (no antes). Bello y col. (2006) demostraron que un buen método
de pre-sincronizacion, es el protocolo denominado G6G, el cual consiste en la administracion
de una dosis de PGF2a al inicio del protocolo, una dosis de GnRH dos dias después y una
segunda dosis de GnRH (primera GnRH del ovsynch) seis dias después de la primera GnRH
(figura 18). Si las vacas responden a este tratamiento y se encuentran en el dia 6 del ciclo al
momento de la primera GnRH del ovsynch, el 97% induciran un CL accesorio, tendran altas
concentraciones de P4 y una mejor sincronizacion de la ovulacion (Pursley y Martins, 2011).

De esta manera, este protocolo fue el que mejor se adapt6 al planteo de un modelo de
persistencia folicular in vivo, ya que nos permiti6é caracterizar con minima dispersion entre
animales el momento exacto de ovulacion, brindando la posibilidad de trabajar con una gran
sincronia de las ondas foliculares entre individuos y también posibilitar la determinacion del

comienzo de la persistencia folicular inducida con concentraciones intermedias de P4.

3.1.4.3. Grupos experimentales

El desarrollo del protocolo experimental se realizd en dos réplicas de manera tal de
poder obtener muestras para la totalidad de los estudios que se realizaron.

Los animales destinados al desarrollo del protocolo experimental fueron
aleatoriamente asignados en uno de 4 grupos. Los ciclos estrales de todos los animales fueron
sincronizados utilizando el protocolo G6G-ovsynch, descripto anteriormente, con algunas
modificaciones (Pursley y col., 1995; Bello y col., 2006), que consistid en la administracion

de 150 pg de un analogo sintético de PGF2a (Ciclar, Zoovet®) seguida de una segunda dosis
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de PGF2a a las 12 horas para asegurar una completa lutedlisis (Hatler y col., 2008). Pasados
dos dias se administraron 20 pg de un analogo sintético de GnRH (Buserelina, Zoovet®) y
seis dias después, correspondiéndose con el comienzo del ovsynch, se administré una segunda
dosis de esta hormona. Siete dias después, se inyectaron dos dosis de PGF2a separadas por
12h, dando fin al protocolo de sincronizacion (figura 18). Después de esto, las vacas fueron
divididas en cuatro grupos: Control (C; n=5), 5 dias de persistencia folicular (P5; n=5), 10
dias de persistencia folicular (P10; n=5), 15 dias de persistencia folicular (P15; n=5).

Durante la primera réplica del ensayo los animales del grupo C fueron utilizados para
determinar el momento esperado de ovulacion que se definié como dia 0 (DO0) a través de la
realizacion de ecografias seriadas y toma de muestras de sangre para mediciones hormonales.
Sobre los animales de los grupos tratados se realizaron ecografias diarias y toma de muestras
de sangre para distintas mediciones hormonales. En la segunda réplica del ensayo se
realizaron aspirados foliculares, ovariectomias bilaterales y tomas de muestras de sangre en:
los animales controles 48 hs después de la ultima PGF2a (fase folicular) y a los 5, 10 y 15
dias de persistencia en los animales de los grupos tratados.

A continuacioén se describen en detalle todas las actividades realizadas en las dos

replicas del ensayo.

3.1.4.4. Protocolo de induccion de foliculos persistentes

Los animales del grupo control no recibieron tratamientos adicionales. Los grupos PS5,
P10 y P15 fueron tratados con dispositivos de liberacion prolongada de P4 para obtener
niveles séricos subluteales de esta hormona segun lo descripto por Bigelow y Fortune, (1998),
hasta los 5, 10 y 15 dias después del momento esperado de ovulacion en controles (DO),
respectivamente. Para ello se utilizaron dispositivos intravaginales de 750 mg de P4 (Pro-
Ciclar P4, Zoovet®) colocados un dia después de la ultima PGF2a. Los dispositivos fueron
mantenidos por 8 dias momento en el cual fueron reemplazados por nuevos. Para evitar
cambios bruscos en las concentraciones de P4 los nuevos dispositivos fueron introducidos un

dia antes de removido el dispositivo usado (figura 18).
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Figura 18: Disefio experimental para la induccion de persistencia folicular. Luego de la sincronizacion de
celos, las vacas del grupo tratado recibieron un dispositivo intravaginal de liberacion lenta de progesterona
para inducir la persistencia folicular. La dindmica de desarrollo folicular fue monitoreada diariamente por
ultrasonografia y los niveles en sangre de hormonas esteroideas y gonadotréficas fueron evaluados a los
tiempos indicados en la figura. Las ovariectomias fueron realizadas en fase folicular en los controles y a los
5, 10 y 15 dias de persistencia folicular en los animales tratados.

3.1.4.5. Monitoreo de los cambios ovaricos

Los examenes ecograficos de los ovarios fueron realizados sobre todos los animales,
empleando un ecografo portatil equipado con un transductor lineal transrectal de 5 MHz
HS101V (Honda, Tokio, Japon). La efectividad del protocolo de sincronizacion fue
monitoreada por ultrasonografia los dias 0, 2, 8 y 15. Ademas, se realizaron ecografias diarias
desde el dia de la ultima administracion de PGF2a hasta la ovulacion en los animales
controles o hasta los 5, 10 y 15 dias de persistencia folicular en los animales tratados (figura
19). Mediante el monitoreo se caracterizaron el tamafio, el crecimiento y la regresion de todos
los foliculos mayores a 5 mm, incluyendo a los foliculos persistentes, asi como también los

CLs (segun corresponda).

3.1.4.6. Toma de muestras

3.1.4.6.1 Obtenciéon de muestras de sangre
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80I 15 (doble CL ,0I)

it

Figura 19: Secuencia de imagenes ecograficas que muestran el desarrollo folicular en un animal del
grupo tratado (P15) hasta los 15 dias de persistencia, que evoluciond hasta el estadio de quiste
folicular. OI: Ovario Izquierdo, OD: Ovario Derecho, CL: Cuerpo luteo.

Las vacas del grupo C fueron utilizadas para determinar el tiempo promedio de
ovulacién a través del seguimiento ultrasonografico y la mediciéon de niveles hormonales
séricos. Asimismo, los animales de los grupos tratados fueron utilizados para determinar la
falla en la ovulacion y el establecimiento de la persistencia folicular.

Para las determinaciones de P4, E2, y FSH, las muestras de sangre fueron tomadas
diariamente por puncion de vasos coccigeos desde el dia de la ultima aplicacion de PGF2a
hasta el final del protocolo (dia 15 de persistencia) en los animales controles y tratados (figura
18).

Para la evaluacion del pico preovulatorio de LH, las muestras de sangre fueron
colectadas cada 2 h por 48 h, desde las 56 h hasta las 104 h después de la primera inyeccion
de PGF2a en los grupos C y tratados. Para la determinacion de la frecuencia pulsatil de LH
las muestras de sangre fueron tomadas cada 12 min por 8 h, comenzando 48 h después de la
primera inyeccion de PGF2a en la fase folicular del ciclo estral (grupos C y tratados), a los
dias 5, 10 y 15 de persistencia (grupos P5, P10 y P15, respectivamente) y en el dia 10 después
de la ovulacion, durante la mitad de la fase lutea (grupo C). Ademas, en el momento de la
ovariectomia, se tomaron muestras de sangre de los grupos C, P5, P10 y P15 para determinar

los niveles de E2, P4, 17-hidroxiprogesterona (170HP4) y testosterona (figura 18).
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3.1.4.6.2. Recoleccion y preparacion de muestras de tejido ovarico

Previamente a la ovariectomia los foliculos preovulatorios en el grupo control y los
foliculos persistentes en los grupos tratados fueron aspirados para la obtencion de liquido
folicular. Esta maniobra nos permitio no correr el riesgo de romper los foliculos de interés con
el manipuleo del ovario propio del procedimiento quirurgico. Después de la aspiracion
folicular, el liquido obtenido fue refrigerado e inmediatamente transportado al laboratorio
para su procesamiento.

La técnica de ovariectomia bilateral transvaginal (descripta anteriormente) fue
realizada en el dia esperado de ovulacion en controles y al final del periodo de tratamiento
para cada grupo tratado, los dias 5, 10 y 15 de persistencia, relativos al momento esperado de
ovulacién (DO) (figura 18). Los ovarios obtenidos fueron destinados a la realizacién de
examenes histologicos y de determinacion de las proteinas de interés. Tanto los ovarios, como
las estructuras foliculares de interés fueron medidos y fotografiados. Luego se obtuvieron
muestras de pared folicular de foliculos preovulatorios controles y de foliculos persistentes

(P5, P10 y P15) para posteriores analisis de biologia molecular.

3.2. Procesamiento de las muestras

Los distintos tipos de muestra provenientes de casos de COD espontdnea a campo, de
los modelos experimentales (COD inducida con ACTH y persistencia folicular) y de los
animales controles fueron procesados en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular
Aplicada del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICiVet-Litoral), Universidad
Nacional del Litoral (UNL) / Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas
(CONICET). En la figura 20 se expone un esquema de las muestras que arribaron al

laboratorio.

En el laboratorio, las muestras se procesaron con la finalidad de acondicionarlas para
su posterior utilizacion en las distintas técnicas de biologia molecular aplicadas en este
trabajo.

a) Muestras de liquido folicular, obtenidas por aspiraciéon folicular guiada por
ecografia de COD espontanea a campo, de foliculos persistentes y de foliculos preovulatorios

controles, o mediante aspirado con jeringa (1ml) y aguja (25G) en foliculos intactos de
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ovarios enteros obtenidos por ovariectomia (quisticos o controles). Una vez recolectado el
liquido folicular fue centrifugado (ver punto siguiente) para separar las células foliculares
contenidas en ¢él. Luego, el liquido folicular fue conservado a -20°C y destinado a mediciones

hormonales.

* COD espontanea a campo

Ovariectomia: d° COD inducida con ACTH
tejido ovarico * Foliculos persistentes
* Controles

* COD espontanea a campo
- * Foliculos persistentes
* Controles

Aspirado folicular:
liquido folicular

Aspirado folicular: _| = COD espontdnea a campo
pellets de células * Controles

Sangre: suero

* Foliculos persistentes
* Controles

Figura 20: Esquema de la procedencia de las muestras destinadas a distintos estudios.

b) Muestras de pared folicular, tanto de quistes foliculares (espontaneos o inducidos
con ACTH), de foliculos persistentes, como de foliculos preovulatorios (animales control)
(Parrott y Skinner, 1998). Todas estas muestras fueron conservadas a -80 °C hasta su
procesamiento (extraccion de proteinas para la técnica de western blot).

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

d) Las muestras de sangre fueron conservadas a temperatura ambiente (22-25 °C) por
30 min, luego colocadas a 4-8 °C por 1 h y finalmente centrifugadas a 1500g por 20 min. El
suero asi obtenido fue separado y conservado a -20 °C hasta el analisis de las hormonas

contenidas en él.

3.2.1. Procesamiento del liquido folicular rico en células del a granulosa

El liquido folicular de animales con COD espontanea y controles luego de ser aspirado
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y transportado en condiciones de refrigeracion al laboratorio, fue centrifugado por 10 min a
2700g (centrifuga refrigerada IEC Multi RF, Thermo, USA) lograndose asi separar el liquido
folicular de las células contenidas en ¢l, seguidamente el liquido folicular fue separado del
pellet de células foliculares, siendo finalmente este ultimo conservado a -80 °C. El destino de

estas muestras fue el analisis de ARNm de interés.

3.2.2. Procesamiento de las muestras para técnicas histolégicas

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

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

de hematoxilina-eosina.

3.2.3. Procesamiento de las muestras para western blot

Se tomaron fracciones de aproximadamente 60 mg de pared folicular de foliculos
antrales pequefios y grandes sanos, las que fueron colocadas en buffer RIPA (del inglés:
radioimmunoprecipitation assay buffer) con inhibidores de proteasas, luego fueron
homogeneizadas con un homogeneizador de mano Ultra Turrax®. El sobrenadante se obtuvo
luego de centrifugar las muestras a 14.000g en centrifuga refrigerada durante 20 minutos. Una
vez obtenidos los extractos de proteinas se determind la concentracion proteica de cada
muestra mediante el método fluorimétrico (Quant-iT Protein Assay Kit, Qubit, Invitrogen,
Nueva York, Estados Unidos). Previamente a las lecturas, se utilizé un patrén de referencia

para realizar la curva de calibrado.

3.2.4. Procesamiento de las muestras para RT-PCR.

3.2.4.1. Purificacion de ARN
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El total de ARN fue aislado de pellets de células foliculares provenientes de las
muestras de liquido folicular de los foliculos preovulatorios controles y de quistes foliculares
del grupo COD espontanea a campo, después del tratamiento con el reactivo TRIzol LS
(Invitrogen, Life Technology, CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante

(Marelli y col., 2014).

3.2.4.2. Transcripcion reversa

Para evitar la contaminacién con ADN gendmico, las muestras de ARN fueron
tratadas con ADNasa (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
cadenas de ADN copia (ADNc) fueron sintetizadas usando una mezcla de reaccion
conteniendo MMLYV (del inglés: Moloney Murine Leukemia Virus) buffer 5X, dithiothreitol
(DTT, 100mM), inhibidor de ribonucleasas (40U/ul, RNaseOUT), retrotranscriptasa (MMLYV,
200U), dexoxiribonucleotidos trifosfatos (ANTP) y cebadores con secuencia al azar. Se utilizo
para ello una cantidad constante de ARN y fueron utilizadas las siguientes condiciones para la
transcripcion reversa: 10 minutos a 25°C para el anillado, 50 minutos de sintesis de ADNc y
15 minutos a 70°C para la inactivacion de la ADNasa. Todas las reacciones se llevaron a cabo
para un volumen final de 20 pl utilizando un termociclador estandar (TC-3000, Techne Inc.,

NJ, USA).

3.3. Cuantificacion de hormonas en suero y liquido folicular

Se determinaron los niveles séricos diarios de gonadotrofinas y de hormonas
esteroides en los grupos controles y de persistencia folicular. Las determinaciones hormonales
para el modelo de induccion de COD mediante ACTH y COD espontanea fueron realizadas
previamente y han sido publicadas por nuestro grupo de trabajo (Amweg y col., 2013).

Los niveles séricos de FSH y LH fueron determinados por radioinmunoensayo (RIA,
del inglés: radioimmunoassay) usando kits provistos por NIDDK (USA), previamente
descriptos y validados (Lacau-Mengido y col., 2000; Ortega y col., 2004) y realizados en el
IBYME-CONICET (Buenos Aires). El coeficiente de variacion intra e interensayo para FSH
y LH fue menor al 8% y 12% respectivamente. El limite de deteccion fue de 0,16 y 1,18
ng/mL de suero para LH y FSH, respectivamente. La concentracion de E2, P4 y testosterona

en suero y liquido folicular fue medida por electroquimioluminiscenica inmunoensayo
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(ECLIA del inglés: electrochemiluminescence immunoassay) utilizando kits (Roche
Diagnostics GmbH, Germany) en un sistema COBAS e411 (Roche Diagnostics), de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de 5 pg/mL para E2, 0,03
ng/mL para P4 y 0,02 ng/mL para testosterona. Las concentraciones de 170HP4 en suero y
liquido folicular fueron medidas por RIA de competicion sin extraccion disponible
comercialmente (Immunotech, Marseille, France) con una sensibilidad de 0,05 ng/mL. Para
validar las pruebas de ECLIA y RIA para esteroides, pools de liquido folicular y suero de
vacas ovariectomizadas fueron tratados con carbon para generar muestras libres de esteroides
(McNeilly y col., 1991). Diluciones seriadas de E2, testosterona, P4 y 170HP4 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) fueron preparadas usando liquido folicular o suero libre de
esteroides como diluyente. La recuperacion de dichos estandares de esteroides que se
agregaron a las muestras individuales antes del ensayo estuvo entre el 82% y el 96% para las
muestras con alta concentracion y entre 79% y 93% para las muestras con baja concentracion.

El coeficiente de variacion intra- e interensayo fue <7 y <6% respectivamente.

3.4. Deteccion y cuantificacion de miembros de la familia de las BMPs y AMH

3.4.1. Inmunohistoquimica simple

Mediante esta técnica se logrd la identificacion in situ y cuantificacion de las
siguientes proteinas: BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMPR-1B y AMH en tejido ovarico de
animales controles, con COD espontanea y de aquellos provenientes de los modelos
experimentales, utilizando anticuerpos especificos disponibles comercialmente, detallados en
la tabla 5.

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

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

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

ITI- Hidratacion en PBS pH 7,2 durante 5 minutos.
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Tabla 5: Detalle de los anticuerpos primarios utilizados y las condiciones de uso en la técnica de
inmunohistoquimica.

Anticuerpos

Recuperacion

primarios Proveedor comercial Dilucidn Antigénica
Ligandos
BMP-2 Monoclonal Abcam (ab6285) 1:75 Si
BMP-4 Policlonal Abcam (ab39973) 1:350 No
BMP-6 Monoclonal Abcam (ab15640) 1:150 Si
AMH Monoclonal Serotec (MCA2246T) 1:100 Si
Receptor
BMPR-1B Policlonal Santa Cruz (sc-25455) 1:500 Si

IV- Tratamiento de recuperacion antigénica. Se realiz6 en un horno de microondas de uso
doméstico (potencia maxima 800W). Como solucién de recuperacion se uso buffer citrato
0,01M pH 6,0. Los cortes fueron colocados en un coplin sumergido en un recipiente con agua,
y fueron sometidos a la siguiente secuencia de recuperacion: 3 minutos a 100% de potencia, 6
minutos al 40%, recarga del coplin con agua destilada, 6 minutos al 40 % y 20 minutos dentro
del microondas apagado. Este tratamiento se utilizd para ciertos anticuerpos seguin se detalla
en la tabla 5.

V- Bloqueo de la actividad enddégena de la enzima peroxidasa, sumergiendo las muestras
durante 10 minutos en una solucion al 3% de perdxido de hidrogeno en metanol absoluto,
agregando nuevamente el mismo volumen de perdxido de hidrégeno a los 10 minutos.

VI- Se realizaron dos lavados en PBS durante 5 minutos.

VII- Bloqueo de los sitios de unién no-especificos incubando 20 minutos a temperatura
ambiente en cdmara humeda con una solucién de suero normal de cabra al 5%, este
procedimiento no se realiz6 para el receptor BMPR-1B.

VIII- Incubacion con anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C (en heladera): se
usaron anticuerpos de interés en las diluciones adecuadas segin la proteina a detectar (tabla
5). Para los controles de especificidad se sustituyo el anticuerpo primario por suero normal de
cabra.

IX- Después de la incubacion con el anticuerpo primario la cdmara se retir6 de la heladera y
se dejo a temperatura ambiente durante 10 minutos.

X- Se realizaron dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.
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XI- Incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado monoclonal o policlonal (segin
corresponda y en la dilucion apropiada), o con el secundario Universal del kit Cytoscan HRP

Detection System, durante 30 minutos a temperatura ambiente (tabla 6).

Tabla 6: Detalle de los anticuerpos secundarios utilizados, y las condiciones de uso en la técnica de
inmunohistoquimica.

Anticuerpos Proveedor e .
. ’ Dilucién Grupos experimentales
secundarios comercial
ng ar?tl'-rabblt LETH AM-B1 1:100 + COD inducida, espontanea, y control: BMP-4
biotinilado
IgG_an_tl-_mouse LETH AR-B1 1:100 + COD inducida, espontanea, y control: BMP-2, BMP-6
biotinilado
Secundario Cytoscan HRP- + COD inducida, espontanea y control: BIPR-1B
Universal Detection System, - + Persistencia folicular y controles: BMP-2, BMP-4, BMP-6
Cell Mark * Persistenica folicular, COD espontanea y controles: AMH

XII- Se realizaron dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

XIII- Incubacion con complejo streptavidina (Cytoscan HRP Detection System Cell Mark) o
extravidina (SIGMA-dilucion 1:200)-peroxidasa durante 30 minutos a temperatura ambiente.
XIV- Se realizaron dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

XV- Revelado de la reaccién con 3-3’-diaminobencidina (Kit DAB Plus, Invitrogen). Los
cortes se observaron al microscopio para controlar el tiempo 6ptimo en cada prueba y
estandarizarlo.

XVI- Se realizaron dos lavados con agua destilada, de 5 minutos cada uno. Luego se realizod
la coloracion de contraste con hematoxilina activada (Biopur®), deshidratacion y montaje con

balsamo natural de Canadé (Canadax, Biopur®) y cubreobjetos apropiados.

En aquellos ensayos donde se emple6 como anticuerpo primario a anti-BMP-4 se
realiz6 una modificacion a la técnica de rutina, omitiendo la recuperacion antigénica.

Para la evaluacion de BMP-2, BMP-4, BMP-6 y BMPR-1B en los grupos COD
espontanea, COD inducida con ACTH y controles, se digitalizaron imagenes de cada una de
las capas de la pared folicular de foliculos primordiales, de transicidon, primarios, preantrales
pequefios y grandes, antrales pequefios y grandes, atrésicos y los foliculos quisticos, estos
ultimos solamente en los grupos con COD espontinea e inducida con ACTH. En Ia
determinacion de la expresion de BMP-2, BMP-4 y BMP-6 en los grupos de persistencia

folicular y controles, se digitalizaron iméagenes de cada una de las capas de la pared folicular
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de foliculos primarios, preantrales pequefios y grandes, antrales, atrésicos y los foliculos
persistentes, estos ultimos solamente en los tres grupos de persistencia folicular (P5, P10 y
P15). Finalmente, para determinar los niveles de expresion de AMH en los grupos de COD
espontanea, persistencia folicular y controles, se digitalizaron imagenes de cada una de las
capas de la pared folicular de foliculos primarios, preantrales pequefos y grandes, antrales,
atrésicos y los foliculos persistentes (en los grupos P5, P10 y P15) y foliculos quisticos (en el

grupo de COD espontanea).

3.4.2. Western blot

Esta técnica fue utilizada para la determinacion de la especificidad de los anticuerpos
utilizados. Se realizd la electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida (acrilamida-
bisacrilamida, 29:1) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). El
tamafio del poro para el gel de resolucion se correspondid con una concentracion de
acrilamida del 12% (BMP-6 y BMPR-1B) y del 15% (BMP-2 y BMP-4). Se utilizaron
homogeneizados de pared folicular de foliculos antrales medianos y grandes (Parrott y
Skinner, 1998).

Se prepararon las muestras diluyendo 1:2 con buffer de muestra en condiciones
reductoras para SDS-PAGE, y posteriormente se incubaron en bafio termostatico a 95°C por 5
minutos. Se utilizd una cuba vertical y el buffer de corrida Tris-Glicina con 0,1 % de SDS, pH
8,3. Segun los valores obtenidos de la cuantificacion mediante el método fluorimétrico
(Quant-iT Protein Assay Kit, Qubit, Invitrogen, Nueva York, Estados Unidos), se sembraron
40 pg de proteinas y se realizo la electroforesis a 25 mA para el gel de apilamiento, y se
continud a 50 mA hasta la visualizacion del frente de corrida en el borde inferior del gel de
resolucion. Los marcadores de peso molecular (PM) que se utilizaron se detallan en la figura
21. Para la transferencia a una membrana de nitrocelulosa de las proteinas separadas en el gel,
se empleod la solucidon de transferencia tamponada Towbin modificada, compuesta por Tris-
Glicina y 20 % de metanol. Dicha transferencia se realiz6 en frio, a 100V durante 2 horas y 30
minutos, condiciones utilizadas para todos los casos. Al término de este periodo se coloreo la
membrana con el colorante Rojo Ponceau para ver la efectividad de la transferencia. Una vez
verificada, se procedio al lavado de la membrana y posterior guardado de la misma a 4-6°C

hasta proceder a la inmunodeteccion de las proteinas detalladas en la tabla 7.
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Para la inmunodeteccion de las proteinas en las membranas de nitrocelulosa se empled

el siguiente protocolo:

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

II- Lavado a temperatura ambiente en agitacion (agitador orbital BOECO OS-10, Germany)
con TBS-T.

e Dos lavados rapidos
e Un lavado de 15 minutos

e Dos lavados de 5 minutos

Tabla 7: Detalle de los anticuerpos primarios utilizados en la técnica de western blot.

Anticuerpos

primarios Proveedor comercial Dilucion
Ligandos
BMP-2 Monoclonal Abcam (ab6285) 1:200
BMP-4 Policlonal Abcam (ab39973) 1:800
BMP-6 Monoclonal Abcam (ab15640) 1:150
Receptor
BMPR -1B Policlonal Santa Cruz (sc-25455) 1:500
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III- Incubacion con el anticuerpo primario (tabla 7) durante toda la noche en heladera. Para la
dilucion del anticuerpo primario se utilizé buffer de bloqueo.
IV- Lavado a temperatura ambiente con TBS-T:

e Dos lavados rapidos

e Un lavado de 15 minutos

e Dos lavados de 5 minutos
V- Incubaciéon con el anticuerpo secundario durante una hora a temperatura ambiente en
agitacion. Para la dilucion se utiliza buffer de bloqueo. Los datos y las condiciones de uso de

estos anticuerpos estan descriptos en la tabla 8.

Tabla 8: Detalle de los anticuerpos secundarios utilizados en la técnica de western blot.

Anticuerpos

i Proveedor comercial Dilucion
secundarios

1gG anti-mouse biotinilado LETH AR-B1 1:1000
Goat anti-mouse IgG HRP Santa Cruz (SC-2005) 1:600
Goat anti-rabbit 1gG HRP Santa Cruz (SC-2004) 1:7500

VI- Lavado a temperatura ambiente con TBS-T:
e Dos lavados rapidos
e Un lavado de 15 minutos
e Cuatro lavados de 5 minutos
VII- Preparar el reactivo quimioluminiscente (GE Healthcare), colocar la membrana en un
recipiente con el reactivo e incubar 5 minutos.
VIII- Escurrir la membrana y colocarla entre dos hojas de papel celofan.
IX- Revelar la membrana en cuarto oscuro con los reactivos de revelado y fijado (Kodak); y
placas radiograficas (GE Helthcare)
X- Lavado con agua destilada.

XI- Secado de la placa a temperatura ambiente.

Para la evaluacion de BMP-2, BMP-4, BMP-6 y BMPR-1B fueron detectadas como bandas
de 32-33 kDa, 47-50 kDa, 57 kDa y 50 KDa, respectivamente en muestras de pared de

foliculos antrales controles.
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3.4.3. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Los niveles de AMH en suero y liquido folicular fueron cuantificados mediante un kit
de ELISA comercial de acuerdo con las instrucciones del fabricante (AMH Gen II; Beckman
Coulter, California, Estados Unidos). Previo a la realizacion del ensayo, todas las muestras de
liquido folicular provenientes de foliculos persistentes de los tres grupos (PS5, P10 y P15), de
foliculos preovulatorios controles y de quistes espontaneos, se diluyeron 1:10 en suero fetal
bovino. Las muestras de liquido folicular, de suero (sin diluir) asi como los patrones fueron
colocados en los pocillos de la placa, a continuacion se colocé buffer de ensayo especifico del
kit y se incubd todo a temperatura ambiente durante 2 horas. Luego del lavado, se coloco el
anticuerpo conjugado con biotina y se incubd durante 1 hora. Finalmente, luego de los
lavados correspondientes, se colocé estreptavidina conjugada con la enzima peroxidasa y se
realizd una incubacion durante 30 minutos. La reaccion fue evidenciada mediante el revelado
con una solucion de TMB como cromoégeno, el cual fue incubado durante 15 minutos. La
reaccion fue detenida por la incorporacion de H2SO4 y se realizo la lectura a 450 nm con un
lector de ELISA (Multiskan Lab Systems, Inc.). El limite de deteccion del kit es de 2 pg/ml; y

los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron de 8 y 4% respectivamente.

3.4.4. Analisis digital de imagenes

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

El 4area inmunohistoquimicamente marcada se calculd a través de la segmentacion de
colores seleccionando los objetos con reaccion marréon moderado/intenso (dada por la
reactividad del cromoégeno utilizado) como rango positivo. Dicha coloracion fue elegida con
una sensibilidad de 4 (méaximo 5). Posteriormente fue aplicada una méscara para la separacion
permanente de los colores y se realizd un histograma para determinar el porcentaje del area
marcada sobre el area total evaluada, tal como fue descripto en trabajos previos (Salvetti y

col., 2010).
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En el protocolo de persistencia folicular el espesor de las capas de la granulosa y de la
teca interna de los foliculos preovulatorios y persistentes (groups PS5, P10 y P15) fueron
determinadas usando herramientas especificas del programa informatico que acompafia a la
camara Nikon.

Las placas obtenidas del revelado por quimioluminiscencia fueron escaneadas con un

escaner de oficina (HP Officejet J5700) con alta resolucion (600 dpi) y formato tiff.

3.4.5. Anadlisis de la expresion de ARNm de BMP-2, BMP-4 y BMP-6

3.4.5.1. Diseiio de cebadores especificos, clasificacion de las muestras y validacion de las

condiciones de la PCR en tiempo real

Basados en secuencias ya publicadas y utilizadas para la amplificacion de fragmentos
de ARN correspondientes BMP-2, BMP-4 y BMP-6, se disefiaron cebadores especificos
(tabla 9). Para el disefio y posterior verificacion de su especificidad, se utilizé la aplicacion
PrimerSelect del programa LASERGENE (DNAStar, WI, USA). Todos los oligonucle6tidos
utilizados fueron provistos por Invitrogen. A su vez, la especificidad de los mismos se cotejéd
por comparacion directa de su secuencia contra el genoma completo de Bos taurus mediante
el uso del programa BLAST (del inglés: Basic Local Alignment Search Tool,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Por otro lado, se disefiaron cebadores para amplificar las secuencias codificantes de las
enzimas CYP19A1 (especifica de células de la granulosa) y CYP17A1 (especifica de células
de la teca) (Lagaly, 2008), siguiendo el procedimiento anteriormente detallado. Las
reacciones de amplificacion con estos cebadores permitieron determinar la presencia de
ARNm especifico de células de la granulosa y/o de células de la teca en las muestras de
células foliculares obtenidas por aspiracion folicular. A través de esta identificacion las
muestras pudieron ser clasificadas segiin la poblacion celular existente dentro de ellas y s6lo
fueron destinadas a su analisis aquellas muestras de COD espontdnea y controles que fueron
positivas para CYP17A1 y CYP19A1 (células de la teca y células de la granulosa). También
se emplearon cebadores especificos para amplificar el gen de expresion constitutiva
correspondiente (B-actina) con el objeto de normalizar los niveles de expresion en relacion al
mismo. En este sentido, para validar las condiciones de las PCRs, se construyeron curvas

estandares para BMP-2, BMP-4, BMP-6 y B-actina con diluciones seriadas de ADNc de pared
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folicular completa. Estas curvas brindaron informacién util para establecer el rango dindmico
de trabajo y garantizar un rendimiento similar en la eficiencia de amplificacion. Las
reacciones de PCR presentaron eficiencias de 100,9% para BMP-2, 99,2% para BMP-4,
94,6% para BMP-6 y 93,44% para B-actina. En todos los casos, las reacciones de
amplificacion presentaron una alta linealidad con un R2>0,99. La ausencia de artefactos
producidos por productos no especificos y dimeros de cebadores fue chequeado por el analisis

de la curva de melting.

3.4.5.2. PCR en tiempo real

Un protocolo optimizado de PCR en tiempo real fue usado para analizar la expresion
de ARNm de BMP-2, BMP-4 y BMP-6, usando SYBR Green I (Invitrogen) (Pfaffl, 2001). La
cantidad relativa de los ARNm de las distintas BMPs fue normalizada a una cantidad
constante de ARNm del gen de referencia B-actina (Robinson y col., 2007), sin encontrarse
diferencias significativas en la expresion génica entre los diferentes grupos evaluados
(p>0,05). La PCR fue realizada usando concentraciones definidas de cebadores

forward/reverse detallados en la tabla 9.

Table 9: Pares de cebadores (secuencia de cebadores forward/reverse, 5'—3") usados para PCR en tiempo real.

: Longitud | Temperatura
Nombre Secuencia (5 -37) N° de GenBank Referencia
producto de anillado
BMP-2
Forward TGTCCAAACTCTGGTCAACTC MI_001099141 142 bp 6102 Este estudio
Reverse CTCGACAACCATGTCCTGATAG
BMP -4
Forward GGCCGACCACCTCAACTCAA MIM_001045877 181 bp 58.0 C*® Este estudio
Reverse ACATCCCTCCACTACCATCTCCTG
BMP -6
Forward CGCCAGCGACACCACAAAGAGT XM_005192966 191 bp 58.0 C* Este estudio
Reverse CCCAGCAGAAACAGGTCCGAGTC
CYP17A1
Forward GGAGGCGACCATCAGAGAAGTGC MM _174304 312 bp 60.8 C*° Lagaly col.. 2008
Reverse CAGCCGGGACATGAAGAGGAAGAG
CYP19A1
Forward TAAAACAAAGCGCCAATCTCTACG BFEYE19 341 bp 55.4 C* Lagaly col.. 2008
Reverse GGAACCTGCAGTG GGAAATGA
p-actin
Forward CGGAACCGCTCATTGCC ET030480 290 bp 60 C* Riollet col., 2001
Reverse ACCCACACTGTGCCCATCTA

BMP: proteina morfogénica de hueso. CYP17Al: citocromo P450 17hidroxilasa/17,20-liasa. CYP19A1: citocromo P450
aromatasa. For: Forward. Rev: Reverse. bp: pares de bases.
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Cada reaccion de PCR fue realizada por duplicado en un volumen total de 20 pl,
conteniendo 4 ul de ADNc (500 ng/ml), 4 ul de buffer de reaccion Phire 5X, 0,5 ul de cada
10 uM de cebadores forward/reverse, 0,2 mM dNTPs, 1 ul SYBR Green I (Invitrogen), 0,05
pl Phire Taq polimerasa (Thermo Fisher Scientific Company, Finland) y 14 pl de agua tratada
con DEPC estéril.

Los niveles relativos de transcriptos se midieron en un sistema StepOne Real Time
PCR (Applied Biosystems, Life Technology, CA, USA) y se analizaron mediante el método
de 2-AACt (Livak y Schmittgen, 2001). Las condiciones térmicas de los ciclos incluyeron: 40
ciclos de desnaturalizacion a 98 °C por 5 segundos (s), anillado a 61 °C (BMP-2), 58 °C
(BMP-4 y BMP-6) y 60 °C (B-actina) por 20 s y extension a 72 °C por 25 s. Fue realizado un
solo paso inicial de desnaturalizacion a 98 ° C por 3 minutos y un paso de extension final a 72
°C por 10 minutos.

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

Los niveles de expresion de los genes se analizaron segun los valores de sus Cts (ciclo
umbral, del inglés: cycle threshold) los que fueron calculados por el software StepOne v2.2
(Aplied Biosystems). Dicho valor corresponde al ciclo en el que la sefial de fluorescencia
puede ser detectada como valor de corte o umbral. La pureza de los productos fue establecida
por curvas de disociacion, y muestras aleatorias fueron destinadas a la construccioén de un gel

de agarosa para verificar el tamafio de los productos.

3.4.5.3. Secuenciacion de nucleotidos

La especificidad de los productos de las PCRs fue confirmada por secuenciacion de
ADN usando el servicio de Macrogen Sequencing Service (Macrogen, Korea). Los
oligonucleotidos cebadores y los productos amplificados fueron luego testeados a través de la
herramienta BLAST, para confirmar la especificidad de los genes y para determinar la
ubicacion de los nucleotidos, asegurandonos asi que ellos no fueron disefiados desde alguna
region homologa que codifique para otros genes. En este sentido, los productos de la PCR

presentaron una homologia del 97-99% con la secuencia de referencias para Bos taurus.
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3.5. Evaluacion estadistica

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

La frecuencia y amplitud de los pulsos de LH fueron caracterizadas de una manera
similar a la usada por D'Occhio y col. (1982). La concentracion basal fue calculada utilizando
valores que no hayan estado asociados a porciones ascendentes o descendentes de los pulsos.
Una muestra fue definida como un pico (inicio de un pulso) si: 1) el valor fue al menos un
40% mayor que el de la muestra precedente y 2) este haya sido seguido por al menos dos
valores sucesivos decrecientes o que representen valores basales. La amplitud de los pulsos
fue determinada restando al valor mas alto asociado con un pulso el valor basal precedente
(concentracion del pulso) (Brown y col., 1986).

La frecuencia y amplitud de los pulsos de LH y los datos morfométricos fueron
comparados mediante analisis de la varianza (ANOVA), seguido de un post-test de Duncan
para comparaciones multiples. El nivel de significancia utilizado para ANOVA fue p<0,05.

Las concentraciones séricas de E2, P4 y FSH en los animales controles y tratados
durante todo el periodo experimental fueron analizadas mediante un ANOVA de dos vias para
determinar los efectos del tiempo y el tratamiento, asi como también la interaccion entre el
tratamiento por el tiempo. Los niveles hormonales en suero y liquido folicular en los distintos
grupos de animales (persistentes y controles) al momento de la toma de muestras, fueron
comparados mediante analisis de la varianza (ANOVA), y como analisis posterior se aplico el
post-test de Duncan. El nivel de significancia utilizado para ANOVA fue p<0,05. El
coeficiente de Pearson fue usado para analizar en el modelo de persistencia la posible
correlacion entre las concentraciones en suero y liquido folicular de los diferentes esteroides
al momento de la ovariectomia. Los resultados se expresan como la media + el error estandar
de la media (EEM).

Para evaluar la expresion proteica mediante inmunohistoquimica, se realizé un analisis
de la varianza de los datos aplicando pruebas paramétricas para varios grupos (ANOVA), y
como andlisis posterior se aplicd el post-test de Duncan. Se analizaron por separado las
estructuras foliculares analogas (foliculos primordiales, de transicion, primarios, preantrales

pequeios y grandes, antrales pequefios y grandes, atrésicos, peristentes y quisticos) de cada
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grupo en estudio. También se compararon los quistes (inducidos o espontaneos) o foliculos
persistentes (PS5, P10 y P15) con los foliculos antrales y atrésicos del grupo control (como
estructuras similares de referencia). Ademas, se evaluo el comportamiento de la expresion
proteica a lo largo de la foliculogénesis dentro de cada grupo en estudio. La comparacion
entre dos grupos de muestras se realizé mediante la prueba 7-Student. El nivel de significancia
utilizado para ANOVA fue p<0,05. Los valores se expresaron como el promedio + el desvio
estandar (DE).

Finalmente, la evaluacion de AMH en liquido folicular se realizd6 mediante ANOVA
para los grupos de persistencia folicular, animales con COD y animales controles. Como
analisis posterior se aplico el post-test de Duncan. El nivel de significancia utilizado para

ANOVA fue p<0,05.
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4.1. Resultados de procedimientos efectuados con animales

4.1.1. Diagnostico y obtencion de muestras provenientes de casos de COD espontanea.

Se obtuvieron ovarios con quistes espontaneos de 11 vacas Holando Argentino en
lactancia. Mediante ultrasonografia y tacto rectal pudo determinarse que todas las vacas
diagnosticadas con COD espontanea presentaban foliculos unicos o multiples, con una pared
folicular de un espesor menor a 3 mm, ausencia de cuerpo liteo y falta de tono uterino.
Microscopicamente pudo observarse que se trataba de quistes foliculares. También fueron
observados foliculos en varios estadios de desarrollo incluyendo foliculos primarios,
preantrales pequefos y grandes, antrales pequefios, antrales y atrésicos y, en todos los casos,
ausencia de tejido luteal activo. Las capas de células de la granulosa y de la teca de los quistes
presentaron células aparentemente sanas, sin procesos degenerativos. No fue posible
determinar la persistencia de los foliculos quisticos en estas vacas de manera exacta, pero se
estima en mas de 10 dias debido a la falta de tono uterino a la palpacion rectal (Bartolomé y
col., 2005). A nivel microscopico, este hecho quedé reflejado en la capa de células de la
granulosa, donde algunos quistes presentaron ausencia parcial o total de dicha capa debido al
envejecimiento folicular como consecuencia de una persistencia muy prolongada. Cabe
aclarar que las evaluaciones histologicas e inmunohistoquimicas se realizaron solamente en
los foliculos quisticos que presentaban células de la granulosa.

Se recabd informacion completa sobre cada animal: edad, nimero de lactancias, padre,
madre, produccion de leche, fecha del ultimo parto, produccion de la lactancia anterior, fecha
del ultimo celo, condicion corporal, patologias, fecha de diagnostico del quiste, época del aio,
intervalo parto-diagnostico, hallazgos a la ecografia, tratamiento, respuesta al tratamiento y
relacion Energia/Proteina de la dieta. Dichos datos fueron destinados a estudios paralelos a la

presente tesis.

4.1.2. Modelo de induccion de quistes mediante ACTH

Las determinaciones hormonales y la caracterizacion morfologica de los ovarios
provenientes del modelo experimental, fueron presentadas en una tesis anterior (Salvetti, y
col., 2010) y publicados en revistas de alto impacto (Amweg y col., 2013). La induccién

exitosa de COD mediante la administracion de ACTH fue confirmada por el seguimiento de
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la morfologia ovarica y la determinacion de hormonas. Todos los animales tratados con
ACTH respondieron a dicho tratamiento con la formacion de un quiste folicular con una capa

completa de células de la granulosa.

4.1.3. Modelo de persistencia folicular inducida mediante P4

4.1.3.1. Ultrasonografia y dinamica de los foliculos persistentes.

Durante el protocolo descripto fue posible evidenciar el desarrollo de foliculos de
hasta 15 dias de persistencia en el 95% de los animales tratados. Con el andlisis de las
imagenes ecograficas se pudo verificar el correcto funcionamiento del protocolo hormonal,
corroborar la dinamica folicular y la ovulacién (controles) y monitorear la persistencia
folicular (tratados) durante todo el protocolo.

En todos los animales, al momento de la ultima inyeccion de PGF2a, se detectd un
unico foliculo dominante. El didmetro promedio de los foliculos preovulatorios en los
animales controles durante el Gltimo examen ultrasonografico antes de la ovulacion fue de
17,6 +/— 0,3 mm. Este foliculo ovul6é aproximadamente cuatro dias después de la ultima
inyeccion PGF2a. En los animales experimentales el tratamiento con progesterona de larga
duraciéon permitid la persistencia de los foliculos preovulatorios de 12,6 +/- 3,0 mm de
didmetro al inicio del proestro y de 15,6 +/— 1,8 mm de diametro, 24 h antes del dia 0
(momento esperado de ovulacién en controles). Estos foliculos establecieron su persistencia
con un tamafio de 16,3 +/- 3,0 mm en el dia 0, llegando a 18,3 +/- 2,1 mm a los 5 dias y a 18,0
+/- 3,6 mm el dia 10 de persistencia. La induccion exitosa de foliculos persistentes fue
confirmada, por la ausencia de la ovulacion del foliculo dominante y el incremento en su
didmetro a través de los 15 dias del tratamiento con P4. Un incremento significativo en el
diametro de los foliculos persistentes fue detectado en el dia 11 y también en los siguientes
dias del tratamiento con P4. En el dia 15 de persistencia (15 dias después de la ovulacion en
controles), el didmetro de los foliculos persistentes alcanz6 un promedio de 23,0 +/- 0,6 mm
(figura 22). A la ultrasonografia, los foliculos persistentes aparecen como estructuras
esféricas, uniformes, no ecogénicas, con una pared delgada de < 3 mm de espesor,

acompafiados de ausencia total de tonicidad uterina (figura 22).
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Figura 22: (A) Méaximo diametro del foliculo dominante y del foliculo persistente en vacas controles (®) y
tratadas (m), respectivamente. Se muestran las medias (+ EEM) del diametro folicular interno y las diferencias
con el foliculo preovulatorio de controles. (B) Fotos seleccionadas de ultrasonidos de foliculos preovulatorios en
vacas controles y tratadas, y de foliculos con 5, 10 y 15 dias de persistencia folicular de las vacas tratadas.

4.1.3.2. Efectos de dosis bajas y constantes de P4 sobre la morfologia folicular

Al analisis microscopico de los cortes histologicos de ovarios de los animales
controles presentaron foliculos normales en todos los estadios de desarrollo y atresia. E1 CL
estuvo ausente en todos los casos (figura 23). Los ovarios de las vacas tratadas presentaron
estructuras en todos los estadios de crecimiento y desarrollo, incluyendo foliculos
primordiales, de transicion, primarios, preantrales pequefios y grandes, antrales pequefos y
grandes (en adelante denominados simplemente como foliculos antrales), foliculos con
diferentes grados de atresia y un tnico y gran foliculo persistente. En los animales tratados,
igual que en los controles, el CL estuvo ausente en todos los casos. Todos los foliculos
persistentes presentaban una capa de células de la granulosa con diferentes grados de
conservacion, una teca interna muy vascularizada y una teca externa muy rica en colageno.
Microscopicamente, a medida que la persistencia folicular fue progresando, las capas de
células de la granulosa mostraron una gran proporcion de células con apoptosis y una pérdida
de las células cercanas al antro, las cuales se presentaron frecuentemente separadas de la capa

de células de la granulosa, muchas veces flotando dentro de la cavidad antral. Sin embargo,
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una alta proporcion de células de la granulosa de la zona basal mantuvieron su integridad y
salud.

Los pliegues frecuentemente presentes en la pared de este tipo de foliculos,
conservaban ambos tipos de células. Ademds, en algunas areas de estos foliculos, la
membrana basal fue poco evidente. Sumado a esto, no se observaron signos de luteinizacion
en las capas de células de la granulosa y teca en ninguno de los foliculos persistentes de todos
los grupos tratados.

Es importante remarcar que el espesor promedio de la capas de células disminuyd con
el tiempo de tratamiento (p<0,01), presentindose al dia 15 de persistencia menor espesor
tanto en la capa de células de la granulosa como de la teca en relacion a los foliculos

preovulatorios controles (p<0.05) (figura 23).
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Figura 23: Imégenes microscopicas representativas (A) y andlisis histomorfométrico (B) del espesor de la pared
folicular de foliculos preovulatorios controles y de foliculos con 5, 10 y 15 dias de persistencia. Se observo un
efecto significativo del tiempo (p<0,01) sobre el espesor de ambas capas de células, y una disminucion en el
espesor de las capas de células de la granulosa y teca interna hacia el dia 15 de persistencia en relacion a los
foliculos preovulatorios controles (‘p<0,05). Los valores representan la media + EEM. G: granulosa; T: teca.
Barras = 50 pm.
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4.1.3.3. Efectos de dosis bajas y constantes de P4 sobre las concentraciones séricas de E2,
P4y FSH

Se observaron cambios temporales en las concentraciones de E2, P4 y FSH desde el
dia de la ultima inyeccion de PGF2a hasta la ovulacion (grupo control) y hasta el dia 15 de
persistencia folicular (grupos tratados) (efecto del tiempo, p<0,01). También se observo un
efecto del tratamiento sobre las concentraciones de E2 y P4 (p<0,001). Ademas, se evidencio
una interaccion significativa entre el tratamiento y el tiempo para ambas hormonas esteroideas
(p<0.001) (figura 24). Las concentraciones de E2 fueron mayores en los animales tratados en
relacion a los controles desde el dia 2 hasta el final del periodo experimental. Después de la
ovulacioén, las concentraciones de E2 decrecieron en los animales controles, mientras que en
los animales tratados continuaron incrementandose significativamente hasta el dia 10 de
persistencia, para luego disminuir y mantenerse en valores contantes, aunque siempre
significativamente mayores que aquellos encontrados en los controles (figura 24).

En los animales tratados, los valores de P4 permanecieron aproximadamente en 2
ng/ml desde el dia O hasta el final del experimento, mostrando pequefios aumentos
coincidentes con el intercambio de los dispositivos intravaginales de P4 usados por unos
nuevos. En los animales controles, desde el dia 5 las concentraciones de P4 se incrementaron
significativamente debido a la formacion de un CL luego de la ovulacion (figura 24).

La concentracion de FSH, no mostré diferencias entre los grupos tratados y controles
(p>0.05). En el grupo control las concentraciones de FSH mostraron incrementos
correspondientes con la aparicion de cada nueva onda de crecimiento folicular (dia 6 y dia 13)

(figura 24).
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Figura 24: Concentraciones séricas de E2, P4 y FSH en vacas controles (@) y tratadas (m). Los resultados se
expresan como la media + EEM. Los datos fueron analizados de acuerdo al tiempo de ovulacion en controles
(dia 0). D: efecto de los dias de protocolo experimental; T: efecto del tratamiento; D*T: interaccion entre dias de
protocolo experimental y tratamiento.

4.1.3.4 Efectos de dosis bajas y constantes de P4 sobre la pulsatilidad y el pico

preovulatorio de LH.

El tratamiento con P4 inhibié completamente el pico preovulatorio de LH en los
animales de los grupos tratados. En cambio, el pico si fue observado en los animales controles
entre las 70 a 80 h después de la inyeccion de PGF2a (figura 25). En la figura 26 se muestran
perfiles representativos de las frecuencias de pulsos de LH a diferentes tiempos en animales
controles y tratados con P4.

En la tabla 10, se representan la concentracion basal, la frecuencia pulsatil, la amplitud
y la concentracion de los pulsos de LH a diferentes tiempos, en animales controles y tratados.

La concentracién basal de LH fue mas baja (p<0,05) en la fase folicular de los
controles (0,195 +/- 0,004 ng/ml) que en la misma fase en los animales tratados (0,242 +/-
0,008 ng/ml). En estos ultimos, las concentraciones basales se mantuvieron bajas a los 5, 10y

15 dias de persistencia (0,139 +/- 0,007 ng/ml; 0,167 +/- 0,006 ng/ml y 0,157 +/- 0,008 ng/ml,
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respectivamente), siendo similares a las encontradas en la fase latea media de los controles

(0,137 +/- 0,009 ng/ml).
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Figura 25: Perfiles representativos de LH, se observa la aparicion del pico de LH en vacas controles (A) y la
ausencia del mismo en las vacas tratadas con P4 (B). Las muestras de sangre fueron tomadas cada 2 h por un
total de 48 h, desde las 56 h hasta las 104 h posteriores a la inyeccion de PGF2a.
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Durante la fase folicular, la frecuencia pulsatil de LH fue relativamente alta, y fue
similar tanto en vacas controles (7 +/- 0,52 pulses/8 h) como en tratadas (6,4 +/- 0,24 pulsos/8
h). En los controles, la frecuencia pulsatil se redujo durante la fase lutea media (p<0,05) (3,2
+/- 0,21 pulsos/8 h), mientras que en las vacas tratadas, la frecuencia pulsatil se mantuvo alta
a los 5 y 10 dias de persistencia (8 +/- 0,44 pulsos/8 h y 6,2 +/- 0,2 pulsos/8 h,
respectivamente). Sin embargo esta alta frecuencia de pulsos se redujo significativamente
(p<0,05) a los 15 dias de persistencia (2,2 +/- 0,02 pulsos/8 h).

La concentracion de los pulsos de LH fue mayor en la fase folicular de animales

controles (0,763 +/- 0,019 ng/ml) y tratados (0,705 =/- 0,029 ng/ml), con una reduccioén
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significativa (p<0,05) tanto en el periodo de persistencia folicular en tratados, como durante la
fase lutea media en controles.

El promedio de la amplitud de los pulsos de LH fue mas alto (p<0,05) en la fase
folicular de las vacas controles (0,562 +/- 0,029 ng/ml) y tratadas (0,478 +/- 0,033 ng/ml), que
en la mitad de la fase lutea de las controles (0,352 +/- 0,006 ng/ml) y que a los 5 (0,332 +/-
0,023 ng/ml), 10 (0,388 +/- 0,025 ng/ml) y 15 (0,399 +/- 0,007 ng/ml) dias de persistencia en

los animales tratados.

Table 10: Promedios de la concentracion basal, frecuencia pulsatil, concentraciéon y amplitud de los pulsos de
LH durante la fase folicular y Iutea media en controles y a los 5, 10 y 15 dias de persistencia en los animales
tratados con P4.

a2 Frecuencia Concentracion Amplitud
Concentracion
basall (g/ml) de los pulsqs de los pulsos de los pulsos
(pulsos/8 h) (ng/ml) (ng/ml)

Animales Control
Fase folicular 0,195 + 0,004 ° 7,00 + 0,52 °¢ 0,763 £0,019°¢ 0,562 +0,019°¢
Fase lutea media 0,137 £ 0,009° 320+£0,21°% 0,468 £ 0,015 0,352 +0,006*

Animales tratados
Fase folicular 0,242 + 0,008 6,40 + 0,24° 0,705 + 0,029° 0,478 +0,033°
5 dias de persistencia | 0,139 + 0,007 8,00+ 0,44°¢ 0,477 + 0,026 0,332 +0,023*
10 dias de persistencia | 0,167 + 0,006 *° 6,20+0,20° 0,573 +0,022° 0,388 +0,025°
15 dias de persistencia | 0,157 +0,008° 2,20+£0,02° 0,522 £ 0,025% 0,399 + 0,007%

Los valores representan la media + EEM y las diferencias significativas se expresan con diferentes letras
(p<0,05).

4.1.3.5. Niveles de hormonas esteroides en suero y liquido folicular al momento de la

toma de muestras.

En la figura 27 se muestran los niveles de E2, P4, 170HP4 y testosterona en suero y
liquido folicular de animales tratados con P4 y controles al momento de la ovariectomia.

Los niveles de E2 séricos se incrementaron gradualmente desde el proestro hasta el dia
10 de persistencia, para luego reducirse a valores similares a aquellos encontrados en el
proestro (p<0,05). Las vacas con 5 dias de persistencia folicular tuvieron una concentracion
significativamente mayor de P4 en suero (p<0,05) en comparacién a los grupos P15 y
controles en proestro. A su vez, la 170HP4 presentd una reduccion significativa a los 5 dias

de persistencia en relacion con el proestro y también con los 10 dias de persistencia (p<0,05),
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mostrando a los 15 dias de persistencia un aumento significativo en sus concentraciones
(p<0,05). Los niveles de testosterona mostraron un incremento significativo (p<0,05) desde el
proestro y los 5 dias de persistencia hasta el dia 15 de persistencia.

Las concentraciones de E2 fueron relativamente mayores en muestras tomadas en el
liquido folicular, durante la fase folicular y después de 5 y 10 dias de persistencia, en
comparacion a aquellas muestras tomadas a los 15 dias de persistencia (p<0,05). Las
concentraciones de P4 fueron mas altas en el liquido folicular de foliculos preovulatorios
(p<0,05) que en el de foliculos persistentes. Los niveles 170HP4 se incrementaron
progresivamente durante todo el periodo experimental desde la etapa de foliculo preovulatorio
hasta los 15 dias de persistencia (p<0,05). La concentracion de testosterona fue relativamente
menor en los foliculos preovulatorios y se mantuvo baja hasta los 10 dias de persistencia,
siendo significativamente mayor a los 15 dias de persistencia (p<0,05).

Se observd una correlacion significativa entre las concentraciones en suero y liquido folicular
de testosterona (r = 0,782, p<0,0001) y no significativa para E2 (r = 0,292, p=0,211) y P4 (r =
0,253, p=0,280). Para 170HP4, se observo una correlacion con tendencia relevante (r = 0,399,

p=0,081) entre las concentraciones de esta hormona en suero y liquido folicular.

4.2. Localizacion y expresion de BMP-2, BMP-4, BMP-6 y BMPR-1B.

4.2.1. BMP-2

4.2.1.1. Expresion génica en los grupos COD espontanea y control.

El ARNm de BMP-2 fue detectado débilmente en todas las muestras de células

foliculares evaluadas. En este sentido, un 60% de las muestras expresaron este gen fuera del

rango dinamico de trabajo, por lo que no se pudo realizar la cuantificacion correspondiente.

4.2.1.2. Expresion proteica y localizacion en los grupos COD espontianea, COD inducida

con ACTH y control.

Para obtener informacién con respecto a la localizacion de BMP-2 en las diferentes

estructuras foliculares, su expresion fue evaluada mediante inmunohistoquimica y un
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posterior analisis semicuantitativo de imagenes. BMP-2 fue localizada en el citoplasma de las

células de la granulosa y de la teca interna de todos los tipos de foliculos y grupos analizados.
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Figura 27: Concentraciones de E2, P4, 170HP4, y testosterona en suero y liquido folicular al momento de la
ovariectomia. Las barras representan las medias + EEM para cada hormona en suero o liquido folicular. Las
barras con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05).

En los animales controles, se observd una expresion similar tanto en las células de la
granulosa como en las de teca interna de todas las categorias foliculares, con una mayor
expresion en la granulosa de foliculos antrales y atrésicos con respecto a los foliculos
preantrales grandes. En la capa de células de la teca interna los foliculos antrales pequenos

presentaron una menor expresion que los foliculos atrésicos (figura 28 y 33).
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Figura 28: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo
control. El analisis se realizd en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares.
Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) o ntimeros (teca interna)
indican diferencias significativas (p<0,05).

En el grupo de COD inducida con ACTH, la expresion de BMP-2 fue mas alta en
células de la granulosa de foliculos preantrales grandes, antrales y quistes que en foliculos
primordiales, de transicion, primarios, preantrales pequefios y antrales pequefios. Ademas, se
evidenci6 una mayor expresion en foliculos atrésicos en relacion a los antrales pequefios. En
las células de la teca interna los foliculos quisticos presentaron mayor expresion que los
foliculos atrésicos y antrales pequefios. Asimismo, en foliculos atrésicos se hall6 una mayor
expresion de BMP-2 en las células de la granulosa en relacion a las células de la teca (figura
29y 33).

En el grupo COD esponténea, la expresion de BMP-2 en células de la granulosa fue
mayor en los foliculos quisticos que en los foliculos primordiales, primarios, preantrales
pequetios y antrales pequefios. Ademas, se evidencid una mayor marcacion a nivel de los
foliculos antrales en relacion a los primordiales. En las células de la teca no se encontraron
diferencias entre los distintos tipos foliculares en estudio. Sin embargo, si se evidencié mayor
marcacion a nivel de las células de la granulosa con respecto a las de la teca interna en

foliculos preantrales grandes, antrales pequefios, antrales, atrésicos y quisticos (figura 30 y

33).
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Figura 29: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo
COD inducida con ACTH. El analisis se realizo en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. * indica diferencias
significativas entre células de la granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular (p<0,05).
Las barras con diferentes letras (granulosa) o numeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 30: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo
COD espontanea. El analisis se realizo en células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. * indica diferencias significativas entre células de
la granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular (p<0,05). Las barras con diferentes letras
(granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Cuando cada categoria folicular especifica fue comparada entre grupos (control, COD
inducida con ACTH y COD espontanea), no se observaron diferencias en células de la
granulosa de foliculos primordiales, de transicidon, primarios, preantrales grandes, antrales,
atrésicos y quistes. En los foliculos preantrales pequefios y antrales pequefos la expresion fue
mayor en controles y COD espontanea en relacion al grupo de COD inducida con ACTH

(figura 31y 33).
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Figura 31: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-2 en células
de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa)
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

En las células de la teca interna los foliculos atrésicos del grupo control mostraron

mayor expresion de BMP-2 que los dos grupos con COD (p<0,05) (figura 32). Ademas, no se

encontraron diferencias significativas tanto a nivel de células de la granulosa como de la teca

al comparar los quistes foliculares de los grupos COD espontdnea e inducida con ACTH con

los foliculos antrales que fueron tomados como estructuras de referencia. (figura 32 y 33).
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Figura 32:  Expresion
proteica relativa (medida
como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-
2 en células de la teca
interna de cada categoria
folicular (separadas por
lineas de puntos) entre los
distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los
valores representan la
media £ DE. Las barras
con diferentes letras (teca
interna) indican
diferencias  significativas
dentro de la misma
categoria (p<0,05).
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Figura 33: Imagenes representativas de la inmunomarcacion de BMP-2 en distintas categorias foliculares de los
grupos control, COD espontanea e inducida con ACTH. Se muestra ademdas un control negativo de la técnica de
inmunohistoquimica. Capa de células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 um.

4.2.2. BMP-4
4.2.2.1. Expresion génica en los grupos COD espontanea y control.

El ARNm de BMP-4 fue detectado en todas las muestras de células foliculares
analizadas. La expresion del ARNm para BMP-4 fue mayor en las muestras controles en

relacion a los quistes foliculares (p<0,05) (figura 34).
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4.2.2.2. Expresion proteica y localizacion en los grupos COD espontinea, COD inducida

con ACTH y control.

La BMP-4 fue localizada por IHQ en el citoplasma de las células de la granulosa y de
la teca interna de todos los foliculos y grupos analizados. En el grupo control se encontrd una
baja expresion en las células de la granulosa y moderada en la teca interna de todas las
categorias foliculares. En células de la granulosa la expresion fue mas alta en los foliculos
primordiales y de transicién en relacion a los foliculos preantrales pequefios y grandes,
antrales pequefios, antrales y atrésicos, sin observarse diferencias con los foliculos primarios.
En las células de la teca no se detectaron diferencias entre las diferentes categorias foliculares
evaluadas. Sin embargo, se halld6 mayor expresion en las células de la teca de foliculos
antrales pequefos, antrales y atrésicos en relacion a la expresion en las células de la granulosa
de las mismas poblaciones foliculares (figura 35 y 40).

En el grupo de COD inducida con ACTH, la expresion mas alta de BMP-4 fue
observada en células de la teca de foliculos preantrales grandes. En esta misma poblacion
celular los foliculos atrésicos y quisticos mostraron menor expresion que los foliculos
preantrales grandes. Ademas, a nivel de células de la granulosa, los foliculos en estadios
iniciales de desarrollo (primordiales y de transiciéon) presentaron la mayor expresion en
relacion a los foliculos antrales pequefios, antrales, atrésicos y quisticos. Asimismo, los
foliculos antrales mostraron menor expresion que los primarios y preantrales grandes y los
foliculos de transicion y primarios mostraron mayor expresion que los foliculos prentrales
pequenos y atrésicos, respectivamente. Sumado a esto, se observd una mayor expresion a
nivel de las células de la teca en relacion a las células de la granulosa en las poblaciones de

foliculos preantrales grandes, antrales pequenos y antrales (figura 36 y 40).
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Figura 35: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-4 en el grupo
control. El analisis se realizd en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares.
Los valores representan la media + DE. * indica diferencias significativas entre células de la granulosa y de la
teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 36: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-4 en el grupo
COD inducida con ACTH. El andlisis se realizd en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. * indica diferencias
significativas entre células de la granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras
con diferentes letras (granulosa) o nimeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05).

En el grupo de COD espontanea, el patron de expresion fue similar a aquel observado
en el grupo de COD inducida con ACTH. En las células de la granulosa se observd una menor

expresion de BMP-4 en los foliculos antrales, atrésicos y quistes en relacion a los foliculos
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primordiales y de transicion. En este sentido, los foliculos atrésicos también presentaron
menor marcacion que los foliculos primarios. A nivel de las células de la teca, los foliculos
antrales pequefios evidenciaron mayor expresion de BMP-4 que los foliculos atrésicos.
Igualmente, se observo una mayor expresion en las células de la teca en relacion a las células
de la granulosa en las categorias de foliculos antrales pequefos, antrales, atrésicos y quisticos

(figura 37 y 40).
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Figura 37: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-4 en el grupo
COD espontanea. El analisis se realizdé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. * indica diferencias significativas entre
células de la granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras con diferentes letras
(granulosa) o nimeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05).

Cuando cada categoria folicular fue comparada entre los grupos en estudio, se observéd
que las células de la granulosa del grupo COD espontanea presentaban una mayor expresion
en foliculos primordiales, primarios y antrales que la misma capa de células de los grupos
control y de COD inducida con ACTH (p<0,05). De la misma forma, esta poblacion celular
del grupo COD espontanea también presentd una mayor expresion en los foliculos de
transicion, preantrales pequefios y grandes y antrales pequefios en relacion al grupo control
(figura 38). Ademas, no se hallaron diferencias cuando se compararon quistes en relacioén a
foliculos antrales pequefios y antrales del grupo control que fueron tomadas como estructuras
de referencia. (figura 40)

En las células de la teca interna, los foliculos antrales pequefios y antrales del grupo

COD espontanea mostraron mayor expresion que los del grupo control. Cuando se realiz6 la
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comparacion en la expresion de BMP-4 en la teca interna de foliculos antrales pequefios y

antrales del grupo control con los quistes, inducidos o espontaneos, se encontré mayor

expresion en el grupo de COD espontédnea (figura 39 y 40).
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Figura 38: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-4 en células
de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa)
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 39: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-4 en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. * indica diferencias significativas
entre dos categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes letras (teca
interna) indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 40: Imagenes representativas de la inmunomarcaciéon de BMP-4 en distintas categorias foliculares de los
grupos control, COD espontanea e inducida con ACTH. Se muestra ademas un control negativo de la
inmunohistoquimica. Capa de células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 um.

4.2.3. BMP-6
4.2.3.1. Expresion génica en los grupos COD espontanea y control.

El ARNm de BMP-6 fue detectado débilmente en todas las muestras foliculares
evaluadas. En este sentido, un 80% de las muestras han expresado este gen fuera del rango

dindmico de trabajo, por lo que no se pudo realizar la cuantificacién correspondiente.
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4.2.3.2. Expresion proteica y localizacion en los grupos COD espontanea, COD inducida

con ACTH y control.

La BMP-6 fue localizada en el citoplasma de células de la granulosa y teca interna de
todos los foliculos y grupos analizados. En los animales controles se observd una alta
expresion en la capa granulosa de todas las categorias foliculares. Esta expresion fue mayor
en foliculos preantrales grandes con respecto a foliculos antrales y atrésicos. En células de la
teca, los foliculos atrésicos mostraron mayor expresion que los foliculos preantrales grandes.
Ademas, las células de la granulosa de los foliculos preantrales grandes, antrales pequefios y
antrales mostraron mayor expresion que la observada en las células de la teca, dentro de la

misma categoria folicular (figura 41 y 46).
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Figura 41: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-6 en el grupo
control. El analisis se realizd en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares.
Los valores representan la media = DE. * indica diferencias significativas entre células de la granulosa y de la
teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras con diferentes letras (granulosa) o nimeros (teca
interna) indican diferencias significativas (p<0,05).

En el grupo de COD inducido con ACTH, las células de la granulosa de los foliculos
primordiales, primarios, antrales pequefios y quisticos mostraron expresiones similares para
BMP-6. Ademas, la expresion en los foliculos preantrales grandes fue significativamente mas
alta que la de los foliculos de transicion, preantrales pequenos, antrales y atrésicos. Sumado a
esto, no se encontraron diferencias en la expresion de esta proteina a nivel de las células de la
teca. Por otro lado, se evidencid una mayor expresion en las células de la granulosa en

relacion a las células de la teca a nivel de los foliculos preantrales grandes (figura 42 y 46).
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Figura 42: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-6 en el
grupo COD inducida con ACTH. El analisis se realiz6 en células de la granulosa y teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. * indica diferencias
significativas entre células de la granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las
barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).

En el grupo de COD espontanea, a nivel de las células de la granulosa, los foliculos
quisticos mostraron la mayor expresion en relacion a las demads estructuras foliculares
analizadas. Ademas, en las células de la teca, la expresion en los foliculos preantrales grandes
fue menor que aquella encontrada en las demés categorias analizadas. Por otro lado, los
foliculos preantrales grandes, antrales pequefios y quisticos, presentaron expresiones mayores
en la capa de células de la granulosa en relacion a la de células de la teca (figura 43 y 46).

Al comparar entre si, las estructuras foliculares equivalentes de cada grupo, se
observaron diferencias en las células de la granulosa de foliculos de transicion y preantrales
pequeios siendo mas baja la expresion en el grupo de COD inducida con ACTH en relacion a
los grupos control y de COD espontanea. Los foliculos antrales y atrésicos mostraron una
expresion similar entre los grupos, siendo mas alta en los foliculos del grupo de COD
espontanea que en los de COD inducida con ACTH, sin encontrarse diferencias en relacion a
los controles. También, se comparé la expresion de BMP-6 en quistes en relacion a foliculos
antrales y antrales pequefios, pudiéndose observar que los quistes espontaneos mostraban

mayor expresion con respecto a los foliculos antrales del grupo control (figura 44 y 46).
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Figura 43: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-6 en el grupo
COD espontanea. El analisis se realizo en células de la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares
y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. * indica diferencias significativas entre células de
la granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras con diferentes letras
(granulosa) o numeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 44: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-6 en células
de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los valores representan la media £ DE. * indica diferencias significativas entre dos
categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes letras (granulosa) indican

diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

102



4. Resultados

En células de la teca fue posible evidenciar una alta expresion de la proteina en los
foliculos antrales y quistes del grupo COD espontanea con respecto al grupo de COD
inducida con ACTH, sin encontrarse diferencias con el grupo control. Ademas, no se hallaron
diferencias cuando se compararon quistes en relacion a foliculos antrales pequenos y antrales

del grupo control que fueron tomadas como estructuras de referencia (figura 45 y 46).
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Figura 45: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-6 en células
de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (teca interna)
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 46: Imagenes representativas de la inmunomarcaciéon de BMP-6 en distintas categorias foliculares de los
grupos control, COD espontanea e inducida con ACTH. Se muestra ademds un control negativo de la técnica de
inmunohistoquimica. Capa de células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 um.

4.2.4. BMPR-1B

4.2.4.1. Expresion proteica y localizacion en los grupos COD espontanea, COD inducida

con ACTH y control.

El BMPR-1B fue localizado en el citoplasma de células de la granulosa y teca interna

de todos los foliculos y grupos analizados. Particularmente, en los animales controles no se
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observaron diferencias entre las distintas categorias foliculares durante la foliculogénesis
tanto a nivel de las células de la granulosa como de las cé€lulas de la teca. Ademas, no se
hallaron diferencias significativas al comparar la expresion del receptor en las células de la

granulosa y de la teca dentro de la misma categoria folicular (figura 47 y 52).
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Figura 47: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMPR-1B en el
grupo control. El analisis se realizd en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. No se encontraron diferencias significativas (p>0,05).

En el grupo COD inducida con ACTH la expresion de BMPR-1B en células de la
granulosa fue mayor en los foliculos en estadios iniciales de desarrollo en relacion a los
foliculos antrales pequefos, antrales y atrésicos. Ademas, la expresion a nivel de células de la
teca no presentd diferencias entre las distintas categorias foliculares. Sumado a esto, tampoco
se hallaron diferencias entre las células de la granulosa y de la teca al compararlas en la
misma categoria folicular (figura 48 y 52).

En la evaluacion de los resultados de los grupos COD espontdnea observamos que a
nivel de las células de la granulosa los foliculos primordiales, de transicion, primarios y
preantrales pequefios presentaron una mayor expresion del receptor que los foliculos antrales
pequetios y, las categorias de primarios y preantrales pequefios presentaron mayor expresion
en relacion a los foliculos preantrales grandes. Ademas, en la capa de células de la teca la
menor expresion fue encontrada en los foliculos atrésicos al compararlos con las demas
categorias foliculares. Sumado a esto, los foliculos antrales pequefios expresaron mayor
BMPR-1B que los foliculos preantrales grandes. Al comparar la expresion entre células de la

granulosa y de la teca dentro de la misma categoria folicular observamos que en los foliculos
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atrésicos la expresion fue mayor en células de la granulosa que en células de la teca (figura 49

y 52).
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Figura 48: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMPR-1B en el
grupos COD inducida con ACTH. El analisis se realizo en células de la granulosa y teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes

letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 49: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMPR-1B en el
grupo COD espontanea. El andlisis se realizo en células de la granulosa y teca interna de todas las categorias
foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media = DE. * indica diferencias significativas entre
células de la granulosa y de la teca interna dentro de la misma categoria folicular. Las barras con diferentes letras

(granulosa) o nimeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05).
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También, se realizo la comparacion de las categorias foliculares equivalentes entre los
diferentes grupos en estudios. De esta forma pudimos observar que a nivel de células de la
granulosa el BMPR-1B mostré una expresion homogénea dentro de cada categoria, con
excepcion de los foliculos preantrales, donde los grupos COD inducida con ACTH vy
espontdnea mostraron mayores porcentajes de marcacion en relacion al grupo control.
Asimismo, al comparar las estructuras quisticas pertenecientes a los grupos COD inducida
con ACTH y COD espontanea con las estructuras controles de referencia (foliculos antrales
pequeios y antrales) fue observada una mayor expresion en los quistes de ambos grupos con
COD en relacion a los foliculos antrales pequefos controles (figura 50 y 52).

En células de la teca se observaron diferencias en la categoria de foliculos atrésicos,
donde el grupo con COD inducida con ACTH evidencié mayor porcentaje de marcacion que
los mismos del grupo COD espontanea. Ademads, no se encontraron diferencias entre los
foliculos quisticos de ambos grupos con COD vy los foliculos antrales pequefios y antrales

controles, que fueron tomados como estructuras de referencia (figura 51 y 52).
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Figura 50: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMPR-1B en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en
estudio (en distintos colores). Los valores representan la media = DE. * indica diferencias significativas entre
dos categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 51: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMPR-1B en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en
estudio (en distintos colores). Los valores representan la media = DE. Las barras con diferentes letras (teca
interna) indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 52: Imagenes representativas de la inmunomarcaciéon de BMPR-1B en distintas categorias foliculares de
los grupos control, COD espontanea e inducida con ACTH. Se muestra ademas un control negativo de la técnica

de inmunohistoquimica. Capa de células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 um.

4.3. Localizacion y expresion proteica de BMP-2, BMP-4 y BMP-6 en foliculos ovaricos

durante la persistencia folicular inducida mediante P4.

La expresion proteica de estas tres proteinas fue analizada en foliculos primarios,
preantrales pequenios, preantrales grandes, antrales y atrésicos en el grupo control, sumandose
a estas categorias, los foliculos persistentes de los grupos P5, P10 y P15. Se han excluidos de

este andlisis las categorias de foliculos primordiales, de transicion, ya que en los estudios
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realizados sobre los modelos de COD espontanea e inducida con ACTH, no presentaron
variaciones de importancia, tanto en la evaluacién por categoria folicular como durante el

analisis de la dinamica folicular.

4.3.1. BMP-2

4.3.1.1. Expresion y localizacion

El anélisis de BMP-2 se realiz6 sobre muestras ovaricas provenientes del modelo de
induccion de persistencia folicular, correspondientes a los grupos PS5, P10 y P15, y al grupo
control. La BMP-2 fue localizada en el citoplasma de células de la granulosa y teca interna de
todos los foliculos y grupos analizados.

Se realiz6 una comparacion de la inmunomarcacion (células de la granulosa y teca
interna por separado) de cada categoria folicular entre los distintos grupos analizados. La
expresion de BMP-2 en células de la granulosa fue alta en todas las estructuras foliculares y
grupos analizados. En este sentido, solamente se detectaron variaciones en la expresion en la
categoria de foliculos preantrales pequenos del grupo P5 con respecto a los demds grupos en

estudio (figura 53 y 59).
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Figura 53: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-2 en células
de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa)
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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En la teca interna, se observo una expresion mas heterogénea de esta proteina. Asi, los
foliculos preantrales grandes del grupo control mostraron mayor expresion que los preantrales
grandes del grupo P15. Ademds, en la categoria de foliculos atrésicos, el grupo control
presentd mayor expresion con respecto a los grupos P10 y P15, sin encontrarse diferencias en
las categorias de foliculos antrales y persistentes. Sumado a esto, no se encontraron
diferencias significativas al comparar los porcentajes de marcacion en células de la granulosa
y teca interna de los foliculos persistentes de los tres grupos tratados (P5, P10 y P15) con los
foliculos antrales del grupo control (estructuras de referencia) (figura 54 y 59).

En cada grupo experimental se realizo el analisis de la expresion de esta proteina a lo
largo de la foliculogénesis. A diferencia del grupo control, en los tres grupos tratados (PS5, P10
y P15), la expresion en células de la granulosa de todas las categorias foliculares evaluadas
fue mayor que en la teca interna (figuras 56, 57 y 58). En el grupo control no se encontraron

diferencias tanto en las células de la granulosa como en las de la teca (figura 55 y 59).
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Figura 54: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de BMP-2 en células
de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (teca interna)
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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il Células de la granulosa

Controles
Células de la teca
45 -
40 . .7 :
« [ Figura 55: Expresion proteica
35 . . .
§ [ I [ relativa (medida como porcentaje
g 30 de area inmunomarcada) de BMP-
9 25 - I T 2 en el grupo control. El analisis
g .0 se realizO en células de la
ﬁ granulosa y teca interna de todas
15 , .
_&’ . . las categorias foliculares. Los
xR 107 ' valores representan la media =+
5 1 DE. No se encontraron diferencias
o | significativas (p>0,05).
Primario Preantral Preantral Antral Atrésico
pequeio grande

En el grupo experimental P5, no se hallaron diferencias significativas en la expresion
de BMP-2 durante la foliculogénesis, tanto a nivel de las células de la granulosa como de las
células de la teca (figura 56 y 59). La expresion de esta proteina en el grupo P10 se comportod

de una manera similar a la observada en el grupo P5 (figura 57 y 59).
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De forma equivalente, la expresion de BMP-2 en el grupo P15 no present6 diferencias
de expresion en las células de la granulosa, sin embargo, en células de la teca los foliculos

antrales presentaron una mayor expresion que los foliculos atrésicos (figura 58 y 59).
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Figura 57: Expresion proteica relativa
(medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en el
grupo P10. El analisis se realiz6 en
células de la granulosa y teca interna
de todas las categorias foliculares y
foliculos persistentes. Los valores
representan la media + DE. * indica
diferencias significativas entre células
de la granulosa y de la teca interna
dentro de la misma categoria folicular
(p<0,05).

Figura 58: Expresion proteica relativa
(medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-2 en el grupo
P15. El analisis se realiz6 en células de
la granulosa y teca interna de todas las
categorias  foliculares y foliculos
persistentes. Los valores representan la
media £ DE. * indica diferencias
significativas entre células de Ila
granulosa y de la teca interna dentro de
la misma categoria folicular. Las barras
con diferentes numeros (teca interna)
indican diferencias significativas
(p<0,05).
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Figura 59: Imagenes representativas de la inmunomarcacion de BMP-2 en distintas categorias foliculares de los
grupos control, P5, P10 y P15. Se muestra ademas un control negativo de la inmunohistoquimica. Capa de
células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 um.

4.3.2. BMP-4

4.3.2.1. Expresion y localizaciéon

El andlisis de la expresion de BMP-4 se realizd sobre muestras provenientes del
modelo de induccién de persistencia folicular, correspondientes a los grupos P5, P10y P15,y

al grupo control. Se detecté marcacion positiva para BMP-4 en el citoplasma de las células de
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la granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares evaluadas dentro de cada
grupo. La BMP-4 mostré un patrén de expresion caracteristico a nivel de las células de la
teca, siendo mayor en €stas ultimas en relacion a las células de la granulosa (figura 66).

Se realiz6 un analisis de la expresion en células de la granulosa y de la teca interna por
categoria folicular entre los distintos grupos en estudio. De esta forma, en células de la
granulosa se observo una expresion mayoritaria de la proteina en las poblaciones foliculares
perteneciente al grupo P10. Asi, los foliculos primarios y preantrales pequefios del grupo
control y P15 mostraron una menor expresion que los grupos P5 y P10. Ademas, los foliculos
preantrales grandes de P10 presentaron mayor expresion que los controles. Asimismo, en la
categoria antrales, los grupos control y P15 mostraron menor expresion en relacion al grupo
P5. De una manera similar, los foliculos atrésicos controles tuvieron menor expresion que la
misma categoria en P5. Al comparar las foliculos persistentes de los grupos P5, P10 y P15
con las estructuras controles de referencia (foliculos antrales) se observé mayor expresion en

los foliculos persistentes de P10 en relacion a los foliculos antrales controles (figura 60 y 66).
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Figura 60: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-4 en células
de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los valores representan la media £ DE. * indica diferencias significativas entre dos
categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

En células de la teca interna la expresion de BMP-4 fue mayor en foliculos preantrales

grandes del grupo P10 en comparacion con P15. De forma equivalente, en los foliculos
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atrésicos, los foliculos del grupo P10 expresaron mayor BMP-4 que los foliculos controles y
los del grupo P15. Particularmente en foliculos antrales la expresion fue mayor en los tres
grupos tratados en relacion a los controles. Ademads, los foliculos persistentes de dia 10
mostraron mayor marcacion en comparacion con los de dia 5y 15. Al comparar los foliculos
persistentes con los foliculos antrales controles se observé una mayor expresion en los
foliculos persistentes del grupo P10 en relacion a los foliculos antrales controles (figura 61 y

66).
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Figura 61: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-4 en células
de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los valores representan la media £ DE. * indica diferencias significativas entre dos
categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes letras (teca interna) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

En la evaluacion de BMP-4 a través de la foliculogénesis dentro de cada grupo en
estudio, encontramos que la expresion en células de la granulosa en el grupo control fue
significativamente mayor en la categoria de los foliculos primarios en relacion a las demas
estructuras evaluadas. Sumado a esto, no se encontraron diferencias en la expresion en las
células de la teca interna. Al comparar la expresion entre las distintas poblaciones celulares
dentro de cada categoria folicular, pudimos observar una tendencia a expresarse mayormente

en las células de la teca interna (figura 62 y 66).
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Il Células de la granulosa

Controles
Células de la teca
16 -
o 147 . ., .
- Figura 62: Expresion proteica
= relativa (medida como porcentaje
£ 107 de 4rea inmunomarcada) de BMP-4
o
S 81 b [ en el grupo control. El analisis se
E 6 realizo en células de la granulosa y
g 44 teca interna de todas las categorias
S .
< T a a 2 foliculares. Los valores representan
o n .
= T T la media + DE. Las barras con
0 - . . .
Primario Preantral Preantral Antral Atrésico diferentes letras (granulosa) indican
pequefio grande diferencias significativas (p<0,05).

A los 5 dias de persistencia no se evidenciaron diferencias en la expresion de BMP-4 a
través de la foliculogénesis, tanto en células de la granulosa como en células de la teca interna
(figura 63 y 66). Sin embargo, en células de la granulosa durante el desarrollo folicular a los
10 dias de persistencia se determin6 una mayor expresion en foliculos primarios y preantrales
pequefios en comparacion con los foliculos preantrales grandes, antrales y atrésicos. De
manera similar a lo observado en el grupo P5, no se encontraron diferencias de expresion en
células de la teca a los 10 dias de persistencia. Si se observd una mayor expresion en células
de la teca de foliculos antrales y atrésicos en relacion a las células de la granulosa de las
mismas categorias foliculares (figura 64 y 66).

A los 15 dias de persistencia, no se hallaron diferencias en la expresion de BMP-4 en
las células de la granulosa. Sin embargo, en las células de la teca interna, los foliculos antrales
presentaron mayor expresion en relacion a los foliculos preantrales grandes y persistentes.
Ademads, la expresion en células de la teca de los foliculos antrales fue mayor que la
encontrada a nivel de las células de la granulosa de la misma poblacion folicular (figura 65 y

66).
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Figura 63: Expresion proteica relativa
(medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en el grupo
P5. El analisis se realizo en células de la
granulosa y teca interna de todas las
categorias  foliculares y foliculos
persistentes. Los valores representan la
media + DE. No se encontraron
diferencias significativas (p>0,05).

Figura 64: Expresion proteica relativa
(medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en el
grupo P10. El andlisis se realiz6 en
células de la granulosa y teca interna
de todas las categorias foliculares y
foliculos persistentes. Los valores
representan la media £ DE. * indica
diferencias significativas entre células
de la granulosa y de la teca interna
dentro de la misma categoria folicular.
Las barras con diferentes letras
(granulosa) indican diferencias
significativas (p<0,05).

Figura 65: Expresion proteica relativa
(medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de BMP-4 en el grupo
P15. El analisis se realizo en células de
la granulosa y teca interna de todas las
categorias  foliculares y foliculos
persistentes. Los valores representan la
media £ DE. * indica diferencias
significativas entre células de la
granulosa y de la teca interna dentro de
la misma categoria folicular. Las barras
con diferentes numeros (teca interna)
indican  diferencias  significativas
(p<0,05).
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Figura 66: Imagenes representatlvas de la inmunomarcacion de BMP-4 en distintas categorias foliculares de los
grupos control, PS5, P10 y P15. Se muestra ademas un control negativo de la inmunohistoquimica. Capa de
células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 pm.

4.3.3. BMP-6
4.3.3.1. Expresion y localizaciéon

El andlisis de BMP-6 se realizo sobre muestras provenientes del modelo de induccion

de persistencia folicular, correspondientes a los grupos P5, P10 y P15, y al grupo control. Se

119



4. Resultados

detectd marcacion positiva para BMP-6 en el citoplasma de las células de la granulosa y de la
teca interna de todas las categorias foliculares evaluadas dentro de cada grupo.

En el analisis por categoria folicular entre los grupos pudo detectarse que en células de
la granulosa los foliculos primarios de los grupos P10 y P15 mostraron mayor expresion que
los de los grupos control y P5. Los foliculos preantrales pequefios del grupo P15 presentaron
mayor expresion que los del grupo control. Ademas, los foliculos preantrales grandes de los
grupos P10 y P15 evidenciaron una mayor expresion que los controles. De la misma forma,
en las capas de células de la granulosa de la categoria antrales y atrésicos hubo diferencias
significativas entre el grupo control y los tres grupos tratados, siendo mayor la expresion en
estos ultimos. No se encontraron diferencias en la expresion en los foliculos persistentes de
todos los grupos. Al evaluar comparativamente las células de la granulosa entre los foliculos
persistentes y los antrales controles, encontramos que los foliculos persistentes de los tres
grupos (P5, P10 y PI15) tenian mayor expresion que los foliculos antrales controles

(estructuras de referencia) (figura 67 y 73).
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Figura 67: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de BMP-6 en células
de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los valores representan la media £ DE. * indica diferencias significativas entre dos
categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

A nivel de las células de la teca, solamente se hallaron diferencias en la categoria de

foliculos antrales donde los tres grupos tratados presentaron mayor expresion que los antrales
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pertenecientes al grupo control. Sumado a esto, no se encontraron diferencias significativas al
comparar la expresion en células de la teca interna de los foliculos persistentes de los tres
grupos tratados (PS5, P10 y P15) con los foliculos antrales del grupo control (estructuras de

referencia) (figura 68 y 73).
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Figura 68: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de BMP-6 en células
de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio
(en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (teca interna)
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Por otra parte, se realizo el andlisis de la expresion de BMP-6 a través de la
foliculogénesis. En células de la granulosa del grupo control, la expresion fue mayor en los
foliculos primarios, preantrales pequefios y preantrales grandes en relacion a los foliculos
atrésicos. Ademas, la expresion en estas mismas células de los foliculos preantrales grandes
fue mayor que la observada en teca interna de la misma categoria. Para las células de la teca
interna la marcacion fue significativamente mayor en los antrales respecto a los preantrales

grandes (figura 69 y 73).
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En el grupo P5 no se encontraron diferencias en la expresion a nivel de las células de
la granulosa de todas las categorias foliculares. En la teca interna los foliculos antrales
mostraron una expresion mas alta que los preantrales grandes. Ademas, ésta ultima categoria
folicular mostrd mayor porcentaje de marcacion en células de la granulosa respecto a células

de la teca interna (figura 70 y 73).
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Por otro lado, el grupo experimental P10, en células de la granulosa mostré un menor
porcentaje de marcacion para BMP-6 en foliculos antrales con respecto a los primarios y
preantrales grandes. A nivel de la teca interna los foliculos preantrales grandes evidenciaron
una menor expresion que los foliculos antrales y persistentes. A su vez, estos ultimos junto
con los foliculos atrésicos tuvieron una menor expresion que los foliculos antrales. Ademas,
los foliculos preantrales grandes expresaron mayor BMP-6 en la granulosa con relacion las

células de la teca (figura 71 y 73).
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La evaluacion de la expresion de BMP-6 a lo largo de la foliculogénesis en el grupo
P15 evidencid, en células de la granulosa, una mayor expresion en las categorias de foliculos
primarios, preantrales pequefios y preantrales grandes con respecto a los foliculos atrésicos.
En células de la teca interna los foliculos preantrales grandes tuvieron menor expresion que
los foliculos antrales y persistentes. A su vez, estos ultimos y los foliculos atrésicos tuvieron
menor marcacion que los foliculos antrales. En relacion a la expresion en ambas poblaciones
celulares, los foliculos preantrales grandes, atrésicos y persistentes presentaron una mayor

expresion en granulosa respecto a teca interna (figura 72 y 73).

Persistentes dia 15 M Células de la granulosa

1 Céluias delateca Figura 72: Expresion proteica relativa
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123



4. Resultados

Antrales Persistentes

Persistenciadia 5

Persistencia dia 10

Persistenciadia 15

Control

Figura 73: Imagenes representativas de la inmunomarcaciéon de BMP-6 en distintas categorias foliculares de los
grupos control, P5, P10 y P15. Se muestra ademds un control negativo de la inmunohistoquimica. Capa de
células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 um.

4.4. Especificidad de los anticuerpos.

El andlisis mediante la técnica de western blot permitié detectar intensas bandas positivas de
peso molecular apropiado para cada una de las moléculas evaluadas por IHQ. BMP-2, BMP-
4, BMP-6 y BMPR-1B fueron detectados como bandas de 32-33 kDa, 47-50 kDa, 55 kDa y

50 kDa, respectivamente (figura 74). En todos los casos pudieron observarse otras bandas
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correspondientes a dimeros que han sido descriptos en la bibliografia (Israel y col., 1996;

Brankin y col., 2005; Sun y col., 2006)

BMP-2 BMPR-1B

- = BMP-4

“ 4= 57 kDa
— 47-50 kDa 4= 50 kDa

W 4= 3233 kDa =3

BMP-6

-
-

Figura 74: Los inmunoblot muestran la especificidad de los anticuerpos utilizados. Las flechas indican las
bandas correspondientes al peso molecular de cada proteina.

4.5. Localizacion y expresion proteica de AMH en foliculos ovaricos durante la

persistencia folicular, en COD espontanea a campo y controles.

La expresion proteica de AMH se estudi6 en muestras provenientes del grupo COD
espontanea, del grupo control y de los grupos provenientes del protocolo de induccion de
foliculos persistentes (grupos P5, P10 y P15).

Se detectd marcacion positiva para AMH en las células de la granulosa de todas las
categorias foliculares dentro de cada uno de los grupos estudiados. En las células de la teca la
expresion fue extremadamente baja, con una expresion que fluctud entre un maximo de 3,64%
de marcacion en foliculos antrales del grupo P10 y un minimo de 0,03% de marcacion en
foliculo preantrales grandes del grupo control. Por esta razon, los datos de marcacion a nivel
de la teca interna se consideraron despreciables y no fueron sujetos al andlisis correspondiente
(figura 81).

En el andlisis de la expresion de AMH en células de la granulosa por categoria
folicular entre los distintos grupos en estudio, se pudo observar que los foliculos primarios de
los grupos COD espontanea y controles tenian menor expresion que aquellos de los grupos P5
y P10. A su vez, los foliculos primarios del grupo P15 presentaron una expresion menor que
los mismos del grupo P10. En la categoria de preantrales pequeios, los foliculos del grupo
P10 tuvieron mayor marcacion que los mismos en los grupos COD espontanea y P5. Ademas,
en las células de la granulosa de las categorias preantrales grandes y antrales no se
encontraron diferencias en el andlisis por categoria folicular entre los distintos grupos en

estudio. De la misma forma, el andlisis de las categorias de foliculos atrésicos y persistentes
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evidencié una muy baja marcacion a nivel de las células de la granulosa sin hallarse
diferencias significativas entre los distintos grupos evaluados (figura 75 y 81).

Al evaluar la expresion de los foliculos persistentes de los grupos P5, P10 y P15 y los
quistes del grupo COD espontdnea en relacion a los foliculos antrales del grupo control,
pudimos observar que estos ultimos tuvieron una notable y significativamente mayor

expresion en comparacion con el resto de las estructuras evaluadas (figura 75 y 81).
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Figura 75: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada) de AMH en células de
la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (en
distintos colores). Los valores representan la media + DE. * indica diferencias significativas entre dos categorias
foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Adicionalmente, se realizo el estudio del patron de expresion de AMH durante el
desarrollo folicular. Asi, se evaluaron las dinamicas foliculares en los grupos control, P5, P10,
P15 y COD espontanea.

En el grupo control, la expresion de AMH mostr6 un incremento gradual a través de la
foliculogénesis, observandose menor expresion en los foliculos primarios, preantrales
pequetios y atrésicos en relacion a los antrales. Ademas, los foliculos preantrales grandes

tuvieron una mayor expresion que los primarios y atrésicos (figura 76 y 81).
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En el grupo de COD espontdnea los patrones de marcacion a través del desarrollo
folicular evidenciaron una expresion notablemente mayor en los foliculos preantrales grandes
y antrales en relacion a los foliculos primarios y preantrales pequefios, asi como también con

los foliculos atrésicos y quistes (figura 77 y 81).
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En lo que respecta a la persistencia folicular, se observd durante el desarrollo de las
estructuras ovaricas que en el grupo P5, al igual que el grupo COD espontanea, los foliculos
en estadios avanzados de desarrollo (preantrales grandes y antrales) tuvieron mayor
marcacion positiva que los foliculos primarios, preantrales pequefios, atrésicos y también que

los foliculos persistentes (figura 78 y 81).
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Hacia el dia 10 del modelo de persistencia folicular la expresion de AMH presentd
también un patron similar al visto a los 5 dias de persistencia, con una menor marcacion en
los foliculos primarios, preantrales grandes, atrésicos y persistentes, en relacion a los foliculos
antrales. Sin embargo, los foliculos atrésicos y persistentes expresaron una menor marcacion
proteica que los foliculos preantrales pequefios y grandes. De esta misma forma, los foliculos
primarios tuvieron una menor expresion al compararlos con los foliculos preantrales pequenos

(figura 79 y 81).
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Finalmente, el grupo P15 presentd expresiones similares a los grupos anteriores. De
esta manera, los foliculos preantrales grandes y antrales continuaron mostrando mayor
expresion que los primarios, atrésicos y persistentes, no siendo asi con respecto a los

preantrales pequenos (figura 80 y 81).
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4.5.1. Determinacion de la concentracion de AMH en liquido folicular por ELISA, en los

grupos de persistencia folicular inducida, COD espontanea y controles.

Las pruebas realizadas sobre muestras de suero provenientes de casos de COD
espontanea a campo, de los grupos PS5, P10 y P15, y del grupo control, no pudieron ser
evaluadas ya que las concentraciones de AMH presentes en las muestras, no lograron llegar al
limite de deteccion de la técnica. Por otra parte, se pudo evaluar la concentracion de AMH en
las muestras de liquido folicular provenientes de casos de COD espontanea, de los grupos PS5,
P10y P15, y del grupo control.

Las menores concentraciones se observaron en los grupos control, COD espontanea y
P5, siendo mayores en los grupos P10 y P15. En este sentido, las concentraciones halladas a
los 10 dias de persistencia fueron significativamente mayores (p<0,05) a las encontradas en
los grupos control y COD espontanea. Asimismo, los niveles a los 15 dias de persistencia

fueron también mayores a los hallados en el grupo con COD espontanea (figura 82).
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Figura 81: Imagenes representativas de la inmunomarcacion de AMH en distintas categorias foliculares de los
grupos control, COD espontanea, P5, P10 y PI15. Se muestra ademas un control negativo de la
inmunohistoquimica. Capa de células de la granulosa (G), teca interna (T). Barras = 20 um.
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5.1. Induccion experimental de la enfermedad quistica ovarica: relaciones con hallazgos
en la enfermedad espontinea en bovinos

Ha sido claramente documentado que la mayor dificultad a la hora de estudiar la COD
en bovinos es el desconocimiento de los estadios iniciales debido a que la formacion de
quistes so0lo puede ser abordada luego de que el foliculo atraves6 numerosos cambios
morfoldgicos y fisioldgicos desconocidos (Roth y col., 2012). En el modelo utilizado, el
tratamiento con ACTH gener6 cambios en las concentraciones séricas de hormonas
esteroides. Los niveles de E2, P4 y cortisol aumentaron durante el tratamiento con ACTH
mientras que la testosterona no mostrd diferencias con los animales controles. Después del
tratamiento, los niveles de E2 permanecieron significativamente elevados, mientras que la P4
no increment6 sus valores en los animales tratados, como si lo hizo en animales del grupo
control, los cuales desarrollaron un cuerpo luteo luego de la ovulacion. Este ambiente
hormonal y la falta de luteinizacién de las células foliculares, es propio de la persistencia
folicular que ocurre como una etapa previa al desarrollo de la COD (Cook y col., 1990;
Hamilton y col., 1995; Ortega y col., 2015). Estos datos son compatibles con los descriptos
por Dobson y col. (2000), quienes mostraron que los niveles de estrogenos permanecen
elevados hasta el dia 30 aproximadamente. Es por ello que proponen que dicha hormona junto
a la inhibina (pero no la ACTH, cortisol o P4) ejercen un fuerte efecto de retroalimentacion
negativa sobre la secrecion de FSH (Baird y col., 1991) que impide el inicio de una nueva
onda de crecimiento folicular. Sin embargo, estos autores no analizaron los niveles de
testosterona. En nuestro estudio, la testosterona aumento6 en el grupo control hacia el final del
muestreo (dias 26 a 28), lo que presumiblemente se deba a la presencia de uno o varios
foliculos de la primera onda de crecimiento folicular post-ovulacion. Para esos dias (alrededor
del dia 6-7 del nuevo ciclo estral a partir de la ovulacion), estos foliculos suelen ser de un
tamafio mayor a 10 mm (B6 y Caccia, 2002) y son capaces de producir una importante
cantidad de andrdgenos en las células de la teca que luego seran aromatizados en la granulosa.

Al momento de la ovariectomia, se encontrd una clara asociacion entre los niveles en
suero y liquido folicular de E2 y P4, tanto en foliculos control como en quistes inducidos y
espontaneos. A pesar de no hallarse cambios séricos al momento de la ovariectomia, el
cortisol mostrd diferencias significativas a nivel folicular, con mayores valores en los
foliculos quisticos, lo que permite sospechar la existencia de un mecanismo de regulacion

intrafolicular. Las concentraciones de cortisol en liquido folicular fueron ain mayores en
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animales tratados con ACTH. Esto coincide con hallazgos previos, donde se observd la
expresion de receptores de ACTH y la capacidad de ACTH de inducir secrecion de esteroides
y de regular la expresion de enzimas relacionadas como la 11B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa en células foliculares ovaricas (Amweg y col., 2011, 2013).

En este sentido, no han sido descriptas alteraciones en la funcion adrenal ni en el
cortisol sérico entre vacas ciclicas normales y vacas con COD de presentacion espontanea
(Silvia y col., 2005). En este trabajo, no se encontraron diferencia en los niveles de cortisol
una vez finalizado el tratamiento, pero si se hallaron durante el periodo de tratamiento con
ACTH. Por esto podriamos sugerir que no existe evidencia que indique una alteracion en la
funcion adrenal en vacas con la enfermedad. Debido a que los glucocorticoides solo serian
sintetizados en la corteza adrenal y viajan sistémicamente por todo el organismo, la presencia
de una ruta enzimatica local es crucial para modular las concentraciones de la forma activa de
dicha hormona (Krozowski y col., 1999; Tetsuka y col., 2003).

En cuanto a la implicancia de estos hallazgos en la patogenia de la COD a nivel del
ovario, hemos demostrado que los quistes ovaricos estdn expuestos a altas concentraciones de
cortisol y que ademas, de acuerdo con otros estudios, tienen la capacidad de aumentar atin
mas estas concentraciones a nivel folicular en respuesta a estimulos especificos (Amweg y
col., 2011).

Un retraso en la regresion del foliculo luego de la falla en la ovulacion es una causa
alternativa de formacion de quistes, debido a que usualmente deberia producirse la atresia y
regresion de aquellos foliculos que no estan destinados a ovular. En este contexto, la
capacidad de los glucocorticoides para inhibir la apoptosis de células de la granulosa (Sasson
y col., 2001) también puede ser importante en la limitacion de atresia de foliculos antrales
persistentes (y pueden incluso prevenir la degeneraciéon apoptdtica de quistes ovaricos)
(Amsterdam, 2002; Sunak y col., 2007; Komiyama y col., 2008; Salvetti y col., 2010).

Las vacas con quistes presentan altas concentraciones de LH en relacion a vacas que
ovulan normalmente, particularmente durante los Ultimos dias de la maduracion folicular
(Hamilton y col., 1995). Los quistes foliculares tienen niveles altos de ARNm que codifica
para receptores de LH, particularmente en células de la granulosa de acuerdo a lo descripto
por Calder y col. (2001). Sin embargo, estos resultados no coinciden con lo descripto por
Marelli y col. (2014) quienes detectaron baja expresion de receptores para LH asi como una
disminucion en la expresion de los receptores de FSH en los quistes en relacion a los foliculos

controles. Las discrepancias posiblemente se expliquen debido a los tipos de foliculos
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utilizados por Calder y col. (2001) quienes los clasificaron como foliculos quisticos en
dominantes y no dominantes. Las modificaciones en los receptores de gonadotrofinas
probablemente influyan en las acciones de las mismas a nivel folicular alterando la
esteroidogénesis ovarica. Los foliculos destinados a la formacion de quistes secretan mas E2
que los que ovulan normalmente (Kittok y col., 1974; Hamilton y col., 1995) posiblemente
debido a su exposicion a altos niveles de LH. Uno de los principales componentes implicados
en la formacion de quistes, es la falla en los mecanismos de retroalimentacion positiva de los
E2 para estimular la liberacion en oleada de GnRH desde los centros hipotaldmicos, con la
ausencia concomitante del pico preovulatorio de LH. Este concepto se ve apoyado ademas,
por la observacion de que los tratamientos que bloquean el pico preovulatorio de LH en vacas
con ciclos normales da lugar a la formacién de foliculos persistentes que logran desarrollarse
hasta el estadio de quistes (Lee y col., 2001).

Existe una fuerte asociacién entre las concentraciones intermedias de P4 y la
ocurrencia de los quistes foliculares ovaricos. La insensibilidad hipotaldmica a los E2 puede
ser mediada por la concentracion de P4 en niveles subluteales en la circulacion periférica,
cuya fuente podria ser el propio quiste folicular (Silvia y col., 2002; Hatler y col., 2003).

Con respecto a la testosterona, los cambios en su concentraciéon a nivel folicular
responden claramente a las modificaciones encontradas a nivel histologico. Como fue
descripto por Salvetti y col., (2010), a medida que avanza la persistencia en el tiempo de los
foliculos, se van perdiendo una gran cantidad células de la granulosa, las que, como
consecuencia cambian o pierden la capacidad de producir ciertas hormonas. Dichas células
son las encargadas de transformar los androgenos provenientes de la teca interna en
estrogenos, mediante un proceso de aromatizacion (Greenwald y Roy, 1994). Por lo tanto, es
claramente comprensible que el liquido folicular de los quistes inducidos contenga mayor
cantidad de testosterona que los foliculos del grupo control debido a la mayor persistencia (10
dias), y que los quistes espontaneos, cuya persistencia se especula que es mayor a la de los

quistes inducidos, presenten la mayor concentracion de testosterona.

5.2. Induccion experimental de la persistencia folicular asociada a COD.

Una de las mayores dificultades para estudiar la enfermedad quistica ovéarica del
ganado de leche es debido a que la formacion del quiste puede ser solamente reconocida

retrospectivamente, después de que el foliculo ha sufrido extensos cambios morfolégicos y
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fisiologicos (Roth y col., 2012). Numerosos estudios acerca de las caracteristicas histologicas
y enddcrinas de esta enfermedad fueron realizados con material proveniente de frigorifico,
donde la historia reproductiva de los animales asi como el tiempo de persistencia de los
quistes en el ovario, no son conocidos. En el presente estudio, con dosis bajas de P4, se
indujeron foliculos persistentes que llegaron con el tiempo a ser estructuras compatibles con
la definicion de quistes foliculares y por ende asociados a la COD. Durante el estudio, las
muestras fueron tomadas conociendo la dindmica de crecimiento folicular, permitiendo un
riguroso y mas certero analisis de la funcionalidad ovarica y el potencial esteroidogénico.
Caracterizamos el medio endécrino y la dindmica folicular que preceden y que contintian al
desarrollo de quistes foliculares ovaricos inducidos con dosis bajas de P4 en vacas lecheras.
La duracion del tratamiento con P4 (15 dias) nos permitié demostrar, momento a momento,
los cambios que se producen en el foliculo ovérico durante el proceso de cistogénesis,
basandonos en una de las mas utilizadas definiciones de quistes foliculares. Los quistes son
definidos como estructuras foliculares, presente en uno o ambos ovarios, con un didmetro de
al menos 19 mm, con un minimo de 10 dias de persistencia en el ovario en ausencia de tejido
luteal (Vanholder y col., 2006). Aunque modelos similares han sido caracterizados, no existe
informacion publicada acerca de los niveles intrafoliculares de esteroides y de las
caracteristicas histoldgicas a través de un periodo de persistencia a largo plazo de un foliculo
no ovulatorio. El tratamiento con P4 resultd en cambios en los niveles séricos de
gonadotrofinas y hormonas esteroides.

Como en numerosos experimentos previos, la administracion de manera continua de
dosis bajas de P4 llevo a concentraciones intermedias (subluteales) de esta hormona en sangre
que fueron efectivas para suprimir la aparicion del pico preovulatorio de LH y por ende la
ovulacién en vacas lecheras (Kindahl y col., 1979; Roche y Ireland, 1981; Kesner y col.,
1982; Lee y col., 1988; Lucy y col., 1990; Sirois y Fortune, 1990; Adams y col., 1992; Savio
y col., 1993; Stock y Fortune, 1993; Noble y col., 2000; Hatler y col., 2008).

5.2.1. Concentraciones intermedias de progesterona: su efecto sobre la histomorfometria

ovarica.

Durante la induccion experimental, los foliculos persistentes incrementaron su tamafio
hasta el dia 15 de persistencia, mostrando hacia el dia 5 y 10 de persistencia, capas de células

de la granulosa y de células de la teca similares a aquellas presentes en los foliculos
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preovulatorios. En contraste, hacia el dia 15 de persistencia, ambas capas de células mostraron
una reduccién en su espesor.

Los quistes espontaneos, en los cuales el tiempo de persistencia en el ovario no es
conocido, muestran una variedad de caracteristicas a nivel histolégico, tales como una pérdida
parcial o total de las capas de las células de la granulosa, luteinizacion de células de la teca,
hialinizacion de las capas de células tecales, o una completa ausencia de células diferenciadas
(granulosas y/o tecales), dejando solo la cavidad del quiste rodeada por tejido estromal. Estos
han sido descriptos y clasificados de diferentes maneras por numerosos autores, quienes
también han intentado correlacionar el tiempo de persistencia del quiste con caracteristicas
morfologicas y funcionales (Nakama, 1976; Al-Dahash y David, 1977a,b,c; Lopez-Diaz y
Bosu, 1992).

En el modelo de persistencia inducida con P4, observamos que los foliculos que
pueden potencialmente llegar a ser quistes siguen siendo similares a foliculos sanos en sus
caracteristicas, y gradualmente van perdiendo células de la granulosa, pero en ningin caso
llegan a mostrar su pérdida completa o la luteinizacion de las células de la teca, al menos
hasta el dia 15 de persistencia. Esto fue corroborado por medicion en liquido folicular de los
niveles de E2 y testosterona en diferentes momentos del protocolo, observandose variaciones
en las concentraciones de hormonas esteroides en los estadios mas avanzados de persistencia.

Describimos que histologicamente los foliculos persistentes, incluso en las etapas de
persistencia mas avanzadas, mantienen todas las capas foliculares, las células de la granulosa
muestran algunos nucleos picnoticos y células con signos de apoptosis, y muchas células
sanas se asemejan a aquellas encontradas en foliculos antrales grandes normales o en foliculos
con atresia incipiente (Irving-Rodgers y col., 2001). Por otra parte, demostramos previamente
que la expresion de componentes del citoesqueleto (Ortega y col., 2007), asi como algunos
factores de crecimiento y receptores hormonales (Salvetti y col., 2007b; Ortega y col., 2008)
en quistes foliculares son similares a aquellos hallados en foliculos atrésicos. En efecto, los
quistes espontaneos tienen caracteristicas Unicas, que los llevan a comportarse de manera
diferente a los foliculos sanos o atrésicos. En este sentido hallazgos previos evidencian una
alteraciéon en el balance entre factores pro y anti-apoptoticos en los quistes foliculares
espontaneos e inducidos con ACTH (Salvetti y col., 2010). Sin embargo, las células contintian
siendo esteroidogénicamente activas.

Trabajos anteriores han mostrado también la existencia de alteraciones significativas

en la tasa de apoptosis en foliculos de vacas con quistes ovaricos espontaneos o inducidos, y
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estos hallazgos apoyan la nocidon de que la persistencia folicular es un componente importante
de la patogénesis de la COD (Isobe y Yoshimura, 2007; Salvetti y col., 2010). Coémo se
describio, el retraso de la regresion folicular después de la ovulacion es una componente
importante en esta enfermedad, porque un foliculo preovulatorio que no puede ser ovulado no
crecerda mas si logra atresiarse inmediatamente, por lo tanto, no se formaria un foliculo
quistico. La capacidad esteroidogénica y de produccioén de factores de crecimiento y otras
moléculas son caracteristicas propias de los foliculos que persisten sin atresiarse (quistes) y
que contribuyen en gran medida a su propio mantenimiento y probablemente influyan sobre
los foliculos en desarrollo impidiendo la ovulacion de un nuevo foliculo preovulatorio. Esto
lleva a la generacion de un circulo vicioso que tal vez tenga un origen a nivel hipotalamo-
hipofisario pero que luego es mantenido debido a los cambios ovéricos ocurridos por la

presencia de esta estructura folicular persistente.

5.2.2. Concentraciones intermedias de progesterona: su efecto sobre los niveles de

gonadotrofinas y de hormonas esteroides

5.2.2.1. Gonadotrofinas

La frecuencia pulsatil de LH a los dias 5 y 10 de persistencia folicular en las vacas
tratadas fue similar a aquella ocurrida en la fase folicular y significativamente mayor que
aquella ocurrida en la mitad de la fase lutea en los animales controles, confirmando que los
cambios en la frecuencia pulsatil de LH ocurren con rapidez después de la exposicion a dosis
bajas de P4 (Roberson y col., 1989; Savio y col., 1993; Stock y Fortune, 1993; Custer y col.,
1994; Bergfeld y col., 1996; Bridges y Fortune, 2003). La continuidad de esta alta frecuencia
de pulsos mas alla de la fase folicular coincide con el hecho de que la formacién de un nuevo
quiste estd asociada a cambios en la secrecion de LH (Hampton y col., 2003; Vanholder y
col., 2006). También, teniendo en cuenta que la concentracion de los pulsos en los animales
tratados durante la persistencia folicular fue mas alta que aquella encontrada en la fase lutea,
nuestros resultados apoyan la hipotesis de que la hipersecrecion de LH puede jugar un rol en
la persistencia de los quistes foliculares (Hampton y col., 2003).

Aunque la frecuencia pulsatil fue similar durante la fase folicular en los grupos
controles y tratados, la concentracion y amplitud de los pulsos fueron mas altas en controles

que en tratados. Esta informacion sugiere que la falla en la ovulacion podria estar relacionada
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a una reduccion en la concentracion y amplitud de los pulsos de LH més que a cambios en la
frecuencia de los pulsos. Ademas, la frecuencia pulsatil se incrementd a los 5 dias de
persistencia, siendo muy similar a la frecuencia de pulsos presente en la fase folicular de los
animales controles, pero sin que se produzca la ovulaciéon. De hecho, la concentracion y
amplitud de los pulsos a los 5 dias de persistencia fueron menores que aquellas encontradas en
la fase folicular de las vacas controles, sugiriendo nuevamente que los parametros de
concentracion y amplitud son esenciales para inducir normalmente la ovulacion.

Por otro lado, las concentraciones de FSH no fueron afectadas por el tratamiento con
P4, y so6lo se observaron cambios relacionados con la ocurrencia de ondas de crecimiento
folicular propias del ciclo estral en controles. Estos datos sugieren que los mecanismos de
retroalimentacion funcionan correctamente y que el E2 (no la P4) es el principal regulador de
la secrecion de FSH, con elevaciones que acompafian a cada onda de crecimiento folicular.
Estos resultados estan en acuerdo con reportes anteriores que indican que los cambios en los
patrones de secrecion y concentraciones de FSH podria no ser un factor de importancia en la
etiologia de la persistencia folicular y los quistes ovaricos (Cook y col., 1990; Hamilton y

col., 1995; Ribadu y col., 2000).

5.2.2.2. Esteroides gonadales

En animales controles y tratados, las concentraciones de E2 en suero fueron similares
hasta un corto periodo de tiempo posterior a la ovulacion, cuando el crecimiento folicular
prolongado en los animales tratados produjo una elevacién en los niveles de E2, los cuales
alcanzaron su mas alta concentracion en el dia 10 de persistencia. Este incremento en las
concentraciones de E2 ha sido asociado con un incremento en la frecuencia pulsatil de LH,
como fue observado en el dia 10 de persistencia, siendo similar a aquellas concentraciones
detectadas en las etapas tempranas de desarrollo de un estadio de dominancia prolongada
(Stock y Fortune, 1993; Bridges y Fortune, 2003). Ademas, las concentraciones séricas de E2
indican que la produccion de este esteroide desde los foliculos persistentes declina hacia el dia
11 de persistencia, en acuerdo con los cambios histologicos observados en las células de la
granulosa de los foliculos con 15 dias de persistencia, como se discute mas adelante. Amweg
y col. (2013) describieron una relacion entre los valores de E2 en proestro y los quistes
espontaneos e inducidos con ACTH, por lo que las concentraciones observadas en el dia 15 de

persistencia podrian ser similares a aquellas encontradas en quistes. Estos datos destacan la
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conveniencia de nuestro modelo para estudiar los cambios histologicos y hormonales durante
el proceso de formacion de quistes, por sobre la mayoria de otros estudios que han sido
realizados con quistes provenientes de casos espontaneos a campo o de frigorifico, donde la
fase de persistencia, que precede a la formacion de los quistes, es desconocida.

Después de la ovulacion, las concentraciones de P4 se incrementaron en los controles,
reflejando la luteinizacion del foliculo ovulatorio y el surgimiento de un CL activo. En los
animales tratados, las concentraciones de P4 se mantuvieron alrededor de 2 ng/ml, excepto
cuando las vacas recibieron un nuevo dispositivo intravaginal, donde las concentraciones de
P4 alcanzaron valores de aproximadamente 4 ng/ml por un dia (dia 5 y 12 de persistencia).
Estos valores de P4 coinciden con los perfiles plasmaticos descriptos previamente para
dispositivos de liberacion de P4 similares (Sirois y Fortune, 1990; Stock y Fortune, 1993;
Custer y col., 1994; Bigelow y Fortune, 1998; Noble y col., 2000; Bridges y Fortune, 2003;
Kim y col., 2004; Giimen y Wiltbank, 2005; Hatler y col., 2008).

Las concentraciones en E2 fueron constantes entre el proestro y el dia 10 de
persistencia, decreciendo significativamente hacia el dia 15 de persistencia. Este incremento
en las concentraciones séricas podria reflejar la produccion de E2 por las células de la
granulosa sanas hasta el dia 10 de persistencia. En este sentido, ha sido propuesto que el gran
diametro de los foliculos persistentes, va acoplado a un incremento en la masa de tejido
esteroidogénico, y que los foliculos persistentes tienen capacidades esteroidogénicas similares
a las de foliculos antrales dominantes normales (Bigelow y Fortune, 1998). También, la alta
frecuencia de pulsos de LH podria promover la producciéon de andrégenos foliculares,
llevando a una sintesis incrementada de E2 (Fortune, 1986), y esto ha sido asociado con la
patogénesis de los quistes foliculares (Hatler y col., 2003).

La P4 mostr6 un incremento en sus concentraciones intrafoliculares en los foliculos
preovulatorios, pero se mantuvo baja en los foliculos persistentes. Este incremento ha sido
descripto como un evento clave en el mecanismo que conlleva a la ovulacién. Mientras el
mecanismo de estas hormonas no ha sido totalmente elucidado, la P4 parece estimular la
transformacion de prostaglandina E2 a PGF2a y la induccidon de metaloproteinasas (Curry y
Smith, 2006).

Hemos descripto previamente cambios significativos en los receptores de esteroides,
incluyendo el receptor de P4 (Salvetti y col., 2007b, 2012; Alfaro y col., 2012). En este
contexto, ha sido demostrado que la P4 estimula la diferenciacion de las células de la

granulosa (Schams y Berisha, 2002; Schams y col., 2003). Los animales con COD usualmente
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presentan alteraciones en la expresion del receptor de P4, que sumado a los niveles
intermedios de P4, puede inducir cambios en los mecanismos de proliferacion/apoptosis en
las células foliculares, contribuyendo de esta forma a la aparicion de foliculos persistentes en
el ovario (Salvetti y col., 2010).

La testosterona muestra un incremento gradual desde la etapa preovulatoria hasta el
dia 15 de persistencia, con una correlacion significativa entre las concentraciones séricas e
intrafoliculares. Estos resultados sugieren que los foliculos persistentes fueron capaces de
mantener su habilidad de sintesis de andrégenos por un periodo extendido de tiempo, pero
hacia el dia 15 de persistencia podria haber comenzado a decrecer su capacidad para sintetizar
estrogenos (aromatizacion), como ha sido descrito previamente, tanto en foliculos persistentes
como en quistes foliculares (Kojima y col., 2003; Amweg y col., 2013). Por lo tanto, esta
deficiente capacidad de aromatizacion de los andrégenos, por cambios morfo-funcionales en
las células de la granulosa, podria ser responsable del incremento en las concentraciones de
testosterona que caracteriza a los quistes foliculares en la vaca lechera (Dobson y Smith,
1995; Amweg y col., 2013).

Este estudio es el primero en documentar la relacion entre las concentraciones séricas
e intrafoliculares de 170HP4. Los niveles séricos de esta hormona se incrementaron
gradualmente en animales con foliculos persistentes, con las mayores concentraciones en el
dia 15 de persistencia. Este incremento fue acompafiado por un aumento correlativo en las
concentraciones en el liquido folicular, mostrando que los foliculos son atin metabdlicamente
activos y que esto esta relacionado a los hallazgos histologicos observados. Ha sido descripto
que la estrona y el E2 son los principales esteroides formados desde acetato-1-C'* en el
foliculo maduro (Ryan y Smith, 1961), mientras que A4-androstenediona,
dehidroepiandrosterona y 17-hidroxiprogesterona son las principales hormonas producidas en
los foliculos atrésicos bajo idénticas condiciones experimentales (Mori, 1975). Hasta hoy, la
170HP4 no ha sido estudiada en relacion a la reproduccion a nivel del ovario bovino. En
contraste, ha sido documentado que las mujeres con Sindrome Poliquistico Ovarico (PCOS,
del inglés: Polycystic Ovarian Syndrome) exhiben hiperreactividad de 170HP4 a las pruebas
de LH y gonadotrofina coridénica humana (hCG) (McCartney y col., 2004). El mecanismo
concreto responsable de esta respuesta en la esteroidogénesis en las mujeres con PCOS no ha
sido aun establecido, aunque se ha propuesto que una anormalidad intrinseca dentro de las
células de la teca estd asociada con la sobreproduccion de andrégenos ovaricos (Pasquali y

col., 2007). En este sentido, el incremento de 170HP4 observado en suero y liquido folicular
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fue en paralelo con aumentos en los niveles de testosterona y ambas hormonas presentaron

patrones de concentracion similares.

5.2.3. Conclusiones parciales

En términos de la implicancia de estos hallazgos en la patogénesis de la COD, este
estudio sugiere que los ovarios quisticos son formados cuando la adenohipofisis falla en
liberar el pico preovulatorio de LH en respuesta a un incremento preovulatorio de estradiol
(Silvia y col., 2002). Ha sido propuesto que el defecto primario reside en el hipotalamo, el
cual falla en liberar un pico de GnRH en respuesta al estimulo de E2 y que esta insensibilidad
hipotalamica puede estar dada por concentraciones intermedias de P4 circulantes (Silvia y
col., 2002; Vanholder y col., 2006). En este sentido, las concentraciones periféricas de P4 en
vacas con quistes foliculares aparecen frecuentemente en un rango intermedio (0.1-1.0 ng/ml)
(Carroll y col., 1990; Hamilton y col., 1995; Yoshioka y col., 1996; Calder y col., 1999).
También, ha sido claramente demostrado que la mayoria de los quistes foliculares estan
asociados con concentraciones intermedias de P4 al momento de su deteccion (Hatler y col.,
2003). Los foliculos persistentes inducidos por este modelo parecen imitar adecuadamente a
los quistes foliculares que surgen de forma espontanea en las vacas lecheras, proveyendo una
nueva herramienta para estudiar los estadios tempranos de formacion de la COD.

En conclusion, estos hallazgos indican que los quistes ovaricos son similares en
muchas caracteristicas a los foliculos persistentes inducidos por la administracién prolongada
de P4. El perfil enddcrino, la dindmica de crecimiento y las caracteristicas histoldgicas de los
foliculos persistentes son andlogas a las de los quistes espontaneos, confirmando asi el rol
local de las concentraciones intermedias de P4 en la patogénesis de la COD y en los

mecanismos regulatorios de la funcioén ovérica

5.3. Expresion de integrantes de la subfamilia de las BMPs en ovarios de animales
normales y con persistencia folicular inducida con P4, COD espontanea y COD inducida

con ACTH.

Los miembros de la familia de las BMPs han sido propuestos como importantes
reguladores locales del desarrollo folicular y por lo tanto su expresion normal o alterada

podria intervenir en la regulacion de las funciones que posee el ovario (Shimasaki y col.,
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2004, Knight y Glister, 2006; Glister y col., 2010, 2013). En el presente estudio, encontramos
que las BMP-2, BMP-4, BMP-6 y BMPR-1B son expresadas en células de la granulosa y
c¢lulas de la teca de diferentes estructuras foliculares en el ovario bovino y que esta expresion
difiere entre los animales controles y aquellos que poseen foliculos persistentes, COD

espontanea o COD inducida con ACTH.

5.3.1. Expresion de BMP-2

En el grupo control hallamos una expresion de BMP-2 constante a lo largo de las
diferentes categorias foliculares, tanto en células de la granulosa como de la teca. Asimismo,
pudimos observar la expresion de ARNm para BMP-2 en las células de foliculos antrales
estrogénicamente activos. De manera similar a lo observado en los controles, en los tres
grupos con persistencia folicular (P5, P10 y P15) la expresion de BMP-2 se mantuvo
constante a través de la foliculogénesis, existiendo una mayor expresion en células de la
granulosa respecto a las células de la teca, situacion esta que se repitio en el grupo con COD
espontanea. Estos resultados estan parcialmente de acuerdo con aquellos hallados por Glister
y col. (2010) quienes examinaron la expresion de BMP-2 y observaron que la abundancia de
ARNm y la inmunoreactividad de esta proteina fueron mas altas en células de la granulosa
que en células de la teca. Ademas, estos resultados estdn en concordancia con los estudios
llevados a cabo por Kayani y col. (2009). Por el contrario, Fatehi y col. (2005) encontraron
expresion de BMP-2 en células de la teca pero no en granulosa de foliculos antrales bovinos,
estando también en foliculos de transicion, primarios y preantrales. Por otro lado, Juengel y
col. (2006) detectaron por PCR y por hibridacion in situ ARNm de BMP-2 en células de la
granulosa ovinas. Ellos fueron capaces de detectar ARNm de BMP-2 en células de la
granulosa de foliculos antrales en regresion pero no en la granulosa de foliculos antrales
sanos. Glister y col. (2010), observaron que la expresion de BMP-2 en células de la granulosa
decrecia alrededor de 10 veces en foliculos de 7-8 mm estrogénicamente activos, sin
encontrar diferencias con los foliculos estrogénicamente inactivos (en regresion). En células
de la teca, ellos observaron que la abundancia de los transcriptos de BMP-2 seguia un patrén
inverso al visto en las células de la granulosa, aunque todos los niveles de expresion fueron
mas bajos. Adicionalmente, estos autores encontraron una correlacion negativa entre BMP-2 y
la regulacion positiva de otros transcriptos claves para el metabolismo de células de la

granulosa provenientes de foliculos estrogénicamente activos, como CYP19AI1, inhibina A,
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inhibina BA e inhibina BB. En contraste con los hallazgos de Glister y col. (2010), Selvaraju
y col. (2013) observaron en bovinos una regulacion especifica de la etapa de la onda folicular
para BMP-2, asi como para los ARNm de los receptores tipo [ y II de BMP-2, evidenciando
una mayor expresion en la etapa de foliculo preovulatorio. E1l ARNm de BMP-2 en las células
de la granulosa incrementa su expresion después de la seleccion del foliculo dominante (en
muestras colectadas en etapas preovulatorias y de dominancia media) en relacion a los
foliculos dominantes colectados durante las etapas de dominancia temprana o a foliculos
obtenidos en etapas previas a la desviacion folicular (Selvaraju y col., 2013). Ellos postularon
que una regulacion temporal del ARNm de BMP-2 apoya la idea de un potencial rol
regulatorio local en el desarrollo de los foliculos dominantes.

De manera interesante evidenciamos una mayor expresion en los quistes con respecto
a los foliculos de las etapas iniciales del desarrollo folicular (primordiales, primarios,
preantrales pequefios y antrales pequenos), en los grupos de COD inducida con ACTH y
espontanea. Los quistes foliculares y foliculos persistentes son considerados como estructuras
no luteinizadas, que poseen bajas concentraciones de P4 y altas de E2 (Stock y Fortune, 1993;
Vanholder y col., 2006). Ha sido reportado que la BMP-2, que se encuentra expresada en
quistes y foliculos persistentes, forma parte junto a BMP-4, BMP-6, BMP-7 y BMP-15 de las
denominadas “BMPs inhibidoras de la luteinizacion” y actuan inhibiendo la produccion de P4
y estimulando la de E2 de foliculos en fase folicular de crecimiento (Shimasaki y col., 2003;
Otsuka, 2010). Por otro lado, los grupos con distintos dias de persistencia y quistes
presentaron niveles de expresion de BMP-2 alterados para diferentes categorias foliculares
desde preantrales pequefios hasta atrésicos. Estos resultados muestran la presencia de BMP-2
en foliculos mas alla del periodo preovulatorio (foliculos persistentes y quisticos), asi como
también la existencia de modificaciones en la expresion en los grupos con foliculos
persistentes y con COD. Estos cambios pueden alterar mecanismos fisiologicos de
importancia radical en el ovario, como la esteroidogénesis (Souza y col., 2002; Glister y col.,
2004, 2010, 2011), proliferacion celular (Souza y col., 2002; Brankin y col., 2005) y
desarrollo folicular (Webb y col., 2007).

5.3.2. Expresion de BMP-4

En relacion a BMP-4, observamos ARNm en foliculos antrales estrogénicamente

activos, y expresion proteica en células de la granulosa y células de la teca interna de todos
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los foliculos ovaricos estudiados. La expresion proteica en células de la granulosa fue
disminuyendo a lo largo de la foliculogénesis, patron que se repitid en los grupos de
persistencia folicular, COD inducida con ACTH y de COD espontanea. La expresion en
células de la teca aunque fue mayor que aquella encontrada en células de la granulosa,
también disminuy6 en relacion al desarrollo folicular. Fatehi y col. (2005) no encontraron
expresion de BMP-4 en las células de la granulosa de foliculos en crecimiento, a pesar de
haber demostrado expresion de ARNm en células de la granulosa y de la teca de foliculos
antrales menores a 8 mm de didmetro. Por otro lado, Kayani y col. (2009) y Glister y col.
(2010) demostraron la expresion de ARNm y la inmunoreactividad para esta proteina tanto en
las capas de células de la teca como de la granulosa, aunque sus transcriptos fueron mas
abundantes en células de la teca que en células de la granulosa, estando esto ultimo en
concordancia con evidencia anterior obtenida a partir de IHQ en bovinos (Glister y col., 2004)
y mas actual en otras especies (Khalaf y col., 2013). Sumado a esto, Juengel y col. (2006) no
encontraron expresion de BMP-4 utilizando hibridacion in situ en células de la granulosa de
ovejas, pero si lo hicieron por RT-PCR en pools de células de la granulosa.

En el presente estudio pudimos distinguir un incremento en la expresion proteica de
BMP-4 a través de la foliculogénesis en las células de la granulosa del grupo COD espontanea
en relacion a todas las categorias foliculares del grupo control y algunas (primarios y antrales)
del grupo COD inducida con ACTH. En las células de la teca de los foliculos antrales
pequefios y antrales del grupo COD espontidnea, se pudo observar un incremento en la
expresion de BMP-4 en relacion al grupo control. Adicionalmente, también en células de la
teca, los quistes espontaneos mostraron un incremento de BMP-4 comparado con los foliculos
antrales pequenos y antrales del grupo control. Sin embargo, este hallazgo no coincide con la
disminucion observada en su ARNm. Esto probablemente sea debido a la composicion celular
de las muestras en las cuales se analiz6 la expresion de ARNm (compuestas por células de la
granulosa y de la teca); y el tipo de foliculos antrales utilizados como control en los estudios
de ARNm (estrogénicamente activos). Ademads, debido al tiempo de persistencia de los
quistes espontaneos, es probable que parte del ARNm fuese degradado por las enzimas
presentes en el liquido folicular (Borbolis y Syntichaki, 2015). Por otra parte, en los grupos
con persistencia folicular inducida, pudimos observar que la expresion de BMP-4 en células
de la teca de los foliculos antrales de los grupos P5, P10 y P15, estaba aumentada en relacion
a los antrales controles y que este aumento se mantenia en los foliculos persistentes de P10,

los cuales expresaron mas BMP-4 que los foliculos antrales controles (estructuras de
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referencia). Ademas, en células de la granulosa los foliculos persistentes de P10 también
presentaron expresiones mayores que los antrales del grupo control. Actualmente es conocido
que factores de crecimiento derivados de células de la teca como BMP-4 y BMP-7 afectan
directamente la funcion de las células de la granulosa (Lee y col., 2001; Kayamori y col.,
2009; Shimizu y col., 2012a), en este sentido ha sido documentado en estudios sobre ovarios
de ratas, que una caida en la expresion en células de la teca de BMP-4 y BMP-7 es una causa
particular de atresia (Erickson y Shimasaki, 2003). Asimismo, ha sido estudiado que BMP-4 y
BMP-7 suprimen la apoptosis de células de la granulosa (Kayamori y col., 2009; Shimizu y
col., 2012a). Estos antecedentes sugieren que las BMPs derivadas de células de la teca pueden
actuar como factores que promueven la supervivencia de los foliculos a través de su habilidad
de mejorar la proliferacion celular y suprimir la apoptosis (Shimizu y col., 2012a). En el
presente estudio, observamos expresion aumentada de BMP-4 tanto en células de la granulosa
como en células de la teca de las distintas poblaciones foliculares en relacion a los grupos
control, a partir de esto podemos suponer que este aumento en los niveles de expresion puede
estar relacionado a un incremento en la proliferacion celular, una disminucion de la apoptosis,
(Salvetti y col., 2010, Shimizu y col., 2012a,b) y a un aumento en E2 y disminucién de P4
(Shimasaki y col.,, 2003, Otsuka, 2010; Amweg y col., 2013). Siendo todas estas
caracteristicas, propias de los foliculos persistentes asi como también de los quistes

foliculares.

5.3.3. Expresion de BMP-6

El ARNm para BMP-6 pudo ser detectado en foliculos antrales estrogénicamente
activos. Complementariamente, si bien la expresion proteica de BMP-6 fue en general alta en
todas las estructuras y grupos analizados, pudimos observar algunas diferencias durante la
foliculogénesis y entre las distintas categorias foliculares. En este sentido, evidenciamos que
la expresion en células de la granulosa del grupo control disminuye a nivel de los foliculos
antrales y atrésicos en relacion a los foliculos preantrales grandes, presentando un patréon de
mayor expresion en los primeros estadios de desarrollo folicular. Este mismo patrén se
evidencio en las células de la granulosa de los tres grupos del protocolo de persistencia
folicular (P5, P10 y P15). Asimismo, si bien en el grupo COD inducida con ACTH hubo
algunas modificaciones, la expresion en células de la granulosa se comporté de manera

similar, presentando los foliculos antrales y atrésicos, junto con los preantrales pequenos y de
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transicion una menor expresion que los preantrales grandes. Por otro lado, tanto en los grupos
control, COD inducida y COD espontanea, la expresion en células de la teca se comportod de
manera opuesta a la observada en células de la granulosa, evidencidndose los menores niveles
de inmunomarcacion en los foliculos preantrales grandes y los mayores en las categorias de
antrales, atrésicos y quistes. De igual manera, en los grupos P10 y P15 los foliculos
preantrales grandes y persistentes presentaron menores niveles de expresion que los foliculos
antrales. Nuestros hallazgos coinciden con los estudios llevados a cabo por Glister y col.
(2004) donde mediante IHQ en cultivos celulares de foliculos antrales bovinos pudieron
observar que la mayor inmunomarcacion para BMP-6 se encontraba a nivel de las células de
la granulosa y ovocitos, siendo mas débil en células de la teca. En estudios posteriores, ellos
estudiaron la expresion de ARNm de BMP-6 a través de PCR en tiempo real y no encontraron
diferencias en la abundancia relativa de ARNm tanto en células de la granulosa como de la
teca durante el desarrollo folicular (foliculos de 1 a 18 mm). Ademads, coincidiendo con los
resultados aqui presentados, ellos detectaron por IHQ expresion proteica positiva para BMP-6
tanto en células de la granulosa como en células de la teca (Glister y col., 2010). Estos
resultados también coinciden con los obtenidos por Kayani y col. (2009).

En el grupo de COD espontanea durante el desarrollo folicular no se observaron
diferencias en la expresion de BMP-6 en las células de la granulosa, con excepcion de los
foliculos quisticos que mostraron niveles de inmunomarcacion mayores a las demas
categorias foliculares. De manera similar, la expresion de BMP-6 en células de la granulosa
mostrd un incremento a medida avanza el tiempo de persistencia folicular, asi los foliculos
antrales y atrésicos de los grupos P5, P10 y P15 presentaron mayores niveles que las mismas
categoria en los controles. Ademads, los foliculos persistentes de los tres grupos y los quistes
del grupo COD espontanea presentaron mayor inmunomarcacion que los foliculos antrales
controles (estructuras de referencia). En células de la teca esta expresion mayor en los grupos
con persistencia solo se observé en la categoria de foliculos antrales. Recientemente, Polat y
col. (2015) evaluaron, en bovinos, las concentraciones de BMP-6 en liquido folicular y su
expresion proteica en foliculos preovulatorios (controles), foliculos atrésicos del diestro
(desarrollados en un ambiente rico en P4) y en quistes tipo 2 luteales (Braw-tal y col., 2009).
Ellos pudieron observar que tanto los quistes como los foliculos atrésicos presentaban en el
liquido folicular una concentracion menor de BMP-6 que los controles preovulatorios.
Ademas, tanto en células de la granulosa como de la teca, ellos hallaron una muy baja

inmunomarcacion de BMP-6 en los quistes en relacion a los foliculos atrésicos y controles
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preovulatorios donde esta fue mayor. Si bien, estos hallazgos no coinciden con los de la
presente tesis, hay que considerar que ellos estudiaron estructuras que se desarrollan en un
ambiente de alta concentracion de P4 como son los quistes tipo 2. Sin embargo, si coinciden
los datos obtenidos por ellos en los foliculos antrales preovulatorios, donde la BMP-6 mostré
altas concentraciones en liquido folicular y alta expresion proteica a nivel celular. Tanto los
foliculos persistentes como los quistes foliculares evaluados presentaron niveles elevados de
E2 y bajos de P4, datos que son coincidentes con reportes previos sobre este tema (Hatler y
col., 2003; Vanholder y col., 2006; Probo y col., 2011). Estas dos estructuras patoldgicas
devienen de un foliculo antral que falla en su mecanismo ovulatorio, siendo una condicién
compartida entre las dos la ausencia de tejido luteal en el ovario. Sumado a esto, como ya se
ha hecho mencion en esta tesis, BMP-6 junto con otras BMPs son considerados factores
inhibidores de la luteinizacion (Shimasaki y col., 2003; Otsuka, 2010) por lo que es esperable
el hallazgo de alta expresion en los foliculos persistentes y quistes que poseen como una de

sus caracteristicas, no estar luteinizados.

5.3.4. Expresion de BMPR-1B

La expresion proteica de BMPR-1B en el grupo control se mantuvo en niveles
constantes a lo largo del desarrollo folicular, siendo esto evidente en todas las categorias
foliculares tanto en la capa de células de la granulosa como de células de la teca interna. En
cambio, su expresion decrecid durante la foliculogénesis en el grupo de COD inducido con
ACTH, siendo este patron parcialmente repetido en el grupo de COD espontdnea, donde los
foliculos antrales mostraron niveles similares a los observados en la categoria de foliculos
preantrales. Sin embargo, los foliculos quisticos de ambos grupos con COD, mostraron
mayores niveles de expresion que los foliculos antrales pequeiios controles.

En los bovinos, ha sido descripto que la expresion de ambos BMPR-1B y BMPR-2 se
incrementa progresivamente en las células de la granulosa mientras decrecen ligeramente en
las células de la teca durante el desarrollo de los foliculos antrales (Glister y col., 2010). Esto
sugiere un cambio progresivo en el balance de las respuestas de las células de la granulosa y
de la teca a ligandos intrafoliculares como las BMPs que utilizan una combinacion particular
de estos receptores tipo I y tipo II para poder actuar. Los ligandos que se conoce reclutan a
esta combinacion de receptores tipo I y tipo II incluyen a BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7 y

BMP-15 (Glister y col., 2010). De esta manera, las células de la granulosa llegan a ser mas
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sensibles a medida aumenta el tamano de los foliculos, mientras las células de la teca lo hacen
a la inversa; responden menos a medida que el desarrollo folicular avanza (Glister y col.,

2010).

5.3.5 Conclusiones parciales

Es conocido que las acciones de las BMPs sobre la funcidon ovdrica varian entre
distintas especies. Bajo condiciones in vitro, se han obtenido resultados muy interesantes a
partir de células ovaricas de bovinos, rata y humanos. Los tratamientos de células de la teca
bovinas con BMP-2, BMP-4, BMP-6 y BMP-7 promueven una profunda supresion de la
expresion de la enzima CYP17Al, tanto en condiciones de cultivo basales como con
estimulacion de LH. Igualmente, las BMPs reducen la expresion de otros transcriptos claves
para el proceso de esteroidogénesis como lo son LHCGR, StaR, CYP11A1 y HSD3p, aunque
lo hacen en un menor grado que a la supresion sobre CYP17A1 (Glister y col., 2005, 2011).
Una caracteristica de los quistes foliculares en las vacas lecheras son las altas concentraciones
de andrégenos que poseen (Dobson y Smith, 1995; Amweg y col., 2013), siendo esto similar
en los foliculos persistentes donde los niveles de testosterona aumentan a medida avanza la
persistencia. Estos resultados parecerian no coincidir con los altos niveles de BMPs
encontrados y su efecto anti-androgénico. Sin embargo, existen circuitos de autorregulacion
local tanto en células de la granulosa como de la teca, donde son las BMPs las que estimulan a
sus propios antagonistas (proteinas de union), como lo son noggina, gremlina, cordina y
folistatina que juegan un papel importante en la regulacion de la actividad de las BMPs,
evitando un exceso de sefializacion (Glister y col., 2011), este mecanismo podria explicar la
sintesis de androgenos en presencia de altos niveles de BMPs, los cuales se acumularian a
medida los foliculos persistentes pierden células de la granulosa y concomitantemente,
capacidad para aromatizar androgenos a E2.

Estudios previos realizados por Selvaraju y col. (2013) demostraron en bovinos los
efectos estimulatorios de BMP-2 sobre la produccion de E2 por parte de las células de la
granulosa cultivadas in vitro. A pesar de esto, el efecto sobre la produccion de P4 fue negativo
y no encontraron efectos estimulatorios sobre el nimero de células de la granulosa. Estudios
realizados por otros autores observaron receptores funcionales/vias de sefializacion para
BMP-4, BMP-6 y BMP-7 en células de la granulosa bovinas (Glister y col., 2004). El

tratamiento con cualquiera de estos ligandos promueve un incremento en la acumulacioén de
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proteinas SMADI en su forma fosforilada y mejora la produccion de E2 basal y la estimulada
por IGF-1 (Glister y col., 2004). Los tratamientos con BMP-4 y BMP-7 disminuyen los
niveles de apoptosis en células de la granulosa bovinas (Kayamori y col., 2009; Shimizu y
col., 2012a), y los tratamientos con BMP-2 de células de la granulosa de humanos produce
incrementos en el receptor de FSH y el ARNm de la enzima aromatasa (Shi y col., 2009).

A sido demostrado que BMP-4, BMP-6 y BMP-7 in vitro pueden actuar sobre células
de la teca suprimiendo la produccion de androgenos estimulada por LH y mejorar la secrecion
por parte de las células de la granulosa de E2, inhibina-A, activina-A y folistatina (Glister y
col., 2005, 2013) coincidiendo con los resultados obtenidos por Shi y col. (2009) en células de
la granulosa humanas.

Tomando toda esta informacion en conjunto, podemos concluir que las BMPs generan
un incremento de E2, una disminucién en los niveles de androgenos y P4, y considerando que
en los quistes espontdneos asi como en los foliculos persistentes hay un incremento en la
expresion de BMP-4 y BMP-6 y una expresion sostenidamente alta de BMP-2; es plausible
postular que el incremento en la expresion de estas BMPs contribuye al desbalance hormonal
a nivel local, que previamente fue observado en los animales con COD (Amweg y col., 2013).
Animales con persistencia folicular inducida, COD espontéanea, e inducida con ACTH poseen
bajos niveles séricos e intrafoliculares de P4, y niveles elevados de E2 similares a los
existentes en los foliculos preovulatorios normales (Amweg y col., 2013). Los altos niveles de
BMP-4 y BMP-6 y los sostenidos niveles de BMP-2 en los quistes espontaneos y foliculos
persistentes, pueden contribuir a este desbalance. Por otro lado, se observaron altos niveles de
testosterona en liquido folicular de COD espontaneos e inducido con ACTH y foliculos
persistentes de dia 15, y de cortisol en los dos grupos con COD. Hemos evidenciado
previamente que otros miembros de la familia TGF-f e IGF estan alterados en ovarios de
animales con esta enfermedad (Ortega y col., 2008, 2015; Rey y col., 2010; Rodriguez y col.,
2011, 2013, 2015; Stangaferro y col., 2014; Matiller y col.,, 2014). Este desequilibrio
hormonal puede afectar, entre otros, el balance entre proliferacion y apoptosis, asi como entre
los factores pro y anti-apoptosis en foliculos ovaricos de animales con COD. Ha sido
previamente confirmado por nuestro grupo de trabajo, asi como por otros autores, que el
balance proliferacion/apoptosis esta alterado en los quistes de animales con COD espontanea
e inducida con ACTH favoreciendo la persistencia del foliculo debido a una baja proliferacion
de las células foliculares y a una baja tasa de apoptosis celular (Isobe y Yoshimura, 2007;

Salvetti y col., 2010).
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Basado en nuestros resultados, podemos postular que el delicado balance entre los
componentes del sistema de BMPs esta alterado. Esto contribuiria al mecanismo que lleva a
prolongar la persistencia folicular, con bajos niveles de apoptosis y proliferacion en estas
estructuras (Isobe y Yoshimura, 2007; Salvetti y col., 2010) y con una alteracion en la
esteroidogénesis en respuesta al estimulo gonadotrofico (Amweg y col., 2013).

Finalmente, las diferencias encontradas entre animales con quistes espontaneos,
inducidos con ACTH vy foliculos persistentes, son probablemente debido a diferencias en las
condiciones del ambiente celular y al tiempo de persistencia de los quistes, lo que podria

influir en la expresion de estos componentes.

5.4. Expresion de AMH en foliculos preovulatorios normales, en animales con COD

espontinea y en la persistencia folicular inducida.

Este trabajo es el primero en evaluar la expresion de AMH durante un protocolo de
persistencia folicular a largo plazo inducido con dosis bajas de progesterona y correlacionarlo
con el comportamiento de AMH en las estructuras quisticas de aparicion espontanea del
ganado lechero.

Detectamos expresion de AMH en las células de la granulosa de todas las categorias
foliculares dentro de cada uno de los grupos estudiados. Asimismo, pudimos observar que
dicha expresion fue mayor en los estadios de foliculos preantrales grandes y antrales. Esto
concuerda con los hallazgos de Rico y col. (2011) quienes mediante IHQ detectaron que la
AMH se expresaba en foliculos preantrales, antrales, y en células del cumulus oophorus, sin
encontrarse diferencias en la intensidad de marcacion entre los distintos grupos evaluados por
ellos. En el presente trabajo, los altos niveles de expresion encontrados en las categorias de
foliculos preantrales y antrales fueron significativamente mayores que los hallados en los
foliculos persistentes de los tres grupos (P5, P10 y P15) y en los foliculos atrésicos de todos
los grupos evaluados (COD espontdnea, persistentes y controles), de la misma manera
diversos autores han observado que la expresion de AMH en células de la granulosa decrece a
medida que avanza el estado de atresia de los foliculos (Knight y Glister, 2006; La Marca y
Volpe, 2006; Rico y col., 2009, 2011). También, hemos observado que la expresion de AMH
fue significativamente mas baja a nivel de las células de la granulosa de los foliculos quisticos
y persistentes en relacion a los foliculos antrales controles. Esta diferencia en la marcacion no

se observd al comparar los quistes espontaneos con los foliculos persistentes, siendo esta
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similitud en la expresion de AMH un punto en comun entre estas dos entidades patologicas.
Ademas de estos hallazgos, al evaluar las concentraciones de AMH en las muestras de liquido
folicular, observamos que los grupos con 10 y 15 dias de persistencia presentaban niveles
significativamente mayores a los encontrados en los grupos control y con COD espontanea.
Un estudio realizado por Monniaux y col. (2008) reportaron que tanto las concentraciones de
AMH en liquido folicular como el nivel de expresion de su ARNm en células de la granulosa
de foliculos antrales grandes y quistes no presentaban diferencias significativas. De una
manera similar El-Sheikh Ali y col. (2013) no encontraron diferencias en los niveles
plasmaticos de AMH entre muestras provenientes de animales con COD espontanea a campo
y aquellos provenientes de animales con ciclos estrales normales. Si bien, algunos estudios
establecen que los niveles intrafoliculares y plasmaticos de AMH no pueden ser usados como
biomarcadores para conocer la existencia de los quistes foliculares en el ovario de las vacas
(Monniaux y col., 2008; Kitahara y col., 2012; El-Sheikh Ali y col., 2013), ellos no evaluaron
los niveles en liquido folicular durante las etapas iniciales de formacion de los quistes. Asi,
como fue sefialado anteriormente, los foliculos persistentes obtenidos en el modelo de
induccion de persistencia folicular presentaron altas concentraciones de AMH a los 10 y 15
dias de persistencia. Ahora bien, estos niveles de AMH no fueron acompanados por altos
porcentajes de expresion proteica en las células de la granulosa. En este sentido, en un trabajo
realizado por Polat y col. (2015) en bovinos, observaron que las concentraciones en liquido
folicular de AMH en quistes no fueron significativamente diferentes a las halladas en
foliculos antrales en regresion que se desarrollan durante el diestro (alta P4), pero si lo fueron
en relacion a los foliculos preovulatorios, donde la AMH fue significativamente mas baja.
Ademas, y al igual que en nuestro trabajo, al estudiar la expresion de AMH tanto en foliculos
quisticos como en foliculos en regresion (diestro) mediante IHQ pudieron observar que la
inmunomarcacion fue muy débil en todas las capas de células foliculares. Sin embargo, es
conveniente considerar que ellos evaluaron quistes tipo 2 (Braw-tal y col., 2009) los cuales
presentan altas concentraciones de P4, en este sentido aunque los foliculos persistentes de los
grupos P10 y P15 no poseen altas concentraciones de P4, si presentan niveles elevados de
170HP4 en liquido folicular y suero que podrian actuar sobre el mismo receptor que P4
(Blackmore y col., 1990; Ashley y col., 2006; Manuk y col., 2011), por lo tanto 170HP4
estaria actuando de manera similar a las concentraciones de P4 existentes en los quistes tipo 2.

Por otro lado, debe considerarse que las BMP-6 y BMP-4 mejoran la secrecion de

AMH en foliculos de 5 a 10 mm, e incrementan los niveles de su ARNm en células de la
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granulosa de foliculos de 3 a 5 mm y de 5 a 10 mm. Inversamente, FSH reduce la secrecion y
la expresion de AMH en estas mismas poblaciones foliculares. Estos datos evidencian un
antagonismo entre FSH y BMPs en la regulacion de la expresion y produccion de AMH por
las células de la granulosa de foliculos bovinos (Rico y col., 2011). Estos resultados pueden
ser relacionados con nuestros hallazgos, donde es factible observar un incremento de BMP-4
y BMP-6 en las células de la granulosa y de la teca de la mayoria de las categorias foliculares
dentro de los grupos de persistencia folicular en relacion a los foliculos controles. Estas
influencias por parte de los factores locales (BMPs) podrian estar controlando en parte el
aumento de AMH en el liquido folicular. Actualmente es aceptado que varios mecanismos
postranscripcionales como son la tasa de secrecion y la unién a proteinas de la matriz
extracelular podrian regular la acumulacion de los factores de crecimiento a nivel del antro
folicular (Gumienny y Padgett, 2002; Monniaux y col., 2008).

La AMH ejerce un efecto negativo sobre la transicién de los foliculos primordiales a
primarios y consecuentemente el desarrollo de foliculos preantrales (Knight y Glister, 2006).
Asimismo, Durlinger y col. (2001) evidenciaron que AMH inhibe el crecimiento dependiente
de FSH de los foliculos antrales. Ademads, es conocido que la medicion de AMH plasmatica
puede utilizarse para conocer la reserva folicular ovarica (recuento de foliculos antrales)
(Ireland y col., 2011) y que esta reserva esta altamente correlacionada con el desempeiio
reproductivo futuro de los bovinos (Rico y col., 2012). Las altas concentraciones de AMH
encontradas en el liquido folicular de los foliculos con 10 y 15 dias de persistencia podrian
estar ejerciendo un efecto negativo sobre los foliculos en estadios iniciales de crecimiento,
evitando su pasaje a fases mas avanzados de desarrollo (preantrales), generando con esto una
caida en el desarrollo de nuevas ondas foliculares o una alteracion en la capacidad de
respuesta a las gonadotrofinas hipofisarias. Asimismo, AMH inhibe la enzima CYP19A1 y el
LHR inducido por FSH en células de la granulosa de foliculos antrales (Di Clemente y col.,
1994; Monniaux y col., 2008). A través de estas funciones AMH reduce la respuesta a FSH de
los foliculos preantrales y antrales pequefios y de esta manera ejerce un rol negativo en el
reclutamiento ciclico y el proceso de seleccion del foliculo dominante (Durlinger y col.,

2002a,b; Visser y Themmen, 2005; Knight y Glister, 2006 ).
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Las vacas lecheras son animales seleccionados para producir grandes cantidades de
leche y para lograr estos altos niveles de produccién ponen en funcionamiento numerosos
procesos fisioldgicos con altas demandas de energia, la cual debe ser ingerida con la dieta.
Esta gran demanda energética estd acompaiiada del estrés que sufre el animal como resultado
del manejo, rutina de ordefie, clima (alta temperatura y humedad), enfermedades,
hacinamiento, entre otros. Esta combinacién de alta produccién, déficit energético y estrés
ponen en peligro la funcionalidad de los sistemas orgédnicos del animal, siendo el sistema
reproductor uno de los mas sensibles y por ende de los primeros en afectarse. Para mantener
la alta productividad, las vacas deben parir con un intervalo cercano a los 13 meses entre
partos, con la dificultad que implica la apariciéon de enfermedades relacionadas al tracto
reproductor, tales como anestro, retardo en el reinicio de la actividad ovdrica, aparicion de
CODy persistencia folicular asociada a la COD. Todo esto impide que la prefiez ocurra en un
intervalo tan ajustado, lo que repercute en la rentabilidad del tambo a través de la disminucién
de la produccion de litros de leche y del aumento en los costos debido a tratamientos
veterinarios. Por este motivo existen justificaciones de indole productivo-econdmicas para
desarrollar modelos que permitan dilucidar los procesos por los cuales se desencadenan las
alteraciones de origen ovdrico en vacas lecheras, y de esta manera determinar su etiopatogenia
y desarrollar posibles medidas preventivas y/o terapéuticas. Los resultados obtenidos en esta
tesis aumentan el estado actual del conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad quistica

ovarica y los mecanismos involucrados en la persistencia folicular.

De esta manera, con los resultados obtenidos y la discusion de los mismos

considerando los aportes de otros autores, obtuvimos las siguientes conclusiones:

El estudio de los mecanismos que conllevan a la falla en el proceso de ovulacién y la
persistencia folicular es una de las llaves para comprender la patogénesis de la COD. En el
presente estudio, con dosis bajas de P4, se indujeron foliculos persistentes que, al cabo de 15
dias de persistencia a partir del momento esperado de ovulacion, llegaron a ser estructuras
compatibles con la definicién de quistes foliculares y por ende asociados a la COD. Asi, los
foliculos persistentes siguen siendo similares en su histomorfometria a los foliculos sanos,
aunque gradualmente van perdiendo células de la granulosa sin llegar a presentar pérdida
completa o luteinizacién. Esta conservacion de capas de células funcionales le permite al

foliculo persistente responder a los cambios en el ambiente hormonal. Las dosis subluteales
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de P4 indujeron un patrén caracteristico en la pulsatilidad de LH, con frecuencias similares a
las observadas en la fase folicular del ciclo estral, pero de concentracién y amplitud menor.
Estos hallazgos sugieren que la formacion y persistencia de los quistes pueden estar asociadas
a pulsos de LH de menor amplitud y concentraciéon. Ademds, este tipo de pulsatilidad de LH
permitié la sintesis, por parte de células de la granulosa, de altas concentraciones de E2 que
fueron maximas hacia el dia 10 de persistencia y descendieron a niveles similares a los
encontrados en proestro (aun elevados) en el dia 15 de persistencia. Estos niveles séricos e
intrafoliculares de E2 fueron acompafiados por niveles crecientes de sus precursores,
andrégenos, que fueron maximos hacia el dia 15 de persistencia. Estos hallazgos fueron
similares a los observados en los casos de COD espontdnea e inducida con ACTH. Ademas,
esta es la primera vez que se documentan las concentraciones séricas e intrafoliculares de la
170HP4 tanto en foliculos preovulatorios controles como en foliculos persistentes, las cuales
aumentaron en estos dltimos progresivamente hasta los 15 dias de persistencia. Esta hormona
podria actuar de manera similar a la P4 alterando los mecanismos de regulacion intraovéricos.

Ha sido previamente demostrado que las BMPs cumplen un rol importante en los
mecanismos que regulan el mantenimiento y desarrollo de las células foliculares asi como en
la comunicacién entre las diferentes poblaciones que componen el ovario mediante
mecanismos paracrinos y autocrinos. Es por esto que una expresion alterada podria modificar
las funciones normales del ovario y de esta manera formar parte de procesos patolégicos
como la persistencia folicular y la COD. En el presente estudio pudimos observar expresion
de BMP-2, BMP-4, BMP-6 y BMPR-1B en células de la teca y de la granulosa de todas las
categorias foliculares y grupos estudiados. Individualmente pudimos observar que BMP-2 se
mantuvo elevada en los foliculos mds alld del periodo ovulatorio (foliculos persistentes y
quistes), presentando ademds diferencias de expresion en diferentes categorias foliculares
entre los distintos grupos estudiados. Por su parte, BMP-4 present6 una expresion elevada en
todas las categorias del grupo COD espontanea, siendo particular la mayor expresion en los
quistes espontdneos y foliculos persistentes del grupo P10 en relacion a los foliculos antrales
controles. Ademds la BMP-6, mantuvo niveles elevados de expresion en las células de la
granulosa de todos los grupos estudiados, y llamativamente fueron mayores en los quistes del
grupo COD espontanea y foliculos persistentes en relacién a los antrales controles. La alta
expresion de las BMPs estudiadas fue acompanada con una elevada expresion de BMPR-1B
en los quistes inducidos con ACTH y espontdneos que favoreceria la accion de las BMPs més

all4 del periodo ovulatorio. Es de destacar que hemos encontrado diferencias en la expresion
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de los componentes de las BMPs desde estadios muy tempranos del desarrollo folicular tanto
en grupos con COD como con persistencia folicular. Estos hallazgos se relacionan con los
encontrados para AMH, donde las altas concentraciones en liquido folicular a los 10 y 15 dias
de persistencia podrian actuar negativamente sobre los efectos inducidos por FSH, y asi
ejercer un rol negativo en el reclutamiento ciclico de foliculos en estadios iniciales de
desarrollo y la seleccion del foliculo dominante, afectando directamente los mecanismos de
desarrollo folicular y ovulacién. Considerando el alto grado de reincidencia de la COD, los
cambios a nivel del desarrollo folicular temprano pueden afectar la foliculogénesis futura y
contribuir a la aparicién recurrente de esta enfermedad. La accién sinérgica de las BMPs y
AMH a través de la conservacion de sus funciones sobre la esteroidogénesis, proliferacion y
apoptosis celular y desarrollo folicular puede lograr un medio interno con caracteristicas que
permitan al foliculo preovulatorio sostener su estructura y funcionalidad més alla del periodo
ovulatorio favoreciendo la persistencia folicular y la apariciéon de COD. La AMH mantuvo
una expresion notablemente mayor en los estadios de foliculos preantrales grandes y antrales
de todos los grupos, siendo muy baja en quistes y foliculos persistentes. Sin embargo, en los
foliculos persistentes que presentan elevadas concentraciones de 170HP4, la baja expresion
proteica de AMH estuvo acompafiada de altas concentraciones en liquido folicular (grupos
P10 y P15). Asimismo, existe una posible asociacién positiva entre BMP-4 y BMP-6, y la
secrecion de AMH. Estos hallazgos nos permiten suponer que la medicion de AMH en
estructuras foliculares de tamafio mayor al ovulatorio podria ser un indicador de persistencia
folicular.

La aplicacién de técnicas poco invasivas como seguimiento ecografico, aspirado
folicular guiado por ecografia, toma de multiples muestras de sangre a través de un catéter
endovenoso yugular, y de otras invasivas como la ovariectomia, permitieron caracterizar
exitosamente el modelo de persistencia folicular, el cual se adapt6 a la necesidad de establecer
los acontecimientos que suceden en las primeras etapas de formacién de los quistes. En
conjunto los resultados obtenidos tanto en foliculos persistentes como en casos inducidos y
espontdneos de COD coinciden en que estas estructuras poseen similares concentraciones de
hormonas gonadotréficas y esteroides, y que los factores locales aqui estudiados, a través de
sus funciones fisiologicas, permitirian mantener el caracteristico medio intrafolicular de
receptores, hormonas y enzimas que acompafian a estas alteraciones ovaricas.

La puesta en prictica de estos métodos y el desarrollo de este tipo de modelos

experimentales permiten disponer de estrategias de estudio tanto para enfermedades de origen
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ovarico como de otro origen, siendo también aplicables a disefios experimentales en otros
modelos animales. La adquisicién y produccién de conocimientos llevados a cabo en esta
tesis permitié ampliar la informacion existente sobre la fisiopatologia ovarica en el bovino. El
conocimiento del comportamiento hormonal y su relacién con la expresiéon de los factores
locales BMPs y AMH, asi como de su capacidad de modificar el medio interno folicular,
aporta informacion relevante para la comprension de la compleja y dindmica etiopatogenia de
la COD.

Finalmente, la informacién recabada y producida permite al grupo de trabajo la
posibilidad de trasladar recursos tedricos y técnicos al medio rural donde se produce la
enfermedad y de esta manera brindar nuevas herramientas para la comprension, diagndstico y
tratamiento de los foliculos persistentes y quistes, produciendo una mejora en los sistemas de

produccion lechera.
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